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Πρόλογος 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο εργαστήριο Μοριακής 
Γενετικής Εντόµων και Βιοτεχνολογίας, στο Ινστιτούτο Βιολογίας του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. 
∆ηµόκριτος υπό την επίβλεψη του ∆ρ. Κώστα Ιατρού και της ∆ρ. Βασιλικής 
Λαµπροπούλου. Η διατριβή χρηµατοδοτήθηκε από Πρόγραµµα ΠΕΝΕ∆ 2003, 
χορηγούµενο από τη Γενική Γραµµατεία Έρευνας και Τεχνολογίας. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω εκ βαθέων τον ∆ρ. Ιατρού για τη δυνατότητα που 
µου έδωσε να εκπαιδευτώ επιστηµονικά στο εργαστήριό του και να εργαστώ στο 
αρµονικό περιβάλλον που έχει διαµορφώσει εκεί. Οι οξυδερκείς του παρατηρήσεις 
και οι συµβουλές του σε όλη την πορεία διεξαγωγής της διατριβής µου ήταν 
εξαιρετικά χρήσιµες και πολύ συχνά µου πρόσφεραν µια διαφορετική οπτική γωνία, η 
οποία µε βοηθούσε να αντιµετωπίσω τις προκλήσεις κατά τη διάρκεια της διατριβής. 
Επιπλέον, θα ήθελα να αναγνωρίσω και να τον ευχαριστήσω για την υποµονή και 
στοργή του απέναντί µου αυτά τα έξι χρόνια γνωριµίας µας.  
 Η ∆ρ Βασιλική Λαµπροπούλου υπήρξε η άµεση επιβλέπουσά µου σε 
καθηµερινή βάση, η οποία µε συµβούλευε σε κάθε είδους θέµατα από τα πιο απλά 
(συγκεντρώσεις διαλυµάτων) έως τα πιο σύνθετα επιστηµονικά θέµατα της διατριβής, 
αλλά ενίοτε δε και προσωπικά. Αναµφίβολα, αποτέλεσε το ανθρώπινο 
µικροπεριβάλλον που µου επέτρεψε να φέρω εις πέρας την εκπόνηση της διατριβής 
και γι’αυτό την ευχαριστώ. 

Ο ∆ρ. Luc Swevers, επιβλέπων µου στα πλαίσια της εσωτερικής τριµελούς 
επιτροπής στο ∆ηµόκριτο, επίσης στάθηκε κοντά µου όλα αυτά τα χρόνια. Η 
πολύχρονη εµπειρία του σε θέµατα Μοριακής Βιολογίας αποτέλεσε µεγάλη βοήθεια 
για µένα, ενώ η κριτική του µατιά ως προς τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µου και 
η ενθάρρυνσή του συχνά µου έδωσαν ώθηση σε πολλαπλά επίπεδα. 

Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα µέλη του εργαστηρίου µε τα οποία 
συνύπαρξα αυτά τα χρόνια, είτε για περισσότερο χρόνο είτε για λιγότερο. Να 
ξεκινήσω ευχαριστώντας την Ντανιέλα Τσίκου, η οποία υπήρξε η πρώτη µου 
«δασκάλα» πειραµατικά, την Παναγιώτα Τσίτουρα, την Άννα Κολιοπούλου, τον 
Κωνσταντίνο Ιωαννίδη, τη Γεωργία Κυθραιώτη, την Τζίνα Κοτζιά, το Θοδωρή 
Γεωργοµανώλη και τη Νάντια Σδράλια για την αγαστή συνεργασία µας, τις 
επιστηµονικές συµβουλές αλλά και για όλη την υποστήριξη και φιλία. Ευχαριστώ τον 
Βασίλη ∆ουρή για όλες τις συζητήσεις, επιστηµονικές και υπαρξιακές, που µε 
συνόδευσαν αυτά τα χρόνια και τον Κωστή Κούση για το τροµερό χιούµορ του που 
οµόρφυνε το γραφείο µας. Φυσικά, ευχαριστώ τη ∆ήµητρα Στεφάνου και τον 
∆ηµήτρη Κοπανέλη πρωτίστως για τη –σχεδόν γονεϊκή- αγάπη τους απέναντί µου 
και, δευτερευόντως, για την πρακτική βοήθειά τους στο εργαστήριο. Αλλά και τον 
Ruben de Wilde τόσο για τη βοήθειά του σε θέµατα στατιστικής, όσο και για την 
αισιοδοξία του. Όµως, η λίστα των εργαστηριακών µελών-φίλων µπορεί να κλείσει 
µόνο ευχαριστώντας την Rodica Efrose, χωρίς την οποία είναι αµφίβολο κατά πόσο 
θα είχα καταφέρει να φέρω εις πέρας το έργο αυτό. Την ευχαριστώ για την 
υποστήριξή της και το κουράγιο που µου έδωσε. 

∆εν πρέπει να αµελήσω να ευχαριστήσω όλο το Ινστιτούτο Βιολογίας, καθώς 
τόσο διοικητικά, όσο και επιστηµονικά συνεισέφερε στη διατριβή αυτή. Φυσικά, 
εκτός από το µόνιµο ερευνητικό ή διοικητικό προσωπικό που πάντα ήταν πρόθυµο 
για οποιαδήποτε βοήθεια, ευχαριστώ και τους υπόλοιπους φοιτητές µε τους οποίους 
ακολουθούσαµε παράλληλες πορείες και άλλοτε γελούσαµε και άλλοτε 
απογοητευόµασταν µαζί. 
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Ιδιαίτερη µνεία χρωστώ στον ∆ρ. Θεοδόση Θεοδοσίου από το Ινστιτούτο 
Φυσικοχηµείας του ∆ηµοκρίτου για τις ατέλειωτες ώρες και τον ενθουσιασµό που 
µου διέθεσε κατά τη µικροσκοπική παρατήρηση των δειγµάτων µου, ως υπεύθυνος 
του συνεστιακού µικροσκοπίου σάρωσης. 

Επίσης, ευχαριστώ βαθύτατα τους επιβλέποντες καθηγητές µου από το 
Πανεπιστήµιο Αθηνών, ∆ρ. Ρένα Λεκανίδου και ∆ρ. ∆ιαµάντη Σίδερη, οι οποίοι µε 
βοήθησαν ακόµα και υπό συνθήκες χρονικής πίεσης, µε καθοδήγησαν σε τεχνικά και 
επιστηµονικά θέµατα και µε ενθάρρυναν. Ταυτόχρονα, πολλά µέλη του Τοµέα 
Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Αθηνών, όπως ο Νίκος 
Αρβανίτης, η Λάρα Κραββαρίτη και η Βιβή Σκούρου µε βοήθησαν πολλές φορές 
αυτά τα χρόνια και τους ευχαριστώ. 

Η διδακτορική διατριβή µου δε θα είχε πραγµατοποιηθεί αν δε µας είχε 
προµηθεύσει ο ∆ρ. Jean-Michel Drezen του Πανεπιστηµίου François Rabelais στην 
Τούρ της Γαλλίας µε τα γονίδια Ank του ιού CcBV, τα οποία αποτέλεσαν το 
αντικείµενο µελέτης µου. Όµως, και ο ∆ρ. Minoru Yamakawa από το Εθνικό 
Ινστιτούτο Αγροβιολογικών Επιστηµών στην Tsukuba της Ιαπωνίας µας προµήθευσε 
µε πολύτιµα πλασµίδια ελέγχου και γονίδια µεταγραφικών παραγόντων του Bombyx 
mori που χρησιµοποίησα εκτενώς στη µελέτη µου. Τους ευχαριστώ και τους δύο 
πολύ. 

∆ε θα ήθελα να παραλείψω να ευχαριστήσω τα µέλη της επταµελούς 
εξεταστικής επιτροπής καθηγητές Εµµανουήλ Φραγκούλη, Γιώργο Ροδάκη και την 
Αναπληρώτρια Καθηγήτρια ∆ιδώ Βασιλακοπούλου για την ενασχόλησή τους και 
εξέταση της διατριβής µου. 

Ενώ, τέλος, θέλω να ευχαριστήσω τους φίλους µου εκτός ∆ηµοκρίτου, καθώς 
χωρίς τη συµπαράσταση και ενθάρρυνσή τους θα ήταν πολύ πιο δύσκολο να 
εκπονήσω τη διατριβή µου. Το µεγαλύτερο ευχαριστώ, όµως, στέλνω στα µέλη της 
οικογένειάς µου, τη µητέρα µου, τον πατέρα µου, τη γιαγιά µου και την αδερφή µου 
για την οικονοµική και … διατροφική υποστήριξή τους, αλλά κυρίως για την αγάπη 
τους, το κουράγιο τους και τη ζεστασιά τους. 
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Η διατριβή εκπονήθηκε στα πλαίσια του προγράµµατος 03ED-122, ΠΕΝΕ∆ 2003. 
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται κατά:  
• 75% της ∆ηµόσιας ∆απάνης από την Ευρωπαϊκή ΄Ενωση – Ευρωπαϊκό 
Κοινωνικό Ταµείο 
• 25% της ∆ηµόσιας ∆απάνης από το Ελληνικό ∆ηµόσιο – Υπουργείο 
Ανάπτυξης – Γενική Γραµµατεία ΄Ερευνας και Τεχνολογίας 
• και από τον Ιδιωτικό Τοµέα 
στο πλαίσιο του Μέτρου 8.3 του Ε.Π. Ανταγωνιστικότητα – Γ΄ Κοινοτικό Πλαίσιο 
Στήριξης. 
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Συντοµογραφίες 

α. κ. : αµινοξικά κατάλοιπα 

AMP: antimicrobial peptide, αντιµικροβιακό πεπτίδιο 

ank: γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που περιέχουν επαναλήψεις αγκυρίνης, 

όταν συνοδεύεται από αριθµό (π.χ. ank1) δηλώνει ένα συγκεκριµένο γονίδιο 

Ank: ankyrin-repeat protein, πρωτεΐνη επαναλήψεων αγκυρίνης 

ANOVA: analysis of variance, ανάλυση διακύµανσης 

ΑΠΑ: ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης 

ARD: Ankyrin-repeat domain, δοµική µονάδα επαναλήψεων αγκυρίνης 

ASFV: African swine fever virus, αφρικανικός ιός των χοίρων 

BCR: B-cell receptor, υποδοχέας Β λεµφοκυττάρων 

βGRP: β-glucan recognition protein, β-1, 3-πρωτεΐνη αναγνώρισης γλυκάνης 

BmNPV: Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus ή πυρηνικός πολυεδρικός ιός του B. 

mori 

BSA: bovine serum albumine, αλβουµίνη του ορού µόσχου 

BS/BK: Bluescript, βακτηριακός φορέας 

BV: bracovirus, µπρακοϊός 

CcBV: Cotesia congregata bracovirus, µπρακοϊός της C. congregata 

CDK: cyclin-dependent kinase, κυκλινοεξαρτόµενης κινάσης  

CiBV: Chelonus inanitus bracovirus, µπρακοϊός του C. inanitus 

cpm: counts per minute, στροφές ανά λεπτό 

CrPV: Cricket Paralysis virus 

CrV1: Cotesia rubecula viral protein 1 

CsIV: Campoletis sonorensis ichnovirus, ichnovirus του C. sonorensis 

CKII: Casein Kinase II, κινάση καζεΐνης ΙΙ 

CRP: Cysteine Rich Protein, πρωτεΐνη πλούσια σε κυστεΐνη 

DAP: diaminopimelic acid, διαµινοπιµελικό οξύ  

Dif : Dorsal-related immunity factor 

DMSO: dimethylsulfoxide, διµεθυλοσουλφοξείδιο 

DREDD: Death related ced-3/NEDD2-like protein  

Dscam: Down syndrome cell adhesion molecule  

EcRE: ecdysone response element, στοιχείο απόκρισης σε εκδυσόνη 

EGF: epidermal growth factor, παράγοντας ανάπτυξης της επιδερµίδας 
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EMSA: electrophoretic mobility shift assay, δοκιµασία µεταβολής ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας 

EP1: early protein 1, πρώιµη πρωτεΐνη 1 του CcBV 

EST: Expressed Sequence Tag 

EtBr: ethidium bromide , βρωµιούχο αιθίδιο 

FBS: Fetal Bovine Serum, ορός εµβρύου µόσχου 

GATA παράγοντας: µεταγραφικός παράγοντας που προσδένεται στην αλληλουχία 

DNA "GATA" 

GFP: Green Fluorescent Protein, πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη  

Glc: Glycosylated central core protein, πρωτεΐνη µε γλυκοζυλιωµένο πυρήνα 

GNBP1: Gram-Negative Binding Protein 1, έχει µετονοµαστεί σε glucan binding 

protein 1 διατηρώντας το ίδιο ακρωνύµιο 

HdIV: Hyposoter didymator ichnovirus 

HEK293: Human Embryonic Kidney cells 293 ή ανθρώπινα εµβρυϊκά νεφρικά 

κύτταρα  

Hi5: High Five κύτταρα από αυγά του λεπιδόπτερου Trichoplusia ni (ΒΤΙ-ΤΝ-5Β1-4) 

HP: hemolymph proteinase, πρωτεάση της αιµολέµφου 

hr3: homologous region 3 of BmNPV, αλληλουχία του BmNPV που λειτουργεί ως 

ενισχυτής  

HRP: Horseradish Perodixase 

ie1: immediate early gene 1, άµεσο πρώιµο γονίδιο του BmNPV  

IκΒ: Inhibitor of NFκΒ, αναστολέας του πυρηνικού µεταγραφικού παράγοντα NFκΒ  

ΙΚΚ: Inhibitor of NFκΒ Kinase, κινάση του IκΒ 

IL1-R: IL-1 receptor, υποδοχέας της ιντερλευκίνης 1 

Imd: πρωτεΐνη Immune deficiency (µεταλλαγή του αντίστοιχου γονιδίου προκαλεί 

ανεπάρκεια στην ανοσολογική απόκριση της Drosophila) 

IML: immunolectins, λεκτίνες που αναγνωρίζουν λιποπολυσακχαρίτες  

IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

IQR: interquartile range, διατερτατηµοριακό εύρος 

IRAK: interleukin 1 receptor associated kinase, κινάση που σχετίζεται µε τον 

υποδοχέα ιντερλευκίνης 1  

JAK: Janus kinase, κινάση Janus 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

L-DOPA: L-3,4-dihydroxyphenylalanine, L-3,4-διυδροξυφαινυλαλανίνη 
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LPS: lipopolysaccharides, λιποπολυσακχαρίτες 

MdBV: Microplitis demolitor bracovirus, µπρακοϊός του M. demolitor 

NFκΒ: Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells  

Ni-NTA: Nickel Nitrilo-Triacetic Acid 

NLS: Nuclear Localization Signal, σήµα πυρηνικού εντοπισµού 

ORF: open reading frame, ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης 

PAC: Puromycin Acetyltransferase, ακετυλοτρανσφεράση της πουροµυκίνης 

PAP3: pro-PO activating proteinase, πρωτεάση που ενεργοποιεί την 

προφαινολοξειδάση 

PBS: Phosphate Buffer Saline, ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

PDV: polydna virus, πολυ-dna ιός 

PEST: proline, glutamic acid, serine, threonine –rich regions, περιοχές πλούσιες στα 

αµινοξέα προλίνη, γλουταµικό οξύ, σερίνη και θρεονίνη 

PGRP: Peptidoglycan Recognition Protein, πρωτεΐνη αναγνώρισης πεπτιδογλυκάνης  

PO: phenoloxidase, φαινολοξειδάση 

PPO: prophenoloxidase, προφαινολοξειδάση  

PRR: pattern recognition receptor, υποδοχέας αναγνώρισης παθογόνων προτύπων 

PSP-1:plasmatocyte-spreading peptide 

PTP: protein tyrosine phosphatase, φωσφατάση τυροσίνης 

R1d2: Relish1-d2 

RHD: Rel Homology Domain, περιοχή οµολογίας των Rel πρωτεϊνών 

RIP1: TNF receptor interacting protein, πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα 

του TNF-α 

RNI: reactive nitrogen intermediates, ενεργές ρίζες αζώτου  

ROI: reactive oxygen intermediates, ενεργές ρίζες οξυγόνου 

rpm: rounds per minute, στροφές ανά λεπτό 

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate, θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο  

SE: standard error, τυπικό σφάλµα 

Sf21: κυτταρική σειρά από το λεπιδόπτερο Spodoptera frugiperda  

SPC: single photon count, µέθοδος µέτρησης του µετρητή β-σωµατιδίων ειδική για 

φωταύγεια 

SPE: Spätzle-activating enzyme, ένζυµο που ενεργοποιεί το Spätzle 

SPZ: Spätzle 
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STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription, µεταγωγέας σήµατος και 

ενεργοποιητής της µεταγραφής 

TAB1: TAK1 binding protein, πρωτεΐνη που προσδένει την ΤΑΚ1  

TAK1: TGF-β-Activated Kinase, κινάση ενεργοποιούµενη από τον παράγοντα TGF-β 

TCR: T-cell receptor, υποδοχέας Τ λεµφοκυττάρων 

TEP-1: thioester-containing protein, πρωτεΐνη που περιέχει θειοεστέρα 

ΤΙR: Toll/IL-1 Receptor domain, δοµική µονάδα του υποδοχέα Toll/IL-1 

TnBV: Toxoneuron nigriceps bracovirus, µπρακοϊός της σφήκας T. nigriceps 

TΝF-α: Tumor Necrosis Factor α, παράγοντας νέκρωσης όγκων α 

TNFR: tumor necrosis factor receptor, υποδοχέας του TΝF-α 

TRADD: TNFR-associated death domain protein, πρωτεΐνη µε περιοχή θανάτου που 

σχετίζεται µε τον υποδοχέα του TNF-α 

ΤRAF: TNFR-Associated Factor, παράγοντας που σχετίζεται µε τον υποδοχέα του 

TNF 

VHv: viral segment V Heliothis virescens, πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από γονίδιο 

στον κύκλο V του ιού που µολύνει τον H. virescens 

20E: 20-υδροξυεκδυσόνη 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Εισαγωγή 

 

1.1 Aνοσοποιητικό σύστηµα εντόµων 
 

Το ανοσοποιητικό σύστηµα των σπονδυλόζωων διακρίνεται σε έµφυτη 

(innate) και επίκτητη (acquired) ανοσία. Τα έντοµα διαθέτουν έµφυτη ανοσία η οποία 

µελετάται εκτενώς, αν και τα τελευταία χρόνια υπάρχουν στοιχεία υπερ της πιθανής 

ύπαρξης µνήµης και ειδικότητας στο ανοσοποιητικό σύστηµα των εντόµων (Watson 

et al. 2005), στοιχεία που παραδοσιακά χαρακτηρίζουν την επίκτητη ανοσία, µε 

αποτέλεσµα να προτείνεται ότι πιθανώς τα έντοµα έχουν και επίκτητη ανοσία. Η 

έµφυτη ανοσία των εντόµων διακρίνεται σε κυτταρική και χυµική ανοσία µε την 

κυτταρική να διεξάγεται από τα αιµοκύτταρα που κυκλοφορούν στην αιµολέµφο και 

τη χυµική να πραγµατοποιείται από διαλυτούς εξωκυττάριους παράγοντες, όπως 

αντιµικροβιακά πεπτίδια και παράγοντες που συµµετέχουν στην πήξη ή στη 

µελανοποίηση (Uvell and Engström 2007). Η µόλυνση από παθογόνους οργανισµούς 

προκαλεί ένα συνδυασµό κυτταρικών και χυµικών αποκρίσεων. Οι προκαρυωτικοί 

οργανισµοί επάγουν τις διαδικασίες της φαγοκύττωσης, της πήξης της αιµολέµφου 

και της σύνθεσης κυτταροκινών, αντιµικροβιακών πεπτιδίων και ενεργών ριζών 

οξυγόνου και αζώτου, ενώ οι µεγαλύτεροι, πολυκύτταροι παθογόνοι οργανισµοί, 

όπως τα έµβρυα (αυγά) των παρασιτοειδών Υµενοπτέρων και άλλα παράσιτα, 

επάγουν εγκύστωση και µελανοποίηση (εικόνα 1) (Uvell and Engström 2007; Nappi 

et al. 2009). 
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Εικόνα 1. Ανοσολογικές αποκρίσεις της Drosophila. Α. Οπίσθια περιοχή προνύµφης όπου 
φαίνεται το επιδερµίδιο (cuticle) και η τραχεία. Αυτές οι δύο δοµές αποτελούν φυσικά 
εµπόδια ενάντια στις µολύνσεις. B. Φαγοκύττωση ενός νεκρού, µελανοποιηµένου κυττάρου 
από ένα πλασµατοκύτταρο. Γ. Εγκύστωση αυγού ενδοπαρασιτοειδούς. Το ενδοπαρασιτοειδές 
είναι σφήκα που προσβάλλει προνύµφες. Τα κύτταρα που συγκεντρώνονται γύρω από το 
αυγό είναι λαµελλοκύτταρα. Τόσο τα κύτταρα όσο και το αυγό έχουν χρωστεί µε πυρηνική 
χρώση. ∆. Πήξη κατά την επούλωση πληγών. E. Μελανοποιηµένα κύτταρα-«κρύσταλλοι» 
(crystal cells). Η µελανοποίηση αποτελεί απόκριση σε παθογόνους οργανισµούς ή παράσιτα, 
ενώ παρατηρείται και κατά την επούλωση µετά από τραυµατισµό. ΣΤ. Έκφραση 
αντιµικροβιακών πεπτιδίων στο λιπαρό σώµα της προνύµφης µετά από µόλυνση µε µικρόβια. 
Τα κύτταρα του λιπαρού σώµατος φθορίζουν από την έκφραση του διαγονιδίου που 
κωδικοποιεί την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη υπό τον έλεγχο του υποκινητή ενός γονιδίου 
αντιµικροβιακού πεπτιδίου. Ο συγκεκριµένος υποκινητής, του γονιδίου της δροσοµυκίνης, 
επάγεται µετά από µόλυνση µε µύκητες. Όταν τα αντιµικροβιακά πεπτίδια παράγονται στο 
λιπαρό σώµα, εκκρίνονται στην αιµολέµφο και εποµένως η απόκριση αυτή είναι συστηµική. 
Ωστόσο, η παραγωγή αντιµικροβιακών παραγόντων µπορεί να γίνεται και τοπικά σε 
εξειδικευµένους ιστούς. Εικόνα από (Govind and Nehm 2004). 

 

Φαγοκύττωση 

Στον πρότυπο οργανισµό των εντόµων Drosophila melanogaster η 

φαγοκύττωση πραγµατοποιείται από µία κατηγορία αιµοκυττάρων παρόµοια µε τα 

µακροφάγα των θηλαστικών, τα πλασµατοκύτταρα. Η αναγνώριση των 

µικροοργανισµών γίνεται από υποδοχείς των πλασµατοκυττάρων. Στη συνέχεια 

ακολουθεί επαγωγή εσωτερικών οδών σηµατοδότησης, που οδηγούν σε 

         Επιθήλια               Φαγοκύττωση  Εγκύστωση 

      Πήξη    Μελ/ποίηση        Αντιµικροβιακά πεπτίδια 

Α Β Γ 

∆ Ε ΣΤ 

Ανοσολογικές αποκρίσεις της Drosophila 
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αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού και εσωτερίκευση των µικροοργανισµών 

(Williams 2007). Οι υποδοχείς που είναι γνωστό ότι συµµετέχουν στην αναγνώριση 

των παθογόνων µικροοργανισµών και συντελούν στη φαγοκύττωση είναι η πρωτεΐνη 

αναγνώρισης πεπτιδογλυκάνης (peptidoglycan recognition protein LC ή PGRP-LC) 

που αναγνωρίζει αρνητικά κατά Gram βακτήρια (Ramet et al. 2002), η πρωτεΐνη 

Eater που έχει επαναλήψεις EGF-like, εκφράζεται σε πλασµατοκύτταρα και 

σχετίζεται µε την αναγνώριση, πρόσδεση και φαγοκύττωση κατά Gram αρνητικών 

και θετικών βακτηρίων (Kocks et al. 2005) και το µόριο της υπεροικογένειας 

ανοσοσφαιρινών Dscam (Down syndrome cell adhesion molecule) (Watson et al. 

2005). Ο υποδοχέας Dscam είναι σηµαντικός για τη φαγοκύττωση και µπορεί να 

εκφράζεται στα αιµοκύτταρα και το λιπαρό σώµα της Drosophila σε χιλιάδες 

ισοµορφές (18,000) µέσω εναλλακτικής συρραφής, µε τις διαφορετικές ισοµορφές να 

διαφέρουν στην εξωκυτταρική τους περιοχή και πιθανώς στα µόρια-προσδέτες τους 

(Watson et al. 2005). Επιπλέον, στη διαδικασία της φαγοκύττωσης συµµετέχουν 

µόρια που σχετίζονται µε τη µετακίνηση κυστιδίων, αιµοποιητικοί µεταγραφικοί 

παράγοντες και ρυθµιστικές πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού (Ramet et al. 2002). 

 

Εγκύστωση 

Μετά από µόλυνση µε ευκαρυωτικούς οργανισµούς, όπως οι παρασιτοειδείς 

σφήκες, επάγεται µια διαδικασία που ονοµάζεται εγκύστωση. Η διαδικασία αυτή 

περιλαµβάνει την πρόσδεση αιµοκυττάρων στην επιφάνεια του ξένου σώµατος µε 

σχηµατισµό πολλών κυτταρικών στρώσεων γύρω από αυτό (Schmidt et al. 2001). Οι 

διαφορετικοί τύποι αιµοκυττάρων που συµµετέχουν στην εγκύστωση ποικίλλουν στις 

διαφορετικές τάξεις εντόµων. Στα ∆ίπτερα, όπως είναι γνωστό από τη Drosophila, η 

εγκύστωση πραγµατοποιείται κυρίως από τα λαµελλοκύτταρα (lamellocytes), 

κύτταρα που παράγονται µόνο στα προνυµφικά στάδια και µόνο µετά από 

συγκεκριµένο ερέθισµα, όπως µόλυνση µε παρασιτοειδή Υµενόπτερα (Lanot et al. 

2001). Τα λαµελλοκύτταρα αποµονώνουν το ξένο σώµα από τον υπόλοιπο οργανισµό 

φτιάχνοντας πολλές στρώσεις κυττάρων γύρω από αυτό. Ωστόσο, στην εγκύστωση 

συµµετέχουν και άλλοι τύποι κυττάρων όπως τα πλασµατοκύτταρα (plasmatocytes), 

που αναγνωρίζουν και είναι τα πρώτα που προσκολλώνται στο ξένο σώµα, και µια 

τρίτη οµάδα κυττάρων τα κύτταρα-«κρύσταλλοι» (crystal cells) τα οποία 

διεκπεραιώνουν τη µελανοποίηση, φαινόµενο που συχνά συνοδεύει την εγκύστωση 

(Williams 2007). Στα Λεπιδόπτερα, από µελέτες στην Pseudoplusia includens είναι 
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γνωστό ότι στην εγκύστωση συµµετέχουν τα κοκκιώδη κύτταρα (granular cells) και 

τα πλασµατοκύτταρα, µε τον πρώτο πληθυσµό κυττάρων να σχηµατίζει την πρώτη 

και τελευταία κυτταρική στρώση και το δεύτερο πληθυσµό κυττάρων να σχηµατίζει 

τις ενδιάµεσες (Pech and Strand 1996). Η διαδικασία της εγκύστωσης περιλαµβάνει 

την αναγνώριση του εισβολέα ως ξένο σώµα από τα κοκκιώδη κύτταρα, τη µετάβαση 

των πλασµατοκυττάρων από µια κατάσταση χαµηλής πρόσφυσης (non-adhesive) σε 

µια κατάσταση υψηλής πρόσφυσης (adhesive), τον τερµατισµό της συσσώρευσης των 

αιµοκυττάρων και τη θανάτωση του ξένου σώµατος (Schmidt et al. 2001).  

Η αναγνώριση ξένων εντόµων-εισβολέων ή αλλοιωµένων ιστών του εαυτού 

από τα αιµοκύτταρα βασίζεται πιθανώς στη διάκριση µορίων της βασικής µεµβράνης 

του εαυτού (µεµβράνη που περιβάλλει το αιµόκοιλο) τα οποία εµποδίζουν την 

προσκόλληση των αιµοκυττάρων, σε αντιδιαστολή µε µόρια των ξένων ή 

αλλοιωµένων ιστών που ευνοούν την προσκόλλησή τους (Carton and Nappi 1997; 

Schmidt et al. 2001). Τέτοια µόρια ενδεχοµένως περιλαµβάνουν πρωτεΐνες και λιπίδια 

µε γλυκοζιδικές τροποποιήσεις, οι οποίες θα µπορούσαν να αποτελούν τη βάση για τη 

διάκριση εαυτού-µη εαυτού. Από την άλλη πλευρά, η µετάβαση των αιµοκυττάρων 

από κατάσταση χαµηλής πρόσφυσης σε κατάσταση υψηλής πρόσφυσης επάγεται από 

παράγοντες που εκκρίνονται από ιστούς όπως η επιδερµίδα, το λιπαρό σώµα και τα 

αιµοκύτταρα. Το πεπτίδιο PSP-1 (plasmatocyte-spreading peptide), παραδείγµατος 

χάριν, που έχει αποµονωθεί από προνύµφες του Λεπιδοπτέρου P. includens και 

παράγεται στο λιπαρό σώµα, το νευρικό ιστό και τα αιµοκύτταρα, προκαλεί την 

προσκόλληση των πλασµατοκυττάρων στην επιφάνεια δοχείων κυτταροκαλλιέργειας 

(Clark et al. 1997; Clark et al. 1998). 

Ωστόσο, πολλοί εντοµοπαθογόνοι οργανισµοί έχουν αναπτύξει µηχανισµούς 

που τους επιτρέπουν είτε να µην αναγνωρίζονται ως ξένοι είτε να αποτρέπουν τις 

αποκρίσεις των αιµοκυττάρων όπως την εγκύστωση ή τη φαγοκύττωση (Schmidt et 

al. 2001; Eleftherianos et al. 2010). Στα ενδοπαρασιτοειδή τέτοιο παράδειγµα 

αποτελεί η Cotesia rubecula, που αποφεύγει την εγκύστωση των αυγών και 

προνυµφών της τόσο µέσω της αποφυγής της ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή 

Pieris rapae όσο και µέσω της ανοσολογικής καταστολής του. Σε πρώτο στάδιο, η 

αποφυγή της ανοσολογικής επιτυγχάνεται µέσω της πρωτεΐνης Crp32 που περιβάλλει 

τα αυγά, µια πρωτεΐνη που παράγεται στις ωοθήκες του ενήλικου θηλυκού 

παρασιτοειδούς και έχει δειχθεί ότι µπορεί να προστατεύει αβιωτικά αντικείµενα από 

εγκύστωση (Asgari et al. 1998). Σε δεύτερο στάδιο, τα αιµοκύτταρα του ξενιστή 
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καταστέλλονται παροδικά από την πρωτεΐνη CrV1, µια ιική πρωτεΐνη που παράγεται 

από ιστούς του ξενιστή µολυσµένους από τον ενδοσυµβιωτικό ιό της C. rubecula. Η 

έκφρασή της, 8 µε 12 ώρες µετά την ωοαπόθεση, οδηγεί σε διαταραχές του 

κυτταροσκελετού ακτίνης και συνεπακόλουθη καταστολή της ανοσολογικής 

απόκρισης από τα αιµοκύτταρα (Asgari et al. 1997).  

 

Μελανοποίηση 

Η µελανοποίηση είναι µια διαδικασία που υπάγεται στη χυµική ανοσία, 

συνοδεύει την εγκύστωση και συνίσταται στο σχηµατισµό κινονών και, στη συνέχεια, 

µελανίνης από το ένζυµο φαινολοξειδάση χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα την 

τυροσίνη, την L-DOPA ή την ντοπαµίνη (Jiang et al. 2010). Οι κινόνες είναι ουσίες 

που συµµετέχουν στη σκλήρυνση του επιδερµιδίου (cuticle), την επούλωση πληγών, 

την αντιµετώπιση ξένων οργανισµών και τη σύνθεση µελανίνης (Kanost et al. 2004). 

Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι µελανίνης: η ευµελανίνη (καφέ-µαύρη) και η 

φαιοµελανίνη (κιτρινοκόκκινη), που έχουν τόσο κυτταροτοξικές όσο και 

κυτταροπροστατευτικές ιδιότητες αφού µπορούν να οδηγήσουν στην απαλοιφή 

τοξικών ουσιών και ενεργών ριζών, να εκκινήσουν αντιδράσεις οξειδοαναγωγής και 

να προκαλέσουν διασυνδέσεις (cross-linking) µεταξύ πρωτεϊνών. Η παραγωγή της 

µελανίνης ξεκινά από την οξείδωση της τυροσίνης, της L-DOPA ή της ντοπαµίνης 

από τη φαινολοξειδάση προς κινόνες και συνεχίζει µε µια σειρά αντιδράσεων 

οξειδοαναγωγής που εξαρτώνται από την παρουσία ιόντων υδρογόνου, µετάλλων και 

αναγωγικών παραγόντων (Nappi et al. 2009).  

Αν και δεν είναι γνωστός ο ακριβής τρόπος που προκαλείται η θανάτωση του 

ξένου σώµατος κατά την εγκύστωση-µελανοποίηση και πώς γίνεται η στόχευση των 

ξένων ιστών χωρίς να εξαπλώνεται σε όλον τον οργανισµό η σύνθεση των προϊόντων 

της µελανοποίησης, φαίνεται ότι οι ενεργές ρίζες οξυγόνου και αζώτου (ROI και 

RNI) συµµετέχουν σε αυτές τις διαδικασίες καθώς έχουν βρεθεί υψηλές 

συγκεντρώσεις αυτών σε ξενιστές µε ενεργή ανοσολογική απόκριση (Nappi et al. 

2009). Οι ενεργές ρίζες προκαλούν βλάβες στο DNA, οξείδωση σουλφυδρυλικών 

οµάδων, έκκριση κυτταροκινών και µη ειδική ενεργοποίηση µεταγραφικών 

παραγόντων τύπου nuclear factor κB (NF-κΒ) µε αποτέλεσµα να είναι τοξικές. Η πιο 

ενεργή ρίζα είναι αυτή του υδροξυλίου OH, αφού µπορεί να αντιδρά µε πολλά 

οργανικά µόρια, η οποία παράγεται µε ταυτόχρονη αναγωγή των µετάλλων του 

σιδήρου ή του χαλκού. Καθώς η φαινολοξειδάση περιέχει χαλκό, η παρουσία αυτού 
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του ενζύµου στον τόπο της µόλυνσης πιθανώς αποτελεί έναν µηχανισµό για την 

εντοπισµένη παραγωγή των ενεργών ριζών κοντά στους παθογόνους οργανισµούς 

(Nappi et al. 2009).  

Η φαινολοξειδάση αρχικά συντίθεται ως ζυµογόνο, την προφαινολοξειδάση 

(prophenoloxidase ή pro-PO), η οποία ενεργοποιείται µέσω ενός καταρράκτη 

πρωτεασών. Εξαιτίας του µεγάλου της µεγέθους και της µεγάλης ποσότητας 

αιµολέµφου που περιέχει, η Manduca sexta έχει χρησιµοποιηθεί εκτενώς σε µελέτες 

της µελανοποίησης, µε αποτέλεσµα σε αυτόν τον οργανισµό να έχουν χαρακτηριστεί 

πάνω από είκοσι µόρια του καταρράκτη των πρωτεασών (Kanost et al. 2004; An et al. 

2009). Συγκεκριµένα, έχουν βρεθεί τρεις πρωτεάσες που ενεργοποιούν την 

προφαινολοξειδάση της M. sexta, οι PAP1, PAP2 και PAP3 (pro-PO activating 

proteinases) (Kanost et al. 2004). Οι πρωτεάσες PAP συντίθενται, επίσης, ως 

ζυµογόνα και ενεργοποιούνται από µία άλλη οµάδα πρωτεασών, τις πρωτεάσες της 

αιµολέµφου (hemolymph proteinases ή HP). Για την ενεργοποίηση των πρόδροµων 

µορφών των µορίων PAP, proPAP, έχουν βρεθεί δύο οδοί ενεργοποίησης (εικόνα 2). 

Στην πρώτη οδό, η πρωτεάση HP14 ενεργοποιεί πρωτεολυτικά την proHP21 και η 

HP21 ενεργοποιεί την πρόδροµη µορφή της PAP3, proPAP3, µε αποτέλεσµα η 

ενεργή PAP3 να πρωτεολύει την προφαινολοξειδάση (Gorman et al. 2007). Στη 

δεύτερη οδό, η HP6 ενεργοποιεί πρωτεολυτικά την proPAP1, η οποία στη συνέχεια 

προκαλεί την πρωτεολυτική επαγωγή της προφαινολοξειδάσης (An et al. 2009). Από 

την άλλη πλευρά, η πρωτεάση HP6 ενεργοποιεί επίσης τη ζυµογόνο µορφή της HP8, 

µια πρωτεάση που επάγει την πρωτεόλυση του ζυµογόνου proSpätzle στην 

κυτταροκίνη Spätzle (εικόνα 2). Η κυτταροκίνη Spätzle είναι ένα σηµαντικό µόριο 

που έχει βρεθεί ότι ευθύνεται για την ενεργοποίηση της σηµατοδοτικής οδού Toll 

µέσω διµερισµού του υποδοχέα της τόσο στη Drosophila όσο και στη Manduca. 

Έτσι, η HP6, εκτός από τη µελανοποίηση, ενεργοποιεί και το δεύτερο σκέλος της 

χυµικής ανοσίας, την παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων (An et al. 2009; An et al. 

2010). 
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Επαγωγή  
γονιδίων ΑΜΡ 

Μελανοποίηση 

Βακτήρια κατά Gram 
θετικά ή µύκητες 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2. Μοντέλο για τους καταρράκτες πρωτεασών σερίνης που οδηγούν στην 
ενεργοποίηση της κυτταροκίνης Spätzle και του ενζύµου φαινολοξειδάση στη Manduca. 
Από την κυτταροκίνη Spätzle συνεχίζει η οδός µεταγωγής σήµατος Toll που οδηγεί στην 
επαγωγή γονιδίων αντιµικροβιακών πεπτιδίων, ενώ από τη φαινολοξειδάση επάγεται η 
διαδικασία παραγωγής κινονών και µελανίνης, δηλαδή η µελανοποίηση. Τα βέλη 
συµβολίζουν ενεργοποίηση. Τα στικτά βέλη συµβολίζουν βήµατα που δεν έχουν αποδειχτεί 
πειραµατικά ή που χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης. βGRP: β-1, 3-πρωτεΐνη αναγνώρισης 
γλυκάνης, PPO: προφαινολοξειδάση. Εικόνα από (An et al. 2009). 

Αντιµικροβιακά πεπτίδια 

Η σύνθεση αντιµικροβιακών πεπτιδίων (antimicrobial peptides ή AMPs) 

γίνεται κατά κύριο λόγο στο λιπαρό σώµα µε σκοπό τη θανάτωση βακτηρίων και 

µυκήτων (Uvell and Engström 2007). Τα αντιµικροβιακά πεπτίδια συναντώνται σε 

µεγάλο εύρος οργανισµών, όπως τα φυτά, τα έντοµα και ο άνθρωπος. Η σηµασία τους 

καταδεικνύεται από µελέτες µε διαγονιδιακά άτοµα D. Melanogaster, κατά τις οποίες 

η τεχνητή έκφραση ενός αντιµικροβιακού πεπτιδίου σε άτοµα µε ελλιπείς 

ανοσολογικές σηµατοδοτικές οδούς, οδήγησε σε αυξηµένη επιβίωσή τους (Tzou et al. 

2002). Τα αντιµικροβιακά πεπτίδια είναι πεπτίδια µε 100-200 α.κ., µε ετερογενή 

ακολουθία και δοµή. Τα περισσότερα έχουν θετικό φορτίο λόγω της παρουσίας 

βασικών αµινοξέων ή και αµιδίωσης, ενώ ταυτόχρονα έχουν αµφιπαθικό χαρακτήρα, 

χαρακτηριστικά που ευνοούν τη διείσδυση στα ανιονικά κυτταρικά τοιχώµατα ή στις 

φωσφολιπιδικές µεµβράνες των µικροοργανισµών και τη βακτηριολυτική τους 
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επίδραση (Bulet et al. 2004). Παραδείγµατος χάρη, το πεπτίδιο αττασίνη προσδένεται 

στους λιποπολυσακχαρίτες των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, ενσωµατώνεται 

στην εξωτερική µεµβράνη τους και επάγει ειδική µείωση της έκφρασης πρωτεϊνών 

της εξωτερικής µεµβράνης στο µεταγραφικό επίπεδο, προκαλώντας αλλαγή στη 

σύσταση της βακτηριακής µεµβράνης και, ενδεχοµένως, διάσπαση της συνοχής της 

(Carlsson et al. 1998). Άλλα γνωστά αντιµικροβιακά πεπτίδια στη D. melanogaster 

είναι η κεκροπίνη, η ντεφενσίνη, η διπτερισίνη, η δροσοµυκίνη κ. α. (Uvell and 

Engström 2007). Ειδικά στα Λεπιδόπτερα συναντώνται η λεµποσίνη, η γκλοβερίνη 

και η µορισίνη (Kanost et al. 2004). 

Από µελέτες που έχουν γίνει στη Drosophila είναι γνωστά αρκετά στοιχεία 

για τη ρύθµιση της έκφρασης των αντιµικροβιακών πεπτιδίων. Η ρύθµιση προέρχεται 

από το συνδυασµό πολλών διαφορετικών στοιχείων που εξαρτώνται από εξωγενή 

ερεθίσµατα και µη. Τα αντιµικροβιακά πεπτίδια εκφράζονται α) συστατικά µε 

ιστοειδικό τρόπο, δηλαδή σε συγκεκριµένα επιθήλια που έρχονται σε επαφή µε το 

εξωτερικό περιβάλλον, όπως τα όργανα αναπαραγωγής, β) ιστοειδικά µετά από 

επαγωγή, δηλαδή µετά από τοπική µόλυνση ή την ερωτική συνεύρεση και γ) 

συστηµικά µετά από επαγωγή, δηλαδή σε περίπτωση µόλυνσης του αιµόκοιλου 

(Uvell and Engström 2007). Στην τελευταία περίπτωση, το λιπαρό σώµα και τα 

αιµοκύτταρα παράγουν µια πλειάδα αντιµικροβιακών παραγόντων που εκκρινόµενοι 

στην αιµόλεµφο καταπολεµούν τη µόλυνση. Ωστόσο, αυτή η συστηµική απόκριση 

είναι αυστηρά ελεγχόµενη καθώς καταστέλλεται εντός 12–24 ωρών (Uvell and 

Engström 2007).  

Η µεταγραφή των γονιδίων αντιµικροβιακών πεπτιδίων ελέγχεται από την 

ενεργοποίηση των σηµατοδοτικών οδών Toll και Imd (Immune deficiency) µετά από 

συστηµική µόλυνση (εικόνα 3) ή µόνο της οδού Imd µετά από τοπική µόλυνση 

(Charroux and Royet 2010). Στα πλαίσια αυτών των οδών ενεργοποιούνται οι 

Rel/NF-κΒ παράγοντες που προσδένονται σε κατάλληλες ακολουθίες, τα µοτίβα κΒ, 

οι οποίες βρίσκονται στους υποκινητές των συγκεκριµένων γονιδίων. Στις τοπικές 

µολύνσεις, εκτός από τους Rel/NF-κΒ παράγοντες, συµµετέχουν και οι µεταγραφικοί 

παράγοντες GATA οι οποίοι εµφανίζουν ιστοειδική έκφραση (Senger et al. 2006), 

µπορούν να προσδένονται σε στοιχεία των υποκινητών των γονιδίων 

αντιµικροβιακών πεπτιδίων και πιθανώς εξασφαλίζουν την ιστοειδική ρύθµιση σε 

επιδερµίδα, τραχεία και έντερο (Uvell and Engström 2007).  
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Αντίθετα, η συστατική έκφραση αντιµικροβιακών πεπτιδίων σε 

συγκεκριµένους ιστούς απουσία µόλυνσης δεν εξαρτάται από την ενεργοποίηση 

Rel/NF-κΒ παραγόντων, αλλά φαίνεται πως βασίζεται σε µηχανισµούς παρόµοιους 

µε αυτούς που καθορίζουν το αναπτυξιακό πρόγραµµα του οργανισµού (Uvell and 

Engström 2007). Συγκεκριµένα, έχει βρεθεί ότι ο µεταγραφικός παράγοντας Caudal, 

µέλος των πρωτεϊνών homeobox (Hox), µπορεί να προσδένεται σε ακολουθίες του 

υποκινητή ορισµένων γονιδίων αντιµικροβιακών πεπτιδίων και είναι απαραίτητος για 

τη συστατική έκφραση της δροσοµυκίνης στους σιελογόνους αδένες και της 

κεκροπίνης Α1 στον εκσπερµατιστικό πόρο (Ryu et al. 2004). Στον εντερικό σωλήνα, 

αντίθετα, ο Caudal λειτουργεί ως µεταγραφικός καταστολέας δρώντας ανταγωνιστικά 

στην επαγόµενη από NF-κΒ ενεργοποίηση των γονιδίων των AMP από τα βακτήρια 

της φυσιολογικής χλωρίδας του εντέρου. Από πειράµατα σιώπησης του γονιδίου 

caudal συµπεραίνεται πως, απουσία µόλυνσης, η φυσιολογική βακτηριακή χλωρίδα 

ενεργοποιεί την οδό Imd, εντούτοις ο παράγοντας Caudal αναστέλλει την παραγωγή 

αντιµικροβιακών παραγόντων µε αποτέλεσµα να ευνοεί τη διατήρηση της 

φυσιολογικής σύστασης της εντερικής χλωρίδας, η οποία θα διαταρασσόταν από την 

παραγωγή AMP, και να αποτρέπει την παθολογία του εντέρου (Ryu et al. 2008). Από 

την άλλη πλευρά, η µεταγραφή άλλων γονιδίων-στόχων της οδού Imd δεν 

αναστέλλεται από τον Caudal. Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν αρνητικούς ρυθµιστές 

της οδού Imd, µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται µια αρνητική ανάδραση που 

αναστέλλει την ενεργοποίηση της οδού από τα βακτήρια της φυσιολογικής χλωρίδας. 

Παρουσία µόλυνσης εντούτοις, το αυξηµένο βακτηριακό φορτίο υπερνικά την 

αναστολή οδηγώντας στην ολοκληρωτική επαγωγή της οδού και την παραγωγή 

αντιµικροβιακών πεπτιδίων στο έντερο (Charroux and Royet 2010). Από τα 

παραπάνω καταδεικνύεται η πολυπλοκότητα της ρύθµισης των γονιδίων AMP. 

 

Σηµατοδότηση στην εγγενή ανοσία των εντόµων 

Οι οδοί µεταγωγής σήµατος Toll και Imd που αναφέρθηκαν παραπάνω, 

αποτελούν τις δύο κύριες ανοσολογικές οδούς µεταγωγής σήµατος που επάγονται 

µετά από µικροβιακή µόλυνση στη Drosophila (Lemaitre et al. 1995; Lemaitre et al. 

1996). Αυτές βρίσκονται σε αναλογία µε τις οδούς των θηλαστικών Toll/IL1-R και 

TNFR, αντίστοιχα, που περιγράφονται στην παράγραφο 1.2. Η βάση και των δύο 

οδών είναι οι υποδοχείς αναγνώρισης µοριακών προτύπων από παθογόνους 

οργανισµούς (pattern recognition receptors ή PRRs), οι οποίοι αναγνωρίζουν στοιχεία 
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του εξωτερικού περιβλήµατος των µικροοργανισµών. Οι δύο οδοί ρυθµίζουν, 

ανάµεσα σε άλλα, την έκφραση αντιµικροβιακών πεπτιδίων (AMPs), των υποδοχέων 

αναγνώρισης µοριακών προτύπων από παθογόνους οργανισµούς PRRs και πρωτεϊνών 

που συµµετέχουν στη διαδικασία της µελανοποίησης (De Gregorio et al. 2002), ενώ 

εµπλέκονται και στην αντι-ιική απόκριση (Zambon et al. 2005; Costa et al. 2009).  

Η οδός Toll (εικόνα 3Α) ενεργοποιείται κατά κανόνα µετά από µικροβιακή 

µόλυνση µε µύκητες ή κατά Gram θετικά βακτήρια, που χαρακτηρίζονται από 

πεπτιδογλυκάνη τύπου λυσίνης (Lys-type). Στην αναγνώριση των µικροβιακών 

προτύπων συµµετέχουν οι υποδοχείς αναγνώρισης πεπτιδογλυκάνης (peptidoglycan 

recognition proteins) PGRP-SA, PGRP-SD, PGRP-SC1a και ο υποδοχέας 

αναγνώρισης γλυκάνης (Gram-negative binding protein 1 ή glucan binding protein 1) 

GNBP1 οι οποίοι επάγουν την ενεργοποίηση ενός καταρράκτη πρωτεασών σερίνης 

µε τελικό αποδέκτη την κυτταροκίνη Spätzle [βλ. ανασκόπηση (Wang and 

Ligoxygakis 2006)]. Το µόριο αυτό επάγει µε τη σειρά του το διµερισµό του 

υποδοχέα Toll ή Toll-1, το πρώτο µέλος της οικογένειας των υποδοχέων Toll που 

έχουν βρεθεί στη Drosophila (Tauszig et al. 2000), που οδηγεί στη συµµετοχή µιας 

σειράς µορίων-τελεστών στη µετάδοση του σήµατος (dMyd88, Tube, Pelle) 

καταλήγοντας στη φωσφορυλίωση και αποικοδόµηση του Cactus, µορίου-αναστολέα 

που σε κατάσταση ηρεµίας των κυττάρων συγκρατεί τον µεταγραφικό παράγοντα Dif 

στο κυτταρόπλασµα (Wang and Ligoxygakis 2006). Ο παράγοντας Dif ή Dorsal-

related immunity factor είναι ο κύριος µεταγραφικός παράγοντας της οδού µεταγωγής 

σήµατος Toll όσον αφορά την ανοσοαπόκριση (Ip et al. 1993; Meng et al. 1999). 

Στην ίδια οδό δρα ένας ακόµη Rel/NF-κB µεταγραφικός παράγοντας (Steward 1987), 

ο Dorsal, ο οποίος, αν και συνδέεται µε την ανοσοαπόκριση (Pal et al. 2008), 

σχετίζεται περισσότερο µε την αναπτυξιακή λειτουργία της οδού αφού εµπλέκεται 

στη διαµόρφωση της ραχιαίο-κοιλιακής πολικότητας του εµβρύου της Drosophila 

(Drier and Steward 1997).  

Από την άλλη πλευρά, η οδός Imd (εικόνα 3Β) επάγεται µετά από µόλυνση µε 

κατά Gram αρνητικά βακτήρια ή βάκιλλους, που χαρακτηρίζονται από 

πεπτιδογλυκάνη τύπου διαµινοπιµελικού οξέος (DAP-type), το οποίο είναι ένα 

αµινοξικό παράγωγο της λυσίνης. Η αναγνώρισή τους γίνεται από τους 

διαµεµβρανικούς υποδοχείς PGRP-LC και PGRP-LE. Ακολουθεί η ενδοκυτταρική 

µεταγωγή σήµατος µέσω των τελεστών IMD και DFADD και η ενεργοποίηση της 

κινάσης TAK1 (TGF-β activated kinase) (Wang and Ligoxygakis 2006). Καθοδικά 
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της κινάσης TAK1 δρα το σύµπλοκο ird5-Κenny (ανάλογο του συµπλόκου IKK των 

θηλαστικών), το οποίο φωσφορυλιώνει (Erturk-Hasdemir et al. 2009) τον 

µεταγραφικό παράγοντα Relish. O παράγοντας Relish είναι ο κύριος µεταγραφικός 

παράγοντας της οδού Imd και αποτελείται από µια δοµική µονάδα Rel (Rel homology 

domain ή RHD) και µια δοµική µονάδα επαναλήψεων αγκυρίνης (ankyrin-repeat 

domain ή ARD) (Dushay et al. 1996; Hedengren et al. 1999). Προκειµένου να γίνει 

ενεργός, ο Relish υφίσταται φωσφορυλίωση (από το σύµπλοκο ird5-Κenny) και 

πρωτεόλυση από την κασπάση DREDD (Death related ced-3/NEDD2-like protein) 

(Stoven et al. 2003; Erturk-Hasdemir et al. 2009). Η ενεργοποίηση τόσο της οδού 

µεταγωγής σήµατος Toll όσο και της οδού Imd καταλήγει στη µετακίνηση των 

Rel/NF-κB παραγόντων, Dif και Relish αντίστοιχα, από το κυτταρόπλασµα στον 

πυρήνα και τη µεταγραφή γονιδίων της ανοσολογικής απόκρισης, όπως τα γονίδια 

των αντιβακτηριακών πεπτιδίων δροσοµυκίνη (Τoll) και διπτερισίνη (Imd) (Cherry 

and Silverman 2006). 

Άλλες σηµατοδοτικές οδοί που ενεργοποιούνται κατά την ανοσολογική 

απόκριση είναι οι οδοί JAK (Janus kinase)/STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) και JNK (c-Jun N-terminal kinase). Το µονοπάτι JAK/STAT επάγει 

στο λιπαρό σώµα τη σύνθεση της πρωτεΐνης TEP-1 (thioester-containing protein) 

µετά από µόλυνση, µια πρωτεΐνη όµοια µε τις πρωτεΐνες του συµπληρώµατος των 

θηλαστικών που πιθανώς σχετίζεται µε τη φαγοκύττωση, καθώς και τη σύνθεση της 

πρωτεΐνης ΤΟΤ-Α µετά από µια σειρά παραγόντων στρες ή και µόλυνση (Agaisse and 

Perrimon 2004). Επιπλέον, το µονοπάτι JAK/STAT σχετίζεται µε τη διαφοροποίηση 

των αιµοκυττάρων σε λαµελλοκύτταρα (Agaisse and Perrimon 2004), έναν κυτταρικό 

υποπληθυσµό υπεύθυνο για την εγκύστωση, και µε την αντι-ιική απόκριση (Dostert et 

al. 2005). Η οδός JNK επάγεται κατά την ανοσολογική απόκριση µαζί µε τις 

σηµατοδοτικές οδούς NF-κB παραγόντων αλλά σε κάποιες περιπτώσεις οδηγεί στην 

καταστολή των παραπάνω οδών (Kim et al. 2005). Αντίστοιχα, ο µεταγραφικός 

παράγοντας Relish καταστέλλει την οδό JNK (Park et al. 2004). Τέλος, τόσο η οδός 

JAK/STAT όσο και η οδός JNK επάγουν την ανανέωση των επιθηλιακών κυττάρων 

του εντέρου µετά από βακτηριακή µόλυνση και συµµετέχουν στη διατήρηση της 

οµοιόστασης του εντέρου (Charroux and Royet 2010). 

Τα µόρια που ενέχονται στις παραπάνω οδούς είναι συντηρηµµένα και έχει 

βρεθεί ότι ενεργοποιούνται και στα Λεπιδόπτερα. 
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Εικόνα 3. Οι οδοί µεταγωγής σήµατος Toll και Imd της Drosophila.  
Α. Ενεργοποίηση της οδού Toll. Μύκητες ή κατά Gram θετικά βακτήρια που 
χαρακτηρίζονται από πεπτιδογλυκάνη τύπου λυσίνης αναγνωρίζονται από τους υποδοχείς 
PGRP-SA, PGRP-SD, PGRP-SC1a και GNBP1, οι οποίοι ενεργοποιούν έναν καταρράκτη 
πρωτεασών σερίνης µε τελικό αποδέκτη την κυτταροκίνη Spätzle. Το ενεργό µόριο Spätzle 
επάγει τη µεταγωγή σήµατος µέσω των τελεστών dMyd88, Tube και Pelle. Ακολούθως, ο 
αναστολέας του Dif, Cactus, φωσφορυλιώνεται και αποικοδοµείται µε αποτέλεσµα να 
µετακινείται ο µεταγραφικός παράγοντας Dif από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα. Β. 
Ενεργοποίηση της οδού Imd. Μικροοργανισµοί που χαρακτηρίζονται από πεπτιδογλυκάνη 
τύπου διαµινοπιµελικού οξέος (DAP-PG), όπως κατά Gram αρνητικά βακτήρια και βάκιλλοι, 
αναγνωρίζονται από τους διαµεµβρανικούς υποδοχείς PGRP-LC και PGRP-LE. 
Ενδοκυτταρικά ενεργοποιούνται οι τελεστές IMD, DFADD, η κινάση TAK1 και το 
σύµπλοκο ird5-Κenny, το οποίο φωσφορυλιώνει το µεταγραφικό παράγοντα Relish. Ο Relish 
µετά από µερική πρωτεόλυση από την κασπάση DREDD εισέρχεται στον πυρήνα. Η 
µετάβαση των µεταγραφικών παραγόντων Dif και Relish των δύο οδών (Α, Β) στον πυρήνα 
επάγει τη µεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούν αντιµικροβιακά πεπτίδια. Εικόνα από 
(Wang and Ligoxygakis 2006). 

Α Β 
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Στο Λεπιδόπτερο M. sexta η αλληλούχιση µικρών αλληλουχιών cDNA, των 

ονοµαζόµενων expressed sequence tags (ESTs), που προέρχονται από ένα συνδυασµό 

ιστών (λιπαρό σώµα, αιµοκύτταρα, περίβληµα και τραχεία) έδειξε την παρουσία µιας 

σειράς ακολουθιών που κωδικοποιούν πιθανές πρωτεΐνες εµπλεκόµενες σε µονοπάτια 

ανοσίας, όπως: υποδοχείς αναγνώρισης παθογόνων µοτίβων (PRRs ή pattern 

recognition receptors), πρωτεΐνες-µεσολαβητές εξωκυττάριων µηνυµάτων (π.χ. 

υποδοχείς Toll και το µόριο Spätzle), ενδοκυτταρικά συστατικά των οδών µεταγωγής 

σήµατος και παράγοντες µεταγραφής, όπως οι Dif και Relish (Zou et al. 2008). 

Ειδικότερα, έχει γίνει η αποµόνωση και κλωνοποίηση του γονιδίου που κωδικοποιεί 

την πρόδροµη µορφή της κυτταροκίνης Spätzle, proSpätzle 1 (An et al. 2010) και ο 

χαρακτηρισµός των πρωτεασών σερίνης HP6 και HP8 που οδηγούν στην 

ενεργοποίηση του proSpätzle 1 (An et al. 2009; An et al. 2011). Επίσης, έχει 

πιστοποιηθεί η ύπαρξη διάφορων υποδοχέων αναγνώρισης παθογόνων µοτίβων 

(PRRs), όπως η αιµολίνη, που είναι ειδική για τα Λεπιδόπτερα, πρωτεΐνες 

αναγνώρισης πεπτιδογλυκάνης (PGRPs ή peptidoglycan recognition proteins), 

πρωτεΐνες αναγνώρισης β-1,3-γλυκάνης (bGRPs ή b-glucan recognition proteins) και 

λεκτίνες που αναγνωρίζουν λιποπολυσακχαρίτες (IMLs ή immunolectins) (Kanost et 

al. 2004). Από την άλλη πλευρά, τα γονίδια µεταγραφικών παραγόντων Rel/NF-κB 

(dorsal, rela, relb) κλωνοποιήθηκαν πρόσφατα χωρίς να έχει γίνει ακόµα ο 

λειτουργικός χαρακτηρισµός των προϊόντων τους. 

Στο Λεπιδόπτερο Bombyx mori, η αναζήτηση γονιδίων που σχετίζονται µε 

ανοσοαπόκριση έδειξε ότι πολλά µόρια που συµµετέχουν στις ανοσολογικές οδούς 

µεταγωγής σήµατος της Drosophila βρίσκονται στο γονιδίωµά του (Tanaka et al. 

2008). Πειραµατικά δεδοµένα υποδηλώνουν την ύπαρξη της οδού Toll (Wang et al. 

2007; Cheng et al. 2008) και την ύπαρξη διαλυτών εξωκυττάριων λεκτινών που 

δεσµεύουν τόσο βακτηριακούς λιποπολυσακχαρίτες όσο και αιµοκύτταρα (Koizumi 

et al. 1997; Koizumi et al. 1999). Σε αντίθεση µε την M. sexta, στο µεταξοσκώληκα 

έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί γονίδια µεταγραφικών παραγόντων τύπου 

Rel/NF-κB των οδών Toll και Imd (εικόνα 4). Συγκεκριµένα, έχουν βρεθεί τα γονίδια 

των BmRelA, BmRelB, BmRelish1 και BmRelish2 τα οποία παρουσιάζουν µεγάλη 

οµολογία µε τα αντίστοιχα της Drosophila. Οι µεταγραφικοί παράγοντες ΒmRelA και 

ΒmRelΒ ενεργοποιούνται µετά από µόλυνση του µεταξοσκώληκα µε κατά Gram 

θετικά βακτήρια, παρουσιάζουν οµολογία µε το προϊόν του γονιδίου dorsal της D. 

melanogaster και προέρχονται από εναλλακτική συρραφή του µεταγράφου του 
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γονιδίου Βmrel (Tanaka et al. 2005). Το µετάγραφο Βmrelb είναι µικρότερο κατά 241 

ζεύγη βάσεων σε σχέση µε το µετάγραφο Βmrelα, µέσα στα οποία συγκαταλέγεται 

και το κωδικόνιο έναρξης που χρησιµοποιείται για τη µεταγραφή του Βmrela 

(Tanaka et al. 2005). Εποµένως, εικάζεται ότι το mRNA Βmrelb χρησιµοποιεί ένα 

διαφορετικό κωδικόνιο έναρξης, ενώ η παραγόµενη πρωτεΐνη είναι µικρότερη κατά 

52 αµινοξικά κατάλοιπα. Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα mRNA Βmrela 

και Βmrelb επάγουν τη µεταγραφή γονιδίων αντιµικροβιακών πεπτιδίων, αλλά η 

καθεµιά στοχεύει σε διαφορετικά γονίδια, εποµένως χαρακτηρίζονται από ειδίκευση 

(Tanaka et al. 2005). Αντίθετα, οι µεταγραφικοί παράγοντες BmRelish1 και 

BmRelish2 ενεργοποιούνται µετά από µόλυνση µε κατά Gram αρνητικά βακτήρια και 

η Rel υποµονάδα τους (Rel Homology Domain ή RHD) παρουσιάζει οµολογία µε την 

αντίστοιχη του παράγοντα Relish της D. melanogaster (Tanaka et al. 2007). 

Αποτελούν ισοµορφές προερχόµενες από το γονίδιο Bmrelish, µε τα µετάγραφα 

Bmrelish1 και Bmrelish2 να είναι ταυτόσηµα στις πρώτες 1490 βάσεις που 

κωδικοποιούν το RHD. Ωστόσο, το µετάγραφο Bmrelish1 φέρει επιπλέον ακολουθίες 

που κωδικοποιούν µια περιοχή µε επαναλήψεις αγκυρίνης (ankyrin-repeat domain), 

µία πιθανή περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής µε υδρόφοβα και όξινα 

κατάλοιπα και µία ακολουθία θανάτου ‘Death Domain’ στο 3’ άκρο (Tanaka et al. 

2007). Ο παράγοντας BmRelish1, µετά από αποµάκρυνση της περιοχής αγκυρίνης µε 

πρωτεόλυση, επάγει την έκφραση αντιµικροβιακών πεπτιδίων. Για τον παράγοντα 

BmRelish2 υπάρχουν ενδείξεις ότι πιθανά καταστέλλει τη δράση του BmRelish1 

(Tanaka et al. 2007). 
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Εικόνα 4. Μεταγραφικοί παράγοντες τύπου Rel/NF-κΒ του µεταξοσκώληκα, B. mori. Α. 
Στην οδό µεταγωγής σήµατος Toll δραστηριοποιούνται οι µεταγραφικοί παράγοντες RelA 
και RelB, οι οποίοι απουσία ερεθίσµατος αναστέλλονται από το µόριο Cactus, το οποίο φέρει 
επαναλήψεις αγκυρίνης (Ank). Στην οδό Imd δραστηριοποιείται ο παράγοντας Relish1, ο 
οποίος απουσία ερεθίσµατος αναστέλλεται από µια δοµική περιοχή επαναλήψεων αγκυρίνης. 
Μετά από µόλυνση από Gram θετικά και Gram αρνητικά βακτήρια οι RelA/B και Relish1, 
αντίστοιχα, ενεργοποιούνται και µεταβαίνουν στον πυρήνα όπου µεταγράφουν γονίδια 
αντιµικροβιακών πεπτιδίων (attacin, cecropin B1). Β. Σχηµατική παρουσίαση των δοµικών 
περιοχών στις πρωτεΐνες RelA, RelB, Relish1 και Relish1-d2 (RHD: Rel homology domain ή 
περιοχή οµολογίας Rel πρωτεϊνών, NLS: nuclear localization signal ή σήµα πυρηνικού 
εντοπισµού, PRD: proline rich domain ή περιοχή πλούσια σε προλίνη, LZ: leucine zipper 
motif ή µοτίβο «φερµουάρ» λευκίνης, AHAA: Acidic and hydrophobic amino acids ή όξινα 
και υδρόφοβα αµινοξέα, ANK: ankyrin-repeat domain ή περιοχή επαναλήψεων αγκυρίνης, 
DD: death domain ή περιοχή θανάτου) (Tanaka et al. 2005; Tanaka et al. 2007). 
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1.2. Οδοί µεταγωγής σήµατος που ενεργοποιούν το µεταγραφικό παράγοντα NF-κB 

στα θηλαστικά 

 

Στο ανοσοποιητικό σύστηµα των θηλαστικών ο µεταγραφικός παράγοντας 

NF-κB ρυθµίζει τη σύνθεση κυτταροκινών, αναπτυξιακών παραγόντων, ενζύµων και 

άλλων παραγόντων µετά από ένα πλήθος ερεθισµάτων που οδηγεί στην ενεργοποίηση 

της οικογένειας υποδοχέων Toll/IL-1R, της οικογένειας υποδοχέων TNFR (tumor 

necrosis factor receptor), BCRs (B-cell receptors), TCRs (T-cell receptors) και άλλων 

(Hayden and Ghosh 2004).  

Η οικογένεια NF-κB παραγόντων των θηλαστικών αποτελείται από πέντε 

µέλη, τα p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-κB1) και p52/p100 (NF-κB2). Όλα 

τα µέλη της οικογένειας NF-κB φέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο µια συντηρηµένη 

αλληλουχία RHD (Rel homology domain), η οποία προσδένεται στο DNA, είναι 

υπεύθυνη για το διµερισµό τους και την αλληλεπίδραση µε τους αναστολείς τους. Οι 

πρωτεΐνες p65, RelB και c-Rel διαθέτουν επιπλέον µια περιοχή ενεργοποίησης 

(transactivation domain) στο καρβοξυτελικό τους άκρο, ενώ οι πρωτεΐνες p105 και 

p100 στο καρβοξυτελικό τους άκρο διαθέτουν µια περιοχή επαναλήψεων αγκυρίνης 

µε ανασταλτική δράση, η οποία αποµακρύνεται πρωτεολυτικά προκειµένου οι δύο 

παράγοντες να µετατραπούν στις ενεργές τους µορφές p50 και p52 (Leeman and 

Gilmore 2008). Οι παράγοντες NF-κB σχηµατίζουν όµο- ή έτερο-διµερή που 

συγκρατούνται στο κυτταρόπλασµα από τους αναστολείς ΙκΒ (inhibitor of κΒ), 

οικογένεια πρωτεϊνών µε 6 έως 8 επαναλήψεις αγκυρίνης και ρυθµιστικές περιοχές 

στα δύο άκρα τους. Μέλη της οικογένειας είναι οι ΙκΒα, ΙκΒβ, ΙκΒγ, ΙκΒε, ΙκΒζ και 

Bcl3 µε τους δύο τελευταίους παράγοντες να δρουν και ενεργοποιητικά εκτός από 

ανασταλτικά ως προς τα µόρια NF-κB. Ο περισσότερο µελετηµένος παράγοντας IκB 

είναι ο ΙκΒα, ο οποίος συµµετέχει στο κλασσικό µονοπάτι ενεργοποίησης 

παραγόντων NF-κB. Στο σύµπλοκο που σχηµατίζει µε το διµερές p65/p50, ο ΙκΒα 

καλύπτει το σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS) του p65, αλλά όχι του p50, ενώ ο 

ΙκΒα διαθέτει σήµα εξόδου από τον πυρήνα (NES), µε αποτέλεσµα το συγκεκριµένο 

σύµπλοκο να βρίσκεται σε µια συνεχή είσοδο και έξοδο από τον πυρήνα (Ghosh and 

Karin 2002). Μετά από κατάλληλο ερέθισµα ενεργοποιείται η κινάση ΙΚΚ (IκB 

kinase), σύµπλοκο αποτελούµενο από τις καταλυτικές υποµονάδες ΙΚΚα, ΙΚΚβ και 

τη ρυθµιστική υποµονάδα ΙΚΚγ ή ΝΕΜΟ, και φωσφορυλιώνει τον αναστολέα ΙκΒα 
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(Hayden and Ghosh 2004). Τη φωσφορυλίωση ακολουθεί ουβικιτινυλίωση, 

πρωτεοσωµική αποικοδόµηση του αναστολέα και απελευθέρωση του συµπλόκου 

p65/p50 το οποίο µεταβαίνει στον πυρήνα, όπου προσδένεται σε συγκεκριµένες 

ακολουθίες στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων. Παρόµοια πορεία ακολουθείται 

κατά την ενεργοποίηση των υπόλοιπων µελών της οικογένειας NF-κB. Εξαίρεση 

αποτελούν οι πρόδροµοι µεταγραφικοί παράγοντες p100 και p105, οι οποίοι 

θεωρούνται µέλη και της οικογένειας των αναστολέων ΙκΒ. Ο παράγοντας p105 

υφίσταται συστατική και όχι επαγόµενη επεξεργασία και ενεργοποίηση. Αντίθετα, ο 

p100 ενεργοποιείται από το εναλλακτικό µονοπάτι ενεργοποίησης παραγόντων NF-

κB, κατά το οποίο φωσφορυλιώνεται η ανασταλτική υποµονάδα του p100, υφίσταται 

µερική πρωτεοσωµική αποικοδόµηση και ωριµάζει στη µορφή p52.  

Οι Toll/IL-1R και TNFR οδοί µεταγωγής σήµατος είναι οι πιο καλά 

µελετηµένες σηµατοδοτικές οδοί που οδηγούν σε ενεργοποίηση του µεταγραφικού 

παράγοντα NF-κB. Επιπλέον, υπάρχουν και οι οδοί που ξεκινούν από τους υποδοχείς 

των Β και Τ λεµφοκυττάρων, BCRs και TCRs, αντίστοιχα, οι οποίες επιτρέπουν τον 

πολλαπλασιασµό και την ωρίµανση λεµφοκυτταρικών κλώνων ειδικών έναντι 

συγκεκριµένων αντιγόνων, όπως συµβαίνει στην επίκτητη ανοσία (Hayden and 

Ghosh 2004). 

Η οδός µεταγωγής σήµατος που ξεκινά από τους υποδοχείς Toll/IL-1R 

αντιστοιχεί στην οδό Toll της Drosophila. Οι υποδοχείς Toll/IL-1R περιλαµβάνουν 

τους υποδοχείς της ιντερλευκίνης 1 και τους υποδοχείς Toll, που αναγνωρίζουν 

µοριακά αντιγόνα, όπως λιποπολυσακχαρίτες, δίκλωνο RNA και µη µεθυλιωµένες 

νησίδες CpG, από βακτήρια, ιούς, µύκητες ή παράσιτα και ελέγχουν την αναγνώριση 

εαυτού-µη εαυτού συµµετέχοντας στην εγγενή και την επίκτητη ανοσία (Hayden et 

al. 2006). Το κοινό χαρακτηριστικό των υποδοχέων Toll/IL-1R είναι η 

κυτταροπλασµατική δοµική περιοχή TIR, από την οποία ξεκινά και η κοινή µεταγωγή 

σήµατός τους µέσω της αλληλεπίδρασής τους µε µόρια τελεστές που επίσης 

διαθέτουν περιοχή TIR, όπως ο παράγοντας Myd88 (Hayden and Ghosh 2004). Ο 

Myd88 φέρνει σε επαφή τον παράγοντα IRAK1 µε την κινάση IRAK4 µε αποτέλεσµα 

τη φωσφορυλίωση του IRAK1 (IRAK: interleukin 1 receptor associated kinase) 

(Leeman and Gilmore 2008). Η φωσφορυλιωµένη πρωτεΐνη IRAK1 αλληλεπιδρά µε 

τον TRAF6 (TNFR-associated factor), ο οποίος ενεργοποιεί το σύµπλοκο 

ΤΑΚ1/ΤΑΒ1 (ΤΑΚ1: TGF-β activated kinase 1, TAB1: TAK1 binding protein). Η 

κινάση ΤΑΚ1 φωσφορυλιώνει τη β υποµονάδα της κινάσης ΙΚΚ (Ιnhibitor of κΒ 
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kinase), µε αποτέλεσµα η ενεργοποιηµένη κινάση ΙΚΚ να φωσφορυλιώνει τον 

παράγοντα ΙκΒ, οδηγώντας τον σε ουβικιτινυλίωση και αποικοδόµηση από το 

πρωτεόσωµα, ενεργοποίηση του NF-κB και µετάβασή του στον πυρήνα (εικόνα 5Α) 

(Leeman and Gilmore 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Οι δύο κύριες οδοί µεταγωγής σήµατος των θηλαστικών που οδηγούν σε 
ενεργοποίηση NFκΒ παραγόντων. Α. Ενδεικτικά αναπαρίσταται η οδός µεταγωγής σήµατος 
που ξεκινά από τον υποδοχέα TLR4 ως παράδειγµα της µεταγωγής σήµατος µέσω υποδοχέων 
Toll/IL1-R. Μετά την αναγνώριση βακτηριακών λιποπολυσακχαριτών από τον TLR4 
επάγεται η αλληλεπίδραση των δοµικών περιοχών TIR ανάµεσα στους TLR4 και MyD88. Η 
πρωτεΐνη MyD88 αλληλεπιδρά µε τους παράγοντες IRAK και αυτοί µε τον παράγοντα 
TRAF6 (TNFR-associated factor 6), µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του συµπλόκου IKK. 
Η κινάση IKK φωσφορυλιώνει τον αναστολέα IκB οδηγώντας τον προς αποικοδόµηση. Ο 
NF-κB µεταβαίνει στον πυρήνα των κυττάρων όπου µεταγράφει τα γονίδια-στόχους. Β. Ο 
υποδοχέας TNFR1 της οικογένειας υποδοχέων TNFR, µετά από πρόσδεση του TNF-α και τον 
τριµερισµό του, αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη TRADD (TNFR-associated death domain). Η 
TRADD µαζί µε άλλους παράγοντες, όπως η πρωτεΐνη RIP (receptor interacting protein) 
σχηµατίζει ένα σύµπλοκο µεταγωγής σήµατος. Η πρωτεΐνη RIP ενεργοποιεί το σύµπλοκο 
IKK που απαρτίζεται από τις υποµονάδες ΙΚΚα, IKKβ και IKK γ/NEMO, οδηγώντας σε 
φωσφορυλίωση τον παράγοντα IκB. Όπως και στο Α, η φωσφορυλίωση του IκB οδηγεί στη 
µετατόπιση του NF-κB στον πυρήνα. (Wang and Ligoxygakis 2006) 

Β Α 
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Η οδός µεταγωγής σήµατος που ξεκινά από τους υποδοχείς TNFR αντιστοιχεί 

στην οδό Imd της Drosophila. Οι υποδοχείς TNFR ανταποκρίνονται σε ένα πλήθος 

προσδετών (ligands) µε πιο γνωστή την κυτταροκίνη TNF-α, η οποία εµπλέκεται στη 

ρύθµιση της απόπτωσης. Όπως φαίνεται στην εικόνα 5Β, µετά από την πρόσδεση του 

TNF-α στον υποδοχέα TNFR1 (τον πιο καλά µελετηµένο υποδοχέα της οικογένειας) 

επάγεται η σύνδεση τριών µορίων του υποδοχέα (trimerization) και η αλληλεπίδραση 

του τριµερούς µε την πρωτεΐνη TRADD (TNFR-associated death domain protein), η 

οποία φέρει µία περιοχή θανάτου (Leeman and Gilmore 2008). Η πρωτεΐνη TRADD 

επιστρατεύει πρωτεΐνες της οικογένειας TRAF (TNFR-associated factors), µε ένα 

µέλος αυτών να ουβικιτινυλιώνει την πρωτεΐνη RIP1 (TNF receptor interacting 

protein). Η κινάση ΙΚΚ προστίθεται στο σύµπλοκο του υποδοχέα TNFR µέσω 

αλληλεπίδρασης µε το µόριο TRAF2 (Devin et al. 2001), ενώ η αλληλεπίδρασή της 

µε την ουβικιτινυλιωµένη RIP1 οδηγεί στην ενεργοποίησή της (Zhang et al. 2000). Η 

ενεργή πια κινάση ΙΚΚ επάγει την απελευθέρωση του NF-κB από τον αναστολέα ΙκΒ 

και τη µετάβασή του από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα. 
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1.3. Το παρασιτικό σύστηµα 

 

Γενικά 

Στη φύση υπάρχει µια οµάδα υµενοπτέρων εντόµων που ζουν παρασιτικά εις 

βάρος των λεπιδοπτέρων εντόµων. Αυτά διακρίνονται σε εκτοπαρασιτοειδή και 

ενδοπαρασιτοειδή, ανάλογα µε το αν παραµένουν εκτός ή εντός του σώµατος του 

ξενιστή τους (Schmidt et al. 2001). Tα εκτοπαρασιτοειδή παραλύουν τον ξενιστή µε 

τη χρήση δηλητηρίου, εναποθέτουν τα γονιµοποιηµένα αυγά τους εκτός του σώµατος 

των Λεπιδοπτέρων και εν συνεχεία οι εκκολαπτόµενες προνύµφες των Υµενοπτέρων 

καταναλώνουν τον ξενιστή (Whitfield 1990). Στην παραπάνω διαδικασία, τα 

γονιµοποιηµένα αυγά δεν εκτίθενται στο ανοσοποιητικό σύστηµα του ξενιστή καθώς 

βρίσκονται εκτός του σώµατος του Λεπιδοπτέρου. Στην κατηγορία των 

ενδοπαρασιτοειδών, τα Υµενόπτερα εναποθέτουν τα γονιµοποιηµένα αυγά τους µέσω 

έγχυσης µέσα στο σώµα προνυµφών των Λεπιδοπτέρων. Στην προκειµένη περίπτωση 

τα αυγά έρχονται σε άµεση αλληλεπίδραση µε το ανοσοποιητικό σύστηµα του 

ξενιστή και κινδυνεύουν από την ανοσολογική του απόκριση (Whitfield 1990). Στο 

αιµόκοιλο της προνύµφης, τα έµβρυα των Υµενοπτέρων εκκολάπτονται και 

αναπτύσσονται οδηγώντας µακροπρόθεσµα στο θάνατο της προνύµφης των 

Λεπιδοπτέρων. Η επιβίωση των αυγών των ενδοπαρασιτοειδών εντός του ξενιστή, η 

οποία είναι κρίσιµη για τη συνέχιση του κύκλου ζωής τους, επιτυγχάνεται µε µία 

σειρά παραγόντων-µορίων που εγχύονται στην προνύµφη µαζί µε τα αυγά. Αυτοί οι 

παράγοντες χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, σε παράγοντες που µιµούνται µόρια των 

Λεπιδοπτέρων και καλύπτουν τα αυγά τους ώστε να µην αναγνωριστούν ως ξένα 

σώµατα και απορριφθούν από τον ξενιστή, και σε παράγοντες που δρουν ως 

καταστολείς του ανοσοποιητικού συστήµατος των Λεπιδοπτέρων (Federici and Bigot 

2003). Τέτοιοι παράγοντες είναι πρωτεΐνες από τις ωοθήκες και δηλητήρια από το 

ενήλικο Υµενόπτερο, καθώς και ιοί. 

Polydna ιοί 

Οι ιοί αυτοί ονοµάζονται poly-disperse dna ιοί, polydna ιοί ή polydnaviruses 

(PDVs). Το όνοµά τους οφείλεται στο γεγονός ότι το γονιδίωµά τους είναι 

πολυτµηµατικό, αποτελούµενο από πολλούς κύκλους δίκλωνου DNA (Whitfield 

1990). Οι συγκεκριµένοι ιοί κατανέµουν τον κύκλο ζωής τους ανάµεσα και στις δύο 
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τάξεις εντόµων, τα Λεπιδόπτερα και τα Υµενόπτερα. Επειδή οι διάφορες φάσεις της 

ζωής τους (µόλυνση, διπλασιασµός, µετάδοση) κατανέµονται ανάµεσα στα 

Λεπιδόπτερα και στα Υµενόπτερα, ποτέ δε συµβαίνει µια αναπαραγωγική µόλυνση. 

Το γονιδίωµα των polydna ιών βρίσκεται ενσωµατωµένο στο γενετικό υλικό των 

Υµενοπτέρων µε τους οποίους ενδοσυµβιώνουν (Fleming and Summers 1986; 

Fleming and Summers 1991; Xu and Stoltz 1991; Belle et al. 2002) και υπάρχουν 

ενδείξεις ότι όλα τα κυκλικά τµήµατα DNA εντοπίζονται σε ένα µόνο σηµείο του 

γονιδιώµατος των Υµενοπτέρων (Belle et al. 2002). Έτσι, το γονιδίωµα των polydna 

ιών µεταφέρεται κάθετα από γενιά σε γενιά Υµενοπτέρων (Stoltz 1990; Savary et al. 

1997). Κατά την περίοδο της ωοαπόθεσης των Υµενοπτέρων στην προνύµφη των 

Λεπιδοπτέρων, το ιικό DNA διπλασιάζεται και τα κυκλικά του κοµµάτια (ιικά 

χρωµοσώµατα) πακετάρονται ως ιικά σωµατίδια. Ο πολλαπλασιασµός των ιικών 

σωµατιδίων λαµβάνει χώρα µόνο σ’αυτό το στάδιο και ειδικά στα κύτταρα του 

κάλυκα των ωαγωγών των ενδοπαρασιτοειδών Υµενοπτέρων (σφήκες) (Krell and 

Stoltz 1980). Τα σωµατίδια των polydna ιών ενίονται µαζί µε τα αυγά των σφηκών 

στις προνύµφες λεπιδοπτέρων εντόµων συµµετέχοντας στη διαδικασία του 

παρασιτισµού τους από τα Υµενόπτερα (εικόνα 6). Σε συνεργασία µε τις υπόλοιπες 

ουσίες που ενίονται κατά την ωοαπόθεση (Luckhart and Webb 1996), πιθανολογείται 

ότι οι polydna ιοί προστατεύουν τα αυγά των Υµενοπτέρων από αντιδράσεις άµυνας 

του ξενιστή. Η έγχυση των polydna ιών συνεπάγεται µια σειρά από επιπτώσεις στη 

φυσιολογία της προνύµφης των Λεπιδοπτέρων, που δεν οφείλονται σε ενεργή 

µόλυνση από τον ιό ή παραγωγή νέων ιικών σωµατιδίων, αλλά στην έκφραση των 

ιικών πρωτεϊνών. Οι ιικές πρωτεΐνες επιδρούν στη φυσιολογία του λεπιδόπτερου 

ξενιστή επιφέροντας αλλαγές στο µεταβολισµό του, καθυστερώντας την ανάπτυξή 

του και καταστέλλοντας το ανοσοποιητικό του σύστηµα (Whitfield 1990). Στο τελικό 

στάδιο, αφού τα προστατευµένα αυγά έχουν εκκολαφθεί, οι ώριµες προνύµφες του 

ενδοπαρασιτοειδούς εξέρχονται από το σώµα του ξενιστή. Εκεί σχηµατίζουν 

κουκούλια (στάδιο νύµφης) και µεταµορφώνονται σε ενήλικα άτοµα. Εποµένως, σε 

ένα τέτοιο σύστηµα υπάρχει αµοιβαία εξάρτηση ανάµεσα στα συγκεκριµένα 

Υµενόπτερα και τους αντίστοιχους polydna ιούς: ο ιός χρειάζεται το Υµενόπτερο για 

τη διατήρησή του (διπλασιασµός και µετάδοση), ενώ το Υµενόπτερο χρειάζεται τον 

ιό για τον αποτελεσµατικό παρασιτισµό του Λεπιδοπτέρου (Dupuy et al. 2006). 
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Ενήλικη σφήκα 
Ο προϊός βρίσκεται 
ενσωµατωµένος 
 στο γονιδίωµα 

Παρασιτικά αυγά 
Το ιικό DNA ως προϊός 
 εντός των αυγών 

Παρασιτισµός 
Αυγά και ιικά σωµατίδια µεταφέρουν το 
προϊικό και ιικό DNA, αντίστοιχα 

Ιικά σωµατίδια 

Προνύµφη του Λεπιδοπτέρου 

Εκκόλαψη αυγών, ανάπτυξη 
σφηκών και έκφραση ιικών 
πρωτεϊνών 

καψιδίωση 

Πολλ/µός και εκτοµή του 
ιικού DNA στα κύτταρα του 
κάλυκα 

 

 

Εικόνα 6. Κύκλος ζωής της ενδοπαρασιτοειδούς σφήκας και του polydna ιού. Το ιικό 
DNA είναι ενσωµατωµένο στο γονιδίωµα της σφήκας και µεταδίδεται χρωµοσωµικά ως 
προϊός. Στα κύτταρα των ωοθηκών τα κυκλικά τµήµατα DNA πακετάρονται σε ιικά 
σωµατίδια. Κατά την ωοαπόθεση η σφήκα ενίει τα ιικά σωµατίδια στο λεπιδόπτερο ξενιστή. 
Τα ιικά σωµατίδια εισέρχονται στα κύτταρα του ξενιστή, όπου τα ιικά γονίδια εκφράζονται, 
αλλά το γενετικό υλικό του ιού δεν πολλαπλασιάζεται. Οι ιικές πρωτεΐνες επιτρέπουν την 
ανάπτυξη των ενδοπαρασιτοειδών προνυµφών οι οποίες εξέρχονται από τον ξενιστή, περνούν 
στο στάδιο της νύµφης και τελικά µεταµορφώνονται σε ενήλικα άτοµα. Εικόνα από (Dupuy 
et al. 2006). 

Οικογένειες των polydna ιών 

Polydna ιοί συµβιώνουν µε πολλά είδη Υµενοπτέρων. Τα Υµενόπτερα-φορείς 

των polydna ιών ανήκουν στις οικογένειες Braconidae και Ichneumonidae και, 

κατ’αντιστοιχία, οι polydna ιοί κατατάσσονται στις οικογένειες των bracoviruses και 

ichnoviruses (Whitfield and Asgari 2003). Οι ιοί των δύο οικογενειών έχουν 

διαφορετικά χαρακτηριστικά. Τα σωµατίδια των bracoviruses (εικόνα 7Α) έχουν ένα 

ή περισσότερα νουκλεοκαψίδια που είναι κυλινδρικά µε σταθερή διάµετρο αλλά 

µεταβλητό µήκος, µε ένα τµήµα DNA ανά νουκλεοκαψίδιο και ελευθερώνονται από 

τα κύτταρα του κάλυκα µε κυτταρική λύση (Whitfield and Asgari 2003). Τα 

σωµατίδια των ichnoviruses (εικόνα 7Β) περιλαµβάνουν ένα νουκλεοκαψίδιο 

ελλειψοειδές, σταθερού µεγέθους που περιβάλλεται από δύο µεµβράνες και περιέχει 

Απελευθέρωση  
ενήλικων ατόµων 
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πολλά τµήµατα DNA, ενώ απελευθερώνονται από τα κύτταρα του 

ενδοπαρασιτοειδούς µέσω εκβλάστησης (Whitfield and Asgari 2003). Ωστόσο, οι δύο 

οικογένειες εµφανίζουν οµοιότητες ως προς την οργάνωση του γονιδιώµατός τους, 

όπως τον κερµατισµό του σε τµήµατα, τη χαµηλή πυκνότητα κωδικοποιουσών 

περιοχών, σε αντίθεση µε τους συνήθεις ιούς, και την ύπαρξη εσωνίων στις 

ακολουθίες των γονιδίων (Dupuy et al. 2006), αλλά και οµοιότητες ως προς το 

µηχανισµό δράσης τους. Τελευταία έχει προταθεί η ύπαρξη και µιας τρίτης 

κατηγορίας polydna ιών οι οποίοι συµβιώνουν µε τις σφήκες της υποοικογένειας 

Βanchinae των Ichneumonidae, ωστόσο πιθανώς αποτελούν διακριτό κλάδο από τους 

ichnoviruses (Lapointe et al. 2007). Οι τρεις τύποι ιών παρουσιάζουν παρόµοιο τρόπο 

παραγωγής και λειτουργίας και παρόµοια οργάνωση γονιδιώµατος, αλλά επειδή 

παρουσιάζουν και αρκετές µορφολογικές και γονιδιακές διαφορές, η εξελικτική τους 

προέλευση θεωρείται ανεξάρτητη (Whitfield and Asgari 2003; Dupuy et al. 2006; 

Lapointe et al. 2007).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7. Ιικά σωµατίδια polydna ιών. Α. Σωµατίδια από bracovirus PDV. Κάθε 
σωµατίδιο περιέχει πολλά νουκλεοκαψίδια. Β. Σωµατίδια από ichnovirus PDV. Κάθε 
σωµατίδιο περιέχει ένα νουκλεοκαψίδιο. Οι εικόνες προέρχονται από ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο διέλευσης, οι µπάρες αντιστοιχούν σε 200 nm. Φωτογραφίες από D.B. Stoltz. 
(Federici and Bigot 2003) 

 

Επί δεκαετίες η επιστηµονική κοινότητα έθετε την ιική υπόσταση των PDVs 

υπό αµφισβήτηση. Μια µερίδα ερευνητών υποστήριζε ότι οι polydna ιοί είναι 

οχήµατα µεταφοράς γονιδίων-όπλων, τα οποία έχουν δηµιουργηθεί από τα 

Υµενόπτερα έναντι των ξενιστών τους, ενώ άλλοι ερευνητές υποστήριζαν την ιική 

υπόσταση των PDVs (Whitfield 1990; Whitfield and Asgari 2003). Η άποψη περί 

Α Β 
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ευκαρυωτικής προέλευσης στηρίζεται (α) στην οµοιότητα πολλών πρωτεϊνών των 

PDVs µε πρωτεΐνες των ευκαρυωτικών κυττάρων, π. χ. υπάρχουν κοινοί επίτοποι 

µεταξύ ιικών πρωτεϊνών και πρωτεϊνών από το δηλητήριο των Υµενοπτέρων (Webb 

and Summers 1990), (β) στη χαµηλή πυκνότητα των ιικών γονιδιωµάτων σε γονίδια, 

(γ) στην ύπαρξη εσωνίων σε πολλά γονίδια των PDVs (Whitfield and Asgari 2003) 

και (δ) στην απουσία πολλαπλασιασµού του ιού εντός του ξενιστή. Ωστόσο, 

πρόσφατα οι Bezier et al. εντόπισαν στο γονιδίωµα δύο παρασιτοειδών σφηκών, των 

Chelonus inanitus και Cotesia congregata, 22 γονίδια, που προέρχονται εξελικτικά 

από τους εντοµοϊούς του γένους Nudivirus (Wang et al. 2007) και, ταυτόχρονα, τα 

προϊόντα αρκετών από αυτά τα γονίδια στα σωµατίδια των αντίστοιχων polydna ιών, 

CiBV και CcBV (Bezier et al. 2009). Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από αυτά τα 

γονίδια έρχονται να καλύψουν «λειτουργικά κενά» των polydna ιών, καθώς αυτοί 

στερούνται γονιδίων που να κωδικοποιούν δοµικές πρωτεΐνες των ιικών σωµατιδίων 

και πολυµεράσες. Έτσι, επιβεβαιώθηκε η σχέση αµφίδροµης εξάρτησης ανάµεσα σε 

Υµενόπτερα και polydna ιούς σε γονιδιακό επίπεδο. Η ύπαρξη γονιδίων ιικής 

προέλευσης στο γονιδίωµα των ενδοπαρασιτοειδών, και των προϊόντων τους στα 

σωµατίδια των PDVs επιβεβαιώνει την ιική προέλευση των τελευταίων (Bezier et al. 

2009; Stoltz and Whitfield 2009). Φαίνεται πως ο πρόγονος των polydna ιών διέθετε 

τα συγκεκριµένα γονίδια αλλά, µετά τη συµβίωση µε τα Υµενόπτερα, αυτά χάθηκαν 

από τα ιικά χρωµοσώµατα λόγω της ενσωµάτωσής τους στο γονιδίωµα του 

ενδοπαρασιτοειδούς. 

Επίδραση των PDVs στον ξενιστή 

Έχει γίνει εκτεταµένη µελέτη της επίδρασης των polydna ιών, τόσο της 

οικογένειας των ichnoviruses όσο και της οικογένειας των bracoviruses στους 

τελικούς ξενιστές των παρασιτικών συστηµάτων, τα Λεπιδόπτερα. 

Ως παράδειγµα αναφέρεται ο παρασιτισµός του Λεπιδοπτέρου Heliothis 

virescens από το Υµενόπτερο Campoletis sonorensis της οικογένειας Ichneumonidae, 

που φέρει τον polydna ιό CsIV και επιφέρει µια σειρά από αλλαγές στον ξενιστή. 

Τέτοιες αλλαγές είναι η καταστολή της ικανότητας των πλασµατοκυττάρων να 

εγκυστώνουν ξένα σωµάτια (Davies and Vinson 1988), η αναστολή της ανάπτυξης 

της παρασιτισµένης προνύµφης εξαιτίας ορµονικών διαταραχών (Shelby and Webb 

1997) και η αλλαγή του µεταβολισµού της εξαιτίας της µείωσης στην έκφραση 

αποθηκευτικών πρωτεϊνών της αιµολέµφου όπως η Riboflavin binding hexamer 

(Shelby and Webb 1997) και η αρυλφορίνη (Shelby and Webb 1994). Φαίνεται, 
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µάλιστα, πως δε γίνεται γενική καταστολή της έκφρασης όλων των πρωτεϊνών της 

αιµολέµφου, αλλά επιλογή συγκεκριµένων. Για παράδειγµα, µετά από εισαγωγή του 

ιού CsIV στον ξενιστή H. virescens, επέρχεται µείωση στην παραγωγή της εστεράσης 

της νεανικής ορµόνης, αλλά όχι της πρωτεΐνης που προσδένει τη νεανική ορµόνη 

(Shelby and Webb 1997). Παράλληλα, έχουν µελετηθεί και συγκεκριµένες πρωτεΐνες 

του CsIV, όπως η εκκρινόµενη πρωτεΐνη VHv1.4 (viral segment V of Heliothis 

virescens), η οποία βρέθηκε ότι προσδένεται στα αιµοκύτταρα του ξενιστή που 

διεξάγουν την εγκύστωση, προσδίδοντας στη συγκεκριµένη πρωτεΐνη έναν πιθανό 

ρόλο αναστολέα της εγκύστωσης (Cui et al. 1997). 

Στο παρασιτικό σύστηµα του λεπιδόπτερου ξενιστή Pseudoplusia includens 

και της σφήκας Microplitis demolitor της οικογένειας Braconidae, η παρουσία των 

σωµατιδίων του ενδοσυµβιωτικού ιού MdΒV αναστέλλει την εγκύστωση των αυγών 

του παρασιτοειδούς από τον ξενιστή. Η αναστολή οφείλεται στη µόλυνση από τα ιικά 

σωµατίδια των δύο οµάδων των αιµοκυττάρων που συµµετέχουν στην εγκύστωση, τα 

κοκκιώδη κύτταρα και τα πλασµατοκύτταρα (Strand 1994). Τα σωµατίδια MdΒV 

οδηγούν σε απόπτωση τα κοκκιώδη κύτταρα του ξενιστή (Strand and Pech 1995), ενώ 

µειώνουν την ικανότητα των πλασµατοκυττάρων για πρόσφυση (Strand et al. 1999), 

µε αποτέλεσµα να µειώνεται η ικανότητα του ξενιστή για εγκύστωση των αυγών του 

παρασιτοειδούς. Eπίσης, ο ιός MdΒV καταστέλλει τη φαγοκυτταρική ικανότητα του 

ξενιστή, καθώς πειραµατικά δεδοµένα έδειξαν ότι η ιική πρωτεΐνη GLC1.8 

(glycosylated central core protein) αναστέλλει την κυτταρική πρόσφυση και τη 

φαγοκύττωση από κύτταρα εντόµων in vitro (Beck and Strand 2005; Strand et al. 

2006). 

Η πλειοψηφία των αλλαγών που επάγονται στη φυσιολογία του ξενιστή 

θεωρείται ότι σχετίζεται µε την έκφραση των ιικών πρωτεϊνών που λαµβάνει χώρα 

µέσα στο σώµα του ξενιστή (Beckage and Kanost 1993; Harwood et al. 1994; Cui et 

al. 1997; Asgari and Schmidt 2002; Schmidt et al. 2005). Στην περίπτωση του 

παρασιτισµού του Λεπιδοπτέρου Pieris rapae από το Υµενόπτερο C. rubecula, µία 

ιική πρωτεΐνη, η CrV1, είναι αρκετή για να προκαλέσει αποδιάταξη του 

κυτταροσκελετού ακτίνης στα αιµοκύτταρα του ξενιστή, µείωση µορίων της 

επιφάνειας σηµαντικών για την ανοσολογική απόκριση και τελικά την καταστολή των 

αιµοκυττάρων (Asgari et al. 1997; Asgari and Schmidt 2002). Έτσι, πολλές 

ερευνητικές οµάδες επικεντρώνουν τη µελέτη τους στη δράση συγκεκριµένων ιικών 

πρωτεϊνών πάνω σε κύτταρα των εκάστοτε ξενιστών. 
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Το σύστηµα παρασιτισµού Cotesia congregata – Manduca sexta 

Το παρασιτικό σύστηµα Cotesia congregata – Manduca sexta περιλαµβάνει 

το παρασιτοειδές Υµενόπτερο C. congregata (= Apanteles congregatus) της 

οικογένειας Braconidae, τον polydna ιό CcBV (C. congregata Bracovirus) που 

συµβιώνει ως προϊός µε το παρασιτοειδές και τον τελικό ξενιστή, το Λεπιδόπτερο M. 

sexta (= tobacco hornworm). Το σύστηµα αυτό έχει ιδιαίτερη σηµασία καθώς η M. 

sexta στο στάδιο της προνύµφης, δηλαδή το στάδιο που προσβάλλεται από την C. 

congregata, τρέφεται µε φυτά όπως ο καπνός και η ντοµάτα και είναι επιβλαβές για 

αυτές τις αγροτικές καλλιέργειες. 

Το θηλυκό άτοµο της Cotesia εναποθέτει από 50 έως µερικές εκατοντάδες 

αυγά στο σώµα του ξενιστή και οι προνύµφες που εξέρχονται από τα αυγά τρέφονται 

από την αιµολέµφο και το λιπαρό σώµα του ξενιστή (Nakamatsu et al. 2002). Εντός 

µισής ώρας από την ένεση των γονιµοποιηµένων αυγών της C. congregata και των 

σωµατιδίων του CcBV, αρχίζει η παραγωγή νέων πρωτεϊνών, ενώ µειώνεται η 

έκφραση πρωτεϊνών της αιµολέµφου του ξενιστή, όπως η σερπίνη και η αρυλφορίνη 

(Beckage and Kanost 1993). Παράλληλα, η ανάπτυξη του λεπιδοπτέρου ξενιστή 

καθυστερεί εξαιτίας της µη φυσιολογικής συνεχιζόµενης αύξησης της νεανικής 

ορµόνης κατά τις 4 πρώτες ηµέρες του παρασιτισµού, που οφείλεται σε µειωµένη 

αποικοδόµησή της (Beckage and Riddiford 1982). Ο ξενιστής δεν φτάνει ποτέ σε 

µεταµόρφωση, ενώ πριν την έξοδο των παρασιτοειδών, σταµατά και να τρέφεται. Το 

αποτέλεσµα του παρασιτισµού είναι η εκκόλαψη των εµβρύων της σφήκας, η έξοδός 

τους ως προνύµφες δεύτερου σταδίου  από τον ξενιστή (Thompson et al. 2005) και ο 

θάνατος του τελευταίου. Έχει δειχθεί, επίσης, ότι η πρωτεΐνη του ιού CcBV ΕΡ1 

(early expressed protein1) και πιθανώς οι πρωτεΐνες ΕΡ2 και ΕΡ3 (Harwood et al. 

1994; Harwood et al. 1998), η οµόλογη της CrV1 του polydna ιού CrBV, CcV1 (Le et 

al. 2003), και οι συστατίνες (cystatins) (Espagne et al. 2005) εκφράζονται σε διάφορα 

στάδια του παρασιτισµού της προνύµφης της M. sexta. Επίσης, έχει δειχθεί η 

µεταγραφή 22 γονιδίων φωσφατασών τυροσίνης (PTPs ή Protein Tyrosine 

Phosphatases) (Provost et al. 2004) και έξι γονιδίων που αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες 

επαναλήψεων αγκυρίνης Ank (Falabella et al. 2007).  
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Ο ιός Cotesia congregata bracovirus (CcBV) 

Το γονιδίωµα του CcBV αποτελείται από 567.670 bp και έχει 

αποκωδικοποιηθεί πλήρως (Espagne et al. 2004). Συνίσταται από 30 κυκλικά 

κοµµάτια DNA, τα οποία, σύµφωνα µε µια ερευνητική οµάδα, περιλαµβάνουν 156 

ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης µε το 69% αυτών να περιέχει εσώνια (Espagne et al. 

2004). Ωστόσο, σύµφωνα µε άλλη ερευνητική οµάδα που χρησιµοποίησε 

διαφορετικά υπολογιστικά προγράµµατα, τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης είναι 148, 

ενώ το ποσοστό γονιδίων που περιλαµβάνουν εσώνια κυµαίνεται γύρω στο 6,8% 

(Webb et al. 2006). Όπως ισχύει και για άλλους polydna ιούς, το γονιδίωµα του 

CcBV έχει υψηλό ποσοστό αδενίνης-θυµίνης (66%), µικρή πυκνότητα γονιδίων κι 

έναν αρχικά µικρό αριθµό γονιδίων που όµως µέσω διπλασιασµού και απόκλισης έχει 

δηµιουργήσει πολυγονιδιακές οικογένειες (Espagne et al. 2004). Έτσι, 69 γονίδια 

συγκροτούν 9 οικογένειες (εικόνα 8), την οικογένεια των φωσφατασών τυροσίνης, 

την οικογένεια πρωτεϊνών µε επαναλήψεις αγκυρίνης (Ank proteins), την οικογένεια 

πρωτεϊνών πλούσιων σε κυστεΐνες (cysteine rich proteins ή CRPs), την οικογένεια 

των συστατινών (cystatins) και άλλες πέντε, των οποίων τα µέλη δεν έχουν κάποιο 

γνωστό λειτουργικό στοιχείο και κατηγοριοποιούνται σαν υποθετική οικογένεια 1, 

υποθετική οικογένεια 2 (CcBV hypothetical1, CcBV hypothetical2), CcBV EP1-like, 

CcBV family1 και CcBV family2 (Espagne et al. 2004). Τα γονίδια που δεν ανήκουν 

σε καµία από τις 9 οικογένειες είτε κωδικοποιούν προϊόντα που δεν οµοιάζουν µε 

καµία κατατεθειµένη ακολουθία πρωτεΐνης στις βάσεις δεδοµένων, ή είναι οµόλογα 

µε ιικές δοµικές πρωτεΐνες ή µε πρωτεΐνες άλλων µπρακοϊών. Επιπλέον, ορισµένα 

γονίδια οµοιάζουν µε στοιχεία ρετροϊών.  
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Εικόνα 8. Κατάταξη των 156 αναγνωρισµένων γονιδίων του γονιδιώµατος του CcBV. Το 
42,3% των γονιδίων κωδικοποιεί πρωτεΐνες χωρίς καµία οµοιότητα µε γνωστές πρωτεΐνες 
(άσπρο) ενώ το 42,5% των γονιδίων οργανώνεται σε εννέα πολυγονιδιακές οικογένειες 
(παρουσιάζονται µε διάφορα χρώµατα). Με µπλε παρουσιάζονται γονίδια που εκφράζουν 
προϊόντα µε γνωστά και καλά διατηρηµένα δοµικά στοιχεία (PTP: φωσφατάσες τυροσίνης, 
ank: πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης, crp: πρωτεΐνες πλούσιες σε κυστεΐνες, cyst: 
συστατίνες). Με πορτοκαλί φαίνονται οικογένειες γονιδίων ειδικές για τον CcBV (hp1 και 
hp2: υποθετικές οικογένειες 1 και 2), ενώ µε πράσινο φαίνονται οικογένειες γονιδίων κοινές 
µε ενδοσυµβιωτικούς ιούς από άλλα είδη του γένους Cotesia. Από το σύνολο των γονιδίων, 
το 3,2% είναι µεµονωµένα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες οµόλογες µε πρωτεΐνες 
µπρακοϊών (διακεκοµµένο πράσινο), το 1,9% (διακεκοµµένο γκρι) αντιστοιχεί σε τρία 
γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες µε ιικές δοµικές υποµονάδες και το 3,8% αντιστοιχεί σε 
γονίδια που οµοιάζουν µε ρετροϊικά στοιχεία (διακεκοµµένο ροζ). Με γκρι κόκκους 
απεικονίζεται το 6,4% του συνόλου των γονιδίων, τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες όµοιες 
µε υποθετικές πρωτεΐνες. Εικόνα από (Espagne et al. 2004). 

 

Η µεγαλύτερη οικογένεια στο γονιδίωµα του ιού είναι αυτή των γονιδίων που 

κωδικοποιούν προϊόντα µε ολόκληρη ή µερική δοµική περιοχή φωσφατάσης 

τυροσίνης (PTP) µε 27 µέλη (εικόνα 8). 22 εξ’αυτών εκφράζονται σε ιστούς του 

παρασιτισµένου ξενιστή (Provost et al. 2004). Οι φωσφατάσες τυροσίνης εν γένει 

έχουν ιδιαίτερη σηµασία στη ρύθµιση της κυτταρικής σηµατοδότησης, αφού 

αποµακρύνουν φωσφορικές οµάδες από τυροσίνες πολλών πρωτεϊνών που 

συµµετέχουν σε κυτταρικά σηµατοδοτικά µονοπάτια (Andersen 2001). ∆εκαπέντε 

µέλη της οικογένειας των φωσφατασών του CcBV προβλέπεται ότι έχουν ενεργό 

καταλυτικό κέντρο φωσφατάσης και ότι δρουν ως πραγµατικές φωσφατάσες 

τυροσίνης, ενώ για τις υπόλοιπες ο τρόπος δράσης τους είναι άγνωστος και 
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πιθανολογείται ότι δρουν ως «παγίδες» φωσφορυλιωµένων πρωτεϊνών (Provost et al. 

2004). Οµόλογες οικογένειες φωσφατασών τυροσίνης έχουν βρεθεί και µελετηθεί και 

σε άλλους polydna ιούς, όπως τον M. demolitor bracovirus, MdBV, όπου τα µέλη 

PTP-H2 και PTP-H3, που εκφράζονται σε παρασιτισµένα άτοµα του ξενιστή 

Pseudoplusia includens, είναι λειτουργικές φωσφατάσες και προκαλούν µείωση στη 

φαγοκυτταρική ικανότητα κυττάρων S2 της Drosophila in vitro (Pruijssers and Strand 

2007). Επίσης, στο παρασιτικό σύστηµα του Λεπιδοπτέρου Heliothis virescens και 

του Υµενοπτέρου Toxoneuron nigriceps, έχει παρατηρηθεί ότι η µόλυνση µε τον 

ενδοσυµβιωτικό ιό του T. nigriceps προκαλεί µείωση της σύνθεσης εκδυστεροειδών 

από τους προθωρακικούς αδένες µε συνεπαγόµενη αναστολή της ανάπτυξης του 

ξενιστή. Καθώς η πτώση στη λειτουργικότητα των προθωρακικών αδένων σε 

παρασιτισµένα άτοµα συνοδεύεται από υποφωσφορυλίωση σηµαντικών πρωτεϊνών 

της οδού µεταγωγής σήµατος της προθωρακικοτρόπου ορµόνης (Bradleigh Vinson et 

al. 1998) και δεδοµένου ότι τουλάχιστον ένα µέλος της οικογένειας των φωσφατασών 

PTP εκφράζεται στους συγκεκριµένους αδένες παρασιτισµένων ξενιστών (Falabella 

et al. 2006), είναι πιθανό οι ιικές πρωτεΐνες PTP να προκαλούν την απενεργοποίηση 

των προθωρακικών αδένων (Falabella et al. 2006).  

Η δεύτερη µεγαλύτερη γονιδιακή οικογένεια του ιού CcBV κωδικοποιεί εννιά 

πρωτεΐνες µε επαναλήψεις αγκυρίνης (Ank). Οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν 

οµολογία µε µία ευρύτερη οικογένεια αναστολέων των Rel/ΝF-κΒ µεταγραφικών 

παραγόντων, τις πρωτεΐνες ΙκΒ (Inhibitor of NF-κΒ) του ανθρώπου και το οµόλογο 

µόριο Cactus της Drosophila. Η τρίτη σε µέγεθος οικογένεια γονιδίων (µε τέσσερα 

µέλη) είναι αυτή που κωδικοποιεί τις πρωτεΐνες πλούσιες σε κυστεΐνη (Cysteine-rich 

proteins ή CRPs). Για µια τέτοια πρωτεΐνη πλούσια σε κυστεΐνες από τον 

ενδοσυµβιωτικό ιό της Cotesia plutellae CpBV, τη CRP1 (Cysteine-rich Protein 1), 

υπάρχουν δεδοµένα ότι αναστέλλει την ικανότητα πρόσφυσης των αιµοκυττάρων και 

την ανάπτυξη του ξενιστή Plutella xylostella (Barandoc and Kim 2009). Οι πρωτεΐνες 

CRPs των bracoviruses CcBV και CpBV παρουσιάζουν οµοιότητα µε άλλες 

οικογένειες πρωτεϊνών κυστεΐνης όπως µε τις πρωτεΐνες VHV των ichnoviruses 

(Fath-Goodin et al. 2006) όπως επίσης και µε µία κυτταρική πρωτεΐνη της σφήκας 

Microplitis croceipes της οικογένειας Braconidae, την TSP14. Η πρωτεΐνη TSP14 

επάγει µείωση της σύνθεσης πρωτεϊνών του ξενιστή (Dahlman et al. 2003).  

Η τέταρτη οικογένεια γονιδίων του ιού CcBV, µε τρία µέλη, κωδικοποιεί τις 

συστατίνες (cystatins), πρωτεΐνες µε προβλεπόµενη λειτουργία αναστολέων 
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πρωτεασών κυστεΐνης. Οι συστατίνες αποτελούν µια πρωτεϊνική υπεροικογένεια που 

απαντάται σε πολλούς οργανισµούς, ανάµεσα στους οποίους και στα νηµατώδη 

παράσιτα όπου έχουν ανοσοκατασταλτική δράση. Έχει επιβεβαιωθεί η έκφραση των 

τριών συστατινών του ιού σε ιστούς παρασιτισµένης M. sexta και για ένα 

τουλάχιστον µέλος της οικογένειας, την cystatin1, έχει δειχθεί in vitro η ανασταλτική 

του δράση έναντι πρωτεασών κυστεΐνης τύπου C1, όπως η παπαΐνη και οι καθεψίνες 

B και L (Espagne et al. 2005). Στο συγκεκριµένο Λεπιδόπτερο, τη M. sexta, έχουν 

ανακαλυφθεί τέσσερις πρωτεάσες κυστεΐνης: οι MsCathB, MsCathL, MsCath1 και 

MsCath2, µε τις δύο τελευταίες να καταστέλλονται σε µεταγραφικό επίπεδο σε 

ανοσοποιηµένα άτοµα, ενώ οι δύο πρώτες να παραµένουν ανεπηρέαστες (Serbielle et 

al. 2009). Η συνολική ενεργότητα πρωτεασών κυστεΐνης της M. sexta σηµειώνει 

αύξηση µία ηµέρα µετά τον παρασιτισµό από την C. congregata τόσο στα 

αιµοκύτταρα, όσο και στο πλάσµα, ενώ δύο ηµέρες µετά τον παρασιτισµό η 

ενεργότητά τους στο πλάσµα µειώνεται στα επίπεδα των µη παρασιτισµένων ατόµων 

(Serbielle et al. 2009). Η µείωση της ενεργότητας των πρωτεασών κυστεΐνης στο 

πλάσµα του ξενιστή µεταξύ της πρώτης και της δεύτερης ηµέρας του παρασιτισµού 

είναι πιθανό ότι είναι αποτέλεσµα κατασταλτικής ρύθµισης από τις συστατίνες του 

ιού, δεδοµένου ότι η ενεργή cystatin1 συνεντοπίζεται µε την πρωτεάση MsCath1, για 

την οποία έχει δειχθεί η έκκρισή της µετά από τον παρασιτισµό στην αιµολέµφο 

(Serbielle et al. 2009).  

Οι υπόλοιπες πέντε οικογένειες του ιού κωδικοποιούν προϊόντα χωρίς κάποια 

γνωστά δοµικά χαρακτηριστικά και είναι ειδικές για τον ιό CcBV ή εν γένει για τους 

ενδοσυµβιωτικούς ιούς σφηκών του γένους Cotesia (Espagne et al. 2004).  

 

1.3 Οι πρωτεΐνες Ank  

Γενικά 

Η δεύτερη µεγαλύτερη πολυγονιδιακή οικογένεια του CcBV είναι η 

οικογένεια ank που κωδικοποιεί πρωτεΐνες µε επαναλήψεις αγκυρίνης (Αnkyrin-

repeat proteins ή Ank) που αποτελούν και το αντικείµενο της παρούσας µελέτης. Οι 

επαναλήψεις αγκυρίνης είναι περιοχές 33 αµινοξικών καταλοίπων που πήραν το 

όνοµά τους από την πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού αγκυρίνη, η οποία διαθέτει 24 

τέτοιες περιοχές (Li et al. 2006). Οι συγκεκριµένες επαναλήψεις έχουν εντοπιστεί σε 

µία πληθώρα πρωτεϊνών διαφορετικών λειτουργιών στις οποίες προάγουν τις 
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αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών (protein-protein interactions). Λόγω αυτών των 

αλληλεπιδράσεων, συµµετέχουν σε διάφορες διεργασίες όπως η ρύθµιση της 

µεταγραφής, η οργάνωση του κυτταροσκελετού και η ρύθµιση του κυτταρικού 

κύκλου (Li et al. 2006). Οι επαναλήψεις αγκυρίνης δε χαρακτηρίζονται από µια 

συγκεκριµένη, αυστηρά συντηρηµένη ακολουθία (αν και υπακούουν σε µία 

συναινετική αλληλουχία που φαίνεται στην εικόνα 9 (Mosavi et al. 2002)), αλλά από 

την πολύ καλά συντηρηµένη δοµή τους, η οποία συνίσταται στη δοµή β φουρκέτα–α 

έλικα–στροφή–α έλικα (Sedgwick and Smerdon 1999). Τα ζεύγη των ελίκων από τις 

διαφορετικές επαναλήψεις στοιβάζονται το ένα δίπλα στο άλλο και ενώνονται µε β 

φουρκέτες (εικόνα 10). Οι β φουρκέτες σχηµατίζουν µεταξύ τους φύλλα β-πτυχωτής 

επιφάνειας, τα οποία προβάλλουν σε ορθή γωνία σε σχέση µε τις έλικες (Sedgwick 

and Smerdon 1999) µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται ένα σχήµα L. 

 

Εικόνα 9. H συναινετική αλληλουχία των επαναλήψεων αγκυρίνης. Mε γαλάζιο είναι 
χρωµατισµένα αµινοξικά κατάλοιπα αυστηρής συντήρησης, µε ροζ και πράσινο κατάλοιπα 
µέσης συντήρησης (στις ροζ θέσεις τα πιο συχνά απαντόµενα αµινοξέα ανήκουν στον ίδιο 
τύπο όσον αφορά το φορτίο και την υδροφοβικότητα, στις πράσινες θέσεις τα πιο συχνά 
απαντόµενα αµινοξέα ανήκουν σε διαφορετικό τύπο), ενώ µε κίτρινο είναι χρωµατισµένα τα 
µη συντηρηµένα κατάλοιπα (Mosavi et al. 2002). 

Εικόνα 10. ∆ευτεροταγής δοµή επαναλήψεων αγκυρίνης. Μία πλήρης επανάληψη 
απεικονίζεται µε κόκκινο χρώµα και αποτελείται από µία β φουρκέτα (βέλη) και δύο α-έλικες 
(κύλινδροι) που διαχωρίζονται από µία λούπα. Το β-πτυχωτό φύλλο που δηµιουργείται 
προβάλλει µακρυά από τις έλικες και σχηµατίζει µία καµπύλη. Εικόνα από (Sedgwick and 
Smerdon 1999). 
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Η οικογένεια των πρωτεϊνών Αnk στους polydna ιούς 

Η οικογένεια πρωτεϊνών Αnk έχει βρεθεί σε µία σειρά από polydna ιούς˙ 

συγκεκριµένα είναι η µόνη κοινή οικογένεια που έχει έως τώρα εντοπιστεί σε όλους 

τους PDVs για τους οποίους υπάρχει αξιόλογος όγκος γενετικής πληροφορίας (Gill et 

al. 2006). Πρωτεΐνες µε επαναλήψεις αγκυρίνης έχουν εντοπιστεί σε διάφορους 

polydna ιούς της οµάδας των bracoviruses (Thoetkiattikul et al. 2005; Gundersen-

Rindal and Pedroni 2006; Falabella et al. 2007; Chen et al. 2008; Bae and Kim 2009), 

των ichnoviruses (Kroemer and Webb 2005; Tian et al. 2007) αλλά και ενός banchine 

polydna ιού (Lapointe et al. 2007) καθιστώντας την οικογένεια µία από τις ελάχιστες 

που διατρέχουν και τις τρεις υποκατηγορίες των PDVs, γεγονός που καταδεικνύει τη 

σηµασία της στην επιβίωση των παρασιτοειδών σφηκών. Σύµφωνα µε ορισµένους 

ερευνητές, οι πρωτεΐνες Αnk των bracoviruses και ichnoviruses δεν οµαδοποιούνται 

µαζί στις φυλογενετικές αναλύσεις (Webb et al. 2006; Bae and Kim 2009), γεγονός 

που υποδηλώνει την ανεξάρτητη απόκτηση των γονιδίων ank από τους 

ευκαρυωτικούς συµβιώτες τους, ενώ σύµφωνα µε άλλους σχηµατίζουν µια 

µονοφυλετική οµάδα και προέρχονται από κοινό πρόγονο (Falabella et al. 2007). 

Οι πρωτεΐνες Ank των PDVs είναι οµόλογες των IκB και Cactus, µόρια-

αναστολείς του NF-κB στα θηλαστικά και τη Drosophila, αντίστοιχα. Oι πρωτεΐνες 

ΙκΒ των θηλαστικών δεσµεύουν διµερή του µεταγραφικού παράγοντα ΝF-κΒ 

συγκρατώντας τα στο κυτταρόπλασµα (Zabel and Bauerle 1990; Lehming et al. 1995; 

Jacobs and Harrison 1998), αν και πιθανολογείται ότι τα σύµπλοκα IκB-ΝF-κΒ 

συνεχώς εισέρχονται κι εξέρχονται από τον πυρήνα χάρη σε σήµατα πυρηνικής 

εισόδου κι εξόδου των πρωτεϊνών του συµπλόκου (Ghosh and Karin 2002). Μετά από 

την ενεργοποίηση του συγκεκριµένου µονοπατιού, οι ΙκΒ φωσφορυλίωνονται σε δύο 

σερίνες του αµινοτελικού τους άκρου, ακολουθεί ουβικιτινυλίωση και αποικοδόµησή 

τους, µε ταυτόχρονη απελευθέρωση των διµερών ΝF-κΒ και είσοδό τους στον 

πυρήνα. Παράλληλα, οι πρωτεΐνες ΙκΒ έχουν µια περιοχή PEST (περιοχή πλούσια 

στα αµινοξέα προλίνη, γλουταµικό οξύ, σερίνη και θρεονίνη), που είναι στόχος 

φωσφορυλιώσεων και ρυθµίζει τα γενικά επίπεδα αυτών των πρωτεϊνών (Beg and 

Baldwin 1993). Οι πρωτεΐνες Αnk των polydna ιών έχουν βάσει πρόγνωσης από µία 

έως τέσσερις επαναλήψεις αγκυρίνης. Παρουσιάζουν οµολογία στις τέσσερις 

τελευταίες από τις έξι επαναλήψεις αγκυρίνης των ΙκΒ, αλλά δεν έχουν το µοτίβο µε 

τις δύο σερίνες που φωσφορυλιώνονται στο αµινοτελικό άκρο, ούτε την περιοχή 

PEST των ΙκΒ. Εποµένως, οι έως τώρα γνωστές Αnk των polydna ιών στερούνται 



 45 

των ρυθµιστικών στοιχείων που ευθύνονται για την πρωτεόλυση και την κυτταρική 

ρύθµιση των πρωτεϊνών ΙκΒ. Έτσι, πιθανολογείται ότι οι Αnk των PDVs µπορούν να 

καταστέλλουν τη δράση µορίων οµόλογων του ΝF-κΒ µε µη αναστρέψιµο τρόπο 

(Kroemer and Webb 2005). 

Στον ιό του Υµενοπτέρου T. nigriceps (TnBV) της οικογένειας των 

Braconidae έχουν βρεθεί τρία γονίδια ank, µε το ένα να συνιστά ψευδογονίδιο  

(Falabella et al. 2007). Τα γονίδια ank1, 3 του ΤnBV µεταγράφονται 3 ώρες µετά τον 

παρασιτισµό και µετάγραφά τους ανιχνεύονται έως και 48 ώρες αργότερα. Με 

λειτουργικά πειράµατα δείχτηκε ότι πρωτεΐνη Αnk1 του ΤnBV µπορεί να 

καταστέλλει το ΝF-κΒ µονοπάτι σε ανθρώπινα κύτταρα in vitro (Falabella et al. 

2007). Η ίδια πρωτεΐνη, ωστόσο, όταν εκφράζεται σε διαγονιδιακές µύγες επιφέρει 

ανωµαλίες στη µεταφορά των µεταγράφων και στην κατανοµή των πρωτεϊνών-

κινητήρων πάνω στους µικροσωληνίσκους σε έµβρυα της Drosophila, πιθανώς λόγω 

της πρόσδεσής της στα άκρα των µικροσωληνίσκων και τη συνεπαγόµενη 

αποδιοργάνωση του δικτύου τους (Duchi et al. 2010). Εποµένως, η συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη Αnk του ιού TnBV φαίνεται ότι µπορεί να λειτουργεί σε περισσότερα από 

ένα µονοπάτια και να επιφέρει πολλά διαφορετικά αποτελέσµατα. 

O polydna ιός του M. demolitor, επίσης της οικογένειας Braconidae, περιέχει 

επτά γονίδια ank, τα οποία µεταγράφονται στον ξενιστή. Πειράµατα επιβράδυνσης 

της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (EMSA ή electrophoretic mobility shift assay) 

έδειξαν ότι δύο από τις πρωτεΐνες Ank καταστέλλουν in vitro την πρόσδεση του 

µεταγραφικού παράγοντα Dif της Drosophila στον υποκινητή του γονιδίου που 

εκφράζει το αντιµικροβιακό πεπτίδιο δροσοµυκίνη, και την πρόσδεση του 

µεταγραφικού παράγοντα Relish στον υποκινητή του γονιδίου που εκφράζει το 

αντιµικροβιακό πεπτίδιο κεκροπίνη Α1, στοχεύοντας έτσι και τις δύο οδούς 

µεταγωγής σήµατος NF-κB της Drosophila, Toll και Imd (Thoetkiattikul et al. 2005). 

Η αλληλεπίδραση ανάµεσα στις δύο πρωτεΐνες Ank και τους µεταγραφικούς 

παράγοντες είναι άµεση, όπως έδειξαν πειράµατα συνανοσοκα-τακρήµνισης. 

Ένα γονίδιο ank έχει εντοπιστεί και στον bracovirus ιό του παρασιτοειδούς 

Glyptapanteles indiensis, GiBV (Gundersen-Rindal and Pedroni 2006). Η έκφρασή 

του στον ξενιστή ξεκινά στις δύο ώρες µετά τον παρασιτισµό και συνεχίζεται έως και 

13 ηµέρες µετά. Ιστοειδική εξέταση οδήγησε στον εντοπισµό µεταγράφων του στο 

λιπαρό σώµα, τα αιµοκύτταρα, το νευρικό ιστό και το µεσέντερο επτά ηµέρες µετά 

τον παρασιτισµό (Gundersen-Rindal and Pedroni 2006). Επίσης, ο bracovirus της C. 
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plutellae (ή Cotesia vestalis) περιέχει οκτώ γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

επαναλήψεων αγκυρίνης CpBV-IκΒ ή Ank (Bae and Kim 2009). Η µεταγραφή των 

επτά γονιδίων ξεκινά από την έναρξη του παρασιτισµού, 30 λεπτά µετά την 

ωοαπόθεση (Chen et al. 2008), και συνεχίζεται για τις επόµενες επτά ηµέρες (Bae and 

Kim 2009). Η έκφρασή τους γίνεται στο λιπαρό σώµα, την επιδερµίδα, τα 

αιµοκύτταρα και το έντερο. Μελέτες συνδέουν τις πρωτεΐνες CpBV-IκΒ µε την 

καταστολή αντι-ιικών αποκρίσεων, καθώς η επαγόµενη από βακτροϊούς 

µελανοποίηση στον ξενιστή Plutella xylostella αναστέλλεται όταν έχει προηγηθεί 

ένεση του ξενιστή µε τα κυκλικά τµήµατα DNA του polydna ιού που περιέχουν τα 

συγκεκριµένα γονίδια ή όταν ο ίδιος ο βακτροϊός εκφράζει ένα µέλος της πρωτεΐνικής 

οικογένειας CpBV-IκΒ (Bae and Kim 2009). Η έκφραση µιας από τις πρωτεΐνες 

CpBV-IκΒ, επίσης, καθιστά το Λεπιδόπτερο πιο ευπαθές στη µόλυνση από 

βακτροϊούς.  

Στους ichnoviruses η πιο καλά µελετηµένη οικογένεια γονιδίων που 

κωδικοποιεί πρωτεΐνες µε επαναλήψεις αγκυρίνης είναι αυτή του C. sonorensis PDV 

(CsIV) µε επτά µέλη. Τα mRNA από 6 από αυτές ανιχνεύονται στον ξενιστή 

Heliothis virescens από 4-8 ώρες έως και 5 µέρες µετά τον παρασιτισµό (Kroemer 

and Webb 2005). Η µέγιστη έκφραση των γονιδίων ank (ή vankyrins) στο 

Λεπιδόπτερο φαίνεται στις 2-3 µέρες µετά τον παρασιτισµό. Η έκφρασή τους είναι 

ιστοειδική, µε κάποια γονίδια να µεταγράφονται στο λιπαρό σώµα, την επιδερµίδα 

και το νευρικό ιστό, και µε άλλα να µεταγράφονται στα αιµοκύτταρα (Kroemer and 

Webb 2005). Οι πρωτεΐνες Αnk του CsIV φαίνεται πως έχουν διαφορετικό 

ενδοκυτταρικό εντοπισµό και διαφορετική απόκριση σε παθογόνα ερεθίσµατα, όπως 

λιποπολυσακχαρίτες (LPS, lipopolysaccharides) και ιούς, υποδηλώνοντας ότι κάθε 

µέλος της οικογένειας µπορεί να έχει έναν ιδιαίτερο ρόλο. Συγκεκριµένα, τα µέλη της 

οικογένειας P-vank-1 και I2-vank-3 καθυστερούν την κυτταρική λύση µετά από 

µόλυνση µε βακτροϊούς και ευνοούν την κυτταρική επιβίωση σε σχέση µε άλλα µέλη 

της οικογένειας (Kroemer and Webb 2006). Αυτή η λειτουργία τους πιθανώς 

οφείλεται σε αντιαποπτωτική δράση, η οποία έχει δειχθεί για την P-vank-1, καθώς 

αυτή αναστέλλει την ενεργότητα κασπασών και τον κατακερµατισµό του DNA µετά 

από αποπτωτικό ερέθισµα (Fath-Goodin et al. 2009). 

Σε έναν άλλον ichnovirus ιό, τον CcIV του Υµενοπτέρου Campoletis 

chlorideae που παρασιτεί εις βάρος του Λεπιδοπτέρου Helicoverpa armigera, έχουν 

εντοπιστεί δύο γονίδια ank τα οποία εκφράζονται στον παρασιτισµένο ξενιστή µε 
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µέγιστη έκφραση στα 30 λεπτά µετά την έναρξη του παρασιτισµού και στη συνέχεια 

χαµηλότερη αλλά σταθερή έκφραση για όλη τη διάρκεια του παρασιτισµού. 

Μετάγραφα των δύο γονιδίων εντοπίζονται στα αιµοκύτταρα, το λιπαρό σώµα, τον 

πεπτικό σωλήνα και την επιδερµίδα του ξενιστή (Tian et al. 2007). Στον Hyposoter 

didymator Ichnovirus ή HdIV, ιός που ενδοσυµβιώνει µε το Υµενόπτερο H. 

didymator και συµµετέχει στον παρασιτισµό πολλών ειδών Λεπιδοπτέρων, κυρίως 

του γένους Spodoptera, έχουν βρεθεί εννέα γονίδια ank ή vankyrin. Σε 

παρασιτισµένες προνύµφες Spodoptera frugiperda η έκφραση και των εννέα γονιδίων 

ξεκινά στα 30 λεπτά µετά την έναρξη του παρασιτισµού και λαµβάνει χώρα στα 

αιµοκύτταρα, το λιπαρό σώµα, το µεσέντερο και τη νευρική χορδή (Clavijo et al. 

2011). Ωστόσο, σύγκριση της έκφρασης ανάµεσα σε προνύµφες του είδους S. 

frugiperda και του είδους Spodoptera littoralis έδειξε ότι τα γονίδια vankyrin του 

HdIV στο πρώτο είδος εκφράζονται υψηλότερα στα αιµοκύτταρα, ενώ στο δεύτερο 

είδος εκφράζονται υψηλότερα στο λιπαρό σώµα, καταδεικνύοντας τη σηµασία του 

ξενιστή στην εξέλιξη του παρασιτισµού (Clavijo et al. 2011). Τέλος, γονίδια ank 

έχουν προβλεφθεί και στους ichnoviruses ιούς των Υµενοπτέρων Hyposoter fugitivus 

και Tranosema rostrale (Dupuy et al. 2006), αλλά και στον banchine polydna ιό που 

ενδοσυµβιώνει µε το Υµενόπτερο Glypta fumiferanae (Lapointe et al. 2007). 

Η οικογένεια Αnk του CcBV 

Η οικογένεια γονιδίων ank του ιού CcBV αριθµεί εννέα µέλη. Τα ank1-ank6 

χαρακτηρίστηκαν µετά την αποκωδικοποίηση του γονιδιώµατος του CcBV (Espagne 

et al. 2004) και βρέθηκαν να µεταγράφονται µε ιστοειδικό τρόπο κυρίως στο λιπαρό 

σώµα ή τα αιµοκύτταρα του ξενιστή M. sexta, αλλά και στη νευρική χορδή, τα 

µαλπιγγιανά σωληνάρια και το µεσέντερο από τρεις ώρες µετά τον παρασιτισµό και 

για τουλάχιστον δύο ηµέρες (Falabella et al. 2007). Το χρονοειδικό και ιστοειδικό 

πρότυπο µεταγραφής καθενός από τα έξι γονίδια παρουσιάζεται στον πίνακα 1. Τα 

γονίδια αnk7 και ank8 ανακαλύφθηκαν σε πρόσθετα κυκλικά τµήµατα DNA του 

CcBV που βρέθηκαν µετά την αλληλούχιση του γονιδιώµατος (J. M. Drezen, 

προσωπική επικοινωνία), και το γονίδιο ank9 αναγνωρίστηκε ως µέλος της 

οικογένειας αρκετά µετά τη δηµοσίευση του γονιδιώµατος (J. M. Drezen, προσωπική 

επικοινωνία), µε την πρωτεΐνη Ank9 να έχει αρχικά χαρακτηριστεί ως υποθετική 

πρωτεΐνη CcBV_26.5 (accession number YP_184873). Στην παρούσα εργασία 

διερευνήθηκαν τα µέλη Ank1, Ank2, Ank4, Ank7, Ank8 και Ank9 της συγκεκριµένης 
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οικογένειας πρωτεϊνών του CcBV, τα οποία δεν ήταν διαθέσιµα για µελέτη 

προηγουµένως.  

 

     Ιστός 

 

Χρόνος 

Αιµοκύτταρα Νευρική χορδή Λιπαρό σώµα Μαλπιγγιανά 

σωληνάρια 

Μεσέντερο 

3 ώρες Απουσία 
δεδοµένων 

ank2, ank5, 
ank6 

ank1, ank2, 
ank4, ank5, 
ank6 

ank1, ank3, ank4, 
ank5, ank6 

ank4, ank5 

24 ώρες ank1, ank3, 
ank4, ank5, ank6 

ank2, ank4, 
ank5, ank6 

ank1, ank2, 
ank4, ank5, 
ank6 

ank1, ank2, ank3, 
ank4, ank5, ank6 

ank1, ank2, 
ank3, ank4, 
ank5, ank6 

48 ώρες ank1, ank3, 
ank4, ank5, ank6 

ank4, ank5, 
ank6 

ank1, ank2, 
ank4, ank5, 
ank6 

ank1, ank3, ank4, 
ank5, ank6 

ank3, ank4, 
ank5, ank6 

 
Πίνακας 1. Ανίχνευση των µεταγράφων των έξι από τα εννέα γονίδια ank του CcBV σε 
διάφορους ιστούς (Falabella et al. 2007). 
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1.4 Σκοπός της διδακτορικής διατριβής 
 

Βάσει της οµολογίας που εµφανίζουν οι πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης 

Ank του ιού CcBV µε τους αναστολείς Rel/NF-κB παραγόντων στοιχειοθετείται η 

υπόθεση ότι οι Ank του CcBV αναστέλλουν µεταγραφικούς παράγοντες τύπου 

Rel/NF-κB του ξενιστή M. sexta. Βασικός στόχος της παρούσας διατριβής είναι η 

εξακρίβωση των φαινοµένων που προκαλούν οι πρωτεΐνες Ank σε κυτταρικές 

καλλιέργειες και, ειδικότερα, της επίδρασής τους στη λειτουργία Rel/NF-κB 

παραγόντων σε σύστηµα προερχόµενο από λεπιδόπτερα έντοµα. Για το σκοπό αυτό 

χρησιµοποιείται λειτουργική διάταξη που εξετάζει την πιθανή αναστολή των 

µεταγραφικών παραγόντων RelB και Relish1 του B. mori, οι οποίοι εκφράζονται 

εξωγενώς σε κυτταρικές καλλιέργειες. Οι δύο αυτοί παράγοντες συµµετέχουν στις 

οδούς µεταγωγής σήµατος Toll και Imd, αντίστοιχα, και επιλέχθηκαν αφενός γιατί 

ανήκουν σε λεπιδόπτερο οργανισµό, όπως είναι και ο φυσικός ξενιστής M. sexta της 

C. congregata, και αφετέρου γιατί τα γονίδιά τους ήταν ήδη κλωνοποιηµένα, σε 

αντίθεση µε τα γονίδια µεταγραφικών παραγόντων του φυσικού ξενιστή, που έως 

πρόσφατα δεν είχαν κλωνοποιηθεί. Στα πλαίσια σύγκρισης µε το σύστηµα των 

εντόµων, χρησιµοποιείται και σύστηµα θηλαστικών κυττάρων, στο οποίο εξετάζεται 

η επίδραση των Ank του CcBV στη δράση του ενδογενούς NF-κΒ. 

Καθώς η οικογένεια πρωτεΐνών Ank του CcBV απαρτίζεται από πολλά µέλη, 

προκύπτει ερώτηµα που αφορά στην αναγκαιότητα ύπαρξης ενός τόσο µεγάλου 

αριθµού γονιδίων της ίδιας οικογένειας για τον παρασιτισµό της M. sexta από την C. 

congregata. Για το λόγο αυτό πραγµατοποιείται σύγκριση ανάµεσα σε έξι µέλη της 

οικογένειας προκειµένου να κατανοηθεί αν αυτά έχουν επικαλυπτόµενους ή 

διαφορετικούς ρόλους. Εκτός από τον λειτουργικό χαρακτηρισµό των πρωτεϊνών 

επαναλήψεων αγκυρίνης, στην παρούσα διατριβή µελετάται επίσης και η έκφραση 

και υποκυτταρική κατανοµή των πρωτεϊνών Ank σε κυτταρική σειρά λεπιδοπτέρου 

εντόµου. 

Μακροπρόθεσµα, η µελέτη πρωτεϊνών των polydna ιών που ενδοσυµβιώνουν 

µε ενδοπαρασιτοειδή Υµενόπτερα δίνει τη δυνατότητα κατανόησης της βιολογίας του 

παρασιτισµού, σε σχέση µε την επαγόµενη ανοσολογική απόκριση του ξενιστή και 

την καταστολή που επιφέρει το εκάστοτε ενδοπαρασιτοειδές στον ξενιστή. Επίσης, 

δίνει τη δυνατότητα εύρεσης και χρήσης νέων παραγόντων ως βιολογικών 

εντοµοκτόνων. Τέτοια εντοµοκτόνα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 
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ολοκληρωµένη προστασία των αγροτικών καλλιεργειών από επιβλαβή Λεπιδόπτερα, 

όπως η M. sexta. Η ενδεχόµενη χρήση πρωτεϊνών των ενδοπαρασιτοειδών ως 

παραγόντων ενίσχυσης βιολογικών εντοµοκτόνων προσφέρει το πλεονέκτηµα της 

απαλοιφής της χηµικής επιβάρυνσης του περιβάλλοντος, και πιθανώς της 

εξειδίκευσης ενάντια σε συγκεκριµένες οικογένειες εντόµων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Μεθοδολογία 

 

2.1 Υπολογιστική διερεύνηση των ιδιοτήτων των πρωτεΐνών Ank 

Για την πρόβλεψη των επαναλήψεων αγκυρίνης στις πρωτεΐνες Ank του 

CcBV χρησιµοποιήθηκε το υπολογιστικό εργαλείο InterProScan (Zdobnov and 

Apweiler 2001). Οι ακολουθίες των πρωτεϊνών Ank στοιχήθηκαν µε τις ακολουθίες 

των οµόλογων πρωτεϊνών IκBα του Homo sapiens (accession number P25963, 

περιοχή α. κ. 120 έως το 5’ τελικό άκρο) και Cactus της D. melanogaster (accession 

number AAA85908, περιοχή α. κ. 275 έως το 5’ τελικό άκρο) µε τον αλγόριθµο 

ClustalX (Chenna et al. 2003). Η αναζήτηση αλληλουχιών PEST έγινε µε τον 

αλγόριθµο EPESTFIND (Rice et al. 2000), ενώ ο έλεγχος πιθανών θέσεων 

φωσφορυλίωσης έγινε µε δύο αλγόριθµους: α) τον αλγόριθµο NetPhos 2.0 (Blom et 

al. 1999) που προβλέπει γενικές θέσεις φωσφορυλίωσης και β) τον αλγόριθµο 

PROSITE (Sigrist et al. 2010) που προβλέπει φωσφορυλιώσεις από συγκεκριµένες 

κινάσες. Η αναζήτηση σήµατος πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization signal ή 

NLS) στην πρωτοταγή δοµή των πρωτεϊνών Ank έγινε µε την εφαρµογή 

NLStradamus (Nguyen Ba et al. 2009).  

 

2.2 Κλωνοποιήσεις 

 

2.2.1 Γενική διαδικασία κλωνοποίησης  

Η κλωνοποίηση είναι η διαδικασία εισαγωγής ενός τµήµατος DNA, ένθεµα 

(insert), σε ένα µεγαλύτερο τµήµα DNA, τον φορέα (vector). Το ένθεµα προκύπτει 

µετά από πέψη ενός ήδη υπάρχοντος πλασµιδίου και αποµόνωσή του ή µετά από 

ενίσχυσή του µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) χρησιµοποιώντας 

κατάλληλο DNA-µήτρα. Η εισαγωγή του ενθέµατος στο φορέα επιτυγχάνεται µετά 

από πέψη των δύο µε κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα ώστε να έχουν συµβατά άκρα. 

Στην παρούσα διατριβή κλωνοποιήθηκαν τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης µιας σειράς 

ιικών γονιδίων, αλλά και γονιδίων του µεταξοσκώληκα, σε πλασµιδιακούς φορείς. 

Αναλυτικότερα, τα στάδια της γενικής διαδικασίας κλωνοποίησης που ακολουθήθηκε 

παρουσιάζονται παρακάτω. 
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∆ιαλύµατα / Θρεπτικά υλικά 

∆ιάλυµα φαινόλης-χλωροφόρµιου: φαινόλη – χλωροφόρµιο - ισοαµυλική αλκοόλη σε 

αναλογία 25:24:1, v/v/v 

 

LB, Lysogeny broth ή Luria broth (για υγρές καλλιέργειες βακτηρίων): 10 gr 

τρυπτόνη, 10 gr NaCl, 5 gr yeast extract σε 1 L νερού. Το pH ρυθµίζεται µε την 

προσθήκη 87,5 µl από διάλυµα 10N NaOH. 

 

LB άγαρ (για στέρεες καλλιέργειες βακτηρίων): LB στο οποίο προστίθενται 15 gr 

άγαρ για 1L θρεπτικού υλικού. Αφού αποστειρωθεί προστίθεται αµπικιλλίνη 100 

µg/ml (ampicillin-sodium salt, A0839, Applichem) και επιστρώνεται σε τρυβλία petri.  

 

ΤΒ, terrific broth (για υγρές καλλιέργειες βακτηρίων): 6 gr τρυπτόνης, 12 gr yeast 

extract, 2 ml γλυκερόλης και προσθήκη νερού έως τελικό όγκο 450 ml. Μετά από 

αποστείρωση προστίθενται 50 ml φωσφορικού ρυθµιστικού διαλύµατος PB. 

 

Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα PB (phosphate buffer): 62,7 gr K2HPO4, 11,6 gr 

KH2PO4 και 500 ml νερού. 

 

Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA: 

∆ιάλυµα Ι: 8% σουκρόζη, 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8 

∆ιάλυµα ΙI: 0.2 M NaOH, 1% SDS 

∆ιάλυµα ΙII: 3 M CH3COOK, 11.5 % (v/v) `CH3COOH 



 53 

Πειραµατική διαδικασία 

 

1. Ενίσχυση του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης µε αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης.  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) αποτελεί µια ευρέως 

χρησιµοποιούµενη τεχνική κατά την οποία από ένα µόριο DNA-µήτρα 

πολλαπλασιάζεται επιθυµητό τµήµα DNA, το οποίο οριοθετείται από δύο εκκινητές. 

Οι εκκινητές είναι µικρές αλληλουχίες µονόκλωνου DNA 20-30 βάσεων οι οποίες 

είναι συµπληρωµατικές ως προς συγκεκριµένες αλληλουχίες του µορίου DNA-µήτρα 

(εκµαγείο). Μετά από αποδιάταξη του εκµαγείου, και σε κατάλληλη θερµοκρασία, οι 

εκκινητές υβριδοποιούνται µε το DNA-µήτρα. Η χρήση κατάλληλης πολυµεράσης 

επιτρέπει την ενίσχυση της αλληλουχίας ανάµεσα στα σηµεία υβριδοποίησης των 

εκκινητών µε το εκµαγείο και το σχηµατισµό δίκλωνου DNA. Η PCR περιλαµβάνει 

την επανάληψη πολλών κύκλων µε εναλλαγές στη θερµοκρασία ώστε να επιτρέπεται 

η υβριδοποίηση των εκκινητών µε το εκµαγείο, η σύνθεση του νέου κλώνου από την 

πολυµεράση και η αποδιάταξη του σχηµατισθέντος δίκλωνου DNA έως ότου 

σχηµατιστεί επαρκής ποσότητα του επιθυµητού προϊόντος. 

 

Αναλυτικότερα, το µίγµα της αντίδρασης περιλαµβάνει : 

 

Συστατικά Τελική συγκέντρωση 

ζεύγος κατάλληλων εκκινητών 0,4 µΜ (ο καθένας) 
DNA-µήτρα (από το οποίο ενισχύεται το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης) 

10 ng 

Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) 200 µΜ (το καθένα) 

Πολυµεράση Pfu (Fermentas, EP0502) 1,2 units 
10x Ρυθµιστικό διάλυµα κατάλληλο για την πολυµεράση  
[200 mM Tris-HCl (pH 8,8), 100 mM (NH4)2SO4, 100 mM 
KCl, 1% Triton X-100, 1 mg/ml BSA] 

σε αραίωση 1x 

MgSO4 2 mM 
Απεσταγµένο νερό ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να 
είναι 50 µl 

 

 

Πίνακας 2. Συστατικά της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR). 
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To πρόγραµµα της αντίδρασης περιλαµβάνει τα στάδια που φαίνονται στον πίνακα 3: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 3. Γενικό πρότυπο αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Ανά περίπτωση έγινε 
ένα ή δύο σετ κύκλων «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης». 
 

Ακολουθεί έλεγχος του προϊόντος της PCR µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης, καθαρισµός του προϊόντος µε διάλυµα φαινόλης-χλωροφόρµιου και 

κατακρήµνισή του µετά από προσθήκη CH3COONa, pΗ 5,2 στο 1/10 του συνολικού 

όγκου, σύµφωνα µε (Moore 1987). 

 

2. Πέψη και αποµόνωση του DNA του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης µε τις 

κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες (που προέρχονται είτε από την εταιρεία 

Takara είτε από τη New England Biolabs) στις συνθήκες και το ρυθµιστικό διάλυµα 

που συστήνονται για το κάθε ένζυµο. Η διάρκεια της πέψης είναι 3-4 ώρες. Τα 

προϊόντα της πέψης ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα αγαρόζης (αναλύεται στην 

παράγραφο 2.2.2) και ακολουθεί αποµόνωση και καθαρισµός της αντίστοιχης ζώνης 

DNA από το πήκτωµα µε ηλεκτροέκλουση όπως έχει περιγραφεί (Moore 1987). 

Περιληπτικά, η ηλεκτροέκλουση περιλαµβάνει εισαγωγή του τµήµατος του 

πηκτώµατος µε την επιθυµητή ζώνη σε µεµβράνη διαπίδησης που περιέχει νερό και η 

οποία σφραγίζεται στα δύο της άκρα. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση στα 100 V για 30 

λεπτά προκειµένου να εξέλθει το DNA από την αγαρόζη, καθαρισµός του DNA µε 

διάλυµα φαινόλης-χλωροφόρµιου και κατακρήµνισή του µε προσθήκη CH3COONa, 

pΗ 5,2 στο 1/10 του συνολικού όγκου. 

 

3. Πέψη του πλασµιδιακού φορέα µε τις κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες, 

απενεργοποίηση των ενζύµων µε θέρµανση στους 65 °C για 10 λεπτά και 

Στάδιο Θερµοκρασία ∆ιάρκεια Κύκλοι 

αποδιάταξη 94oC 3’ 1 
αποδιάταξη 94oC 30’’-60’’ 
υβριδοποίηση 
(annealing) 

Ειδική ανά 
περίσταση 

30’’-60’’ 

επιµήκυνση 72oC 1’-3’ 
ανάλογα µε 
το µέγεθος 
του ORF 

 
 
25-30 

επιµήκυνση 72oC 7’ 1 

διατήρηση 4oC ∞ 1 
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αποµάκρυνση της φωσφορικής οµάδας από τα 5’ άκρα του πλασµιδιακού φορέα µε 

τη χρήση της αλκαλικής φωσφατάσης (Calf Intestine Alkaline Phosphatase ή CIAP, 

EF0341 της Fermentas) στους 37 °C για 30 λεπτά σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

εταιρείας. Η αποµάκρυνση των ακραίων φωσφορικών οµάδων γίνεται προκειµένου 

να αποφευχθεί η επανακυκλοποίηση του φορέα. Ο καθαρισµός του πλασµιδίου από 

τα ένζυµα (περιοριστικές ενδονουκλεάσες και CIAP) γίνεται µε διάλυµα φαινόλης-

χλωροφόρµιου και κατακρήµνιση του DNA µε CH3COONa pΗ 5,2 στο 1/10 του 

συνολικού όγκου. 

 

4. Αντίδραση σύνδεσης (ligation) του πλασµιδιακού φορέα µε το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης χρησιµοποιώντας τη DNA λιγάση Τ4 (EL0011, Fermentas) µε το 

αντίστοιχο ρυθµιστικό διάλυµα της εταιρείας (10x : 400 mM Tris-HCl, 100 mM 

MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7.8 στους 25 °C). Η αντίδραση σύνδεσης 

διεξάγεται στους 16 °C για περίπου 16 ώρες (overnight) και περιέχει: 

• 5 units λιγάσης Τ4 

• 2 µl ρυθµιστικού διαλύµατος για τη λιγάση 10x  

• 1 mM ATP (επιπλέον του ρυθµιστικού διαλύµατος) 

• πλασµιδιακό φορέα και DNA του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης σε αναλογία 

1:3 

Γίνεται προσθήκη νερού ώστε ο τελικός όγκος να είναι 20 µl. 

 

5. Μετασχηµατισµός βακτηρίων Escherichia coli µε τη µέθοδο του θερµικού σοκ. 

∆εκτικά κύτταρα του βακτηριακού στελέχους DH5α επωάζονται µε 1-200 ng 

προϊόντος της αντίδρασης σύνδεσης στους 4 °C για 30 λεπτά. Ακολουθεί θερµικό σοκ 

στους 42 °C για 1 ½ λεπτό, επώαση 1 λεπτού σε θερµοκρασία δωµατίου, προσθήκη 1 

ml LB και επώαση για 1 ώρα στους 37 °C. Τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία 

LB-άγαρ που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό, στην προκειµένη περίπτωση 

αµπικιλλίνη 100 µg/ml αφού όλοι οι πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν 

περιέχουν γονίδιο ανθεκτικότητας σε αµπικιλλίνη. Τα τρυβλία διατηρούνται στους 37 

°C για 16 ώρες (overnight) ώστε να επιτραπεί η ανάπτυξη των βακτηρίων. 

 

6. Eπιλογή αποικιών και αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA. Οι αποικίες που έχουν 

αναπτυχθεί στα τρυβλία αποµονώνονται και αναπτύσσονται περαιτέρω σε 3 ml υγρού 

LB, παρουσία αµπικιλλίνης 100 µg/ml, µε επώαση στους 37 °C για 16 ώρες και υπό 
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ανάδευση. Μετά από συλλογή των κυττάρων µε φυγοκέντρηση ακολουθεί αλκαλική 

λύση των βακτηρίων και καθαρισµός του πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας 

(miniprep) όπως περιγράφεται παρακάτω: 

• Φυγοκέντρηση των βακτηρίων στις 4000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 5 λεπτά 

και απόρριψη του υπερκειµένου.  

• Επαναδιάλυση των βακτηρίων σε 400 µl διαλύµατος Ι στο οποίο έχει προστεθεί 

RNAse A (A3832, Applichem) σε τελική συγκέντρωση 25 µg/ml. Επώαση 10 

λεπτών σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Προσθήκη 200 µl φρέσκου διαλύµατος ΙΙ, ήπια ανάδευση και επώαση 10 

λεπτών σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Προσθήκη 200 µl διαλύµατος ΙΙΙ, ήπια ανάδευση και επώαση σε πάγο για 30 

λεπτά. 

• Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 15 λεπτά ή στις 8500 rpm για 30 λεπτά. 

• Συλλογή υπερκειµένου και κατακρήµνιση του DNA µε ίσο όγκο ισοπροπανόλης 

(800 µl). Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 20 λεπτά. 

• Αποµάκρυνση των αλάτων από το ίζηµα (DNA) µε διάλυµα αιθανόλης 70% σε 

νερό. Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 10 λεπτά. 

• Πλήρης αφαίρεση της αιθανόλης (αρχικά µε πιπέττα, µετά µέσω εξάτµισης) και 

αναδιάλυση του DNA σε 20 µl νερού. 

Το πλασµιδιακό DNA που έχει αποµονωθεί από κάθε αποικία ελέγχεται µε πέψη 

κατάλληλων περιοριστικών ενζύµων και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

προκειµένου να πιστοποιηθεί η εισαγωγή του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης στον 

φορέα. ‘Οταν η κλωνοποίηση γίνεται ανάµεσα σε δύο θέσεις του ίδιου περιοριστικού 

ενζύµου, τότε ακολουθεί και δεύτερη πέψη µε άλλη περιοριστική ενδονουκλεάση για 

να ελεγχθεί η κατεύθυνση εισαγωγής του γονιδίου εντός του φορέα. 

 

7. Πολλαπλασιασµός του κλώνου και αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. Μέρος της 

υγρής καλλιέργειας που αντιστοιχεί στην αποικία µε τον επιθυµητό κλώνο 

επιστρώνεται σε τρυβλίο LB-άγαρ-αµπικιλλίνης και επωάζεται στους 37 °C για 16 

ώρες. Μία αποικία από το νέο τρυβλίο εµβολιάζεται σε 250 ml θρεπτικού υλικού TB 

που περιέχει διάλυµα φωσφορικών PB και αµπικιλλίνη 100 µg/ml. Η καλλιέργεια 

αναπτύσσεται µε επώαση στους 37 °C για 16 ώρες (overnight) µε ανάδευση στις 220 

rpm και ακολουθεί αλκαλική λύση των βακτηρίων και αποµόνωση του πλασµιδιακού 

DNA σε µεγάλη κλίµακα (large scale preparation ή maxiprep) µε τη χρήση κλίσης 
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χλωριούχου καισίου (CsCl). Συγκεκριµένα, η διαδικασία περιλαµβάνει τα εξής 

στάδια: 

• ∆ιαχωρισµός των βακτηρίων από το θρεπτικό υλικό µε φυγοκέντρηση στις 

5000 rpm για 10 λεπτά. 

• Αναδιάλυση των βακτηρίων σε 5 ml διαλύµατος Ι που περιέχει λυσοζύµη 10 

mg/ml (Α3711, Applichem) και επώαση σε πάγο για 30 λεπτά. 

• Προσθήκη 10 ml διαλύµατος ΙΙ, ήπια ανάδευση και επώαση σε πάγο για 10 

λεπτά. 

• Προσθήκη 7,5 ml διαλύµατος ΙΙΙ, ήπια ανάδευση και επώαση σε πάγο για µία 

ώρα. 

• Φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 20 λεπτά (ή στις 10000 rpm για 15 λεπτά), 

άντληση του υπερκειµένου και προσθήκη ισοπροπανόλης σε αυτό ώστε να 

κατακρηµνιστεί το DNA. Επώαση στους -20 °C για 16 ώρες. 

• Φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 25 λεπτά (ή στις 10000 rpm για 15 λεπτά). 

• Αναδιάλυση του ιζήµατος σε 3,5 gr CsCl και 3ml απεσταγµένου νερού. 

Προσθήκη 250 µl διαλύµατος EtBr 10 mg/ml και φυγοκέντρηση στις 8000 rpm για 10 

λεπτά (ή στις 10000 rpm για 5 λεπτά) για την αποµάκρυνση πρωτεϊνών και 

σακχάρων. 

• Μεταφορά 4 ml του υπερκειµένου εντός κάψουλας, η οποία σφραγίζεται και 

φυγοκεντρείται σε υπερφυγόκεντρο στις 100k rpm για 5 ώρες. 

• Παρατήρηση των ζωνών του DNA που έχουν διαµορφωθεί σε υπεριώδη 

ακτινοβολία. Από τις δύο έντονες ζώνες γίνεται λήψη της ζώνης που αντιστοιχεί στο 

πλασµιδιακό DNA (κάτω ζώνη) µε σύριγγα, αραίωση σε 1 ml νερού και 

αποµάκρυνση του EtBr κάνοντας πλύσεις µε ενυδατωµένη βουτανόλη 4-6 φορές.  

• Κατακρήµνιση του DNA µε προσθήκη αιθανόλης, επώαση στους -20 °C για 

16 ώρες και φυγοκέντρηση σε 8000 rpm για 20 λεπτά. 

• Αποµάκρυνση των αλάτων µε διάλυµα αιθανόλης 70%, φυγοκέντρηση στις 

8000 rpm για 20 λεπτά, πλήρης αφαίρεση της αιθανόλης και αναδιάλυση του 

πλασµιδιακού DNA σε νερό. 

• Έλεγχος του πλασµιδιακού DNA µε πέψη και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης.  
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8. Αλληλούχιση του πλασµιδιακού DNA (sequencing). Προκειµένου να πιστοποιηθεί 

η ορθότητα της κλωνοποιηµένης αλληλουχίας για όλα τα πλασµίδια που 

περιγράφονται παρακάτω έγινε αλληλούχιση του DNA. Η αλληλούχιση έγινε µε 

αυτοµατοποιηµένη µεθοδολογία από ιδιωτική εταιρεία. Συγκεκριµένα, 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος Sanger που βασίζεται σε PCR µε κατάλληλο εκκινητή 

για το εκάστοτε πλασµίδιο και σηµασµένα διδεοξυνουκλεοτίδια που σταµατούν τον 

πολυµερισµό του DNA. 

2.2.2 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 

Στα πλαίσια των κλωνοποιήσεων χρησιµοποιείται εκτενώς η τεχνική της 

ηλεκτροφόρησης DNA σε πήκτωµα αγαρόζης για τον έλεγχο των τµηµάτων DNA 

είτε αυτά προκύπτουν από αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) είτε από 

αποµόνωση πλασµιδίου και πέψη. Αυτή η τεχνική διαχωρίζει τα µόρια DNA µε βάση 

το µέγεθός τους. Ο διαχωρισµός είναι εφικτός χάρη στην εφαρµογή ηλεκτρικής τάσης 

στα άκρα του πηκτώµατος και τη µετακίνηση του αρνητικά φορτισµένου DNA προς 

την άνοδο, δηλαδή το θετικά φορτισµένο ηλεκτρόδιο. Τα µικρότερα τµήµατα DNA 

µεταναστεύουν ταχύτερα, και εποµένως διανύουν µεγαλύτερη απόσταση, από τα 

µεγαλύτερα. Η σύσταση του πηκτώµατος που χρησιµοποιείται διαφέρει ανάλογα µε 

το µέγεθος των τµηµάτων του DNA που αναλύονται. Η παρακολούθηση της 

µετακίνησης των τµηµάτων DNA γίνεται υπό υπεριώδη ακτινοβολία στην οποία το 

DNA είναι ορατό µετά από δέσµευση βρωµιούχου αιθιδίου, µιας ουσίας που 

εµπεριέχεται στο πήκτωµα της αγαρόζης. Για την εξαγωγή συµπερασµάτων, τα 

τµήµατα DNA συγκρίνονται µε κατάλληλο δείκτη ζωνών DNA µε γνωστό πρότυπο 

ανάλυσης. 

 

∆ιαλύµατα 

10x TAE: 48,4 gr Tris, 11,42 ml CH3COOΗ και 20 ml από διάλυµα 0,5 M EDTA. 

Προσθήκη νερού για τελικό όγκο 1 L. 

 

∆ιάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr) 1 mg/ml 

 

10x loading buffer (Takara): 0,9% SDS, 50% γλυκερόλη, 0,05% µπλε της 

βρωµοφαινόλης 
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Πειραµατική διαδικασία 

Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης διαλύεται σε 150 ml διαλύµατος 1x ΤΑΕ έτσι 

ώστε το πήκτωµα να περιέχει 1 έως 2,5 % (w/v) αγαρόζη, ανάλογα µε το µέγεθος των 

τµηµάτων DNA του δείγµατος που επιθυµούµε να αναλύσουµε. Η διάλυση της 

αγαρόζης επιτυγχάνεται µε βρασµό σε φούρνο µικροκυµάτων. Ακολούθως, στο 

διάλυµα αγαρόζης προστίθενται 75 µl από διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr) 1 

mg/ml, έτσι ώστε η τελική του συγκέντρωση να είναι 0,5 µg/ml. Το µίγµα αφήνεται 

να πολυµεριστεί εντός κατάλληλου εκµαγείου, σφραγισµένου στα άκρα του. 

Το πήκτωµα τοποθετείται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει διάλυµα 

1x ΤΑΕ. Τα δείγµατα DNA αναµιγνύονται µε 10x loading buffer σε τελική αραίωση 

1x και εισάγονται στο πήκτωµα. Παράλληλα φορτώνεται και κατάλληλος δείκτης 

ζωνών DNA, συγκεκριµένα DNA λ βακτηριοφάγου που έχει υποστεί πέψη µε τις 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες HincII/HindIII και παρασκευάζεται στο εργαστήριο. 

Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση στα 100 V για την αναγκαία χρονική διάρκεια. Η 

παρατήρηση του πηκτώµατος γίνεται σε υπεριώδη ακτινοβολία. 

 

2.2.3 Υποκλωνοποιήσεις των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης των γονιδίων ank σε 

φορείς έκφρασης.  

 

Υποκλωνοποίηση του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης ank1 στους φορείς pEIA.his-glu, 

pEIA.flag για έκφραση σε κύτταρα εντόµων 

Το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) του ank1 κλωνοποιήθηκε στους φορείς 

υπερέκφρασης pEIA.his-glu και pEIA.flag (Douris et al. 2006). Οι φορείς αυτοί 

φέρουν τον ενισχυτή hr3 και το γονίδιο ie1, το προϊόν του οποίου δρα ως 

συνενεργοποιητής της µεταγραφής και µαζί µε τον ενισχυτή hr3 αυξάνει την έκφραση 

in cis γονιδίων που βρίσκονται υπό τον υποκινητή της ακτίνης του µεταξοσκώληκα 

κατά τουλάχιστον 5000 φορές (Lu et al. 1997). Το ank1 ενισχύθηκε µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης µε εκκινητές που φαίνονται στον πίνακα 4 και οι οποίοι 

προσθέτουν στα άκρα του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης θέσεις αναγνώρισης της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BamHI. Το πρόγραµµα της PCR έγινε µε βάση το 

πρότυπο του πίνακα 3 και περιελάµβανε 5 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-

επιµήκυνσης» µε υβριδοποίηση (annealing) στους 48 °C και 30 κύκλους µε 



 60 

υβριδοποίηση στους 52 °C. Η εισαγωγή στους φορείς έγινε στη θέση αναγνώρισης 

του περιοριστικού ενζύµου BamHI (εικόνα 11). 

 

Υποκλωνοποίηση των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης ank1, ank2, ank4, ank7, ank8 

και ank9 στο φορέα έκφρασης pEA.myc-his για έκφραση σε κύτταρα εντόµων 

Τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των έξι ιικών γονιδίων ank κλωνοποιήθηκαν στο 

φορέα pEA.myc-his, ο οποίος περιέχει τον ενισχυτή hr3, καθώς και ακολουθίες 

κωδικοποίησης του επιτόπου myc και έξι καταλοίπων ιστιδίνης, 6xHis (Douris et al. 

2006). Η κλωνοποίηση στον pEA.myc-his δίνει τη δυνατότητα υψηλής έκφρασης του 

προϊόντος του εκάστοτε γονιδίου σε κυτταροκαλλιέργειες Λεπιδοπτέρων. Επίσης, 

δίνει τη δυνατότητα καθαρισµού της πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία υψηλής 

συγγένειας σε στήλη νικελίου (Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC) 

χάρη στην ύπαρξη του επιτόπου 6xHis. Παράλληλα, η ύπαρξη του επιτόπου myc 

επιτρέπει την ανίχνευση της πρωτεΐνης µε εµπορικά αντισώµατα κατά τη διεξαγωγή 

πειραµάτων ανοσοφθορισµού για τη µελέτη του υποκυτταρικού εντοπισµού της 

εκφραζόµενης πρωτεΐνης ή σε πειράµατα ανοσοαποτύπωσης κατά Western.  

Η κλωνοποίηση του ank1 στο φορέα pEA.myc-his πραγµατοποιήθηκε µετά από 

αποµόνωση του γονιδίου από το πλασµίδιο pEIA.ank1.his-glu και σύνδεση µε τον 

κοµµένο µε την ενδονουκλεάση BamHI φορέα. Αντίθετα, τα ανοιχτά πλαίσια 

ανάγνωσης των γονιδίων ank2, ank4, ank7, ank8 και ank9 κλωνοποιήθηκαν στον ίδιο 

φορέα µετά από PCR. Ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια pcr-4-TOPO ή 

pDRIVE στα οποία βρίσκονταν ήδη κλωνοποιηµένα τα συγκεκριµένα γονίδια από το 

εργαστήριο του J. M. Drezen του Πανεπιστηµίου της Tours στη Γαλλία. Οι εκκινητές 

που χρησιµοποιήθηκαν προσθέτουν θέσεις αναγνώρισης της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης BamHI στα άκρα του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης κάθε γονιδίου 

(πίνακας 4). Οι καρβοξυτελικοί εκκινητές είναι σχεδιασµένοι µε τρόπο που να 

αφαιρείται το κωδικόνιο λήξης από κάθε ORF, έτσι ώστε να γίνει σήµανσή του στο 

καρβοξυτελικό άκρο. Οι συνθήκες της PCR ακολούθησαν το πρότυπο του πίνακα 3 

και περιελάµβαναν 5 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης» µε 

υβριδοποίηση στους 55 °C για το ank2, στους 52 °C για τα ank4, ank8 και στους 50 

°C για τα ank7, ank9. Ακολούθησαν 25 κύκλοι «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-

επιµήκυνσης» µε υβριδοποίηση στους 60 °C για το ank2 και 30 κύκλοι µε 

υβριδοποίηση στους 54 °C για τα γονίδια ank4, ank7, ank8 και ank9. Τα προϊόντα της 
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PCR υπέστησαν πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο BamHI και σύνδεση µε τον 

pEA.myc-his στη θέση αναγνώρισης του συγκεκριµένου ενζύµου (εικόνα 11). 

 
Υποκλωνοποίηση των γονιδίων ank1, ank2, ank4, ank7, ank8 και ank9 στο φορέα 

έκφρασης pBmA για έκφραση σε κύτταρα εντόµων 

Τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των έξι γονιδίων ank υποκλωνοποιήθηκαν στο 

φορέα pΒmA o οποίος φέρει τον υποκινητή της ακτίνης του µεταξοσκώληκα. Η 

υποκλωνοποίηση έγινε µε µεταφορά του ORF από το φορέα pEA.myc-his στον 

pΒmA κατά τέτοιον τρόπο, ώστε να µεταφερθεί και ο επίτοπος myc-his. ‘Οπως 

φαίνεται και στην εικόνα 11, η εισαγωγή των ank1, ank2, ank7 και ank8 στο φορέα 

pΒmA έγινε στο ζεύγος θέσεων κοπής των περιοριστικών ενζύµων HindIII (5’), XhoI 

(3’), ενώ η εισαγωγή των ank4 και ank9 έγινε στο ζεύγος θέσεων κοπής των 

περιοριστικών ενζύµων ΑccI (5’), XhoI (3’). 

 
Υποκλωνοποίηση των γονιδίων ank1, ank2, ank4, ank7, ank8 και ank9 στο φορέα 

έκφρασης pcDNA3 για έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών 

Τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των γονιδίων ank1 και ank2 τροποποιήθηκαν 

κατάλληλα έτσι ώστε µέσω PCR αντίδρασης να προστεθούν στα άκρα τους θέσεις 

περιορισµού BamHI. Με αυτόν τον τρόπο κατέστη δυνατή η κλωνοποίησή τους στην 

αντίστοιχη θέση περιορισµού του φορέα pcDNA3 (εικόνα 12), που είναι κατάλληλος 

για έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 

παρουσιάζονται στον πίνακα 4. Το πρόγραµµα της PCR ακολούθησε το πρότυπο του 

πίνακα 3 και περιελάµβανε 5 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης» 

µε υβριδοποίηση στους 48 °C και 30 κύκλους µε υβριδοποίηση στους 52 °C για το 

γονίδιο ank1, ενώ για το ank2 περιελάµβανε 5 κύκλους µε υβριδοποίηση στους 53 °C 

και 25 κύκλους µε υβριδοποίηση στους 60 °C. 

Η κλωνοποίηση των γονιδίων ank4, ank7, ank8 και ank9 στο φορέα έκφρασης 

pcDNA3 έγινε µε EcoRI εκτοµή των αντίστοιχων ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης από 

τους φορείς pDRIVE ή pcr-4-TOPO στους οποίους προϋπήρχαν, ηλεκτροέκλουση 

των τµηµάτων DNA και εισαγωγή τους στη θέση περιορισµού EcoRI του φορέα 

pcDNA3 (εικόνα 12). 
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2.2.4 Υποκλωνοποίηση των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης των µεταγραφικών 

παραγόντων του B. mori σε φορείς έκφρασης εντόµων 

 

Υποκλωνοποίηση των rela και relb στους φορείς έκφρασης pEA και pBmA 

∆ύο διαφορετικά cDNA του γονιδίου rel του B. mori, τα rela και relb µας 

παραχωρήθηκαν από τον ∆ρ. Yamakawa M., Εθνικό Ινστιτούτο Αγροβιολογικών 

Επιστηµών της Ιαπωνίας. Τα cDNA, αρχικά κλωνοποιηµένα στο πλασµίδιο pPac-PL 

υπό τον υποκινητή της ακτίνης 5C της D. melanogaster (Tanaka et al. 2005), 

µεταφέρθηκαν στους φορείς έκφρασης pEA και pBmA, που διαθέτουν υποκινητή 

κατάλληλο για έκφραση σε κύτταρα λεπιδοπτέρων (υποκινητής ακτίνης του 

µεταξοσκώληκα). Αρχικά έγινε αποµόνωση των γονιδίων από τον φορέα pPac-PL µε 

την εξής διαδικασία: i) πέψη µε το ένζυµο KpnI που δηµιουργεί 3’ ελεύθερα άκρα, ii) 

αποµάκρυνση των ελεύθερων 3’ άκρων µε τη χρήση της ενεργότητας 3’�5’ 

εξωνουκλεάσης της DNA πολυµεράσης Τ4 στους 12 °C για 20 λεπτά, iii) πέψη µε το 

ένζυµο NotI και iv) διαχωρισµός των δύο ORFs από το φορέα pPac-PL µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης και ηλεκτροέκλουση. Ακολούθησε 

καθαρισµός του DNA των δύο ORFs και κλωνοποίηση στο φορέα pEA στο ζεύγος 

θέσεων αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων SmaI και NotI (εικόνα 13). Τα 

πλασµίδια pEA.rela και pEA.relb που προέκυψαν υπέστησαν κοπή µε το περιοριστικό 

ένζυµο HindIII και τα ORFs των rela και relb κλωνοποιήθηκαν στο φορέα pBmA 

(εικόνα 13). 

 

Υποκλωνοποίηση του ενεργού τµήµατος του γονιδίου relish1 του µεταξοσκώληκα στο 

φορέα pBmA 

Το τµήµα του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του γονιδίου relish1 που 

στερείται των επαναλήψεων αγκυρίνης, relish1-d2, (Tanaka et al. 2007) 

κλωνοποιήθηκε στο φορέα pBmA. Η υποκλωνοποίηση από τον αρχικό φορέα pPac-

PL στον pBmA έγινε σε δύο βήµατα. Αρχικά, η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

relish1-d2 (~1700 ζεύγη βάσεων) πολλαπλασιάστηκε µε PCR βάσει του πίνακα 3 και 

5 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης» µε υβριδοποίηση εκκινητών – 

DNA µήτρας στους 50 °C και ακολούθως 30 κύκλους µε υβριδοποίηση στους 55 °C. 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν φέρουν στο άκρο τους θέσεις αναγνώρισης για 

το περιοριστικό ένζυµο BamHI και φαίνονται στον πίνακα 4. Επιπλέον, ο 
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αντίστροφος εκκινητής προσθέτει ένα κωδικόνιο τερµατισµού της µεταγραφής στο 

γονιδιακό τµήµα. Στο προϊόν της αντίδρασης PCR προστέθηκε ένα νουκλεοτίδιο 

αδενίνης µε τη χρήση της πολυµεράσης Taq. Το τελικό προϊόν κλωνοποιήθηκε στο 

φορέα pGEM-T-easy (Promega), ο οποίος διαθέτει από µία ελεύθερη θυµίνη σε κάθε 

3’ άκρο του. Καθώς η θέση κλωνοποίησης του γονιδίου βρίσκεται εντός του γονιδίου 

της β-γαλακτοσιδάσης (β-gal) του φορέα pGEM-T-easy, η ένθεση προκαλεί διακοπή 

του γονιδίου β-gal, εποµένως οι αποικίες µε το επιθυµητό ένθεµα δεν παράγουν β-

γαλακτοσιδάση. Η β-γαλακτοσιδάση σε τρυβλία LB άγαρ- IPTG-X-gal µπορεί να 

αποικοδοµεί το X-gal δίνοντας ένα προϊόν µπλέ χρώµατος. Αντίθετα, αποικίες που 

φέρουν το πλασµίδιο pGEM-T-easy µετά από επιτυχή κλωνοποίηση και διακεκοµένο 

β-gal έχουν άσπρο χρώµα µε αποτέλεσµα να αναγνωρίζονται. Η επιλογή των 

αποικιών έγινε σε τρυβλία LB άγαρ παρουσία αµπικιλλίνης 100 µg/ml, IPTG 0.5 mM 

(Α1008, Applichem) και X-gal 80 µg/ml (A1007, Applichem). Στο δεύτερο στάδιο 

αποµονώθηκε το πλασµίδιο pGEM-T-R1d2 και το relish1-d2 µεταφέρθηκε στο φορέα 

pBmA µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο BamHI (εικόνα 14). 

 

Υποκλωνοποίηση του ενεργού τµήµατος του γονιδίου relish1 του µεταξοσκώληκα στο 

φορέα pEA.his-glu 

Το τµήµα DNA που αντιστοιχεί στο ενεργό κοµµάτι του µεταγραφικού 

παράγοντα Relish1 ενισχύθηκε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Η αντίδραση 

έγινε µε τη χρήση εκκινητών που φέρουν στο άκρο τους θέση αναγνώρισης για την 

περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI (πίνακας 4). Το πρόγραµµα PCR που 

χρησιµοποιήθηκε ακολουθεί το γενικό σχήµα που αναφέρθηκε στον πίνακα 3. 

Αρχικά, πραγµατοποιήθηκαν 5 κύκλοι «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης» 

µε υβριδοποίηση στους 50 °C και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν 25 κύκλοι µε 

υβριδοποίηση στους 55 °C. Το προϊόν της PCR υπέστη πέψη µε το περιοριστικό 

ένζυµο BamHI και κλωνοποιήθηκε στο φορέα pEA.his-glu, ο οποίος είχε υποστεί 

πέψη µε το ένζυµο BglII που παράγει κολλώδη άκρα συµβατά µε τα άκρα που 

παράγει το ένζυµο BamHI (εικόνα 14). Ο συγκεκριµένος φορέας είναι σχεδιασµένος 

έτσι ώστε να προσθέτει τους επιτόπους 6xHis και glu στο καρβοξυτελικό άκρο της 

εκφραζόµενης πρωτεΐνης προσφέροντας τη δυνατότητα αναγνώρισης της πρωτεΐνης 

µε εµπορικά διαθέσιµα αντισώµατα. 
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Υποκλωνοποίηση των γονιδίων relish1, relish1-d2 και relb του µεταξοσκώληκα στο 

φορέα pEA.flag 

Για την κλωνοποίηση του relish1 στο φορέα pEA.flag το γονίδιο ενισχύθηκε 

µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας κατάλληλους εκκινητές που 

προσθέτουν στα άκρα του γονιδίου θέσεις αναγνώρισης για την περιοριστική 

ενδονουκλεάση BamHI (πίνακας 4). Η υβριδοποίηση των εκκινητών µε το DNA-

µήτρα έγινε στους 58 °C. Ακολούθησε σύνδεση του προϊόντος µε τον φορέα pGEM-

T-easy. Η επιλογή των αποικιών που περιείχαν προϊόντα της αντίδρασης σύνδεσης 

έγινε σε τρυβλία LB άγαρ- IPTG-X-gal βάσει του χρώµατος των αποικιών. Το 

πλασµίδιο pGEM-T-relish1 που προέκυψε πολλαπλασιάστηκε και χρησιµοποιήθηκε 

ως µεταβατικό για την τελική κλωνοποίηση του γονιδίου στο φορέα pEA.flag. Καθώς 

το γονίδιο relish1 και ο φορέας pGEM-T-easy έχουν παρόµοιο µήκος, στην πέψη µε 

την ενδονουκλεάση BamHI προστέθηκε και το περιοριστικό ένζυµο PciI ώστε να 

κοπεί ο φορέας σε δύο µέρη και να διαχωριστεί από τη ζώνη του γονιδίου κατά την 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1.2%. Αφού αποµονώθηκε το DNA του 

γονιδίου relish1, ακολούθησε σύνδεσή του µε τον φορέα pEA.flag στη θέση 

περιορισµού BamHI (εικόνα 14). 

Η υποκλωνοποίηση του γονιδίου relish1-d2 στον pEA.flag έγινε µε παρόµοιο 

τρόπο. Το relish1-d2 ενισχύθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας ένα ζεύγος εκκινητών που 

προσθέτει θέσεις αναγνώρισης για το περιοριστικό ένζυµο BamHI στα δύο άκρα του 

ORF (πίνακας 4) και κωδικόνιο λήξης της µεταγραφής στο 3’ άκρο του. Το 

πρόγραµµα της PCR ακολούθησε το βασικό πρότυπο του πίνακα 3 και περιελάµβανε 

5 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης» µε υβριδοποίηση στους 52 °C 

και 30 κύκλους µε υβριδοποίηση στους 58 °C. Ακολούθησε ενσωµάτωση στο φορέα 

pGEM-T-easy και απελευθέρωση του γονιδίου µε BamHI πέψη, ώστε να συνδεθεί µε 

τον τελικό φορέα pEA.flag, ο οποίος είχε κοπεί µε το ίδιο ένζυµο (εικόνα 14). 

 Αντίθετα, το γονίδιο relb ενισχύθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές που 

προσθέτουν στα άκρα του γονιδίου θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων 

XbaI και NotI (πίνακας 4). Η υβριδοποίηση των εκκινητών µε το DNA-µήτρα έγινε 

στους 67 °C για 25 κύκλους «αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιµήκυνσης». Μετά από 

ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της αντίδρασης αποµονώθηκε η κατάλληλη ζώνη µε 

ηλεκτροέκλουση, έγινε πέψη µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες XbaI, NotI και 

σύνδεση µε το φορέα pEA.flag, ο οποίος είχε κοπεί µε τα ίδια ένζυµα (εικόνα 13).  
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Γονίδια Εκκινητές Πλασµιδιακός 

φορέας 
F: 5-GATAGGATCCTGAGATATGTGGCCATCGGA-3 

R: 5’- TCTAGGATCCATTTTTCCGTTGTGCTGC-3’ 

pEA.myc-his και 
pEIA.his-glu 

F: 5-ATTGGATCCGCCACCATGTGGCCATCGGAAAAC-3 

R: 5’-CTAGGATCCCCGTTAATTTTTCCGTTGTG-3’ 

pcDNA3 

F: 5-ACCGGATCCGTGGCCATCGGAAAACTTTATC–3 

ank1 

R: 5’-CTAGGATCCCCGTTAATTTTTCCGTTGTG-3’ 

pEIA.flag 

F: 5-GATAGGATCCTGCACGATGGGTTGGTCCGG-3 

R: 5’-TCTAGGATCCGATTTTATCATCAACTTCCAC-3’ 

pEA.myc-his 

F: 5-GATAGGATCCTGCACGATGGGTTGGTCCGG–3 

ank2 

R: 5’-CGCGGATCCTGCTCAGATTTTATCATCAACTTCCAC-3’ 

pcDNA3 

F: 5 -TATGGATCCACCATGGAAGTGCCAAATTTT-3 ank4 

R: 5’-TATGGATCCCACTAGATCGGTGTTTTCG-3’ 

pEA.myc-his 

F: 5-TATGGATCCACCATGAAACTCCTGACACTC-3 ank7 

R: 5’-TATGGATCCAAACCTTTGAAACTTGCAC-3’ 

pEA.myc-his 

F: 5-TATGGATCCACCATGGGAGAGAATGGAGC-3 ank8 

R: 5’-TATGGATCCCCTCGGAGTCAATTCAAGAC-3 

pEA.myc-his 

F: 5-TATGGATCCACCATGGAGAGGACTAAATCG-3 ank9 

R: 5’-TATGGATCCCTCTAAACCAAAACTCAAC-3’ 

pEA.myc-his 
 

F: 5-TACGGATCCACCATGTCTACAACTGCCAGT-3  

R: 5’-CGCGGATCCTCACAGTTCTCTTAGTAGCTG-3’ pBmA 

R: 5’-GGAGGATCCCAGTTCTCTTAGTAGCTG-3’ pEA.his-glu 

F: 5- TATGGATCCGTCTACAACTGCCAGTGATC- 3 

Bm relish1-d2 
 

R: 5’-CGCGGATCCTCACAGTTCTCTTAGTAGCTG-3’ 

pEA.flag  

F: 5- TATGGATCCGTCTACAACTGCCAGTGATC- 3 Bm relish1 

R: 5’-AAAGGATCCTTATAAGCTGGGTTGCTGCA-3’ 

pEA.flag 

F: 5 GCTTGTCTAGAGGCGAGTCAATCCGCGCCCCC 3 Bm relb 

R: 5’ GCATTGCGGCCGCTCACAGCAGGAGGTCGCTTG 3’ 

pEA.flag 

 

Πίνακας 4. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση και την 
υποκλωνοποίηση των γονιδίων ank1, ank2, ank4, ank7, ank8, ank9 του ιού CcBV και των 
γονιδίων R1d2, relish1 και relb που κωδικοποιούν µεταγραφικούς παράγοντες του B. mori 
(Bm). F=forward ή πρόσθιος εκκινητής, R=reverse ή αντίστροφος εκκινητής. 
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Εικόνα 11. Χάρτες των πλασµιδίων µετά την κλωνοποίηση των ORFs των γονιδίων 
ank1, ank2, ank4, ank7, ank8 και ank9 του ιού CcBV σε φορείς του εργαστηρίου που είναι 
κατάλληλοι για έκφραση σε κύτταρα Λεπιδοπτέρων εντόµων, όπως οι pEA.myc-his, pBmA, 
pEIA.flag και pEIA.his-glu. Παρουσιάζονται οι σηµαντικότερες θέσεις αναγνώρισης 
περιοριστικών ενζύµων. Με πλάγια γράµµατα απεικονίζεται το όνοµα του εκάστοτε 
ενθέµατος και µε υπογράµµιση σηµειώνονται οι θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών 
ενζύµων στις οποίες έγινε η εισαγωγή του προς µελέτη γονιδίου (η εικόνα συνεχίζεται στην 
επόµενη σελίδα). 
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Εικόνα 12. Χάρτες των πλασµιδίων που προέκυψαν µετά την κλωνοποίηση των ORFs 
των γονιδίων ank1, ank2, ank4, ank7, ank8 και ank9 του ιού CcBV στο φορέα pcDNA3 
για έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών. Το όνοµα του εκάστοτε γονιδίου που 
υποκλωνοποιήθηκε φαίνεται µε πλάγια γράµµατα, ενώ οι θέσεις εισαγωγής του στο φορέα 
επισηµαίνονται µε υπογράµµιση. 
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Εικόνα 13. Πλασµιδιακοί χάρτες των γονιδίων rela και relb του B. mori στους φορείς 
pBmA, pEA και pEA.flag που είναι κατάλληλοι για έκφραση σε κύτταρα Λεπιδοπτέρων 
εντόµων. Τα ενθέµατα απεικονίζονται µε πλάγια γράµµατα, ενώ οι θέσεις κλωνοποίησης 
επισηµαίνονται µε υπογράµµιση. Στα πλασµίδια pEA.rela και pEA.relb η σύνδεση φορέα-
ενθέµατος στο 5’ άκρο του γονιδίου πραγµατοποιήθηκε µε σύνδεση ισοτελών άκρων των 
περιοριστικών θέσεων KpnI και SmaI, αφού είχε προηγηθεί αποµάκρυνση του 3’ κολλώδους 
άκρου της θέσης KpnI, µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται υβριδική αλληλουχία που δεν 
αναγνωρίζεται από κάποια περιοριστική ενδονουκλεάση.  
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Εικόνα 14. Χάρτες των πλασµιδίων µετά την εισαγωγή των ORFs των γονιδίων relish1-
d2 και relish1 του B. mori στους φορείς pEA.his-glu, pBmA και pEA.flag, κατάλληλους 
για έκφραση σε κύτταρα Λεπιδόπτερων εντόµων. Παρουσιάζονται τα γονίδια µε πλάγια 
γράµµατα και οι σηµαντικότερες θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων, µε αυτές που 
χρησιµοποιήθηκαν για την εισαγωγή των γονιδίων να φέρουν υπογράµµιση. Για το πλασµίδιο 
pEA.R1d2.his-glu έγινε συνδυασµός των ελεύθερων άκρων των θέσεων BamHI του γονιδίου 
και BglII του φορέα µε αποτέλεσµα να προκύπτουν υβριδικές αλληλουχίες που δεν 
αναγνωρίζονται από καµιά περιοριστική ενδονουκλεάση και για το λόγο αυτό δεν 
παρουσιάζονται οι θέσεις της αντίδρασης σύνδεσης στο χάρτη. 
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2.3 Καλλιέργειες κυττάρων και διαµολύνσεις 

 

2.3.1 Καλλιέργειες κυττάρων εντόµων 

Κύτταρα BTI-TN-5B1-4 (High Five™ της Invitrogen) από αυγά Trichoplusia 

ni (Granados et al. 1994), Bm5 από ωοθήκες του B. mori (Grace 1967) και Sf21 από 

ωοθήκες νυµφών του S. frugiperda (Vaughn et al. 1977) διατηρούνται σε θάλαµο 28 

°C και ανακαλλιεργούνται εβδοµαδιαίως σε κατάλληλο θρεπτικό υλικό IPL. 1L 

θρεπτικού υλικού περιέχει 39,86 g σκόνης IPL-41 (56923C, SAFC Biosciences), 0,35 

g NaHCO3 (sodium bicarbonate), 2,6 g/L tryptose phosphate broth, 0.24 µΜ ZnSO4 

7H2O, 16 µΜ AlK(SO4)2 12 H2O και 10% ορού εµβρύου µόσχου (Fetal Bovine 

Serum, Sigma-Aldrich). Το pH ρυθµίζεται µε ΚΟΗ στο 6,3 και η ωσµωτική πίεση 

ρυθµίζεται µε NaCl ή νερό στα 360-380 mOsm. Μετά την προετοιµασία το υλικό 

διηθείται µε φίλτρο διαµέτρου πόρων 0.22 µm.  

Κύτταρα S2 από έµβρυα Drosophila melanogaster (Schneider 1972) 

διατηρούνται σε θρεπτικό υλικό HyQ (Hyclone) και ανακαλλιεργούνται 

εβδοµαδιαίως. 

 

2.3.2 Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών 

Κύτταρα HEK293 αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο που περιέχει Dulbecco’s 

Mod Eagle Medium 10x (DMEM µε 4.5 g/L D-glucose και 8 mg/L phenol red, F0455 

της Biochrom) σε αραίωση 1x, 10% ορό εµβρύου µόσχου (FBS, Sigma-Aldrich) για 

την παροχή αυξητικών παραγόντων, 2 mM L-glutamine (25030, GIBCO) αµινοξύ 

που λειτουργεί ως πηγή αζώτου και ενέργειας, 0,375 % (w/v) διττανθρακικό νάτριο 

(sodium bicarbonate, 25080, GIBCO) µια αµφοτερική ένωση για τη διατήρηση του 

pH και ένα µίγµα αντιβιοτικών πενικιλλίνης - στρεπτοµυκίνης (15140, GIBCO) σε 

συγκέντρωση 100 units/ml πενικιλλίνη και 100 µg/ml στρεπτοµυκίνη, ενώσεις που 

αναστέλλουν την ανάπτυξη κατά Gram θετικών και κατά Gram αρνητικών 

βακτηρίων, αντίστοιχα. Οι καλλιέργειες διατηρούνται σε θάλαµο 37 °C και σταθερής 

συγκέντρωσης διοξειδίου του άνθρακα 5%, ενώ ανακαλλιεργούνται κάθε τρεις 

ηµέρες.  
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2.3.3 ∆ιαµολύνσεις 

Για τη διαµόλυνση τα κύτταρα καταµετρώνται σε αιµοκυτταρόµετρο µε ειδική 

χρώση (Trypan Blue stain 0.4%, 0287, Gibco). Για τη µέτρηση χρησιµοποιούνται 120 

µl αραιωµένου διαλύµατος Trypan Blue 0.1% και 30 µl καλλιέργειας. Για τη 

διαµόλυνση κυττάρων εντόµων η επίστρωση γίνεται σε συγκέντρωση 500.000 

κύτταρα / 3,8 cm2 για τα Hi5, Bm5 και Sf21 ή 1x106 κύτταρα / 3,8 cm2 για τα S2, σε 

βοθρία πλακών καλλιέργειας των δώδεκα ή των έξι βοθρίων και σε τελικό όγκο 1 ml 

ή 2 ml θρεπτικού υλικού, αντίστοιχα (3,8 cm2 είναι η επιφάνεια ενός βοθρίου σε 

πλάκα δώδεκα βοθρίων). Ακολουθήθηκαν δύο πρωτόκολλα διαµόλυνσης, το πρώτο 

µε τον κατιονικό παράγοντα διαµόλυνσης Lipofectin (18292-037, Invitrogen) και το 

δεύτερο µε το αντιδραστήριο Escort IV (L3287, Sigma-Aldrich). Στην πρώτη 

περίπτωση χρησιµοποιούνται 7,5 µl Lipofectin ανά 3,8 cm2 σε αναλογία 1 µg DNA : 

6 µl Lipofectin για όλα τα κύτταρα εντόµων (µε εξαίρεση τα Bm5 που η αναλογία 

ήταν 1 µg DNA : 3 µl Lipofectin), ενώ στη δεύτερη χρησιµοποιούνται 4 µg Escort IV 

ανά 3.8 cm2 σε αναλογία 1 µg DNA : 8 µg Escort IV. Και στις δύο περιπτώσεις, η 

επώαση του DNA µε το αντιδραστήριο διαµόλυνσης γίνεται µε διάλυση στο θρεπτικό 

υλικό IPL-41 (11405, Gibco) χωρίς ορό για 15-30 λεπτά και ακολούθως το µείγµα 

DNA- αντιδραστηρίου διαµόλυνσης προστίθεται στα κύτταρα για 5-6 ώρες. Στη 

συνέχεια το υλικό της διαµόλυνσης αποµακρύνεται και αντικαθίσταται µε φρέσκο 

θρεπτικό υλικό καλλιέργειας το οποίο περιέχει το αντιβιοτικό γενταµυκίνη σε 

συγκέντρωση 50 µg/ml (15710049, Gibco). 

Για τη διαµόλυνση κυττάρων θηλαστικών, τα κύτταρα επιστρώνονται σε 

µικροπλάκες των δώδεκα βοθρίων, σε συγκέντρωση 160.000 κύτταρα/3,8 cm2  και σε 

τελικό όγκο 1 ml θρεπτικού υλικού έτσι ώστε να καλύπτεται το 80% της επιφάνειας 

κάθε βοθρίου. Η διαµόλυνση γίνεται µε τη βοήθεια του αντιδραστηρίου Lipofectin 

(18292-037, Invitrogen) το οποίο διαλύεται σε θρεπτικό υλικό OPTIMEM (51985, 

GIBCO) χωρίς ορό και επωάζεται µε το DNA για 15-30 λεπτά. Το θρεπτικό υλικό της 

καλλιέργειας µε το µίγµα της διαµόλυνσης διατηρείται στα κύτταρα για 5 ώρες και 

ακολούθως αντικαθίσταται µε φρέσκο πλήρες θρεπτικό υλικό. 
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2.4 Λειτουργικά πειράµατα φωταύγειας  

2.4.1 Πειράµατα φωταύγειας σε κύτταρα εντόµων 

2.4.1.1 ‘Ελεγχος πλασµιδίων αναφοράς και επιλογή κυτταρικής σειράς 

◄ Ελέγχθηκε η ενεργοποίηση του πλασµιδίου αναφοράς pGL3.att.luc (ή 

Αtt.luc) το οποίο φέρει το γονίδιο της λουσιφεράσης του οργανισµού Photinus pyralis 

(λουσιφεράση Firefly) υπό τον υποκινητή του γονιδίου της αττασίνης πάνω στον 

οποίον ο παράγοντας RelB του µεταξοσκώληκα µπορεί να προσδένεται (Tanaka et al. 

2005). Παράλληλα, εξετάστηκε και το πλασµίδιο αναφοράς ∆κΒ.Αtt.luc, το οποίο 

φέρει µια έλλειψη στην περιοχή πρόσδεσης Rel/NFκΒ παραγόντων του υποκινητή 

της αττασίνης. Οι διαµολύνσεις για τον έλεγχο των δύο πλασµιδίων αναφοράς και την 

επαγωγή τους από την πρωτεΐνη RelB πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα S2 και Hi5, 

επιστρωµένα σε πλάκες των 24 βοθρίων, µε το πρωτόκολλο της Lipofectin και 1 µg 

ολικό DNA ανά βοθρίο. Περιελάµβαναν 500 ng από το πλασµίδιο αναφοράς Αtt.luc ή 

τη µεταλλαγµένη του εκδοχή ∆κΒ.Αtt.luc, 250 ng από το πλασµίδιο έκφρασης του 

RelB (pPac.relb για τα S2, pEA.relb για τα Hi5), 30 ng από το πλασµίδιο 

κανονικοποίησης pBmA.renilla (δηλαδή πλασµίδιο που επιτρέπει τη διόρθωση των 

αποτελεσµάτων ως προς διαφορές στον αριθµό των κυττάρων και στην απόδοση της 

διαµόλυνσης ανάµεσα στα δείγµατα) που κωδικοποιεί τη λουσιφεράση Renilla υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή ακτίνης του B. mori και πλασµίδιο pBluescript για τη 

συµπλήρωση σταθερής ποσότητας DNA στα διαφορετικά δείγµατα. Μία ηµέρα µετά 

τη διαµόλυνση έγινε προσθήκη λιποπολυσακχαριτών από E. coli (LPS, serotype 

O111:B4, L2630, Sigma-Aldrich) σε ορισµένους κυτταρικούς πληθυσµούς, σε 

συγκέντρωση 10 µg/ml. ∆ύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση ακολούθησε λύση των 

κυττάρων και µέτρηση των δύο ειδών φωταύγειας µε το Dual Luciferase® Reporter 

Assay (Ε1910, Promega) σε σπινθηρογράφο β ακτινοβολίας. Το Dual Luciferase® 

Reporter Assay περιέχει δύο αντιδραστήρια. Το πρώτο είναι η λουσιφερίνη 

σκαθαριού, που αποτελεί υπόστρωµα της λουσιφεράσης Firefly από την οποία 

οξειδώνεται µε ταυτόχρονη παραγωγή φωτός και το δεύτερο είναι η λουσιφερίνη 

κοιλεντερωτών, το υπόστρωµα της λουσιφεράσης Renilla. Με τη χρήση των δύο 

αντιδραστηρίων πραγµατοποιήθηκαν οι διπλές αντιδράσεις φωταύγειας στα 

κυτταρικά λύµµατα. 

Επίσης, πραγµατοποιήθηκε έλεγχος του φορέα pEA στον οποίο βρίσκεται το 

γονίδιο relb. Ο έλεγχος έγινε σε κύτταρα Hi5 επιστρωµένα σε πλάκα 24 βοθρίων µετά 
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από διαµόλυνση µε 250 ng Αtt.luc, 250 ή 750 ng του φορέα pEA είτε αυτός είναι 

άδειος είτε εκφράζει τις πρωτεΐνες GFP ή RelB και φορέα pBluescript για τη 

συµπλήρωση της ολικής ποσότητας DNA. ∆ύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση τα 

κύτταρα λύθηκαν µε ψύξη – απόψυξη και έγινε µέτρηση της φωταύγειας µε το 

αντιδραστήριο Steady-Glo Luciferase assay system (Ε2510) της Promega. Ως 

παράγοντας κανονικοποίησης χρησιµοποιήθηκε η ολική πρωτεΐνη των δειγµάτων, η 

οποία µετρήθηκε στο ND-1000 Spectrophotometer της NanoDrop Technologies, Inc, 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

◄ Για την επιλογή κυτταρικής σειράς πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ελέγχου του πλασµιδίου pBmA.relb στις κυτταρικές σειρές Sf21, Hi5 και Bm5. Οι 

διαµολύνσεις έγιναν µετά από επίστρωση των κυττάρων σε πλάκες των δώδεκα 

βοθρίων και ακολούθησαν το πρωτόκολλο του αντιδραστηρίου της Lipofectin. Για τις 

σειρές Sf21 και Hi5 χρησιµοποιήθηκαν 1700 ng ολικού DNA ανά βοθρίο, εκ των 

οποίων 408 ng Αtt.luc, 17 ng phRL, µια βελτιωµένη έκδοση πλασµιδίου έκφρασης 

της λουσιφεράσης Renilla, και 1275 ng pBmA.relb ή άδειου φορέα. Για τη σειρά 

Bm5 χρησιµοποιήθηκαν οι διπλάσιες ποσότητες πλασµιδίων. Σε ορισµένους 

κυτταρικούς πληθυσµούς µία ηµέρα µετά τη διαµόλυνση έγινε προσθήκη 

λιποπολυσακχαριτών E. coli σε συγκέντρωση 10 µg/ml. Η λύση των κυττάρων έλαβε 

χώρα δύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση και η µέτρηση των δύο ειδών φωταύγειας, 

Firefly και Renilla, έγινε µε το Dual Luciferase® Reporter Assay (Ε1910, Promega) 

στη συσκευή ανάγνωσης µικροπλακών Infinite Μ200 της Tecan. 

2.4.1.2 ‘Ελεγχος της επαγωγής των πλασµιδίων αναφοράς από τους µεταγραφικούς 

παράγοντες του B. mori, RelB, Relish1 και R1d2 στη σειρά κυττάρων Hi5 

 

Γενική πειραµατική διαδικασία: 

• Κύτταρα επιστρωµένα σε πλάκες των δώδεκα βοθρίων διαµολύνονται µε τα 

κατάλληλα πλασµίδια αναφοράς Att.luc ή CecB1.luc, τον κατάλληλο φορέα για την 

επαγωγή της φωταύγειας, δηλαδή πλασµίδιο έκφρασης καθενός από τους τρεις 

µεταγραφικούς παράγοντες, και µε το φορέα κανονικοποίησης. Ως φορέας 

κανονικοποίησης χρησιµοποιείται ο pBmbA/EcRE.gfp, ο οποίος φέρει το γονίδιο της 

πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (συγκεκριµένα της ευρέως χρησιµοποιούµενης 

µεταλλαγµένης µορφής EGFP ή enhanced GFP) υπό τον έλεγχο του υποκινητή της 

ακτίνης του µεταξοσκώληκα και µιας περιοχής µε επτά στοιχεία πρόσδεσης της 20-
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υδροξυεκδυσόνης (20ΗΕ) (Swevers et al. 2004), µε αποτέλεσµα να επάγεται η 

έκφραση της GFP µετά την προσθήκη 20ΗΕ ή αναλόγου της. 

• Μία ηµέρα µετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα κάθε δείγµατος χωρίζονται σε δύο 

ίσους υποπληθυσµούς και επιστρώνονται σε πλάκες των 24 βοθρίων. Στον έναν 

υποπληθυσµό προστίθεται ανάλογο της 20ΗΕ, όπως το tebufenozide (RH5992) ή το 

methoxyfenozide (RH2485) (Dhadialla et al. 1998) σε συγκέντρωση 200 nM για την 

επαγωγή του φθορισµού. 

• ∆ύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση ακολουθεί µέτρηση του φθορισµού στους 

υποπληθυσµούς όπου προστέθηκε το ανάλογο της 20ΗΕ. Η µέτρηση γίνεται στη 

συσκευή ανάγνωσης µικροπλακών Infinite Μ200 της Tecan µε διέγερση της GFP στα 

488 nm και ανίχνευση της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας στα 521 nm.  

• Τα κύτταρα του δεύτερου υποπληθυσµού εκπλένονται µε PBS (phosphate 

buffered saline), φυγοκεντρούνται στις 4000 rpm για 5 λεπτά και λύονται σε τελικό 

όγκο 50 µl θρεπτικού υλικού IPL µε τη µέθοδο της ψύξης-απόψυξης. 

Χρησιµοποιώντας 20 µl λύµµατος και 20 µl αντιδραστηρίου Steady-Glo Luciferase 

assay system (Ε2510) της Promega µετράται η φωταύγεια από τη λουσιφεράση 

Firefly στη συσκευή Infinite Μ200 της Tecan.  

• Μετά τη συλλογή των µετρήσεων φθορισµού και φωταύγειας, αφαιρείται το 

υπόβαθρο του φθορισµού και στη συνέχεια υπολογίζεται ο λόγος της φωταύγειας ως 

προς τον φθορισµό. Ο λόγος αυτός ισοδυναµεί µε την κανονικοποιηµένη φωταύγεια 

κάθε δείγµατος. Η σύγκριση των αποτελεσµάτων παρουσία και απουσία του 

µεταγραφικού παράγοντα προσδιορίζει την επαγωγή της κανονικοποιηµένης 

φωταύγειας από το συγκεκριµένο παράγοντα.  

 

Η παραπάνω γενική διαδικασία χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο της 

ενεργότητας καθενός από τους τρεις µεταγραφικούς παράγοντες που εξετάζονται. 

Ωστόσο, ανάλογα µε το µεταγραφικό παράγοντα υπήρξαν κάποιες διαφορές όσον 

αφορά στα πλασµίδια κάθε διαµόλυνσης. Παρακάτω περιγράφονται οι ειδικές 

λεπτοµέρειες για τα πειράµατα µε τους τρεις παράγοντες. 

◄ Η ενεργότητα του µεταγραφικού παράγοντα RelB ελέγχθηκε µε τη χρήση 

του πλασµιδίου αναφοράς pGL3.att.luc (ή Αtt.luc). Συγκεκριµένα, 5x105 κύτταρα 

διαµολύνθηκαν χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο Escort IV µε 100 ng πλασµιδίου 

Αtt.luc, 150 ng pBmA.relb ως πλασµίδιο επαγωγής της φωταύγειας, 50 ng του φορέα 
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pBmbA/EcRE.gfp ως πλασµίδιο κανονικοποίησης και 200 ng συµπληρωµατικού 

πλασµιδίου pEA.pac.  

◄ Η ενεργότητα του µεταγραφικού παράγοντα Relish1 ελέγχθηκε σε 

συνδυασµό µε το πλασµίδιο αναφοράς pGL3.cec.luc (CecB1.luc) που φέρει το 

γονίδιο της λουσιφεράσης Firefly (Photinus pyralis) υπό τον υποκινητή του γονιδίου 

της κεκροπίνης Β1 του µεταξοσκώληκα. Η διαµόλυνση πραγµατοποιήθηκε µε το 

πρωτόκολλο του Escort IV ως εξής: 5x105 κύτταρα Hi5 διαµολύνθηκαν µε 100 ng 

πλασµιδίου αναφοράς CecB1.luc, 50 ng πλασµιδίου κανονικοποίησης 

pBmbA/EcRE.gfp και 350 ng πλασµιδίου pEA.flag.relish1 ή pEA.pac. Μία ηµέρα 

µετά τη διαµόλυνση, παράλληλα µε την επαγωγή του φθορισµού που περιγράφεται 

στη γενική διαδικασία, έγινε κατεργασία των κυττάρων µε λιποπολυσακχαρίτες από 

E. coli, δηλαδή από αρνητικά κατά Gram βακτήρια (E. coli LPS, serotype O111:B4, 

L2630, Sigma-Aldrich). Οι λιποπολυσακχαρίτες αναδιαλύθηκαν σε νερό και 

προστέθηκαν στα κύτταρα σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml για 24 ώρες. Στη 

συνέχεια ακολουθήθηκε κανονικά η γενική διαδικασία. Για την εκτίµηση της 

ενεργότητας του Relish1 υπολογίστηκε η επαγωγή του γονιδίου αναφοράς διαιρώντας 

την κανονικοποιηµένη φωταύγεια δειγµάτων µε LPS ως προς την αντίστοιχη 

δειγµάτων χωρίς LPS. 

◄ Για τον έλεγχο της ενεργότητας του Relish1-d2, η ενεργός µεταλλαγµένη 

µορφή του Relish1, 5x105 κύτταρα διαµολύνθηκαν χρησιµοποιώντας το 

αντιδραστήριο Escort IV µε 100 ng CecB1.luc, 50 ng pBmbA/EcRE.gfp, 200 ng 

pEA.pac και 150 ng pBmA.Relish1-d2 ή άδειου φορέα pBmA. Στα πειράµατα µε τη 

συστατικά ενεργή µορφή του µεταγραφικού παράγοντα δεν έγινε επώαση των 

κυττάρων µε λιποπολυσακχαρίτες. 

 

2.4.1.3 Επίδραση των πρωτεΐνών Ank στο µεταγραφικό παράγοντα RelB 

Οι διαµολύνσεις για τα λειτουργικά πειράµατα µε το µεταγραφικό παράγοντα 

RelB και παρουσία των πρωτεΐνών Ank ακολούθησαν το πρότυπο της γενικής 

πειραµατικής διαδικασίας που περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.1.2, ενώ πιο ειδικά 

στοιχεία παρουσιάζονται παρακάτω: Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε το αντιδραστήριο 

Escort IV και µε 100 ng pGL3.att.luc, 150 ng pBmA.relb, 50 ng pBmbA/EcRE.gfp 

και 200 ng από κάθε pEA πλασµίδιο που εκφράζει την εκάστοτε πρωτεΐνη Ank.myc-

his ή την πρωτεΐνη-µάρτυρα, PAC. Η πρωτεΐνη PAC (puromycin acetyltransferase) δε 

σχετίζεται µε ανοσολογικές αποκρίσεις και χρησιµοποιείται ως µάρτυρας αρνητικού 
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ελέγχου ως προς τις πρωτεΐνες Αnk. Στις δοκιµασίες µε έκφραση των πρωτεϊνών 

Ank, ως δείγµα ελέγχου νοούνται τα κύτταρα που εκφράζουν τον επαγωγέα και την 

πρωτεΐνη PAC, η οποία αντικαθιστά την έκφραση των πρωτεϊνών Ank. Μετά τις 

µετρήσεις φωταύγειας και φθορισµού υπολογίστηκε η κανονικοποιηµένη φωταύγεια 

κάθε δείγµατος, η οποία εκφράστηκε ως ποσοστό της αντίστοιχης φωταύγειας του 

δείγµατος ελέγχου που ορίζεται ως 100. Οι ποσοστιαίες τιµές κανονικοποιηµένης 

φωταύγειας τριών επαναλήψεων κάθε δείγµατος συµψηφίστηκαν για τον υπολογισµό 

του µέσου όρου, αλλά και του τυπικού σφάλµατος.  

Για τις δοκιµασίες ελέγχου τυχόν δοσοεξαρτώµενης επίδρασης της Ank2 στον 

παράγοντα RelB τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 50 ng pGL3.att.luc, 50 ng 

pBmA.relb, 25 ng pBmbA/EcRE.gfp και αυξανόµενες ποσότητες του πλασµιδίου 

pEA.ank2.myc-his ,125, 250 ή 375 ng. Με το πλασµίδιο pEA.pac έγινε η εξίσωση της 

ολικής ποσότητας DNA ανάµεσα στους διαφορετικούς κυτταρικούς πληθυσµούς.  

 

2.4.1.4 Επίδραση των πρωτεΐνών Ank στο µεταγραφικό παράγοντα Relish1-d2 

◄ Για τα λειτουργικά πειράµατα της έκφρασης των πρωτεΐνών Ank του 

CcBV, κύτταρα Hi5 επιστρώθηκαν σε πλάκες των έξι βοθρίων και διαµολύνθηκαν 

βάσει του πρωτοκόλλου της Lipofectin ακολούθως : 500 ng (20% του ολικού DNA) 

του πλασµιδίου αναφοράς pGL3.cec.luc, 250 ng (10% του ολικού DNA) του φορέα 

κανονικοποίησης pBmbA/EcRE.gfp, 1000 ng (40% του ολικού DNA) του πλασµιδίου 

επαγωγής pBmA.Relish1-d2 και 750 ng (30% του ολικού DNA) από κάθε 

pEA.ank.myc-his πλασµίδιο που χρησιµοποιήθηκε για την έκφραση των πρωτεΐνών 

CcBV Ank ή πλασµιδίου pEA.pac στο δείγµα ελέγχου. Ο χωρισµός των δειγµάτων σε 

δύο ίσα µέρη, η επαγωγή του φθορισµού, η µέτρηση τόσο του φθορισµού όσο και της 

φωταύγειας και η κανονικοποίηση έγιναν µε τον τρόπο που αναφέρθηκε στην 

παράγραφο 2.4.1.2. Τέλος, η κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε δείγµατος 

εκφράστηκε ως ποσοστό της αντίστοιχης φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου, η οποία 

ορίζεται ως 100. 

◄ Για τα πειράµατα µέτρησης της φωταύγειας µε ισόποση έκφραση των 

πρωτεΐνών Ank 1-9, κύτταρα Hi5 επιστρώθηκαν σε µικρόπλακες των δώδεκα 

βοθρίων και διαµολύνθηκαν βάσει του πρωτοκόλλου του Escort IV ως εξής : 100 ng 

pGL3.cec.luc (20% του ολικού DNA), 150 ng pBmA.Relish1-d2 (30% του ολικού 

DNA), 50 ng pBmbA/EcRE.gfp (10% του ολικού DNA) και 200 ng µίγµατος 
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pEA.ank.myc-his – pEA.pac (40% του ολικού DNA). Συγκεκριµένα, 

χρησιµοποιήθηκαν 12 ng, 80 ng, 36 ng, 80 ng, 20 ng και 200 ng των πλασµιδίων που 

εκφράζουν τις Ank1, Ank2, Ank4, Ank7, Ank8 και Ank9, αντίστοιχα, και η ολική 

ποσότητα του DNA συµπληρώθηκε µε το πλασµίδιο pEA.pac. Η επαγωγή του 

φθορισµού, η µέτρηση της φωταύγειας και η έκφραση της κανονικοποιηµένης 

φωταύγειας ως ποσοστό της αντίστοιχης του δείγµατος ελέγχου έγινε όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. 

◄ Οι δοκιµασίες παρουσία αυξανόµενης έκφρασης των πρωτεϊνών Ank 

έγιναν µε παρόµοιο τρόπο, αλλά οι ποσότητες του DNA διέφεραν. Ο ενεργός 

µεταγραφικός παράγοντας Relish1-d2 εκφράστηκε από τον φορέα pEA.his-glu, ο 

οποίος επιτρέπει υψηλότερη έκφραση από τον φορέα pBmA. Οι διαµολύνσεις για τα 

πειράµατα ελέγχου της επαγωγής του γονιδίου αναφοράς από το πλασµίδιο 

pΕA.Relish1-d2.his-glu και η σύγκρισή του µε το πλασµίδιο pBmA.Relish1-d2 έγιναν 

βάσει του πρωτοκόλλου της Lipofectin σε πλάκες των έξι βοθρίων χρησιµοποιώντας 

500 ng pGL3.cec.luc, 250 ng pBmbA/EcRE.gfp, 1000 ng pBmA ή pEA.pac και 750 

ng pEA.Relish1-d2.his-glu ή pBmA.Relish1-d2, αντίστοιχα. Οι δοκιµασίες µε 

αυξανόµενες ποσότητες pEA.Relish1-d2.his-glu πραγµατοποιήθηκαν µε τις ίδιες 

ποσότητες πλασµιδίων αναφοράς και κανονικοποίησης και µειούµενες ποσότητες 

pEA.pac, έτσι ώστε το τελικό ποσό DNA να παραµένει σταθερό. Για τα πειράµατα 

αυξανόµενης έκφρασης της Ank4 τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε µικροπλάκες δώδεκα 

βοθρίων και διαµολύνθηκαν βάσει του πρωτοκόλλου της Lipofectin µε 250 ng 

pGL3.cec.luc, 250 ng pEA.Relish1-d2.his-glu, 125 ng pBmbA/EcRE.gfp και 125, 

312,5 ή 625 ng pEA.ank4.myc-his. Ενώ για τα αντίστοιχα πειράµατα µε Ank8 ή 

Ank9, η διαµόλυνση έγινε µε 50 ng pGL3.cec.luc, 50 ng pEA.Relish1-d2.his-glu, 25 

ng pBmbA/EcRE.gfp και αυξανόµενες ποσότητες των πλασµιδίων pEA.ank8.myc-his 

ή pEA.ank9.myc-his (125, 250 ή 375 ng) χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο του Escort 

IV. 

2.4.2 Λειτουργικά πειράµατα σε κύτταρα HEK293 

Στις λειτουργικές δοκιµασίες φωταύγειας σε κύτταρα θηλαστικών, ως 

πλασµίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το pCMV3xNFκΒ.luc (ευγενική χορηγία του 

∆ρ Ν. Γραµµατικάκη), το οποίο κωδικοποιεί τη λουσιφεράση Firefly υπό τον άµεσο 

υποκινητή του κυτοµεγαλοϊού (CMV) σε συνδυασµό µε το βασικό υποκινητή του 

ανθρώπινου γονιδίου της Ε-σελεκτίνης. Ο τελευταίος φέρει τρεις ακολουθίες 
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πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ µε αποτέλεσµα η µεταγραφή του 

γονιδίου της λουσιφεράσης Firefly να είναι ανάλογη της ποσότητας του ενεργού NF-

κΒ. Ως παράγοντας κανονικοποίησης χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pCMV.Renilla 

της Promega σε αναλογία 1:1000 ως προς το πλασµίδιο αναφοράς. Το πλασµίδιο 

pCMV.Renilla φέρει το γονίδιο της λουσιφεράσης του οργανισµού Renilla reniformis 

και, στη συγκεκριµένη έκδοση (phRL), η νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδίου 

είναι ανασυνδυασµένη µε σκοπό την αποφυγή εσωτερικών ακολουθιών πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων. Ο υποκινητής του πλασµιδίου είναι ο άµεσος υποκινητής 

του ανθρώπινου κυτοµεγαλοΐού (CMV) και επιτρέπει συστατική έκφραση του 

γονιδίου.  

Στις δοκιµασίες για την εύρεση της κατάλληλης ποσότητας DNA, 1,6x105 

κύτταρα / 3,8 cm2 διαµολύνθηκαν µε αυξανόµενες ποσότητες DNA: 0,5, 1, 2, 5 µg/ml 

σε 250 µl όγκου. Σε όλους τους κυτταρικούς πληθυσµούς το µισό DNA ήταν το 

πλασµίδιο αναφοράς pCMV3xNFκΒ.luc και το άλλο µισό ήταν άδειος φορέας 

pcDNA3. ∆ύο µέρες µετά τη διαµόλυνση έγινε επαγωγή του µονοπατιού NF-κΒ µε 

την προσθήκη της κυτταροκίνης TNF-α (210-TA, R&D Systems) σε τελική 

συγκέντρωση 20 ng/ml. Στη συνέχεια τα δείγµατα συλλέχθηκαν και λύθηκαν µε το 

διάλυµα Passive Lysis Buffer από το Dual-Luciferase® Reporter Assay System της 

εταιρείας Promega (E1910) και µετρήθηκε η φωταύγεια Firefly στη συσκευή 

ανάγνωσης µικροπλακών Infinite Μ200 της εταιρείας Tecan. 

Σε όλες τις επόµενες δοκιµασίες στα κύτταρα ΗΕΚ293, χρησιµοποιήθηκε 

ολική ποσότητα DNA 2 µg/ml, δηλαδή 0,5 µg ανά 3,8 cm2 (βοθρίο πλακών 12 

βοθρίων) ανά διαµόλυνση 1,6x105 κυττάρων. Στις δοκιµασίες ελέγχου της επαγωγής 

του πλασµιδίου αναφοράς pCMV3xNFκΒ.luc, χρησιµοποιήθηκαν 250 ng του 

συγκεκριµένου πλασµιδίου, 0,25 ng του pCMV.Renilla και 250 ng άδειου φορέα 

pcDNA3. ∆ύο µέρες µετά τη διαµόλυνση έγινε επαγωγή του µονοπατιού NF-κΒ µε 

20 ng/ml TNF-α για 6 ώρες. Στη συνέχεια, τα δείγµατα συλλέχθηκαν και λύθηκαν µε 

το διάλυµα Passive Lysis Buffer από το Dual-Luciferase® Reporter Assay System της 

εταιρείας Promega (E1910). H µέτρηση της φωταύγειας έγινε σε δύο βήµατα 

χρησιµοποιώντας τα δύο αντιδραστήρια για την απελευθέρωση της φωταύγειας από 

το Dual-Luciferase® Reporter Assay System της εταιρείας Promega. Αρχικά 

µετρήθηκε η φωταύγεια από τη λουσιφεράση Firefly µε το πρώτο αντιδραστήριο, ενώ 

στη συνέχεια αποσβέθηκε η φωταύγεια Firefly και µετρήθηκε η φωταύγεια της 

λουσιφεράσης Renilla µε το δεύτερο αντιδραστήριο. Για τις µετρήσεις 
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χρησιµοποιήθηκε η συσκευή Infinite Μ200 της Tecan. Μετά τη συλλογή των 

αποτελεσµάτων υπολογίστηκε ο λόγος της φωταύγειας Firefly προς τη φωταύγεια 

Renilla (Firefly/Renilla), ο οποίος εκπροσωπεί την κανονικοποιηµένη φωταύγεια 

κάθε δείγµατος. Από όλα τα πειράµατα µίας σειράς, καθώς και τις τρεις επαναλήψεις 

κάθε δείγµατος εντός κάθε πειράµατος, υπολογίστηκε ο µέσος όρος και το τυπικό 

σφάλµα ανάµεσα στις τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας για κάθε δείγµα. 

Συγκρίνοντας την κανονικοποιηµένη φωταύγεια παρουσία και απουσία της κυτοκίνης 

TNF-α, υπολογίστηκε η επαγωγή της ενδογενούς κλασσικής οδού µεταγωγής 

σήµατος του NFκΒ. 

Στις διαµολύνσεις για τις δοκιµασίες ελέγχου της επίδρασης των πρωτεϊνών 

Ank, ο άδειος φορέας pcDNA3 αντικαταστάθηκε είτε από pcDNA3 που εκφράζει 

κάθε µία από τις πρωτεΐνες Ank (pcDNA3.ank) είτε τη συστατικά ενεργή, 

µεταλλαγµένη µορφή του IκBα, IκBα (ser32→ala32, ser36→ala36), η οποία 

χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας αναστολής του ενδογενούς µεταγραφικού 

παράγοντα NF-κΒ. Η φωταύγεια από τα δύο είδη λουσιφεράσης, Firefly και Renilla, 

µετρήθηκε µε τη µέθοδο που περιγράφηκε παραπάνω και υπολογίστηκε η 

κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε δείγµατος. Η µέση τιµή κανονικοποιηµένης 

φωταύγειας για κάθε δείγµα εκφράστηκε ως ποσοστό της αντίστοιχης φωταύγειας του 

δείγµατος ελέγχου (που δεν εκφράζει πρωτεΐνη Ank ή IκBα). 

 

2.5 Στατιστική ανάλυση για τα λειτουργικά πειράµατα της έκφρασης των 
πρωτεΐνών Ank 

‘Ολες οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν µε το πακέτο ανάλυσης GraphPad 

Prism v. 4.00, GraphPad Software San Diego California USA και µε βάση την 

ακόλουθη διαδικασία. 

 
• Η κανονικοποιηµένη, ως προς το φθορισµό, φωταύγεια κάθε δείγµατος των 

λειτουργικών πειραµάτων υπολογίζεται και στη συνέχεια εκφράζεται ως ποσοστό του 

αντίστοιχου µεγέθους από το δείγµα ελέγχου. Οι ποσοστιαίες τιµές 

κανονικοποιηµένης φωταύγειας εισάγονται στο πακέτο ανάλυσης GraphPad Prism. 

• Από τρία ή περισσότερα ανεξάρτητα πειράµατα κάθε σειράς (και τις 

επαναλήψεις εντός κάθε πειράµατος) υπολογίζονται οι µέσες τιµές, οι τυπικές 

αποκλίσεις και τα τυπικά σφάλµατα (SE ή standard errors) των ποσοστών της 

κανονικοποιηµένης φωταύγειας για τα δείγµατα της ίδιας οµάδας.  
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• Η ανάλυση διακύµανσης κατά έναν παράγοντα (one-way ANOVA) εξετάζει 

κατά πόσο οι µέσες τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας εµφανίζουν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ τους. Η δοκιµασία πολλαπλών συγκρίσεων κατά 

Tukey’s (Tukey’s multiple comparisons’ test) συγκεκριµενοποιεί αυτές τις διαφορές 

ανάµεσα στους διάφορους πληθυσµούς δειγµάτων.  

• Στις περιπτώσεις που οι τυπικές αποκλίσεις ανάµεσα στις µέσες τιµές των 

διαφόρων πληθυσµών είναι σηµαντικά διαφορετικές µεταξύ τους, οπότε η χρήση της 

ανάλυσης διακύµανσης δεν είναι επιτρεπτή, χρησιµοποιείται η µη παραµετρική 

δοκιµασία Kruskal-Wallis µαζί µε την post-hoc δοκιµασία Dunn’s. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις υπολογίζονται οι διάµεσες τιµές ± IQR (interquartile range ή 

ενδοτεταρτηµοριακό εύρος) των ποσοστών της κανονικοποιηµένης φωταύγειας αντί 

οι µέσες τιµές.  

• Τα στατιστικά µεγέθη που αποδίδονται από τους δύο τύπους ανάλυσης, F 

από την ανάλυση διακύµανσης κατά έναν παράγοντα και KW stastistic από τη 

δοκιµασία Kruskal-Wallis, συγκρίνονται µε τις τιµές για τους αντίστοιχους βαθµούς 

ελευθερίας στους πίνακες του παραρτήµατος προκειµένου να αξιολογηθούν και να 

επιβεβαιωθεί ή απορριφθεί η µηδενική υπόθεση, η οποία ορίζει ότι δεν υφίστανται 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στο δείγµα ελέγχου και τα δείγµατα 

έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών. Τέλος, οι τιµές p value, που επίσης δίνονται από τις 

στατιστικές δοκιµασίες δηλώνουν το επίπεδο σηµαντικότητας του στατιστικού 

αποτελέσµατος.  

 

2.6 Πρωτεΐνική ανάλυση 
 

2.6.1 Αποδιατακτική SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών και ανοσοαποτύπωση 

κατά Western 

Για την ανάλυση πρωτεϊνικών δειγµάτων και το διαχωρισµό των πρωτεϊνών 

µεταξύ τους χρησιµοποιείται εκτενώς η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης εντός κατάλληλης συσκευής ηλεκτροφόρησης. Η προετοιµασία 

των δειγµάτων γίνεται µε κατάλληλο διάλυµα που περιλαµβάνει αφ’ενός τη χρωστική 

µπλε της βρωµοφαινόλης, ώστε να είναι ορατό το δείγµα, και αφ’ετέρου το 

απορρυπαντικό SDS (sodium dodecyl sulfate ή θειικό δωδεκυλικό νάτριο) το οποίο 

αποδιατάσσει τις πρωτεϊνες, διασπώντας τους µη οµοιοπολικούς δεσµούς τους, και 
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τους προσδίδει αρνητικά φορτία. Η προσθήκη αρνητικών φορτίων στο πρωτεϊνικό 

δείγµα σε συνδυασµό µε την ηλεκτρική τάση που εφαρµόζεται στα δύο άκρα του 

πηκτώµατος επιτρέπει την κίνηση των πρωτεϊνών από την κάθοδο προς την άνοδο. Ο 

διαχωρισµός των πρωτεϊνών γίνεται βάσει του µοριακού τους βάρους, ενώ οι τυχόν 

διαφορές στο σχήµα των πρωτεϊνών έχουν εξαλειφθεί κατά την αποδιάταξη. Η 

συγκέντρωση ακρυλαµίδης στο πήκτωµα µπορεί να ποικίλλει και καθορίζεται από το 

µέγεθος των υπό ανάλυση πρωτεϊνών. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση ακολουθεί µεταφορά των πρωτεϊνών από το 

πήκτωµα πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Το πήκτωµα τοποθετείται 

πάνω στη µεµβράνη, ανάµεσα σε δύο χαρτιά και σε ειδική κασσέττα. Εντός 

κατάλληλου διαλύµατος µεταφοράς και µε την εφαρµογή ηλεκτρικής τάσης στις δύο 

πλευρές της κασσέττας επιτυγχάνεται η µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα 

στη µεµβράνη. Οι εξεταζόµενες πρωτεΐνες ανιχνεύονται µε τη χρήση κατάλληλων 

αντισωµάτων, συνδυασµός πρώτου αντισώµατος και δεύτερου το οποίο είναι 

συζευγµένο µε την υπεροξειδάση της ραπανίδας (horseradish peroxidase, HRP), και 

υπόστρωµα της HRP που οδηγεί στην παραγωγή χηµειοφωταύγειας και ανίχνευση 

της πρωτεΐνης πάνω στη µεµβράνη. 

  
Υλικά 

 

Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 15% 

 Πήκτωµα διαχωρισµού: 2,4 ml νερού, 5 ml 30% acrylamide/bis acrylamide, 

2,5 ml 1,5 Μ Tris-HCl pH 8,8, 100 µl 10% (w/v) sodium dodecyl sulfate ή SDS, 50 µl 

10% (w/v) ammonium persulfate ή APS, 8 µl Temed 

 Πήκτωµα φόρτωσης: 3,6 ml νερού, 0,65 ml 30% acrylamide/bis acrylamide, 

0,625 ml 1M Tris-HCl pH 6,8, 50 µl 10% (w/v) SDS, 25 µl 10% (w/v) APS, 8 µl 

Temed 

 

6x SDS sample buffer: 7 ml 4x Tris HCl, pH 6,8, 3 ml γλυκερόλης, 1 g SDS, 0,93 g 

ditheiotritol ή DTT, 1,2 mg µπλε της βρωµοφαινόλης, νερό ώστε να συµπληρωθεί 

τελικός όγκος 10 ml 

 

10x διάλυµα ηλεκτροφόρησης ή SDS Laemmli Running Buffer: 250 mM Tris, 1,92 

M γλυκίνης, 1 % SDS, pH 8,3 
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∆ιάλυµα µεταφοράς (Transfer buffer): 25 mM Tris, 192 mM γλυκίνη, 20% µεθανόλη 

 

∆ιάλυµα αποµάκρυνσης των αντισωµάτων (stripping buffer): 100 mM β-

µερκαπτοαιθανόλη, 2% SDS και 62,5 mM Tris-HCl pH 6.7 

 

PBS-T ή phosphate buffered saline-Tween, pH 7,4: 80 mM Na2HPO4, 20 mM 

NaH2PO4, 100 mM NaCl, 0,1% Tween-20 

 

Πειραµατική διαδικασία για την ανίχνευση των πρωτεϊνών Ank.myc-his 

 Κυτταρικά λύµµατα από τα δείγµατα των λειτουργικών πειραµάτων 

φωταύγειας θερµαίνονται στους 95 °C για 10 λεπτά παρουσία 1x SDS sample buffer. 

Τα δείγµατα φορτώνονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 15% και ηλεκτροφορούνται 

εντός κατάλληλου διαλύµατος (Laemmli Running Buffer) στα 120-140 Volts. 

Ακολουθεί µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης Hybond ECL της 

Amersham εντός διαλύµατος µεταφοράς (Transfer buffer). Οι πρωτεΐνες Ank 

σηµασµένες µε τον επίτοπο myc ανιχνεύονται µε το πρωτεύον αντίσωµα anti-myc 

(9B11, Cell Signaling) σε αραίωση 1:1000 και το δευτερεύον αντίσωµα goat anti-

mouse IgG-HRP (sc-2005, Santa-Cruz Biotechnology) σε αραίωση 1:5000 εντός 

διαλύµατος PBS-T µε γάλα 3% (w/v). Η ανίχνευση της τουµπουλίνης, που 

πραγµατοποιείται µετά από αποµάκρυνση των αντισωµάτων της πρώτης ανίχνευσης 

µε κατάλληλο διάλυµα (stripping buffer), γίνεται µε το συνδυασµό των αντισωµάτων 

anti-tubulin (Serotec) σε αραίωση 1:1000 και goat anti-rat IgG-HRP (Chemicon) σε 

αραίωση 1:4000. Για την αντίδραση χηµειοφωταύγειας, που παράγουν τα συζευγµένα 

µε HRP αντισώµατα, χρησιµοποιείται το υπόστρωµα SuperSignal west pico της 

Thermo Scientific, ενώ η λήψη των εικόνων πραγµατοποιείται µε το σύστηµα 

απεικόνισης LAS-4000 της Fujifilm. Στις περιπτώσεις που απαιτείται 

ποσοτικοποίηση των ανιχνευόµενων ζωνών, χρησιµοποιείται το πρόγραµµα ImageJ 

(Rasband ; Abramoff 2004). Προηγείται αντιστροφή των χρωµάτων σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του προγράµµατος και ακολουθεί πυκνοµέτρηση των ζωνών. 

 

2.6.2 Πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης 

Η συνανοσοκατακρήµνιση είναι µια µέθοδος για την ανίχνευση πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος που αναγνωρίζει τη µία εκ 
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των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν. Συνήθως αναζητείται η αλληλεπίδραση µεταξύ 

δύο συγκεκριµένων πρωτεϊνών. Οι δύο πρωτεΐνες µπορεί να εκφράζονται στα ίδια 

κύτταρα ή η µία να έχει καθαριστεί και στη συνέχεια να αναµιχθεί µε λύµµα στο 

οποίο θα αλληλεπιδράσει µε τη δεύτερη πρωτεΐνη. Τα λύµµατα παράγονται σε µη 

αποδιατακτικές συνθήκες ώστε να πραγµατοποιούνται και να διατηρούνται οι 

αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών, ενώ η παρουσία όλων των κυτταρικών συστατικών 

εξασφαλίζει τη δηµιουργία και διατήρηση των αλληλεπιδράσεων. Με ειδικό 

αντίσωµα έναντι της µίας πρωτεΐνης (πρωτεΐνη-δόλωµα ή bait) επιτυγχάνεται η 

κατακρήµνιση αυτής, διαδικασία κατά την οποία συµπαρασύρονται και οι 

αλληλεπιδρώσες µε αυτήν πρωτεΐνες. Το σύµπλοκο των πρωτεϊνών και του 

αντισώµατος ακινητοποιείται σε σφαιρίδια αγαρόζης συζευγµένα µε τις πρωτεΐνες Α 

ή G, οι οποίες παρουσιάζουν µεγάλη συγγένεια για τη σταθερή περιοχή των 

αντισωµάτων. Ακολουθεί αποµάκρυνση (έκλουση) του συµπλόκου από τα σφαιρίδια 

µε τη χρήση αποδιατακτικού παράγοντα και ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 

έκλουσης. Μετά από µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη µέσω ανοσοαποτύπωσης 

κατά Western γίνεται η ανίχνευση της πρωτεΐνης-δόλωµα και της πρωτεΐνης-θήραµα 

(prey) µε κατάλληλα αντισώµατα.  

 

Υλικά 

∆ιάλυµα κυτταρικής λύσης: 50 mM Tris-Cl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 και 

µίγµα αναστολέων πρωτεασών (P8340, Sigma-Aldrich) 

 

Σφαιρίδια αγαρόζης-πρωτεΐνης A/G: µίξη σφαιριδίων αγαρόζης-πρωτεΐνης Α (Roche) 

και αγαρόζης-πρωτεΐνης G (Santa Cruz Biotechnology) σε αναλογία 1:1. 

 

Πειραµατική διαδικασία 

Κύτταρα Hi5 επιστρωµένα σε φιάλη καλλιέργειας των 25 cm2 διαµολύνθηκαν 

βάσει του πρωτοκόλλου του Escort IV χρησιµοποιώντας 2,5 µg ολικού DNA, εκ των 

οποίων 1250 ng pEA.Relish1-d2.his-glu, 750 ng pEA.ank4/8.myc-his και 500 ng 

pEIA.yfp προκειµένου να εξεταστεί τυχόν αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών 

Ank4/8.myc-his και Relish1-d2.his-glu. Ο φορέας pEIA.yfp χρησιµοποιήθηκε για 

υψηλότερη έκφραση των πρωτεϊνών χάρη στην παρουσία του συνενεργοποιητή της 

µεταγραφής ΙΕ1 του βακτροϊού BmNPV. Επίσης, έγιναν επιπλέον διαµολύνσεις για 

την έκφραση κάθε εξεταζόµενης πρωτεΐνης ξεχωριστά, οι οποίες αποτέλεσαν 



 85 

µάρτυρες αρνητικού ελέγχου. ∆ύο ηµέρες µετά τις διαµολύνσεις τα κύτταρα κάθε 

φιάλης καλλιέργειας λύθηκαν σε 50 µl διαλύµατος κυτταρικής λύσης. Μετά τη λύση, 

ο όγκος κάθε λύµµατος προσαρµόστηκε στα 200 µl ώστε να αραιωθεί ο 

αποδιατακτικός παράγοντας NP-40 και να είναι εφικτή η πραγµατοποίηση της 

αντίδρασης Bradford για την ποσοτικοποίηση της ολικής πρωτεΐνης των δειγµάτων. 

Η αντίδραση Bradford έγινε µε το αντιδραστήριο Bradford reagent (Β-6916, Sigma-

Aldrich) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Για το πείραµα της 

συνανοσοκατακρήµνισης ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:  

• 400-500 µg ολικής πρωτεΐνης κάθε δείγµατος επωάστηκαν µε 20 µl µίγµατος 

1:1 διαλύτη προς σφαιρίδια αγαρόζης-πρωτεΐνης A/G για 30 λεπτά στους 4 °C 

προκειµένου το δείγµα να καθαριστεί από πρωτεΐνες που συνδέονται στα σφαιρίδια 

αγαρόζης µε µη ειδικό τρόπο.  

• Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 1000 g, 5 λεπτά.  

• Το υπερκείµενο από τη φυγοκέντρηση κάθε δείγµατος επωάστηκε µε 2 µg 

αντισώµατος έναντι της µίας εκ των δύο πρωτεϊνών για 16 ώρες στους 4 °C. 

Χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα anti-myc ή anti-glu ανάλογα µε τον επίτοπο που φέρουν 

οι εξεταζόµενες πρωτεΐνες. 

• Σε κάθε δείγµα προστέθηκαν 20 µl µίγµατος 1:1 διαλύτη προς σφαιρίδια 

αγαρόζης-πρωτεΐνης A/G για 2 ώρες.  

• Με φυγοκέντρηση στα 1000 g για 5 λεπτά αποµονώθηκαν τα σφαιρίδια 

αγαρόζης και τα τυχόν σύµπλοκα που έχουν δηµιουργηθεί σε αυτά. 

• Ακολούθησαν 6 πλύσεις των σφαιριδίων µε το διάλυµα λύσης παρουσία 

0.25% αντί 1% NP-40 και απουσία µίγµατος αναστολέων των πρωτεασών. Ανάµεσα 

στις πλύσεις έγιναν φυγοκεντρήσεις στα 1000 g για 5 λεπτά. 

• Η έκλουση των πρωτεϊνών από τα σφαιρίδια έγινε µε 30 µl αντιδραστηρίου 1x 

SDS sample buffer και θέρµανση στους 95 °C. Τα σφαιρίδια αγαρόζης 

αποµακρύνθηκαν µε φυγοκέντρηση στα 16000 g. 

• Οι πρωτεΐνες του υπερκειµένου αναλύθηκαν σε SDS-PAGE πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης. Ακολούθησε ανοσοαποτύπωση κατά Western και ανίχνευση του 

Relish1-d2.his-glu µε αντίσωµα anti-glu (18838, QED Biosciences) σε αραίωση 

1:1000 σε PBS-T - γάλα και το αντίσωµα anti-rabbit IgG-HRP (Jackson) σε αραίωση 

1:5000 σε PBS-T - γάλα, ενώ η ανίχνευση των πρωτεΐνών Ank.myc-his έγινε µε τον 

συνδυασµό των αντισωµάτων anti-myc (9B11, Cell Signaling) και goat anti-mouse 
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IgG-HRP (sc-2005, Santa-Cruz Biotechnology) σε αραίωση 1:1000 και 1:5000, 

αντίστοιχα, όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 2.6.1. 

2.6.3 Πειράµατα ανίχνευσης πρωτεϊνικών συµπλόκων µε χρωµατογραφία συγγένειας 

(pull-down assays) 

Η ανίχνευση πρωτεϊνικών συµπλόκων µε χρωµατογραφία συγγένειας είναι µια 

µέθοδος για την ανίχνευση ή εξακρίβωση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, που 

στηρίζεται στη σήµανση της πρωτεΐνης-δόλωµα µε έναν επίτοπο ιστιδίνης 

(επανάληψη έξι καταλοίπων ιστιδίνης) και τη χρήση σφαιριδίων αγαρόζης-Ni-NTA 

(σφαιρίδια µε προσθήκη Nickel Nitrilo-triacetic Acid). Ο συγκεκριµένος επίτοπος 

επιτρέπει την πρόσδεση της πρωτεΐνης σε σφαιρίδια αγαρόζης-Ni-NTA χάρη στη 

συγγένεια της ιστιδίνης µε τα ιόντα νικελίου. Μαζί µε την πρωτεΐνη-δόλωµα 

ακινητοποιούνται και οι αλληλεπιδρώσες µε αυτήν πρωτεΐνες. Με περίσσεια 

ιµιδαζολίου εκλούεται το σύµπλοκο των πρωτεϊνών από τα σφαιρίδια αγαρόζης. Οι 

πρωτεΐνες αναλύονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, µεταφέρονται σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης και ανιχνεύονται µε κατάλληλα αντισώµατα. 

 

Υλικά 

∆ιάλυµα λύσης: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM ιµιδαζόλιο, 1% NP-40 και 

µίγµα αναστολέων των πρωτεασών (P8340, Sigma-Aldrich) 

 

∆ιάλυµα έκπλυσης: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl και 40 mM ιµιδαζόλιο 

 

∆ιάλυµα έκλουσης: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl και 500 mM ιµιδαζόλιο 

 

Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12 % 

 Πήκτωµα διαχωρισµού: 3,4 ml νερού, 4 ml 30% acrylamide/bis acrylamide, 

2,5 ml 1.5 Μ Tris-HCl pH 8,8, 100 µl 10% (w/v) sodium dodecyl sulfate ή SDS, 50 µl 

10% (w/v) ammonium persulfate ή APS, 8 µl Temed 

 Πήκτωµα φόρτωσης: 3,6 ml νερού, 0,65 ml 30% acrylamide/bis acrylamide, 

0,625 ml 1M Tris-HCl pH 6,8, 50 µl 10% (w/v) SDS, 25 µl 10% (w/v) APS, 8 µl 

Temed 
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Πειραµατική διαδικασία 

• Κύτταρα Hi5 επιστρωµένα σε µικροπλάκα των έξι βοθρίων διαµολύνθηκαν µε 

το πρωτόκολλο του Escort IV χρησιµοποιώντας 400 ng pEA.flag.Relish1, 400 ng 

pEA.Ank4.myc-his ή pEA.Ank8.myc-his και 200 ng pEIA.  

• ∆ύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα λύθηκαν σε 400 µl διαλύµατος 

λύσης για 15 λεπτά σε πάγο και φυγοκεντρήθηκαν στα 1000 g για 10 λεπτά στους 4 

°C.  

• Το υπερκείµενο των λυµµάτων από κάθε βοθρίο επωάστηκε για 2 ώρες υπό 

ανάδευση µε 40 µl µίγµατος 1:1 διαλύτη προς σφαιρίδια αγαρόζης Ni-NTA (Qiagen) 

προκειµένου να επιτραπεί η πρόσδεση των επισηµασµένων µε επίτοπο 6xHis 

πρωτεϊνών στα σφαιρίδια. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 1000 g για 5 λεπτά. Τόσο 

η επώαση όσο και η φυγοκέντρηση πραγµατοποιήθηκαν στους 4 °C. 

• Τα σφαιρίδια αγαρόζης εκπλύθηκαν 6 φορές µε το διάλυµα έκπλυσης. 

Ανάµεσα στις πλύσεις µεσολάβησαν φυγοκεντρήσεις των 5 λεπτών στα 1000 g και 

στους 4 °C. 

• Η έκλουση των προσδεδεµένων πρωτεϊνών έγινε µε 50 µl διαλύµατος 

έκλουσης και φυγοκέντρηση στα 1000 g για 5 λεπτά και στους 4 °C. 

• Ακολούθησε διαχωρισµός των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης 12% και µεταφορά σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 

• Για την ανίχνευση του flag.Relish1 συνδυάστηκε το πολυκλωνικό αντίσωµα 

anti-flag (F7425, Sigma-Aldrich) σε αραίωση 1:1000 εντός διαλύµατος PBS-T-γάλα 

µε το αντίσωµα anti-rabbit IgG-HRP (Jackson) σε αραίωση 1:5000, ενώ η ανίχνευση 

των πρωτεΐνών Ank.myc-his έγινε µε το συνδυασµό των αντισωµάτων anti-myc 

(9B11, Cell Signaling) σε αραίωση 1:1000 και goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005, 

Santa-Cruz Biotechnology) σε αραίωση 1:5000, όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 

2.6.1. 

2.6.4 Επίδραση του αναστολέα του πρωτεοσώµατος MG132 στα επίπεδα των 

πρωτεΐνών Ank  

Κύτταρα Hi5 επιστρωµένα σε µικροπλάκα των δώδεκα βοθρίων 

διαµολύνθηκαν µε το αντιδραστήριο Escort IV και µε 500 ng από κάθε πλασµίδιο 

pEA.ank.myc-his (ank1, ank2, ank7 ή ank9). Μία ηµέρα µετά τη διαµόλυνση τα 

κύτταρα κάθε δείγµατος χωρίστηκαν σε δύο ίσα µέρη και στο καθένα το µέσο 

καλλιέργειας αντικαταστάθηκε µε φρέσκο IPL-FBS, το οποίο είτε περιείχε 5 µM 
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MG132 (PI-102, BIOMOL, Enzo Life Sciences) διαλυτοποιηµένο σε DMSO είτε 

σκέτο διαλύτη DMSO. 24 ώρες µετά την προσθήκη, τα κύτταρα κάθε µέρους 

εκπλύθηκαν µε PBS και λύθηκαν σε 25 µl διαλύµατος 50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl 

και NP-40 1%. Ακολούθησε αποδιάταξη των πρωτεϊνών µε θέρµανση στους 95 °C 

για 10 λεπτά εντός 1x SDS sample buffer, ανάλυσή τους σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης 15%, ανοσοαποτύπωση κατά Western και ανίχνευση των 

Ank.myc-his και της τουµπουλίνης όπως αναφέρθηκε για την ανίχνευση σε λύµµατα 

από τα λειτουργικά πειράµατα στην παράγραφο 2.6.1. Μετά από αποµάκρυνση των 

αντισωµάτων από τη µεµβράνη, ανιχνεύτηκε η πρωτεΐνη ουβικιτίνη χρησιµοποιώντας 

ως πρώτο αντίσωµα το µονοκλωνικό anti-ubiquitin (P4D1, Cell Signaling) σε 

αραίωση 1:1000 σε συνδυασµό µε το goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005, Santa-Cruz 

Biotechnology) ως δεύτερο αντίσωµα, σε αραίωση 1:5000. 

 

2.7 Ανοσοφθορισµός 

Η τεχνική του ανοσοφθορισµού χρησιµοποιείται για την ανίχνευση πρωτεϊνών 

εντός κυττάρων µέσω της αναγνώρισης µιας πρωτεΐνης-αντιγόνου από ένα ειδικό για 

αυτήν αντίσωµα. Το αντίσωµα αναγνωρίζεται από δεύτερο αντίσωµα συζευγµένο µε 

ένα φθορίζον µόριο µε αποτέλεσµα το σύµπλοκο αντιγόνο-1ο αντίσωµα-2ο αντίσωµα 

να γίνεται ορατό µε τη χρήση µικροσκοπίας φθορισµού. 

 

Πειραµατική διαδικασία 

• Κύτταρα εντόµων επιστρώθηκαν σε µικροπλάκες καλλιέργειας των 24 

βοθρίων και διαµολύνθηκαν χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο Escort IV και 250 ng 

ολικού DNA. Από αυτά, 125 ng αντιστοιχούν σε πλασµίδιο έκφρασης πρωτεΐνης Ank 

(pEA.ank.myc-his) και 125 ng αντιστοιχούν σε πλασµίδιο έκφρασης ενός από τους 

εξεταζόµενους µεταγραφικούς παράγοντες (pEA.flag.relb ή pEA.flag.R1d2) ή σε 

άδειο φορέα.  

• ∆ύο ηµέρες µετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα επωάστηκαν επί 45 λεπτά πάνω 

σε γυάλινες πλάκες µικροσκοπίου (Thermo Scientific) επικαλυµµένες µε πολυλυσίνη 

(poly-L-lysine hydrochloride, P2658 της Sigma-Aldrich) ώστε να προσκολληθούν. Σε 

συγκεκριµένα πειράµατα, πριν την εναπόθεση των κυττάρων προηγήθηκε επώαση µε 

ειδική χρωστική για τα λυσοσώµατα LysoTracker Red Lysosomal Probe (PA-3015, 

Lonza) σε συγκέντρωση 400 nΜ για 1 ώρα στους 28 °C ή µε τον αναστολέα του 



 89 

πρωτεοσώµατος MG132 (BIOMOL, Enzo Life Sciences) σε συγκέντρωση 5 µΜ για 

16 ώρες. 

• Πραγµατοποιήθηκαν δύο πλύσεις µε διάλυµα φωσφορικών αλάτων PBS pH 

7,6, (80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl). 

• Σε ορισµένες περιπτώσεις έγινε χρώση των κυτταρικών µεµβρανών µε Wheat 

Germ Agglutinin, Texas Red-X (W21405, Molecular Probes) 5 µg/ml, στους 28 °C 

για 10 λεπτά και δύο πλύσεις µε PBS.  

• Ακολούθησε στερέωση των κυττάρων µε διάλυµα παραφορµαλδεΰδης 2% σε 

PBS για 15 λεπτά και 3 πλύσεις µε PBS. Τρεις πλύσεις λαµβάνουν χώρα ανάµεσα σε 

όλα τα επόµενα στάδια της διαδικασίας έως την ετοιµασία των δειγµάτων προς 

παρατήρηση. 

• Μετά τη στερέωση, τα κύτταρα επωάστηκαν για 20 λεπτά µε διάλυµα 

απορρυπαντικού 0,1% Triton-Χ 100 σε PBS (ή 0,2% όπου αναφέρεται) το οποίο 

καθιστά τις κυτταρικές µεµβράνες περατές.  

• Ακολούθησε επώαση µιας ώρας µε διάλυµα αλβουµίνης (BSA) 3% σε PBS, η 

οποία περιορίζει τη µη ειδική πρόσδεση του αντισώµατος στο επόµενο στάδιο.  

• Τα κύτταρα επωάστηκαν για 16 ώρες στους 4 °C παρουσία µονοκλωνικού 

αντισώµατος anti-myc (9Β11, Cell Signaling) ή/και πολυκλωνικού anti-flag (F7425, 

Sigma-Aldrich) σε αραίωση 1:200 σε PBS και BSA 1 %. 

• Η επώαση µε το διάλυµα δεύτερου αντισώµατος anti-mouse FITC (F0257, 

Sigma-Aldrich) σε αραίωση 1:200 ή/και goat anti-rabbit Alexa Fluor 568 (Molecular 

Probes) αραιωµένο 1:2500 σε PBS-BSA 1% διήρκησε µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  

• Για την πυρηνική χρώση χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 4’,6 diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride, DAPI, (D9542, Sigma-Aldrich) σε συγκέντρωση 1 

µg/ml για 5 λεπτά, ή διάλυµα propidium iodide (P4170, Sigma-Aldrich) 1 µΜ µαζί µε 

RNAse 10 µg/ml για 30 λεπτά ή TO-PRO-3 iodide (Molecular Probes, Invitrogen) σε 

αραίωση 1:2000 για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

• Σε ορισµένες περιπτώσεις έγινε χρώση του κυτταροσκελετού ακτίνης µε 

rhodamine-φαλλοϊδίνη 1:50. 

• Ακολούθησε τοποθέτηση διαλύµατος polyvinyl alcohol 4-88 (81381, Sigma-

Aldrich) και σφράγισµα των δειγµάτων µε καλυπτρίδες (P231.2, ROTH).  

• Η παρατήρηση των δειγµάτων έγινε α) µε µικροσκοπία φθορισµού σε 

ανάστροφο µικροσκόπιο Axiovert της Zeiss, χρησιµοποιώντας το σετ φίλτρων 
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488009 µε διέγερση στα 450-490 nm και ανίχνευση εκπεµπόµενης ακτινοβολίας στα 

520-1150 nm και το σετ φίλτρων 488015 µε διέγερση στα 546 nm και ανίχνευση 

εκπεµπόµενης ακτινοβολίας στα 590-1150 nm και β) µε συνεστιακή µικροσκοπία 

σάρωσης µε Laser σε µικροσκόπιο BIORAD MRC 1024 Confocal System το οποίο 

συνδυάζεται µε το λογισµικό Laser Sharp Version 3.2 BioRad software και δίνει τη 

δυνατότητα λήψης σειριακών τοµών. Η παρατήρηση του πράσινου χρώµατος 

(φθορίζουσα ουσία FITC) στο συνεστιακό µικροσκόπιο έγινε µε διέγερση στα 488 

nm και ανίχνευση εκπεµπόµενης ακτινοβολίας στα 522 nm. Η παρατήρηση του 

κόκκινου χρώµατος (για τις φθορίζουσες ουσίες Alexa Fluor 568, Texas Red-X και 

rhodamine) έγινε µε διέγερση στα 568 nm και ανίχνευση στα 605 nm, ενώ για το 

βαθύ κόκκινο (Τοpro-3) η διέγερση έγινε στα 647 nm και η ανίχνευση στα 680 nm. Η 

ανάλυση των εικόνων µικροσκοπίας και συνεστιακής µικροσκοπίας έγινε µε το 

λογισµικό ImageJ (Rasband ; Abramoff 2004). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Λειτουργικά πειράµατα φωταύγειας σε κύτταρα 

εντόµων  

3.1 Προκαταρκτική ανάλυση των υπό µελέτη πρωτεϊνών µε µεθοδολογίες 

βιοπληροφορικής 

Όπως προαναφέρθηκε, οι πρωτεΐνες Ank των PDVs είναι οµόλογες των IκB 

και Cactus, µόρια-αναστολείς του NF-κB στα θηλαστικά και τη Drosophila, 

αντίστοιχα. Στην εικόνα 15 παρουσιάζεται πολλαπλή στοίχιση µεταξύ των 

ακολουθιών των έξι πρωτεϊνών επαναλήψεων αγκυρίνης του CcBV που µελετήσαµε, 

του IκΒα των θηλαστικών και του Cactus της Drosophila. Οι πρωτεΐνες Ank του 

CcBV παρουσιάζουν οµοιότητα κατά µέσο όρο 50% και ταυτότητα 30% µε τους δύο 

γνωστούς αναστολείς στην περιοχή επαναλήψεων αγκυρίνης, αν και είναι µικρότερες 

κατά τουλάχιστον δύο επαναλήψεις (πίνακας 5). Αντίθετα, οι ιικές πρωτεΐνες 

στερούνται ρυθµιστικών περιοχών που διαθέτουν οι IκBα και Cactus, όπως τις θέσεις 

που υφίστανται φωσφορυλίωση µετά από ενεργοποίηση των σηµατοδοτικών 

µονοπατιών στα οποία συµµετέχουν και, ίσως, την αλληλουχία PEST, η οποία 

σχετίζεται µε τη σταθερότητα, την αποικοδόµηση και το χρόνο ηµιζωής των 

πρωτεΐνών που τη φέρουν (Rogers et al. 1986). Σηµειώνεται ότι, σύµφωνα µε τον 

αλγόριθµο EPESTFIND (Rice et al. 2000), ακολουθία PEST αναγνωρίζεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών Ank7 και Ank8, και µια οριακά πιθανή 

ακολουθία PEST αναγνωρίζεται στην Ank9 του CcBV (εικόνα 15). Η 

φωσφορυλίωση της περιοχής PEST των IκBα (Lin et al. 1996; McElhinny et al. 1996) 

και Cactus (Liu et al. 1997; Packman et al. 1997) σε αµινοξικά κατάλοιπα σερίνης και 

θρεονίνης από την κινάση καζεΐνης ΙΙ (CKII) ρυθµίζει τη σταθερότητα των δύο 

παραγόντων. Έτσι, ελέγχθηκαν οι πιθανές θέσεις φωσφορυλίωσης για τις πρωτεΐνες 

Ank του CcBV. Ο έλεγχος έγινε µε δύο διαφορετικούς αλγορίθµους. Με τον 

αλγόριθµο NetPhos 2.0 (Blom et al. 1999) ανιχνεύτηκαν αρκετά αµινοξικά κατάλοιπα 

ως πιθανές θέσεις φωσφορυλίωσης (πίνακας 6), µε την Ank9 να παρουσιάζει τα 

περισσότερα, ενώ για τις Ank7 και Ank8 εντοπίστηκαν πιθανές θέσεις 

φωσφορυλίωσης και εντός της πιθανής περιοχής PEST. Με τον αλγόριθµο PROSITE 

(Sigrist et al. 2010), ο οποίος προβλέπει φωσφορυλιώσεις από συγκεκριµένες κινάσες 

(πίνακας 6), εντοπίστηκε µία πιθανή θέση φωσφορυλίωσης από την CKII εντός της 

εκάστοτε PEST περιοχής των Ank7, Ank8 και Ank9, γεγονός που αποτελεί ένδειξη 
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πιθανής ρύθµισης των Ank 7, 8 και 9 από την CKII, όπως ισχύει για τους IκBα και 

Cactus. 

Άλλα χαρακτηριστικά της πρωτοταγούς δοµής των πρωτεϊνών Ank του CcBV 

περιλαµβάνουν το σήµα πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization signal ή NLS) 

που φαίνεται να υπάρχει στην πρωτεΐνη Ank9 (α.κ. 153-165 στην εικόνα 15) 

(Nguyen Ba et al. 2009) και οι πιθανές θέσεις ουβικιτινυλίωσης που προβλέπονται µε 

βάση τον αλγόριθµο BDM-PUB (Xue et al. 2006) για τις πέντε πρωτεΐνες (εκτός της 

Ank8), µε τις περισσότερες να εντοπίζονται στην Ank9 (πίνακας 6). Επιπλέον, οι 

Ank1, Ank2 και Ank9 διαθέτουν ένα κατάλοιπο κυστεΐνης το οποίο φαίνεται να είναι 

συντηρηµένο ανάµεσα σε αυτές και τον IκBα των θηλαστικών (εικόνα 15, 

αστερίσκος). Στον ΙκBα η συγκεκριµένη κυστεΐνη (C186) υπόκειται σε προσθήκη 

γλουταθειόνης, µία αντιστρεπτή διαδικασία που καθιστά την πρωτεΐνη πιο ανθεκτική 

σε φωσφορυλίωση, ουβικιτινυλίωση και αποικοδόµηση (Kil et al. 2008).  

 
 

Ank IκΒα (%) Cactus (%) 
 ταυτότητα οµοιότητα ταυτότητα οµοιότητα 
1 24 44 38 57 
2 32 51 36 54 
4 30 48 29 47 
7 33 49 29 51 
8 27 47 34 44 
9 23 42 33 53 

 
 
Πίνακας 5. Οµολογία ανάµεσα στις έξι πρωτεΐνες Ank του ιού CcBV και την περιοχή 
των τεσσάρων τελευταίων επαναλήψεων αγκυρίνης των αναστολέων ΙκΒα του 
ανθρώπου (α. κ. 143-291) και Cactus της D. melanogaster (α. κ. 298-473) βάσει του 
αλγορίθµου Blastp της National Library of Medicine.  
 
 
 
 
 
 
 
  



 
Εικόνα 15. Στοίχιση µεταξύ των έξι ιικών πρωτεϊνών Ank του CcBV, του Cactus της D. melanogaster (τµήµα α.κ. 275-500) και του ανθρώπινου IκΒα 
(τµήµα α.κ. 120-317). Η στοίχιση έγινε µε τον αλγόριθµο ClustalX (Chenna et al. 2003). Οι διαφορετικές αποχρώσεις του µπλε αντιστοιχούν σε διαφορετικά 
επίπεδα αµινοξικής συντήρησης. Οι ράβδοι πάνω από τη στοίχιση δείχνουν τις επαναλήψεις αγκυρίνης (από τη δεύτερη έως την έκτη) του παράγοντα IκBα, οι 
οποίες συµπίπτουν µε τις επαναλήψεις αγκυρίνης των πρωτεϊνών Ank του CcBV, όπως αυτές προβλέπονται µε το εργαλείο InterProScan (Zdobnov and 
Apweiler 2001). Οι αλληλουχίες στα κενά ορθογώνια πλαίσια σηµατοδοτούν τις ακολουθίες PEST, όπως αυτές έχουν προβλεφθεί από τον αλγόριθµο 
EPESTFIND (Rice et al. 2000). Η αλληλουχία επισηµασµένη µε ανοιχτό πράσινο αντιστοιχεί στο προβλεπόµενο NLS της Ank9 σύµφωνα µε το εργαλείο 
NLStradamus (Nguyen Ba et al. 2009). Ο αστερίσκος δηλώνει την κυστεΐνη 186 του IκBα που υπόκειται σε προσθήκη γλουταθειόνης και είναι συντηρηµένη 
σε ορισµένες από τις εξεταζόµενες πρωτεΐνες Ank. 
 

*  
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Πίνακας 6. Αριθµός θέσεων φωσφορυλίωσης έξι πρωτεΐνών Ank του CcBV στα αµινοξικά 
κατάλοιπα σερίνης, θρεονίνης, τυροσίνης όπως προβλέπεται από τον αλγόριθµο NetPhos (*) (Blom 
et al. 1999) και αριθµός φωσφορυλιώσεων από τις κινάσες PKC, CKII και cAMP ή cGMP 
εξαρτόµενη κινάση όπως προβλέπεται από την Prosite (**) (Sigrist et al. 2010). Στην τελευταία 
στήλη φαίνεται ο αριθµός πιθανών θέσεων ουβικιτινυλίωσης (Xue et al. 2006). PKC: protein 
kinace C, CKII: casein kinase II, Ub: ουβικιτινυλίωση. 
 

3.2 Έκφραση των ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης Rel/NF-κΒ παραγόντων του 

µεταξοσκώληκα σε κύτταρα λεπιδοπτέρων εντόµων 

Για τη µελέτη της επίδρασης των πρωτεϊνών Ank σε µεταγραφικούς παράγοντες 

τύπου Rel/NF-κΒ των Λεπιδοπτέρων, εξετάστηκαν οι Rel/NF-κΒ παράγοντες RelB και 

Relish1 του µεταξοσκώληκα. Οι συγκεκριµένοι παράγοντες ενεργοποιούνται µέσω των 

Toll και Imd οδών µεταγωγής σήµατος του ανοσοποιητικού συστήµατος των εντόµων, 

αντίστοιχα. Οι δύο παράγοντες διαθέτουν από µια δοµική µονάδα Rel Homology Domain 

(RHD) η οποία αναγνωρίζει και προσδένεται σε αλληλουχίες κΒ στους υποκινητές των 

γονιδίων που µεταγράφουν. H RHD του RelB είναι οµόλογη µε την αντίστοιχη περιοχή 

του Dorsal της Drosophila ενώ η RHD του Relish1 είναι οµόλογη µε την αντίστοιχη 

περιοχή του DmRelish (Tanaka et al. 2005; Tanaka et al. 2007). Ο Relish1, ωστόσο, εκτός 

από τη δοµική µονάδα RHD, περιλαµβάνει και µια δοµική µονάδα επαναλήψεων 

αγκυρίνης η οποία δρα ανασταλτικά στην περιοχή RHD καθιστώντας τον παράγοντα 

ανενεργό (Tanaka et al. 2007). Αντίθετα, η ελλειµµατική µορφή του Relish1-d2 ή R1d2, η 

οποία στερείται των επαναλήψεων αγκυρίνης, είναι συνεχώς ενεργή (εικόνα 4).  

Τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των γονιδίων relb, relish1 και R1d2 ήταν 

κλωνοποιηµένα σε φορέα ειδικό για έκφραση σε κύτταρα διπτέρων εντόµων. Για την 

έκφρασή τους σε κύτταρα Λεπιδοπτέρων, υποκλωνοποιήθηκαν (α) στον φορέα pBmA, 

στον οποίο το εκάστοτε ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης βρίσκεται υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή της A3 κυτταροπλασµατικής ακτίνης του B. mori (Johnson et al. 1992), (β) στον 

 Ser* Thr* Tyr* PKC** 
Κινάση 
καζεΐνης 

II** 

cAMP ή 
cGMP 

εξαρτόµενη 
κινάση** 

Ub 

Ank1 3 1 2 1 - - 4 

Ank2 1 1 0 - 1 - 1 

Ank4 4 2 0 1 3 - 1 

Ank7 2 1 2 - 2 - 5 

Ank8 4 4 2 2 4 - - 

Ank9 10 6 5 7 5 2 10 
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φορέα pEA, ο οποίος επιπλέον του υποκινητή ακτίνης διαθέτει τον ενισχυτή hr3 του 

βακτροϊού BmNPV (Lu et al. 1997) που ενισχύει τη γονιδιακή έκφραση και (γ) στους 

φορείς pEA.his-glu και pEA.flag, που διαθέτουν όλα τα στοιχεία του pEA και παράλληλα 

εκφράζουν τους επιτόπους his-glu ή flag, αντίστοιχα, προσφέροντας τη δυνατότητα 

σήµανσης της εκφραζόµενης πρωτεΐνης. Τα γονίδια των παραγόντων RelB και R1d2 

υποκλωνοποιήθηκαν στους φορείς pBmA και pEA για να χρησιµοποιηθούν σε λειτουργικά 

πειράµατα, ενώ, για τον ίδιο σκοπό, το πλήρες ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ΑΠΑ) για το 

γονίδιο relish1 κλωνοποιήθηκε στον φορέα pEA.flag. Στους φορείς pEA.flag ή pEA.his-

glu υποκλωνοποιήθηκαν επίσης και τα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης των relb και R1d2 

ώστε να µπορούν τα προϊόντα τους να ανιχνεύονται µε εµπορικά διαθέσιµα αντισώµατα 

έναντι των επιτόπων flag ή glu. 

Η έκφραση του RelB, του πλήρους Relish1 και του ενεργού τµήµατος του Relish1 

(R1d2) του µεταξοσκώληκα από τους παραπάνω φορείς πιστοποιήθηκε σε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα µετά από παροδική διαµόλυνση κυττάρων Hi5 και ανοσοαποτύπωση κατά 

Western (εικόνα 16). 

 

 
Εικόνα 16. Έκφραση των παραγόντων RelB, Relish1 και του ενεργού τµήµατος του Relish1 σε 
εκχυλίσµατα κυττάρων Hi5 µετά από διαµόλυνση των κυττάρων µε τους φορείς pEA.flag ή 
pEA.his-glu στους οποίους έχουν κλωνοποιηθεί τα ΑΠΑ των γονιδίων relb, relish1 και relish1-d2 
(ή R1d2) του B. mori (διαδροµή 2). Σύγκριση µε εκχυλίσµατα κυττάρων διαµολυσµένα µε άδειο 
φορέα (διαδροµή 3) και τους δείκτες µοριακών βαρών (σε kDa, διαδροµή 1). Οι τρεις µεταγραφικοί 
παράγοντες είναι σηµασµένοι µε τον επίτοπο flag στο αµινοτελικό τους άκρο (Α-Γ), ενώ ο ενεργός 
µεταγραφικός παράγοντας R1d2 έχει σηµανθεί και µε τον επίτοπο his-glu στο καρβοξυτελικό του 
άκρο (∆). Ο αστερίσκος στο ∆ δείχνει την ειδική ζώνη που αντιστοιχεί στον R1d2, ενώ η διπλή 
ζώνη που ανιχνεύεται στις διαδροµές 2 και 3 είναι µη ειδική ζώνη που ανιχνεύει το αντίσωµα anti-
glu. Η ανίχνευση των πρωτεϊνών έγινε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας 
αντισώµατα anti-flag ή anti-glu σε συνδυασµό µε αντισώµατα συζευγµένα µε HRP. Τα θεωρητικά 
µοριακά βάρη των µεταγραφικών παραγόντων µε βάση το εργαλείο Compute pI/MW (Gasteiger et 
al. 2003) είναι flag.RelB: 59 kDa, flag.Relish1: 106 kDa, flag.R1d2: 64 kDa και R1d2.his-glu: 65 
kDa.  
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Αφού πιστοποιήθηκε η έκφραση των Rel/NF-κB µεταγραφικών παραγόντων, 

ελέγχθηκε η λειτουργικότητά τους µε παροδικές διαµολύνσεις στην κυτταρική σειρά Hi5 

και τη χρήση κατάλληλων πλασµιδίων αναφοράς.  

 

3.3 Έλεγχος λειτουργικότητας του µεταγραφικού παράγοντα RelB και των πλασµιδίων 

αναφοράς Att.luc και ∆κΒ.Att.luc  

 

3.3.1 Κυτταρική σειρά S2 της Drosophila (∆ίπτερα) 

Αρχικά, ελέγχθηκε η λειτουργικότητα του µεταγραφικού παράγοντα RelB του 

µεταξοσκώληκα όταν αυτός εκφράζεται από τον φορέα pPac-PL, που χρησιµοποιεί τον 

υποκινητή της ακτίνης 5C της Drosophila και είναι κατάλληλος για έκφραση σε κύτταρα 

διπτέρων εντόµων. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε κύτταρα S2 της ∆ροσόφιλα. Ως 

πλασµίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το Att.luc το οποίο περιέχει το γονίδιο της Firefly 

λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου για το αντιµικροβιακό πεπτίδιο 

του µεταξοσκώληκα αττασίνη, που περιέχει στοιχεία πρόσδεσης Rel/NF-κΒ παραγόντων, 

στα οποία προσδένεται ο RelB (Tanaka et al. 2005). Ταυτόχρονα, πραγµατοποιήθηκε 

σύγκριση ανάµεσα στο πλασµίδιο αναφοράς Att.luc και στη µεταλλαγµένη µορφή του, 

∆κΒ.Att.luc, η οποία φέρει έλλειψη σε µία αλληλουχία κB του υποκινητή του γονιδίου της 

αττασίνης (Tanaka et al. 2005). Ως παράγοντας εσωτερικού ελέγχου, για την 

κανονικοποίηση των διαφορών στην απόδοση της διαµόλυνσης ή στον αριθµό των 

κυττάρων, χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pBmA.renilla το οποίο φέρει γονίδιο που 

κωδικοποιεί τη Renilla λουσιφεράση υπό τον υποκινητή ακτίνης του µεταξοσκώληκα. 

Επιπλέον, εξετάστηκε η επίδραση λιποπολυσακχαριτών από E. coli στα πλασµίδια 

αναφοράς. 

‘Οπως φαίνεται στην εικόνα 17, διαπιστώθηκε ότι ο µεταγραφικός παράγοντας 

RelB είναι ενεργός εφόσον έχει την ικανότητα να επάγει το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc. 

Παρουσία του RelB επάγεται και το µεταλλαγµένο πλασµίδιο αναφοράς ∆κΒ.Att.luc, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι το τελευταίο διατηρεί τη λειτουργικότητά του παρά την 

έλλειψη που φέρει. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι το πλασµίδιο εσωτερικού ελέγχου, 

pBmA.renilla, παρά την αναµενόµενη συστατική του έκφραση (βρίσκεται υπό τον έλεγχο 

συστατικού υποκινητή, ετερόλογου ως προς το κυτταρικό σύστηµα - υποκινητής ακτίνης 

του µεταξοσκώληκα), επηρεάζεται από τον µεταγραφικό παράγοντα RelB, όπως φαίνεται 

στο διάγραµµα της φωταύγειας Renilla (εικόνα 17). Τέλος, οι λιποπολυσακχαρίτες, σε 
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τελική συγκέντρωση 10 µg/ml, είχαν µια αµελητέα επίδραση στο πλασµίδιο αναφοράς 

αγρίου τύπου και στο πλασµίδιο εσωτερικού ελέγχου παρουσία του παράγοντα RelB. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 17. Έλεγχος της επαγωγής των πλασµιδίων αναφοράς Att.luc και ∆κΒ.Att.luc από το 
µεταγραφικό παράγοντα RelB σε κύτταρα S2. Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο 
αναφοράς Att.luc ή τη µεταλλαγµένη µορφή του, ∆κΒ.Att.luc, (50% του ολικού DNA), µε το 
πλασµίδιο επαγωγής pPac.relb (25% του ολικού DNA) και µε το πλασµίδιο κανονικοποίησης 
pBmA.renilla (3% του ολικού DNA). Το πλασµίδιο pBluescript (bs/bk) χρησιµοποιήθηκε για να 
συµπληρωθεί η σταθερή συνολική ποσότητα DNA ανά διαµόλυνση. Μία ηµέρα µετά τη 
διαµόλυνση, σε ορισµένους πληθυσµούς κυττάρων έγινε προσθήκη λιποπολυσακχαριτών (LPS) σε 
τελική συγκέντρωση 10 µg/ml. Παρουσιάζονται ξεχωριστά οι µετρήσεις φωταύγειας από τα δύο 
είδη λουσιφεράσης, Firefly (Α) και Renilla (Β). 
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3.3.2 Κυτταρική σειρά Hi5 (Λεπιδόπτερα) 

Aφού διαπιστώθηκε ότι ο RelB και το Att.luc λειτουργούν στα κύτταρα ∆ιπτέρων 

(Tanaka et al. 2005), εξετάστηκε η λειτουργία των παραπάνω µορίων σε σύστηµα 

λεπιδοπτέρων εντόµων, δηλαδή σε κάποιο σύστηµα που προσεγγίζει περισσότερο τον 

φυσικό ξενιστή του ιού CcBV, το Λεπιδόπτερο M. sexta. Για την έκφραση του RelB 

χρησιµοποιήθηκε ο φορέας έκφρασης pEA, ο οποίος φέρει τον υποκινητή του γονιδίου της 

ακτίνης του µεταξοσκώληκα και είναι κατάλληλος για έκφραση σε κύτταρα 

Λεπιδοπτέρων, καθώς και τον ενισχυτή hr3 του βακτροϊού BmNPV που ενισχύει την 

έκφραση του υποκινητή της ακτίνης (Lu et al. 1997). Ο έλεγχος της επαγωγής του 

πλασµιδίου αναφοράς Att.luc καθώς και του αντίστοιχου µεταλλαγµένου πλασµιδίου 

αναφοράς ∆κΒ.Att.luc από το πλασµίδιο pEA.relb έγινε σε κύτταρα Hi5. 

Με βάση τα αποτελέσµατα των πειραµάτων στην κυτταροσειρά Hi5 (εικόνα 18) 

επιβεβαιώθηκε η επαγωγή του πλασµιδίου αναφοράς Att.luc από τον RelB σε κύτταρα 

Λεπιδοπτέρων, ωστόσο παρατηρήθηκε επαγωγή και, εποµένως, λειτουργικότητα και του 

µεταλλαγµένου πλασµιδίου ελέγχου ∆κΒ.Att.luc (όπως είχε δειχθεί και στην κυτταροσειρά 

S2). Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι οι λιποπολυσακχαρίτες σε συγκέντρωση 10 µg/ml δεν 

είχαν κάποια σηµαντική επίδραση στο πλασµίδιο αναφοράς στη συγκεκριµένη κυτταρική 

σειρά, ενώ για µια ακόµη φορά παρατηρήθηκε η επαγωγή του πλασµιδίου 

κανονικοποίησης pBmA.renilla από τον φορέα έκφρασης του RelB. Λόγω της 

διαπίστωσης αυτής, στα επόµενα πειράµατα αντικαταστάθηκε το γονίδιο της 

λουσιφεράσης Renilla µε µια διαφορετική, ανασυνδυασµένη µορφή του ίδιου γονιδίου, η 

οποία έχει σχεδιαστεί από την εταιρεία Promega ώστε να έχει µειωµένες θέσεις πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων εντός του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης και πιθανώς να έχει 

µεγαλύτερη αξιοπιστία σε σχέση µε το φυσικό γονίδιο. Το πλασµίδιο που περιέχει αυτή τη 

µορφή του ΑΠΑ του γονιδίου renilla luciferase (phRL) περιλαµβάνει τον υποκινητή του 

ανθρώπινου κυτοµεγαλοϊού (CMV).  
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Εικόνα 18. Έλεγχος της επαγωγής των πλασµιδίων αναφοράς Att.luc και ∆κΒ.Att.luc από τον 
RelB στην κυτταρική σειρά Hi5. Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc ή 
τη µεταλλαγµένη µορφή ∆κΒ.Att.luc (50% του ολικού DNA), µε το πλασµίδιο επαγωγής pΕA.relb 
(25% του ολικού DNA) και µε το πλασµίδιο κανονικοποίησης pBmA.renilla (3% του ολικού 
DNA). Το πλασµίδιο pBluescript χρησιµοποιήθηκε για να συµπληρωθεί η ίδια συνολική ποσότητα 
DNA ανά διαµόλυνση. Μία ηµέρα µετά τη διαµόλυνση, ορισµένοι πληθυσµοί κυττάρων 
επωάστηκαν µε λιποπολυσακχαρίτες (LPS) σε τελική συγκέντρωση 10 µg/ml. Οι µετρήσεις 
φωταύγειας από τους δύο τύπους λουσιφεράσης, Firefly (Α) και Renilla (Β), παρουσιάζονται σε 
ξεχωριστά γραφήµατα. Οι τυπικές αποκλίσεις προέρχονται από διπλά δείγµατα. 

 

Τέλος, φαίνεται ότι ο µεταγραφικός παράγοντας RelB αυξάνει τη µεταγραφή του 

γονιδίου renilla luciferase κατά 24 φορές στα κύτταρα Hi5 (εικόνα 18Β), παρά το γεγονός 

ότι εκφράζεται από τον φορέα pEA, σε αντίθεση µε µόνο 2,5 φορές στα κύτταρα S2 

(εικόνα 17Β), όπου χρησιµοποιήθηκε ο φορέας pPac-PL. Η παρατήρηση αυτή έθεσε 

Att.luc                     ∆κΒ.Att.luc 

Α 

Att.luc                 ∆κΒ.Att.luc 
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ερωτήµατα ως προς την επίδραση του ενισχυτή hr3, που βρίσκεται στον φορέα pEA, στη 

µεταγραφή γονιδίων in trans και µας οδήγησε στον έλεγχο του συγκεκριµένου φορέα. 

 

3.3.3 Επίδραση του ενισχυτή hr3 στην επαγωγή γονιδίων in trans σε κύτταρα Hi5 

Προκειµένου να ελεγχθεί η ύπαρξη τυχόν επίδρασης του φορέα έκφρασης pEA, και 

συγκεκριµένα του ενισχυτή hr3 που αυτός φέρει, εξετάστηκε η επαγωγή που προκαλεί ο 

άδειος φορέας έκφρασης pEA στο πλασµίδιο αναφοράς Att.luc σε σχέση µε την επαγωγή 

που προκαλεί όταν αυτός εκφράζει τις πρωτεΐνες GFP ή RelB. Η σύγκριση παρουσιάζεται 

στην εικόνα 19 και δείχνει ότι ο κενός φορέας pEA είναι ικανός να επάγει την παραγωγή 

φωταύγειας από το πλασµίδιο αναφοράς in trans. Eποµένως ο συγκεκριµένος φορέας δεν 

ενδείκνυται για τα πειράµατα ελέγχου της ειδικής επαγωγής του συστήµατος από 

µεταγραφικούς παράγοντες Rel/NF-κΒ. 

 

Εικόνα 19. Επίδραση του φορέα έκφρασης pEA στην παραγωγή φωταύγειας. Κύτταρα Hi5 
διαµολύνθηκαν µε τον φορέα έκφρασης pEA είτε αυτός είναι άδειος είτε εκφράζει µία από τις δύο 
πρωτεΐνες RelB ή GFP. Κάθε ένα από τα τρία πλασµίδια καλύπτει το 25% ή το 75% του ολικού 
DNA της διαµόλυνσης, ανάλογα µε το δείγµα. Επιπλέον, όλοι οι κυτταρικοί πληθυσµοί 
συνδιαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc (25% του ολικού DNA). Το πλασµίδιο 
pBluescript (bs/bk) χρησίµευσε για τη συµπλήρωση του σταθερού συνολικού ποσού DNA των 
διαµολύνσεων. Το γράφηµα παρουσιάζει την παραγόµενη φωταύγεια Firefly κανονικοποιηµένη ως 
προς την ολική πρωτεΐνη κάθε δείγµατος. 
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3.3.4 Λειτουργία του µεταγραφικού παράγοντα RelB όταν αυτός εκφράζεται από τον φορέα 

pBmA σε τρεις κυτταρικές σειρές λεπιδοπτέρων εντόµων 

Καθώς πιστοποιήθηκε ότι ο ενισχυτής hr3 του βακτροϊού BmNPV που βρίσκεται 

στον φορέα pEA επηρεάζει τη µεταγραφή του πλασµιδίου αναφοράς in trans, το γονίδιο 

relb υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pBmA, ο οποίος στερείται του ενισχυτή. Η 

λειτουργικότητα του νέου πλασµιδίου ελέγχθηκε σε τρεις κυτταρικές σειρές 

Λεπιδοπτέρων, Sf21 (από Spodoptera frugiperda), Hi5 (από Trichoplusia ni) και Bm5 (από 

B. mori) (εικόνα 20). Ως πλασµίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το Att.luc. Ως πλασµίδιο 

κανονικοποίησης χρησιµοποιήθηκε για την έκφραση της λουσιφεράσης Renilla το 

πλασµίδιο phRL, που, όπως προαναφέρθηκε, είναι τεχνητά σχεδιασµένο και διαθέτει 

βελτιωµένα χαρακτηριστικά σε σχέση µε το πλασµίδιο pBmA.renilla. Επιπλέον, ελέγχθηκε 

η επίδραση αυξηµένης συγκέντρωσης λιποπολυσακχαριτών από E. coli (LPS 100 µg/ml) 

στους δύο τύπους λουσιφεράσης, Firefly και Renilla, στις τρεις κυτταρικές σειρές. 

Βάσει των αποτελεσµάτων που συνοψίζονται στην εικόνα 20 παρατηρήθηκε ότι ο 

παράγοντας RelB εκφραζόµενος από τον φορέα pBmA επάγει το πλασµίδιο αναφοράς 

Att.luc µόνο σε µία από τις τρεις κυτταρικές σειρές, στην κυτταρική σειρά Hi5. Ωστόσο, 

στα ίδια κύτταρα ο RelB επηρεάζει και το πλασµίδιο κανονικοποίησης phRL, δηλαδή 

επάγει την παραγωγή φωταύγειας και από τη λουσιφεράση Renilla. Επίσης, διαπιστώθηκε 

η ενεργοποίηση της µεταγραφής του πλασµιδίου αναφοράς Att.luc από τους 

λιποπολυσακχαρίτες σε συγκέντρωση 100 µg/ml τόσο στα κύτταρα Sf21 όσο και στα Hi5, 

µε τους λιποπολυσακχαρίτες να επηρεάζουν παράλληλα και τη µεταγραφή του γονιδίου 

της λουσιφεράσης Renilla σε αυτές τις κυτταρικές σειρές. Αντίθετα, στα κύτταρα Bm5 δεν 

παρατηρήθηκε κάποια επίδραση του µεταγραφικού παράγοντα RelB ή των 

λιποπολυσακχαριτών στα πλασµίδια αναφοράς και κανονικοποίησης. Συµπερασµατικά, η 

κυτταρική σειρά Hi5 κρίθηκε και επιλέχτηκε ως η µόνη κατάλληλη σειρά για τη διεξαγωγή 

των λειτουργικών πειραµάτων µε τον παράγοντα RelB αφού το πλασµίδιο αναφοράς 

Att.luc επάγεται µόνο σε αυτά τα κύτταρα. Όσον αφορά τη φωταύγεια που παράγεται από 

τη λουσιφεράση Renilla (πλασµίδιο phRL), αυτή κρίθηκε γενικά ακατάλληλη ως 

παράγοντας κανονικοποίησης για τα λειτουργικά πειράµατα. 
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Εικόνα 20. Έλεγχος επαγωγής του πλασµιδίου αναφοράς Att.luc από τον παράγοντα RelB, 
όταν αυτός εκφράζεται από τον φορέα έκφρασης pBmA, σε τρεις κυτταρικές σειρές 
λεπιδοπτέρων εντόµων. Κυτταρικές σειρές Sf21, Hi5 και Bm5 διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο 
αναφοράς Att.luc (24% του ολικού DNA), το πλασµίδιο έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα 
RelB, pBmA.relb, ή άδειο φορέα (pBmA ή pBluescript, bs/bk) (75% του ολικού DNA) και το 
πλασµίδιο κανονικοποίησης phRL (1% του ολικού DNA). Σε ορισµένους πληθυσµούς κυττάρων 
έγινε προσθήκη λιποπολυσακχαριτών, LPS, από E. coli σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml. Τα 
γραφήµατα στην αριστερή στήλη παρουσιάζουν τη φωταύγεια που παράγεται από τη λουσιφεράση 
Firefly (Att.luc), ενώ στη δεξιά στήλη παρουσιάζουν τη φωταύγεια που παράγεται από τη 
λουσιφεράση Renilla (phRL). 
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3.4 Επιλογή νέου παράγοντα εσωτερικού ελέγχου 

Τα αποτελέσµατα της προηγούµενης παραγράφου έδειξαν ότι η επίδραση του 

RelB, όταν αυτός εκφράζεται από τον φορέα έκφρασης pBmA, στο πλασµίδιο 

κανονικοποίησης phRL στη σειρά Hi5 και η επίδραση των λιποπολυσακχαριτών στο ίδιο 

πλασµίδιο σε δύο κυτταρικές σειρές, Sf21 και Hi5, καθιστούν το phRL ακατάλληλο ως 

πλασµίδιο κανονικοποίησης. Εποµένως, αναζητήθηκε ένας διαφορετικός παράγοντας 

εσωτερικού ελέγχου της απόδοσης της διαµόλυνσης ανάµεσα στα δείγµατα. Συγκεκριµένα, 

εξετάστηκε, ως προς την καταλληλότητά του, ένα εναλλακτικό σύστηµα που στηρίζεται 

στην επαγόµενη έκφραση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (Green Fluorescence 

Protein ή GFP). Βάση του συστήµατος αποτέλεσε ο φορέας pBmbA/EcRE.gfp που 

περιέχει το γονίδιο gfp υπό τον έλεγχο του βασικού υποκινητή της ακτίνης του 

µεταξοσκώληκα σε συνδυασµό µε επτά στοιχεία απόκρισης σε 20-υδροξυεκδυσόνη, ή 

20ΗΕ, (ecdysone response element ή ERE). Απουσία 20ΗΕ, τα επίπεδα της έκφρασης της 

GFP παραµένουν χαµηλά και δεν παράγεται µετρήσιµη ποσότητα φθορισµού. Αντίθετα, 

παρουσία 20ΗE ή ενός µιµητικού αγωνιστή, όπως το tebufenozide (RH5992) ή το 

methoxyfenozide (RH2485) (Dhadialla et al. 1998), ενεργοποιείται ο υποκινητής µε 

αποτέλεσµα την ενίσχυση της µεταγραφής του καθοδικού γονιδίου gfp κατά 1000-1800 

φορές (Swevers et al. 2004). Τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης GFP σε ένα τέτοιο 

σύστηµα είναι πολύ υψηλά και µετρήσιµα µε φθορισµόµετρο και δεν επηρεάζονται από 

τον RelB ή τους λιποπολυσακχαρίτες. Εποµένως η συγκεκριµένη γονιδιακή κατασκευή 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον έλεγχο της απόδοσης της διαµόλυνσης και την 

κανονικοποίηση των µετρήσεων της φωταύγειας.  

Πειράµατα στη σειρά Sf21 έδειξαν ότι τα ανάλογα της εκδυσόνης επηρεάζουν τη 

φωταύγεια, για το λόγο αυτό η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε µετά από κάθε 

διαµόλυνση περιλαµβάνει χωρισµό κάθε πληθυσµού κυττάρων σε δύο ίσα µέρη. Στο 

πρώτο γίνεται προσθήκη του αναλόγου 20ΗΕ για την επαγωγή και µέτρηση του 

φθορισµού, ενώ στο δεύτερο λαµβάνει χώρα η µέτρηση της φωταύγειας µετά από λύση 

των κυττάρων. 
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3.5 Επαγωγή γονιδίων που κωδικοποιούν αντιµικροβιακά πεπτίδια από τους παράγοντες 

RelB και Relish1 του B. mori 

Χρησιµοποιώντας τον φθορισµό για την κανονικοποίηση των διαφορών ανάµεσα 

στα δείγµατα, ελέγχθηκε η επαγωγή του πλασµιδίου αναφοράς Att.luc από τον παράγοντα 

RelB εκφραζόµενο από τον φορέα pBmA στην κυτταρική σειρά Hi5. Τα κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε τα κατάλληλα πλασµίδια για τον έλεγχο της µεταγραφής, Att.luc, την 

επαγωγή της µεταγραφής, pBmA.relb, και την κανονικοποίηση, pBmbA/EcRE.gfp, και µία 

ηµέρα αργότερα ακολούθησε χωρισµός κάθε κυτταρικού πληθυσµού σε δύο µέρη. Στο 

πρώτο µέρος προστέθηκε ανάλογο της 20-υδροξυεκδυσόνης και 24 ώρες µετά µετρήθηκε ο 

παραγόµενος φθορισµός µέσω επαγωγής της GFP, ενώ στο δεύτερο µέρος µετρήθηκε η 

εκπεµπόµενη φωταύγεια από τη λουσιφεράση Firefly. Η κανονικοποίηση της φωταύγειας 

έγινε διαιρώντας τις µετρήσεις φωταύγειας µε τις αντίστοιχες τιµές φθορισµού. Στη 

συνέχεια, υπολογίστηκε ο λόγος της κανονικοποιηµένης φωταύγειας παρουσία του 

µεταγραφικού παράγοντα ως προς την κανονικοποιηµένη φωταύγεια απουσία αυτού, 

προκειµένου να υπολογιστεί η επαγωγή (induction fold) του πλασµιδίου αναφοράς (εικόνα 

21). Συµπερασµατικά, το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc επάγεται πέντε φορές από τον 

µεταγραφικό παράγοντα RelB στο συγκεκριµένο σύστηµα.  

Εικόνα 21. Επαγωγή του πλασµιδίου Att.luc από το µεταγραφικό παράγοντα RelB σε κύτταρα 
Hi5. Παροδική διαµόλυνση κυττάρων Hi5 µε το πλασµίδιο pBmA.relb που κωδικοποιεί τον RelB, 
το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc και το πλασµίδιο κανονικοποίησης pBmbA/EcRE.gfp. Ο RelB 
προκαλεί την παραγωγή φωταύγειας από την πρωτεΐνη αναφοράς, λουσιφεράση Firefly, το γονίδιο 
της οποίας βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή της αττασίνης (Att.luc). 

 

Επιπλέον, ελέγχθηκε η λειτουργικότητα ενός δεύτερου µεταγραφικού παράγοντα 

της ευρύτερης οικογένειας Rel/NF-κΒ παραγόντων, του Relish1 του µεταξοσκώληκα, ο 

οποίος δρα στην Imd οδό µεταγωγής σήµατος και είναι οµόλογος του Relish της 

Drosophila (Tanaka et al. 2007). Ο Relish1 περιέχει µια λειτουργική δοµική µονάδα RHD 

(Rel Homology Domain) και µια δοµική µονάδα επαναλήψεων αγκυρίνης η οποία δρα 

ανασταλτικά στην περιοχή RHD καθιστώντας τον Relish1 ανενεργό (Tanaka et al. 2007). 
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Ελέγχθηκε η δραστικότητα τόσο του πλήρους παράγοντα Relish1, όσο και της 

ελλειµµατικής µορφής του, Relish1-d2 ή R1d2, η οποία στερείται των επαναλήψεων 

αγκυρίνης µε αποτέλεσµα να είναι συνεχώς ενεργή. Καθώς έχει δειχθεί ότι η περιοχή RHD 

του Relish1 µπορεί να προσδένεται σε κΒ αλληλουχίες στους υποκινητές των γονιδίων που 

κωδικοποιούν τα αντιµικροβιακά πεπτίδια κεκροπίνη Β1 και αττασίνη του µεταξοσκώληκα 

(Tanaka et al. 2007), ως πλασµίδιο ελέγχου της λειτουργίας των δύο µορφών του Relish1 

χρησιµοποιήθηκε το CecB1.luc, που φέρει το γονίδιο της Firefly λουσιφεράσης υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου cecropin B1.  

Προκειµένου να εκφραστεί ο πλήρους µήκους µεταγραφικός παράγοντας Relish1 

σε κύτταρα Hi5, το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του γονιδίου εκφράστηκε από τον φορέα 

pEA.flag. Για να εξαλειφθεί η µη ειδική επαγωγή που προκαλεί ο ενισχυτής hr3, ο οποίος 

περιέχεται στον φορέα pEA.flag, κύτταρα-αρνητικοί µάρτυρες διαµολύνθηκαν µε το 

πλασµίδιο pEA.pac ως πλασµίδιο σύγκρισης. Οι κυτταρικοί πληθυσµοί που 

διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pEA.flag.relish1 ή pEA.pac επωάστηκαν µε 

λιποπολυσακχαρίτες (LPS) από E. coli οι οποίοι αναµένεται να ενεργοποιήσουν τον 

Relish1, αφού έχει δειχθεί ότι ενεργοποιούν τον ορθόλογο µεταγραφικό παράγοντα 

DmRelish της Drosophila σε κύτταρα ∆ιπτέρων mbn-2 (Stoven et al. 2000) και επάγουν τη 

σηµατοδοτική οδό Imd στην κυτταρική σειρά της Drosophila S2* (Kaneko et al. 2004). Η 

κανονικοποιηµένη φωταύγεια παρουσία LPS διαιρέθηκε ως προς την κανονικοποιηµένη 

φωταύγεια απουσία LPS ώστε να εκτιµηθεί η επαγωγή του πλασµιδίου αναφοράς 

παρουσία του ερεθίσµατος. Όπως δείχνει η εικόνα 22Α, οι λιποπολυσακχαρίτες 

προκάλεσαν αύξηση στην παραγόµενη φωταύγεια, τόσο στα κύτταρα που εκφράζουν τον 

Relish1 όσο και στα κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη PAC, µε στατιστικά σηµαντικό 

τρόπο βάσει της δοκιµασίας Student’s t-test µε διόρθωση κατά Welch (P value=0.0095 και 

P value=0.0114, αντίστοιχα). Eποµένως, τα κύτταρα Hi5 ήταν δεκτικά στο ερέθισµα. 

Ωστόσο, η επαγωγή στα δείγµατα έκφρασης του Relish1 και στα δείγµατα έκφρασης της 

πρωτεΐνης PAC δεν παρουσιάζει διαφορά, δηλαδή η παρουσία του Relish1 δεν προκαλεί 

ειδική αύξηση στη µεταγραφή του γονιδίου που κωδικοποιεί τη Firefly λουσιφεράση. Το 

γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι το µόριο Relish1 στη συγκεκριµένη κυτταρική σειρά δεν 

ενεργοποιείται παρουσία των λιποπολυσακχαριτών. Ανάλυση των δειγµάτων µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western (εικόνα 22Β, Γ) έδειξε ότι ο σηµασµένος µε επίτοπο flag 

Relish1 εκφράζεται επιτυχώς και ότι η ποσότητα της πλήρους µήκους πρωτεΐνης µειώνεται 

τόσο παρουσία LPS όσο και παρουσία συνδυασµού LPS µε 20ΗΕ [η επώαση µε 20ΗΕ 

καθιστά τα κύτταρα πιο δεκτικά σε LPS (Flatt et al. 2008)], χωρίς ωστόσο να ανιχνεύεται η 
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ενεργός µορφή του παράγοντα στα 68 kDa. Εποµένως, σύµφωνα µε τα παραπάνω 

αποτελέσµατα η σειρά Hi5 ανταποκρίνεται στους λιποπολυσακχαρίτες (πιθανά µέσω 

ενεργοποίησης κάποιων ενδογενών υποδοχέων του LPS), δεν είναι όµως κατάλληλη για 

την ενεργοποίηση του Relish1, πιθανώς λόγω της έλλειψης κάποιων απαραίτητων 

ενδιάµεσων παραγόντων της οδού µεταγωγής σήµατος Imd.  

 

Εικόνα 22. Έλεγχος της λειτουργικότητας του Relish1 παρουσία ερεθίσµατος (LPS). Α. 
Κύτταρα Hi5 (5x105) διαµολύνθηκαν µε 100 ng πλασµιδίου αναφοράς CecB1.luc, 50 ng 
πλασµιδίου κανονικοποίησης pBmbA/EcRE.gfp και 350 ng pEA.pac (i) ή pEA.flag.relish1 (ii ). Τα 
γραφήµατα παρουσιάζουν την κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε δείγµατος διαιρεµένη µε την 
κανονικοποιηµένη φωταύγεια του αντίστοιχου δείγµατος απουσία λιποπολυσακχαριτών (LPS). Οι 
γραµµές τυπικής απόκλισης προέρχονται από σειρά δύο πειραµάτων µε επαναλήψεις. B, Γ. 
Ανάλυση κατά Western των κυτταρικών λυµµάτων που εκφράζουν τον πλήρους µήκους παράγοντα 
Relish1 και έχουν υποστεί κατεργασία µε LPS (Β) ή 20ΗΕ και LPS (Γ). Η έκφραση του Relish1 
σηµασµένου µε τον επίτοπο flag ανιχνεύτηκε µε µονοκλωνικό αντίσωµα anti-flag και αντίσωµα 
anti-mouse-HRP. Επιπλέον, στο Γ ανιχνεύεται η τουµπουλίνη για τον έλεγχο της ποσότητας των 
δειγµάτων. 
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Στη συνέχεια, εξετάστηκε η ικανότητα της ελλειµµατικής µορφής του Relish1 

(Tanaka et al. 2007), R1d2, όταν αυτή εκφράζεται από το φορέα pBmA, να επάγει τη 

µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς firefly luciferase από τον φορέα CecB1.luc. Τα κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο pBmA.R1d2 ή µε τον άδειο φορέα pBmA (αρνητικός 

µάρτυρας), το πλασµίδιο αναφοράς CecΒ1.luc και το πλασµίδιο κανονικοποίησης 

pBmbA/EcRE.gfp. Καθώς η ελλειµµατική µορφή του Relish1 είναι ενεργή, δεν απαιτείται 

προσθήκη µικροβιακού ερεθίσµατος. Η επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου αναφοράς 

υπολογίστηκε από το λόγο της κανονικοποιηµένης φωταύγειας παρουσία του 

µεταγραφικού παράγοντα R1d2 ως προς την αντίστοιχη απουσία του R1d2. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο µεταγραφικός παράγοντας R1d2 προκαλεί την επαγωγή της 

φωταύγειας από το πλασµίδιο αναφοράς CecB1.luc 15 φορές (εικόνα 23).  

 
Εικόνα 23. Έλεγχος της λειτουργικότητας της ελλειµµατικής µορφής του Relish1, R1d2. 
Κύτταρα Hi5 (5x105) διαµολύνθηκαν µε 100 ng πλασµιδίου αναφοράς pGL3.cecB1.luc, 50 ng του 
πλασµιδίου εσωτερικού ελέγχου pBmbA/EcRE.gfp, 200 ng pEA.pac και 150 ng του φορέα 
pBmA.R1d2 ή pBmA. Το γονίδιο αναφοράς, firefly luciferase, του πλασµιδίου CecB1.luc 
ελέγχεται από τον υποκινητή της κεκροπίνης Β1 και µεταγράφεται από τον συστατικά ενεργό 
µεταγραφικό παράγοντα του µεταξοσκώληκα, R1d2. Το γράφηµα παρουσιάζει την 
κανονικοποιηµένη φωταύγεια διαιρεµένη µε την αντίστοιχη του δείγµατος αρνητικού ελέγχου 
(απουσία µεταγραφικού παράγοντα). Οι γραµµές τυπικής απόκλισης προέρχονται από τρία 
πειράµατα µε τρεις επαναλήψεις το καθένα. 
 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσµατα, συµπεραίνουµε ότι η έκφραση του 

µεταγραφικού παράγοντα RelB και της συστατικά ενεργούς µορφής R1d2 του Relish1 του 

B. mori προκαλούν αύξηση της φωταύγειας από τα πλασµίδια αναφοράς κατά 5 και 15 

φορές, αντίστοιχα. Εποµένως, αυτοί οι παράγοντες µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως 

µεταγραφικοί ρυθµιστές σε κύτταρα Hi5 προκειµένου να εξεταστεί η επίδραση των ιικών 

πρωτεϊνών Ank. 
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3.6 Η επίδραση των πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφική ικανότητα των µεταγραφικών 

παραγόντων RelB και Relish1 

 

3.6.1 Η επίδραση των πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφική ικανότητα του RelB 

Προκειµένου να εξεταστεί η επίδραση των πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφική 

ικανότητα των παραγόντων RelB και R1d2, τα γονίδια των ιικών πρωτεϊνών Ank -1, 2, 4, 

7, 8, 9 υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα pEA.myc-his και ελέγχθηκε η έκφρασή τους µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western (τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών Ank µαζί µε τους 

επιτόπους παρουσιάζονται στον πίνακα 7). Όπως φαίνεται στις εικόνες 24Α, Β, τα επίπεδα 

έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών βρέθηκαν να διαφέρουν αρκετά µεταξύ τους, µε την Ank9 

να έχει ιδιαίτερα χαµηλή έκφραση, τις Ank -2, 7 λίγο υψηλότερη και τις Ank -1, 4 και 8 να 

εκφράζονται σε ικανοποιητικά υψηλά επίπεδα.  

Στα πλαίσια των λειτουργικών πειραµάτων µε το µεταγραφικό παράγοντα RelB, 

έγιναν παροδικές διαµολύνσεις µε το πλασµίδιο αναφοράς για τον έλεγχο της µεταγραφής 

Att.luc, το πλασµίδιο έκφρασης του RelB pBmA.relb, το πλασµίδιο κανονικοποίησης 

pBmbA/EcRE.gfp και καθένα από τα πλασµίδια έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών 

pEA.ank.myc-his. Ως δείγµα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα όπου το πλασµίδιο 

pEA.ank.myc-his είχε αντικατασταθεί από το πλασµίδιο pEA.pac, το οποίο κωδικοποιεί 

την ακετυλοτρανσφεράση της πουροµυκίνης (PAC), πρωτεΐνη που δεν επηρεάζει το 

γονίδιο αναφοράς. Η πειραµατική διαδικασία ακολούθησε το πρότυπο των πειραµάτων 

ελέγχου της επαγωγής. Κατά την επεξεργασία των αποτελεσµάτων, η κανονικοποιηµένη 

φωταύγεια από τα δείγµατα έκφρασης των πρωτεϊνών Ank συγκρίνεται µε την αντίστοιχη 

του δείγµατος ελέγχου, όπου εκφράζεται η πρωτεΐνη PAC. H στατιστική ανάλυση µε 

ανάλυση διακύµανσης κατά έναν παράγοντα (one-way ANOVA) έδειξε ότι ανάµεσα στους 

κυτταρικούς πληθυσµούς που εκφράζουν διαφορετικές πρωτεΐνες, Ank-1, 2, 4, 7, 8, 9 ή 

PAC, υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές (όπως δηλώνει η παράµετρος F6,82 = 

6,515 η οποία συγκρίνεται µε την κατάλληλη τιµή του πίνακα Π1) µε επίπεδο 

σηµαντικότητας P<0,0001. Για τη συγκεκριµενοποίηση των στατιστικά σηµαντικών 

διαφορών έγινε δεύτερη στατιστική δοκιµασία, η δοκιµασία πολλαπλών συγκρίσεων κατά 

Tukey’s, η οποία έδειξε ότι στατιστικά σηµαντική µείωση στη µεταγραφική ενεργότητα 

του RelB παρατηρείται µόνο στα κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη Ank2. ‘Οπως 

φαίνεται στην εικόνα 24Γ, η Ank2 προκάλεσε µια αναστολή 34%, ενώ τα υπόλοιπα µέλη 
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της οικογένειας Ank του CcBV που εξετάστηκαν δεν επέφεραν σηµαντικές αλλαγές στη 

µετρούµενη φωταύγεια υπό αυτές τις συνθήκες, παρά το γεγονός ότι τέσσερα µέλη 

παρουσίασαν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης από την Ank2 (εικόνες 24Α, Β). Ωστόσο, η 

πολύ χαµηλή έκφραση της Ank9 σε συνδυασµό µε τη µείωση που επιφέρει στη φωταύγεια 

δεν αποκλείει το ενδεχόµενο και η Ank9 να προκαλεί στατιστικά σηµαντική αναστολή της 

µεταγραφής, αν εκφραστεί σε µεγαλύτερη ποσότητα. 

 

Πρωτεΐνη Μοριακό βάρος 

Αnk1 21.3 

Αnk2 21.9 

Αnk4 21.6 

Αnk7 15.3 

Αnk8 22.3 

Αnk9 24.7 

 

Πίνακας 7. Τα προβλεπόµενα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών Ank.myc-his µε βάση το 
υπολογιστικό εργαλείο Compute pI/MW (Gasteiger et al. 2003). 
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Εικόνα 24. Η επίδραση της έκφρασης των έξι πρωτεϊνών Ank του ιού CcBV στη 
µεταγραφική ενεργότητα του RelB. Α. Ενδεικτικός έλεγχος της έκφρασης των πρωτεΐνών 
Ank.myc-his σε κυτταρικά λύµµατα των πειραµάτων φωταύγειας µετά από ανοσοαποτύπωση κατά 
Western. Η ανίχνευση έγινε µε το αντίσωµα anti-myc (άνω πλαίσιο), ενώ η τουµπουλίνη 
χρησίµευσε στον έλεγχο της φόρτωσης (κάτω πλαίσιο). Η θέση της Ank9 έχει επισηµανθεί µε 
αστερίσκο. Β. Πυκνοµέτρηση των ζωνών που αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες Ank.myc-his, όπως 
αυτές ανιχνεύονται στα κυτταρικά λύµµατα των λειτουργικών πειραµάτων, σε σχέση µε αυτές της 
ενδογενούς τουµπουλίνης των ίδιων δειγµάτων. Το γράφηµα απεικονίζει το µέσο όρο από την 
ανάλυση δύο µεµβρανών από δύο διαφορετικά πειράµατα. Γ. Παραγωγή φωταύγειας από το 
πλασµίδιο αναφοράς Att.luc παρουσία των έξι πρωτεϊνών Ank.myc-his. Πέραν των πλασµιδίων 
έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών και του πλασµιδίου Att.luc, τα κύτταρα διαµολύνθηκαν 
επιπρόσθετα µε το πλασµίδιο pBmA.relb που κωδικοποιεί τον RelB, και το πλασµίδιο 
κανονικοποίησης pBmbA/EcRE.gfp. Η φωταύγεια έχει κανονικοποιηθεί ως προς τις τιµές 
φθορισµού και εκφραστεί ως ποσοστό της αντίστοιχης φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου, C 
(C=κύτταρα που παράγουν την πρωτεΐνη µάρτυρα PAC). Το γράφηµα παρουσιάζει τις µέσες τιµές 
της κανονικοποιηµένης φωταύγειας (±SE, τυπικό σφάλµα) από πέντε ανεξάρτητα πειράµατα. Όπως 
υποδεικνύουν τα γράµµατα πάνω από τις στήλες, µόνο η Ank2 έχει στατιστικά σηµαντική 
επίδραση στο µεταγραφικό παράγοντα RelB. Ο αστερίσκος δηλώνει το επίπεδο σηµαντικότητας (* 
= P < 0,05). 
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Στη συνέχεια, εξετάστηκε κατά πόσο η επιφερόµενη από την πρωτεΐνη Ank2 

µείωση της µεταγραφής του γονιδίου αναφοράς είναι ειδική. Για το λόγο αυτό, κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε αυξανόµενες ποσότητες του πλασµιδίου που εκφράζει τη συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη. Όπως φαίνεται στην εικόνα 25, τα αποτελέσµατα αυτής της δοκιµασίας έδειξαν 

ότι η αυξανόµενη έκφραση της Ank2 επέφερε αυξανόµενη αναστολή της µεταγραφικής 

λειτουργίας του RelB, εποµένως η δράση της πρωτεΐνης Ank2 στη µεταγραφή του γονιδίου 

αναφοράς είναι ειδική. Η δοκιµασία Kruskal-Wallis µε επίπεδο σηµαντικότητας 0,0020 (P 

value = 0,0020) επεσήµανε στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στις διάµεσες τιµές 

κανονικοποιηµένης φωταύγειας των εξεταζόµενων κυτταρικών πληθυσµών (η τιµή KW 

statistic = 14,78 συγκρίνεται µε την κατάλληλη τιµή του πίνακα Π2). Με την post-hoc 

δοκιµασία Dunn όµως, φαίνεται ότι στατιστικά σηµαντική είναι η µείωση µόνο παρουσία 

της υψηλότερης ποσότητας (75%) του πλασµιδίου έκφρασης της Ank2. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 25. ∆οσοεξαρτώµενη αναστολή της µεταγραφικής ικανότητας του RelB από την 
πρωτεΐνη Ank2. Το γράφηµα δείχνει τις διάµεσες τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας από τρία 
ανεξάρτητα πειράµατα µε διπλά δείγµατα. Στο κάτω µέρος του γραφήµατος παρουσιάζεται η 
αυξανόµενη παραγωγή της πρωτεΐνης Ank2.myc-his µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 
χρησιµοποιώντας το αντίσωµα anti-myc (άνω πλαίσιο). Η τουµπουλίνη χρησιµεύει στον έλεγχο της 
ποσότητας των πρωτεϊνικών δειγµάτων (κάτω πλαίσιο). Οι αστερίσκοι δηλώνουν το επίπεδο 
σηµαντικότητας (*** = P < 0,001). 
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3.6.2 Η επίδραση των πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφική ικανότητα του R1d2 

Η επίδραση της έκφρασης των διαφορετικών πρωτεϊνών Ank του CcBV στη 

µεταγραφική λειτουργία του R1d2, την ενεργή µορφή του µεταγραφικού παράγοντα 

Relish1 που συµµετέχει στην οδό µεταγωγής σήµατος των εντόµων Imd, εξετάστηκε µε 

παροδικές διαµολύνσεις κυττάρων Hi5 µε το πλασµίδιο αναφοράς CecΒ1.luc, το 

πλασµίδιο έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα R1d2, pBmA.R1d2, το πλασµίδιο 

pBmbA/EcRE.gfp καθώς και τα πλασµίδια έκφρασης pEA.ank.myc-his των πρωτεϊνών 

Ank (CcBV Ank -1, 2, 4, 7, 8 και 9). Οι διαµολύνσεις διαχωρίστηκαν σε δύο οµάδες (Ank 

-1, 2, 4 και Ank -7, 8, 9) και τα συνολικά αποτελέσµατα των λειτουργικών δοκιµών, που 

συνοψίζονται στα διαγράµµατα Α και Β της εικόνας 26, δείχνουν ότι όλα τα µέλη της 

οικογένειας επέφεραν µείωση της φωταύγειας.  

Στην πρώτη οµάδα πρωτεϊνών, Ank -1, 2, 4, µε βάση τη δοκιµασία Kruskal-Wallis 

(KW statistic= 21.09) βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές σε επίπεδο 

σηµαντικότητας 0,0001 (P value= 0,0001) µεταξύ των διάµεσων τιµών κανονικοποιηµένης 

φωταύγειας των τεσσσάρων κυτταρικών πληθυσµών που εκφράζουν τις τρεις πρωτεΐνες 

Ank ή την πρωτεΐνη ελέγχου. Η post-hoc δοκιµασία Dunn's test, που ακολουθεί τη 

δοκιµασία Kruskal-Wallis και συγκεκριµενοποιεί τις στατιστικά σηµαντικές διαφορές, 

έδειξε ότι, σε σύγκριση µε την πρωτεΐνη ελέγχου PAC, οι πρωτεΐνες Ank2 και Ank4 έχουν 

µια στατιστικά σηµαντική επίδραση στο µεταγραφικό παράγοντα R1d2, 45% και 53% 

αντίστοιχα, ενώ η επίδραση της Ank1, 35%, δε βρέθηκε να είναι στατιστικά σηµαντική 

(εικόνα 26Α). Στη δεύτερη οµάδα πρωτεϊνών, Ank -7, 8, 9, η ανάλυση διακύµανσης κατά 

έναν παράγοντα (one-way ANOVA) έδειξε την ύπαρξη στατιστικά σηµαντικών διαφορών 

(F3,31 = 28,91; P<0,0001) ανάµεσα στις µέσες τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας των 

διαφορετικών πληθυσµών, όπως αυτές παρουσιάζονται στο διάγραµµα της εικόνας 26Β. Η 

post hoc δοκιµασία πολλαπλών συγκρίσεων κατά Tukey’s έδειξε ότι και οι τρεις πρωτεΐνες 

είχαν σηµαντική επίδραση στον µεταγραφικό παράγοντα R1d2. Η προκαλούµενη µείωση 

της φωταύγειας από τις Ank -7, 8, 9 ήταν 39%, 60% και 47%, αντίστοιχα. 

Συµπερασµατικά, για το σύνολο των εξετασθέντων µελών της οικογένειας των CcBV Ank 

πρωτεϊνών παρατηρείται µείωση της εκπεµπόµενης φωταύγειας από 35% έως 60% σε 

σχέση µε την πρωτεΐνη-µάρτυρα PΑC.  
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Εικόνα 26. H επίδραση της έκφρασης των έξι πρωτεϊνών Ank του CcBV στη λειτουργικότητα 
του παράγοντα R1d2. O R1d2 εκφράστηκε από τον φορέα pBmA. Ως πλασµίδιο αναφοράς 
χρησιµοποιήθηκε το CecB1.luc και ως παράγοντας κανονικοποίησης χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη 
GFP. Η επίδραση της έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών υπολογίζεται από την παρατηρούµενη 
µείωση στην κανονικοποιηµένη φωταύγεια. Η τελευταία εκφράζεται ως ποσοστό της αντίστοιχης 
φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου, C (όπου C = δείγµα έκφρασης της ουδέτερης πρωτεΐνης, PAC). 
Α. Η επίδραση των πρωτεϊνών Ank 1, 2 και 4 σηµασµένων µε τον επίτοπο myc-his. Το γράφηµα 
παρουσιάζει τις διάµεσες τιµές (median ± IQR) της ποσοστιαίας κανονικοποιηµένης φωταύγειας 
από τρία ανεξάρτητα πειράµατα, το καθένα µε τριπλά δείγµατα. Β. Η επίδραση των πρωτεϊνών 
Ank.myc-his 7, 8 και 9. Το γράφηµα παρουσιάζει τις µέσες τιµές (±SE, τυπικό σφάλµα) της 
ποσοστιαίας κανονικοποιηµένης φωταύγειας από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Στα Α, Β τα 
διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνουν κυτταρικούς πληθυσµούς µε στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
και οι αστερίσκοι το επίπεδο σηµαντικότητας της εκάστοτε διαφοράς από το δείγµα ελέγχου (* = P 
< 0,05, *** = P < 0,001). Γ, ∆. Ανίχνευση µε ανοσοαποτύπωση κατά Western των πρωτεϊνών 
Ank.myc-his στα κυτταρικά λύµµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τις µετρήσεις φωταύγειας. Η 
ανίχνευση έγινε µε αντίσωµα anti-myc (άνω πλαίσιο), ενώ η τουµπουλίνη χρησίµευσε για τον 
έλεγχο της ποσότητας των αναλυθέντων δειγµάτων (κάτω πλαίσιο).  

 

Παράλληλα µε τις λειτουργικές δοκιµές, έγινε ανάλυση της έκφρασης των 

πρωτεϊνών στα κυτταρικά εκχυλίσµατα µε ανοσοαποτύπωση κατά Western προκειµένου 

να προσδιοριστούν τα επίπεδα έκφρασης για τα διάφορα µέλη της οικογένειας των 

πρωτεϊνών Ank. Όπως φαίνεται στις εικόνες 26Γ, ∆ τα επίπεδα έκφρασης των 

διαφορετικών πρωτεϊνών Ank παρουσίασαν µεγάλες διαφορές. ‘Οπως είχε δειχθεί και στα 

λειτουργικά πειράµατα µε τον µεταγραφικό παράγοντα RelB, οι πρωτεΐνες Ank1, Ank4 και 

Ank8 εκφράζονται σε πολύ υψηλά επίπεδα, ενώ οι Ank2, Ank7 και Ank9 εκφράζονται σε 

πολύ χαµηλά επίπεδα, µε την Ank9 να είναι ελάχιστα ανιχνεύσιµη. 
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Συµπερασµατικά, η Ank1, η οποία έχει τη µεγαλύτερη έκφραση, έχει καθόλου ή 

µικρή επιρροή στη µεταγραφική ικανότητα του R1d2 ενώ οι πρωτεΐνες Ank2, Ank7 και 

Ank9, παρά τα χαµηλά επίπεδα έκφρασής τους, προκαλούν στατιστικά σηµαντική µείωση 

στη µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς. Τέλος, οι πρωτεΐνες Ank4 και Ank8, που έχουν 

υψηλά επίπεδα έκφρασης, προκαλούν υψηλή αναστολή στην ενεργοποίηση του γονιδίου 

της λουσιφεράσης. 

Προκειµένου να γίνει πιο άµεση σύγκριση ανάµεσα στην επίδραση των έξι 

πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης, έγιναν προσπάθειες να 

εξισωθούν τα επίπεδα έκφρασης των διαφορετικών Ank µεταξύ τους. Για το σκοπό αυτό, 

οι ποσότητες DNA των πλασµιδίων που εκφράζουν τις υψηλότερα παραγόµενες πρωτεΐνες 

προσαρµόστηκαν στα πειράµατα διαµόλυνσης, ώστε να εξοµοιωθεί η έκφρασή τους µε 

αυτήν της πρωτεΐνης Ank9, το µέλος της οικογένειας µε την ελάχιστη ποσότητα 

παραγόµενου προϊόντος. Στην εικόνα 27Α (ένθεµα) παρουσιάζονται ενδεικτικά τα επίπεδα 

έκφρασης των πρωτεϊνών Ank υπό αυτές τις συνθήκες. ‘Οπως φαίνεται στο γράφηµα της 

πυκνοµέτρησης που παρουσιάζει αποτελέσµατα τριών πειραµάτων, επιτεύχθηκε η 

εξοµοίωση της πρωτεϊνικής έκφρασης για τα περισσότερα µέλη της οικογένειας Ank. 

Εντούτοις, η Ank1, παρ’ότι µειωµένη, εξακολουθεί να εκφράζεται εντονότερα από τις 

υπόλοιπες πρωτεΐνες Ank. 

Χρησιµοποιώντας τις τροποποιηµένες ποσότητες των φορέων που περιέχουν τα 

γονίδια ank και διατηρώντας σταθερές τις ποσότητες για τα πλασµίδια κανονικοποίησης 

(pBmbA/EcRE.gfp), αναφοράς (CecΒ1.luc) και έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα 

R1d2 (pBmA.R1d2), επαναλήφθηκαν οι λειτουργικές δοκιµασίες µε νέες διαµολύνσεις 

κυττάρων. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε ανάλυση διακύµανσης 

κατά έναν παράγοντα (one-way ANOVA), η οποία πιστοποίησε την ύπαρξη στατιστικά 

σηµαντικών διαφορών µεταξύ των δειγµάτων έκφρασης των πρωτεϊνών Ank και του 

δείγµατος ελέγχου (F6,53 = 40,95; P < 0,0001). Η µείωση των επιπέδων έκφρασης των 

Ank8 και Ank4, δηλαδή των πρωτεϊνών που είχαν δείξει την εντονότερη αναστολή στη 

µεταγωγή του σήµατος (εικόνα 26), οδήγησε και στη µείωση της επιφερόµενης αναστολής 

της φωταύγειας από 60% σε 31% για την Ank8 και από 53% σε 44% για την Ank4 (εικόνα 

27Β). Οµοίως, η µείωση των επιπέδων της Ank1 οδήγησε στην πλήρη εξάλειψη της 

µερικής αναστολής που είχε δείξει προηγουµένως (εικόνες 26Α και 27Β). Οι πρωτεΐνες 

που εµφανίζουν συστηµατικά χαµηλή έκφραση, Ank2, Ank7 και Ank9, διατήρησαν 

παρόµοια επίπεδα αναστολής σε σχέση µε τις προηγούµενες λειτουργικές δοκιµές, µε τις 

Ank2 και Ank9 να εµφανίζουν τη µέγιστη αναστολή, 49% και 53%, αντίστοιχα. Συνεπώς, 
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στα λειτουργικά πειράµατα σε συνθήκες παρόµοιων επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών 

Ank του CcBV, όλες οι Ank, µε εξαίρεση την Ank1, επέφεραν αναστολή στη λειτουργία 

του R1d2, µε τη µεγαλύτερη ανασταλτική δράση να επιδεικνύουν οι Ank9 και Ank2 

(εικόνα 27Β).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 27. Η επίδραση έξι πρωτεϊνών Ank του CcBV στη λειτουργικότητα του µεταγραφικού 
παράγοντα R1d2 υπό συνθήκες παρόµοιας έκφρασης. Α. Ανάλυση πυκνοµέτρησης των ζωνών 
που αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες Ank πάνω στις µεµβράνες ανοσοαποτύπωσης κατά Western από 
τα λύµµατα τριών διαφορετικών πειραµάτων. Η πυκνοµέτρηση παρουσιάζεται ως λόγος της 
εκάστοτε πρωτεΐνης Ank ως προς την τουµπουλίνη του ίδιου δείγµατος. Μετά την κανονικοποίηση 
ως προς την τουµπουλίνη φαίνεται ότι τα επίπεδα της Ank1 παραµένουν υψηλότερα από ό,τι για τα 
υπόλοιπα µέλη της οικογένειας. Το ένθεµα παρουσιάζει ενδεικτικά τη µεµβράνη 
ανοσοαποτύπωσης ενός πειράµατος. Τα επίπεδα έκφρασης των Ank σε γενικές γραµµές 
εξοµοιώθηκαν, αν και για τις Ank -7, 9 είναι ελαφρώς χαµηλότερα. Η ανίχνευση των πρωτεϊνών 
έγινε µε το αντίσωµα anti-myc (άνω πλαίσιο), ενώ η τουµπουλίνη χρησίµευσε σαν µάρτυρας για 
τον έλεγχο της φόρτωσης (κάτω πλαίσιο). ∆εξιά εµφανίζονται οι δείκτες µοριακού βάρους. Β. 
Μείωση στη λειτουργία του R1d2, την ενεργή µορφή του Relish1, παρουσία παρόµοιων επιπέδων 
έκφρασης για τις ιικές πρωτεΐνες Ank. Οι ποσότητες των φορέων έκφρασης για τις διαφορετικές 
πρωτεΐνες Ank αναφέρονται στο κεφάλαιο ‘µεθοδολογία’. Η φωταύγεια κάθε δείγµατος 
κανονικοποιήθηκε ως προς τα επίπεδα φθορισµού και στη συνέχεια εκφράστηκε ως ποσοστό της 
κανονικοποιηµένης φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου (C). Το γράφηµα παρουσιάζει τις µέσες 
τιµές (±SE, τυπικό σφάλµα) της ποσοστιαίας κανονικοποιηµένης φωταύγειας από τρία ανεξάρτητα 
πειράµατα, µε τριπλά δείγµατα το καθένα. Τα διαφορετικά γράµµατα πάνω από τις στήλες 
σηµατοδοτούν κυτταρικούς πληθυσµούς µε στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Οι αστερίσκοι 
δηλώνουν το επίπεδο σηµαντικότητας της διαφοράς κάθε πληθυσµού από το δείγµα ελέγχου (*** = 
P < 0,001). 
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3.6.3 Οι πρωτεΐνες Ank επηρεάζουν τη µεταγραφική λειτουργία του R1d2 µε 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο 

Προκειµένου να εξεταστεί κατά πόσο η παρατηρούµενη µείωση στη φωταύγεια 

παρουσία των πρωτεϊνών Ank είναι ειδική, έγιναν πειράµατα µε αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις των πλασµιδίων έκφρασής τους. Στα πειράµατα αυτά, το πλασµίδιο 

pBmA.R1d2 αντικαταστάθηκε από το πλασµίδιο pEA.R1d2.his-glu τo οποίο παρέχει τη 

δυνατότητα αυξηµένης έκφρασης λόγω του ενισχυτή hr3 επιτρέποντας την αύξηση του 

ποσοστού των πλασµιδίων που εκφράζουν τις Ank ανά διαµόλυνση, ενώ η ολική ποσότητα 

του DNA παραµένει η ίδια. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 28, η µεταγραφή του γονιδίου 

αναφοράς αυξάνεται κατά 19 φορές όταν ο R1d2 εκφράζεται από τον φορέα pEA.his-glu 

σε σχέση µε τον φορέα pBmA. Παροδικές διαµολύνσεις χρησιµοποιώντας αυξανόµενες 

ποσότητες του πλασµιδίου pEA.R1d2.his-glu και σταθερή ποσότητα του πλασµιδίου 

αναφοράς CecΒ1.luc επιβεβαίωσαν την εξειδίκευση του µεταγραφικού παράγοντα ως προς 

το πλασµίδιο αναφοράς (εικόνα 29).  

Εικόνα 28. Μεταγραφή του γονιδίου CecΒ1.luc µετά από διαµόλυνση µε τους φορείς 
pBmA.R1d2 ή pEA.R1d2.his-glu. Στη διαµόλυνση χρησιµοποιήθηκε σταθερή ποσότητα ολικού 
DNA ανά βοθρίο, όπου 20% ήταν το pGL3.cec.luc, 10% το pBmbA/EcRE.gfp, 30% το 
pBmA.R1d2 ή το pEA.R1d2.his-glu (στην εικόνα αναφέρεται pEA.R1d2 για συντοµία) και η 
υπόλοιπη ποσότητα συµπληρώθηκε µε pBmA ή µε pEA.pac. Η επαγωγή υπολογίστηκε διαιρώντας 
την κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε δείγµατος µε την αντίστοιχη κυττάρων διαµολυσµένων µε 
άδειο φορέα pBmA (τελευταία στήλη). Oι γραµµές τυπικής απόκλισης υπολογίστηκαν από διπλά 
δείγµατα.  
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Εικόνα 29. Επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου CecΒ1.luc από αυξανόµενες ποσότητες του 
R1d2. Η έκφραση του R1d2 ρυθµίζεται από τον υποκινητή ακτίνης του µεταξοσκώληκα και τον 
ενισχυτή hr3 του βακτροϊού BmNPV. Χρησιµοποιήθηκε σταθερή ποσότητα DNA ανά βοθρίο 
µικροπλακών, όπου το 20% του ολικού DNA ήταν pGL3.cec.luc, το 10% pBmbA/EcRE.gfp, το 
40% pBmA και αυξανόµενες ποσότητες του pEA.R1d2.his-glu. Το µίγµα DNA ανά βοθρίο 
συµπληρώθηκε µε pEA.pac, έτσι ώστε η ολική ποσότητα του ενισχυτή hr3 να παραµένει σταθερή 
ανάµεσα στα διαφορετικά δείγµατα. Οι γραµµές τυπικής απόκλισης υπολογίστηκαν από διπλά 
δείγµατα. 
 

 

Για τα πειράµατα αυξηµένης έκφρασης των ιικών πρωτεϊνών, τα κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο pEA.R1d2.his-glu, τα πλασµίδια αναφοράς και 

κανονικοποίησης, CecB1.luc και pBmbA/EcRE.gfp, και µε αυξανόµενες ποσότητες των 

πλασµιδίων που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες Ank4, Ank8 ή Ank9. Η αυξανόµενη έκφραση 

των πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε ανάλυση κυτταρικών λυµµάτων κατά Western (εικόνα 

30). Αυτή η σειρά πειραµάτων έδειξε ότι υπάρχει δοσοεξαρτώµενη αναστολή της 

µεταγραφικής λειτουργίας του R1d2 από τις τρεις πρωτεΐνες του CcBV (εικόνα 30). Για 

τις Ank4 και Ank9, η στατιστική ανάλυση µε one-way ANOVA έδειξε σηµαντικές 

διαφορές ανάµεσα στις µέσες τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας των κυτταρικών 

πληθυσµών µε διαφορετικές ποσότητες πρωτεϊνών Ank (F3,26 = 22,19; P < 0,0001 για τις 

δοκιµασίες δοσοεξάρτησης µε την Ank4 και F3,23 = 6,271; P = 0,0029 για τις δοκιµασίες µε 

την Ank9). ‘Οσον αφορά στα δείγµατα αυξανόµενης έκφρασης της πρωτεΐνης Ank8, τα 

αποτελέσµατα αναλύθηκαν µε τη δοκιµασία Kruskal-Wallis (KW statistic = 31,74) καθώς 

παρουσίασαν µεγάλες τυπικές αποκλίσεις. Αυτή η ανάλυση επεσήµανε σηµαντικές 

διαφορές ανάµεσα στις εξεταζόµενες διάµεσες τιµές κανονικοποιηµένης φωταύγειας µε P 

value < 0,0001. Και για τις τρεις σειρές πειραµάτων, ακολούθησαν δοκιµασίες post hoc 

που εντόπισαν τις στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στα δείγµατα ελέγχου και τα 
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δείγµατα µε τα δύο υψηλότερα ποσοστά κάθε πρωτεΐνης (εικόνα 30: 25%, 50% για την 

Ank4, 50%, 75% για τις Ank8 και Ank9). 

 

 
Εικόνα 30. Ειδική αναστολή της λειτουργίας του R1d2 από τις πρωτεΐνες Ank4, Ank8 και 
Ank9. Κύτταρα Hi5 συνδιαµολύνθηκαν µε αυξανόµενες ποσότητες πλασµιδίων που εκφράζουν τις 
Ank -4, 8 ή 9 µαζί µε το πλασµίδιο αναφοράς pGL3.cecΒ1.luc, το πλασµίδιο κανονικοποίησης 
pBmbA/EcRE.gfp και το πλασµίδιο pEA.R1d2.his-glu. Η κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε 
δείγµατος εκφράζεται ως ποσοστό της αντίστοιχης φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου (µηδενικό 
ποσοστό πλασµιδίου έκφρασης Ank). Στα Α και Γ παρουσιάζονται οι µέσες τιµές (±SE) της 
ποσοστιαίας κανονικοποιηµένης φωταύγειας από τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Στο Β 
απεικονίζονται οι διάµεσες τιµές (±IQR) από τέσσερα ανεξάρτητα πειράµατα. Και στα τρία 
γραφήµατα, πληθυσµοί που διαφέρουν σηµαντικά ως προς το ποσοστό κανονικοποιηµένης 
φωταύγειας φέρουν διαφορετικά γράµµατα. Οι αστερίσκοι δηλώνουν το επίπεδο σηµαντικότητας 
της διαφοράς κάθε πληθυσµού από το δείγµα ελέγχου (* = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 
0,001). Στο κάτω µέρος κάθε γραφήµατος παρουσιάζεται η ανίχνευση της αυξανόµενης έκφρασης 
των πρωτεϊνών Ank, σηµασµένων µε τον επίτοπο myc-his, µετά από ανοσοαποτύπωση κατά 
Western.  
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3.7 Σύνοψη-Συµπεράσµατα κεφαλαίου 

 
Για τη διερεύνηση της επίδρασης των πρωτεϊνών Ank του ιού CcBV σε 

µεταγραφικούς παράγοντες Rel/NF-κΒ, µελετήθηκαν οι µεταγραφικοί παράγοντες RelB 

και Relish1 του µεταξοσκώληκα B. mori, που λειτουργούν στις σηµατοδοτικές οδούς Toll 

και Imd, αντίστοιχα. Η έκφραση του RelB, του πλήρους Relish1 και της ενεργής 

µεταλλαγµένης µορφής του Relish1 (R1d2) πιστοποιήθηκε σε κυτταρικά εκχυλίσµατα 

µετά από παροδική διαµόλυνση κυττάρων Hi5. Στα πλαίσια ελέγχου της λειτουργικότητας 

των παραγόντων αυτών πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ελέγχου για τη βελτιστοποίηση 

του πειραµατικού συστήµατος, στα οποία χρησιµοποιήθηκε ο παράγοντας RelB σε 

συνδυασµό µε το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc. Από τα πειράµατα αυτά προκύπτει ότι ο 

RelB επάγει το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc µόνο σε µία από τρεις κυτταρικές σειρές 

Λεπιδοπτέρων που εξετάστηκαν, στην κυτταρική σειρά Hi5. Κατά συνέπεια, αυτή 

επιλέχτηκε ως κατάλληλη σειρά για τη διεξαγωγή των επόµενων πειραµάτων. Επιπλέον, 

ως παράγοντας κανονικοποίησης επιλέχθηκε ο φθορισµός, σε αντίθεση µε τη φωταύγεια 

που παράγεται από τη λουσιφεράση Renilla διότι τεκµηριώθηκε ότι η τελευταία 

επηρεάζεται από τον RelB. Στην τελικά διαµορφωµένη πειραµατική διάταξη 

πιστοποιήθηκε ότι το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc επάγεται πέντε φορές από τον 

µεταγραφικό παράγοντα RelB. 

Όσον αφορά στο µεταγραφικό παράγοντα Relish1 που δρα στην οδό Imd, 

χρησιµοποιήθηκαν κατά Gram- βακτηριακοί λιποπολυσακχαρίτες προκειµένου να 

ενεργοποιήσουν τον συγκεκριµένο παράγοντα. Παρατηρήθηκε πως τα κύτταρα Hi5 ήταν 

δεκτικά στους λιποπολυσακχαρίτες, αφού αυτοί προκάλεσαν αύξηση στην εκλυόµενη 

φωταύγεια, ωστόσο το µόριο Relish1 δεν ενεργοποιήθηκε, καθώς δεν προκάλεσε 

περαιτέρω αύξηση της φωταύγειας ούτε ανιχνεύτηκε η ενεργός µορφή του. Η µη 

ενεργοποίηση του Relish1 πιθανώς οφείλεται στην έλλειψη κάποιων απαραίτητων 

ενδιάµεσων παραγόντων της οδού µεταγωγής σήµατος Imd στη συγκεκριµένη κυτταρική 

σειρά. Αντίθετα, η µεταλλαγµένη, ενεργή µορφή του Relish1, R1d2, προκάλεσε υψηλή 

επαγωγή της φωταύγειας από το πλασµίδιο αναφοράς CecB1.luc. Έτσι, χρησιµοποιήθηκε ο 

συστατικά ενεργός R1d2 ως µεταγραφικός ρυθµιστής προκειµένου να εξεταστεί η 

επίδραση των ιικών πρωτεϊνών Ank στην οδό Imd. 

Στα πλαίσια των λειτουργικών πειραµάτων, παρατηρήθηκε µεγάλη ετερογένεια στα 

επίπεδα έκφρασης των έξι ιικών πρωτεϊνών επαναλήψεων αγκυρίνης, µε την Ank9 να έχει 
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ιδιαίτερα χαµηλή έκφραση, τις Ank -2, 7 λίγο υψηλότερη και τις Ank -1, 4 και 8 αρκετά 

υψηλή. Στα πειράµατα διαµόλυνσης µε το πλασµίδιο αναφοράς Att.luc και το πλασµίδιο 

έκφρασης του RelB, στατιστικά σηµαντική µείωση στη µεταγραφική ενεργότητα του RelB 

παρατηρήθηκε µόνο στα κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη Ank2. Η µείωση αυτή είναι 

ειδική, καθώς αυξανόµενη έκφραση της Ank2 επιφέρει αυξανόµενη αναστολή της 

µεταγραφικής λειτουργίας του RelB. ∆εδοµένης της απουσίας ερεθίσµατος από κατά 

Gram+ βακτήρια, πιθανολογείται ότι η προσθήκη µικροβιακού ερεθίσµατος ενδεχοµένως 

να είχε ενεργοποιήσει περαιτέρω τον µεταγραφικό παράγοντα RelB και επιπλέον µέλη της 

οικογένειας να είχαν παρουσιάσει ανασταλτική δράση σε αυτόν.  

Όσον αφορά στις διαµολύνσεις µε το πλασµίδιο έκφρασης του µεταγραφικού 

παράγοντα R1d2 και το πλασµίδιο αναφοράς CecB1.luc, διαπιστώθηκε ότι οι πρωτεΐνες 

Ank2, Ank4, Ank7, Ank8 και Ank9 έχουν στατιστικά σηµαντική επίδραση στη 

µεταγραφική ενεργότητα του R1d2. Μετά από σχετική εξοµοίωση των επιπέδων έκφρασης 

των διαφορετικών Ank, πραγµατοποιήθηκαν εκ νέου οι λειτουργικές δοκιµασίες. Για τα 

µέλη της οικογένειας µε εξορισµού υψηλή έκφραση, όπως οι Ank4 και Ank8, η µείωση 

των επιπέδων έκφρασής τους οδήγησε σε µείωση της επίδρασής τους στα επίπεδα της 

φωταύγειας. Αντίθετα, τα µέλη µε συστηµατικά χαµηλή έκφραση, Ank2, Ank7 και Ank9, 

διατήρησαν παρόµοια επίπεδα αναστολής. Συνολικά, οι πρωτεΐνες Ank -2, -4, -7, -8 και -9 

επέφεραν µείωση στην ενεργότητα του R1d2. Παροδικές διαµολύνσεις µε αυξηµένες 

ποσότητες πλασµιδίων έκφρασης των πρωτεϊνών Ank4, Ank8 και Ank9 πιστοποίησαν τη 

δοσοεξαρτώµενη και ειδική αναστολή της µεταγραφικής λειτουργίας του R1d2 από τις 

τρεις πρωτεΐνες.  

∆εδοµένων των παραπάνω αποτελεσµάτων, συµπεραίνεται ότι οι πρωτεΐνες 

επαναλήψεων αγκυρίνης του CcBV επιδρούν στις δύο κύριες σηµατοδοτικές οδούς της 

εγγενούς ανοσίας των Λεπιδοπτέρων in vitro. ∆εδοµένου ότι µόνο µία Ank αναστέλλει τον 

µεταγραφικό παράγοντα RelB, ενώ, µε εξαίρεση την Ank1, όλες οι Ank αναστέλλουν τον 

R1d2, συµπεραίνεται ότι οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες παρεµβάλλονται κυρίως στην οδό 

µεταγωγής σήµατος Imd. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: Βιοχηµική και ανοσοκυτταροχηµική ανάλυση των 

πρωτεϊνών Ank  

 

4.1 Αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Ank4 και Ank8 του CcBV µε τον παράγοντα Relish1 

του B. mori 

 
Έχοντας υπόψιν την επίδραση των πρωτεΐνών επαναλήψεων αγκυρίνης του CcBV 

στη µεταγραφική λειτουργία του παράγοντα R1d2 του B. mori, εξετάστηκε η πιθανότητα 

αλληλεπίδρασης ανάµεσα στις ιικές πρωτεΐνες και τον συγκεκριµένο µεταγραφικό 

παράγοντα. Από τις έξι ιικές πρωτεΐνες, επιλέχθηκαν δύο, οι Ank4 και Ank8, καθώς αυτά 

τα δύο µέλη της οικογένειας αφενός παρεµπόδισαν τη λειτουργικότητα του παράγοντα 

R1d2 και αφετέρου εκφράζονται σε ικανοποιητικά επίπεδα ώστε να ανιχνεύονται εύκολα 

(βλ. εικόνες 24Α και 26Γ, ∆). 

4.1.1 Πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης 

Αρχικά, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης σε κυτταρικά 

εκχυλίσµατα κυττάρων Ηi5 που είχαν διαµολυνθεί µε φορείς που εκφράζουν τις πρωτεΐνες 

Ank4 ή Ank8, σηµασµένες µε τους επιτόπους myc και 6xHis, και τον µεταγραφικό 

παράγοντα R1d2, σηµασµένο µε τον επίτοπο glu. Η ανοσοκατακρήµνιση δοκιµάστηκε και 

προς τις δύο κατευθύνσεις, δηλαδή τόσο µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου glu, για την 

ανίχνευση του µεταγραφικού παράγοντα R1d2, όσο και µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου 

myc, για την ανίχνευση των πρωτεϊνών Ank4 ή Ank8. Τα ανοσοσύµπλοκα αναλύθηκαν µε 

ανοσοαποτύπωση όπως φαίνεται στην εικόνα 31 (παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα µόνο 

για το συνδυασµό Ank4.myc-his µε R1d2.his-glu, αλλά παρόµοια αποτελέσµατα 

προέκυψαν και για το συνδυασµό Ank8.myc-his µε R1d2.his-glu). Η ανοσοκατακρήµνιση 

της εκάστοτε πρωτεΐνης-δολώµατος έγινε επιτυχώς αλλά για καµία από αυτές δεν 

ανιχνεύτηκε η πρωτεΐνη-θήραµα. 
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Εικόνα 31. Πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης της πρωτεΐνης R1d2.his-glu και της 
πρωτεΐνης Ank4.myc-his. Α. Κύτταρα Hi5 διαµολύνθηκαν µε φορείς που εκφράζουν την ιική 
πρωτεΐνη και τον µεταγραφικό παράγοντα (1), µόνο την ιική πρωτεΐνη (2) ή καµία εκ των δύο 
πρωτεϊνών (3). Τα λύµµατα των κυττάρων επωάστηκαν µε αντίσωµα anti-glu και µίγµα σφαιριδίων 
αγαρόζης συνδεδεµένων µε πρωτεΐνη Α και πρωτεΐνη G. Ακολούθησε φυγοκέντρηση, το 
υπερκείµενο της οποίας αποτελεί τα flowthroughs. Μετά από πλύσεις των σφαιριδίων έγινε 
έκλουση των πρωτεϊνών µε SDS sample buffer και ανοσοαποτύπωση κατά Western. Τα δείγµατα 
(2) και (3) χρησίµευσαν ως αρνητικοί µάρτυρες. *: Ειδική ζώνη του R1d2. Β. Κύτταρα Hi5 
διαµολύνθηκαν µε φορείς που εκφράζουν την ιική πρωτεΐνη Ank4 και τον µεταγραφικό παράγοντα 
(1), µόνο τον µεταγραφικό παράγοντα (2) ή καµία από τις δύο πρωτεΐνες (3). Τα λύµµατα των 
κυττάρων επωάστηκαν µε αντίσωµα anti-myc και µίγµα σφαιριδίων αγαρόζης πρωτεΐνης Α - 
πρωτεΐνης G. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται στο Α. 
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4.1.2 Πειράµατα ανίχνευσης πρωτεϊνικών συµπλόκων µε χρωµατογραφία συγγένειας (pull-

down assays) 

Η πιθανή αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών Ank4 και Ank8 του CcBV µε τον 

R1d2 εξετάστηκε επίσης και µε την τεχνική της συγκατακρήµνισης µε σφαιρίδια 

αγαρόζης-Ni-NTA, δηλαδή σφαιρίδια µε προσθήκη Nickel Nitrilo-triacetic Acid (Ni-

NTA). Καθώς οι δύο ιικές πρωτεΐνες φέρουν σήµανση myc και 6xHis είναι δυνατή η 

πρόσδεσή τους σε σφαιρίδια αγαρόζης επικαλυµµένα µε νικέλιο, χάρη στη συγγένεια που 

παρουσιάζουν οι ιστιδίνες για το νικέλιο. Εξετάστηκε αν και ο παράγοντας R1d2, 

σηµασµένος µε τον επίτοπο flag, προσδένεται στα σφαιρίδια αγαρόζης µέσω των ιικών 

πρωτεϊνών. Όπως φαίνεται στην εικόνα 32Α, µία ποσότητα του flag.R1d2 προσδένεται και 

εκλούεται από τα σφαιρίδια αγαρόζης µε µη ειδικό τρόπο, αφού ανιχνεύεται στο προϊόν 

έκλουσης και του αρνητικού µάρτυρα (απουσία πρωτεϊνών Ank). Όπως και στα πειράµατα 

συνανοσοκατακρήµνισης, έτσι και στα πειράµατα συγκατακρήµνισης δεν επιβεβαιώνεται 

in vitro αλληλεπίδραση µεταξύ των Ank4 ή Ank8 µε τον ενεργό µεταγραφικό παράγοντα 

R1d2. Το γεγονός αυτό πιθανά οφείλεται στην παρουσία του R1d2 στον πυρήνα, όπως 

επιβεβαιώνεται και από πειράµατα ανοσοφθορισµού που παρουσιάζονται παρακάτω, ενώ 

οι Ank4 και Ank8 εντοπίζονται κατά κύριο λόγο στο κυτταρόπλασµα και δευτερευόντως 

στον πυρήνα, µε αποτέλεσµα να είναι δύσκολη η ανίχνευση τυχόν αλληλεπίδρασής τους. 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε η πιθανή αλληλεπίδραση των δύο ιικών πρωτεϊνών 

Ank4.myc-his και Ank8.myc-his µε τον πλήρους µήκους µεταγραφικό παράγοντα Relish1 

του µεταξοσκώληκα, καθώς η µικροσκοπική παρατήρηση έδειξε ότι ο Relish1 εντοπίζεται 

στο κυτταρόπλασµα (εικόνα 35Α). Ο Relish1, που φέρει τον επίτοπο flag στο αµινοτελικό 

του άκρο, συνεκφράστηκε µε κάθε µία από τις δύο ιικές πρωτεΐνες στον ίδιο πληθυσµό 

κυττάρων. Τα αποτελέσµατα στην εικόνα 32Β παρουσιάζουν την αλληλεπίδραση των δύο 

πρωτεϊνών Ank4.myc-his και Ank8.myc-his µε τον παράγοντα flag.Relish1, ο οποίος 

ανιχνεύεται στα προϊόντα έκλουσης από τα σφαιρίδια µόνο παρουσία των Ank4 ή Ank8, 

ενώ δεν ανιχνεύεται στο δείγµα αρνητικού µάρτυρα απουσία αυτών. Η χαµηλή ένταση του 

σήµατος για τον Relish1, ωστόσο, υποδηλώνει ότι η αλληλεπίδραση αυτή ενδεχοµένως 

είναι ασθενής ή παροδική.  

Η αλληλεπίδραση των Ank4 και Ank8 µε τον παράγοντα Relish1, σε συνδυασµό µε 

την αναστολή που οι πρωτεΐνες Ank επιφέρουν στη µεταγραφική ενεργότητα του R1d2, 
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Α 

Β 

καθιστά πιθανή την αλληλεπίδραση των δύο ιικών πρωτεϊνών µε τον ενεργό µεταγραφικό 

παράγοντα R1d2, παρά το γεγονός ότι αυτή δεν ανιχνεύτηκε πειραµατικά. 

 

Εικόνα 32. Πειράµατα ανίχνευσης συµπλόκων των πρωτεϊνών Ank4, Ank8 µε τις δύο µορφές 
του µεταγραφικού παράγοντα Relish1. Κάθε µία από τις δύο πρωτεΐνες του CcBV, Ank4 και 
Ank8, σηµασµένες µε τον επίτοπο myc-his συνεκφράστηκε σε κύτταρα Hi5 µαζί µε την 
ελλειµµατική (Α) ή την πλήρη µορφή (Β) του παράγοντα Relish1. Και οι δύο µορφές του Relish1 
φέρουν τον επίτοπο flag. Τα κυτταρικά λύµµατα επωάστηκαν µε σφαιρίδια αγαρόζης-Ni-NTA και 
οι πρωτεΐνες εκλούστηκαν µε περίσσεια ιµιδαζολίου. Οι παράγοντες flag.R1d2 και flag.Relish1 
ανιχνεύτηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας το αντίσωµα anti-flag, ενώ οι 
πρωτεΐνες Ank.myc-his ανιχνεύθηκαν µε το αντίσωµα anti-myc. Ο flag.R1d2 συγκατακρηµνίζεται 
µη ειδικά (Α), ενώ ο flag.Relish1 συγκατακρηµνίζεται µε ειδικό τρόπο (Β). 
 

4.2 Ανοσοφθορισµός 

4.2.1 Υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών Ank 

Η ανίχνευση του υποκυτταρικού εντοπισµού µιας πρωτεΐνης προσφέρει στοιχεία 

για την ερµηνεία της λειτουργίας της. Για το λόγο αυτό πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ανοσοφθορισµού σε κυτταροκαλλιέργειες που εκφράζουν εξωγενώς τις πρωτεΐνες Ank, µε 

σκοπό να διερευνηθεί τόσο ο υποκυτταρικός εντοπισµός των συγκεκριµένων πρωτεϊνών, 

όσο και η πιθανότητα αλληλεπίδρασής τους µε τους µεταγραφικούς παράγοντες των 

λειτουργικών πειραµάτων. Παρατήρηση τόσο µε µικροσκοπία φθορισµού, όσο και µε 
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συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης έδειξε ότι οι πρωτεΐνες CcBV Ank παρουσιάζουν 

διαφορετικό πρότυπο υποκυτταρικής κατανοµής και κατανέµονται στο κυτταρόπλασµα ή 

τον πυρήνα, ενώ ορισµένες ιικές πρωτεΐνες ανιχνεύτηκαν και στην πυρηνική µεµβράνη 

(εικόνες 33, 34). Συγκεκριµένα, οι πρωτεΐνες Ank1 και Ank2 βρέθηκαν να εντοπίζονται 

σχεδόν αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα (96% και 99%, αντίστοιχα), οι πρωτεΐνες Ank4 

και Ank8 ανιχνεύτηκαν κυρίως στο κυτταρόπλασµα (72% και 49%, αντίστοιχα) αλλά και 

στον πυρήνα (14% και 27%, αντίστοιχα) ή την πυρηνική µεµβράνη (14% και 24%, 

αντίστοιχα), ενώ η Ank7 βρέθηκε να εντοπίζεται σε όλο το κύτταρο µε µεγαλύτερη ένταση 

στον πυρήνα (πίνακας 8). Η Ank9, η µόνη από τις εξεταζόµενες πρωτεΐνες µε 

προβλεπόµενο σήµα πυρηνικού εντοπισµού, ήταν το µέλος της οικογένειας µε τη 

µεγαλύτερη συχνότητα πυρηνικής εµφάνισης (54%). Παράλληλα, σε ορισµένες 

περιπτώσεις παρατηρήθηκε η εµφάνιση συσσώρευσης των ιικών πρωτεϊνών σε φθορίζοντα 

κοκκία, φαινόµενο που χαρακτήρισε κυρίως την πρωτεΐνη Ank2, όπως φαίνεται και στην 

εικόνα 33. 

  

 
Κυτταρόπλασµα 

(%) 
Πυρήνας 

(%) 

Πυρηνική 
µεµβράνη και 
κυττ/σµα (%) 

Ank1 (n=399) 96 2 2  

Ank2 (n=101) 99 1 - 

Ank4 (n=572) 72 14 14 

 Ank7 (n=39)   80* 15 5 

Ank8 (n=143) 49 27 24 

 Ank9 (n=52) 36 54 10 

 

Πίνακας 8. Ποσοτικοποίηση της υποκυτταρικής κατανοµής των πρωτεϊνών Ank του CcBV σε 
κύτταρα Hi5. Η ποσοτικοποίηση έγινε µε τη µέτρηση του συνολικού αριθµού κυττάρων "n" που 
εκφράζουν την εκάστοτε πρωτεΐνη και µε επιλογή τυχαίων πεδίων από φωτογραφίες µικροσκοπίας 
φθορισµού. Τα ποσοστά αναφέρονται στην υποκυτταρική κατανοµή της κάθε πρωτεΐνης Ank. Για 
τις Ank7 και Ank9 µετρήθηκε µικρότερος αριθµός κυττάρων εξαιτίας των χαµηλών επιπέδων 
έκφρασής τους. *, βάσει συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης, η Ank7 εντοπίζεται ταυτόχρονα 
τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα.  
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Εικόνα 33. Υποκυτταρική κατανοµή των πρωτεϊνών Ank του CcBV. Οι σηµασµένες µε τον 
επίτοπο myc πρωτεΐνες εκφράστηκαν στην κυτταρική σειρά Hi5. Η ανίχνευση του επιτόπου myc 
έγινε µε τα αντισώµατα anti-myc και anti-mouse-FITC (πράσινη χρώση). Για τη χρώση της 
περιφέρειας των κυττάρων που εκφράζουν τις Ank -2, 7, 8 και 9 χρησιµοποιήθηκε η φαλλοϊδίνη-
ροδαµίνη (κόκκινη χρώση), ενώ στα κύτταρα που εκφράζουν τις Ank1 και Ank4 χρησιµοποιήθηκε 
η χρωστική WGA-Τexas Red (κόκκινη χρώση), η οποία βάφει την κυτταρική µεµβράνη και εν 
µέρει την πυρηνική µεµβράνη. Η παρατήρηση έγινε µε συνεστιακό µικροσκόπιο σάρωσης και οι 
κλίµακες αντιστοιχούν σε 200 µm.  

Εικόνα 34. ∆ιαδοχικές τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας από κύτταρα Hi5 που εκφράζουν τις 
πρωτεΐνες Ank. Οι πρωτεΐνες φέρουν τον επίτοπο myc και έχουν ανιχνευθεί µε το αντίσωµα myc 
όπως στην εικόνα 33. Στις δύο πρώτες στήλες ανιχνεύεται µε κόκκινο η κυτταρική µεµβράνη µετά 
από χρώση µε WGA-Τexas Red, ενώ στη δεξιά πλευρά ανιχνεύονται µε κόκκινο οι πυρήνες των 
κυττάρων µετά από χρώση µε propidium iodide. Οι κλίµακες αντιστοιχούν σε 200 µm. 

Αnk8 Αnk9 Ank7 Ank2 Ank4 Ank1 



 127 

4.2.2 Εντοπισµός των µεταγραφικών παραγόντων Relish1, R1d2 και RelB του B. mori 

Παράλληλα µε τις ιικές πρωτεΐνες, εξετάστηκε η υποκυτταρική κατανοµή των 

µεταγραφικών παραγόντων που χρησιµοποιήθηκαν στα λειτουργικά πειράµατα, δηλαδή 

του Relish1 στις δύο του µορφές (πλήρους µήκους Relish1 και ενεργό τµήµα R1d2) και 

του RelB. Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες Relish1, R1d2 και RelB, σηµασµένες µε τον 

επίτοπο flag, εκφράστηκαν σε κύτταρα Hi5 και ανιχνεύθηκαν µε τη χρήση πολυκλωνικού 

αντισώµατος anti-flag. Όπως ήταν αναµενόµενο από την κατανοµή του ορθόλογου Relish 

της D. melanogaster (Stoven et al. 2000; Wiklund et al. 2009), ο πλήρους µήκους 

παράγοντας BmRelish1 εµφανίζεται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα (εικόνα 35Α), 

γεγονός που συνάδει µε την απουσία µεταγραφικής ενεργότητας. Αντίθετα, η ενεργός 

µεταλλαγµένη µορφή του, R1d2, εµφανίζεται στον πυρήνα (εικόνα 35Α), σε συµφωνία µε 

την ύπαρξη της µεταγραφικής ενεργότητας που δείχτηκε σε αυτήν τη διατριβή και σε 

προηγούµενες µελέτες (Tanaka et al. 2007; Tanaka et al. 2009), αλλά και σε συµφωνία µε 

την κατανοµή του ενεργού τµήµατος του DmRelish, όπως έχει δειχθεί σε κυτταρικές 

σειρές της Drosophila (Stoven et al. 2000; Wiklund et al. 2009). Εντούτοις, σε περιπτώσεις 

που τα κύτταρα βρίσκονταν σε µίτωση, ο R1d2 βρέθηκε µετατοπισµένος στο 

κυτταρόπλασµα λόγω της αποδιάταξης της πυρηνικής µεµβράνης. Για τον δεύτερο 

µεταγραφικό παράγοντα, τον RelB, παρατηρήθηκε κυρίως κυτταροπλασµατική κατανοµή, 

ενώ µε συγκέντρωση Triton-X 100 0,2%, η πρωτεΐνη ανιχνεύθηκε επίσης σε µικρό 

ποσοστό και στον πυρήνα των κυττάρων, όπου και επιτελεί τη µεταγραφική του λειτουργία 

(εικόνα 35Β). Το γεγονός ότι ο RelB βρίσκεται στον πυρήνα λίγων µόνο κυττάρων (~12%) 

πιθανώς σχετίζεται µε την απουσία εξωτερικού ερεθίσµατος, που θα οδηγούσε σε πλήρη 

ενεργοποίηση, και εξηγεί τη µικρότερη, ως προς τον παράγοντα R1d2, επαγωγή της 

µεταγραφής του γονιδίου αναφοράς στα λειτουργικά πειράµατα.  
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Εικόνα 35. Υποκυτταρικός 
εντοπισµός των µεταγραφικών 
παραγόντων Relish1, R1d2 και RelB 
σε κύτταρα Hi5. Εικόνες 
µικροσκοπίας επιφθορισµού. 
∆ιακρίνονται οι πυρήνες των 
κυττάρων µετά από χρώση µε DAPI 
(µπλε χρώµα, πρώτη στήλη) ή οι 
σηµασµένοι µε τον επίτοπο flag 
µεταγραφικοί παράγοντες µετά από 
ανίχνευση µε τα αντισώµατα anti-flag 
και anti-rabbit Alexa 568 (κόκκινο 
χρώµα, δεύτερη στήλη). Για τη 
διάτρηση των κυττάρων που 
εκφράζουν τους flag.Relish1 ή 
flag.R1d2 χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 
0,1 % TritonX-100 σε PBS (Α), ενώ 
στα κύτταρα που εκφράζουν τον 
flag.RelB η διάτρηση έγινε µε 0,1 ή 
0,2 % TritonX-100 (Β).  

 

 

 

 

4.2.3 Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Ank σε συνδυασµό µε τους µεταγραφικούς παράγοντες 
του B. mori  

Σε πειράµατα συνδιαµόλυνσης όπου συνεκφράστηκε ο παράγοντας R1d2 µε 

καθεµία από τις πέντε ιικές πρωτεΐνες Ank1, Ank2, Ank4, Ank8 και Ank9 παρατηρήθηκε 

µε συνεστιακή µικροσκοπία φθορισµού ότι, από τις εξεταζόµενες πρωτεΐνες, οι Ank4, 

Ank8 και Ank9 εµφανίζουν µερικό συνεντοπισµό µε τον R1d2 στον πυρήνα, ενώ οι Ank1 

και Ank2 δε συνεντοπίζονται µε τον µεταγραφικό παράγοντα (εικόνα 36). Ο 

συνεντοπισµός των πρωτεΐνών Ank -4, 8 και 9 µε τον R1d2 στον πυρήνα δείχνει ότι η 

προκαλούµενη από αυτές αναστολή της λειτουργικότητάς του θα µπορούσε να εντοπίζεται 

στον πυρήνα των κυττάρων. Αντίθετα, για την πρωτεΐνη Ank2 η αναστολή της λειτουργίας 

του µεταγραφικού παράγοντα R1d2 χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. 
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Εικόνα 36. Συνέκφραση των πρωτεϊνών Ank του CcBV µε τον µεταγραφικό παράγοντα R1d2 
του µεταξοσκώληκα σε κύτταρα Hi5. Ο παράγοντας R1d2 σηµασµένος µε τον επίτοπο flag 
συνεκφράστηκε µε τις Ank1, Ank2, Ank4, Ank8 και Ank9 σηµασµένες µε τον επίτοπο myc. Η 
ανίχνευση των πυρήνων έγινε µε χρώση TO-PRO-3 iodide και µπλε ψευδοχρωµατισµό (πρώτη 
στήλη). Οι Ank-myc ανιχνεύθηκαν µε anti-myc και anti-mouse-FITC (πράσινη χρώση, δεύτερη 
στήλη), ενώ ο flag.R1d2 ανιχνεύθηκε µε πολυκλωνικό anti-flag και anti-rabbit-Alexa 568 (κόκκινη 
χρώση, τρίτη στήλη). Στην τελευταία στήλη παρουσιάζεται η επικάλυψη των τριών χρώσεων. Τα 
βέλη δείχνουν κύτταρα µε χαρακτηριστικό συνεντοπισµό Ank και R1d2. Η παρατήρηση έγινε µε 
συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης και οι κλίµακες αντιστοιχούν σε 200 µm.  
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Η συνέκφραση κάθε µιας από τις τρεις πρωτεΐνες Ank, Ank -1, 2 και 4, µε τον 

µεταγραφικό παράγοντα RelB εµφάνισε συνεντοπισµό των ιικών πρωτεϊνών µε τον 

µεταγραφικό παράγοντα στο κυτταρόπλασµα (εικόνα 37). Για τις Ank1 και Ank2 ο 

συνεντοπισµός µε τον συγκεκριµένο µεταγραφικό παράγοντα επιβεβαιώθηκε και µε 

συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης (εικόνα 38). Το γεγονός αυτό µπορεί να υποδηλώνει 

ότι η Ank2, η µόνη από τις πρωτεΐνες Ank που βρέθηκε να αναστέλλει τη λειτουργία του 

RelB, αλληλεπιδρά µε τον RelB στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων. 
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Εικόνα 37. Υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών Ank µε τον µεταγραφικό παράγοντα 
RelB. Ο συνεντοπισµός του µεταγραφικού παράγοντα flag.RelB µε τις Ank1, Ank2 ή Ank4 
εµφανίζεται στο κυτταρόπλασµα. Οι εικόνες προέρχονται από µικροσκοπία επιφθορισµού. Η 
ανίχνευση των πυρήνων έγινε µε τη χρωστική DAPI (µπλε χρώση, πρώτη στήλη), η ανίχνευση των 
Ank.myc έγινε µε τα αντισώµατα anti-myc και anti-mouse-FITC (πράσινη χρώση, δεύτερη στήλη), 
ενώ ο flag.RelB ανιχνεύτηκε µε πολυκλωνικό anti-flag και anti-rabbit-Alexa 568 (κόκκινη χρώση, 
τρίτη στήλη). Η επικάλυψη δύο χρωµάτων φαίνεται στην τελευταία στήλη.  
 
 

 
Εικόνα 38. Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Ank1 και Ank2 µε τον µεταγραφικό παράγοντα 
RelB στο κυτταρόπλασµα Hi5 κυττάρων. Η ανίχνευση του RelB σηµασµένου µε τον επίτοπο 
flag και των Ank σηµασµένων µε τον επίτοπο myc έγινε όπως στην εικόνα 37, αλλά η παρατήρηση 
των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε µε συνεστιακή µικροσκοπία. Η επικάλυψη των χρώσεων από την 
ανίχνευση των πρωτεϊνών Ank και του παράγοντα RelB παρουσιάζεται στην τελευταία στήλη. Οι 
κλίµακες αντιστοιχούν σε 200 µm.  
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4.3 Πρωτεόλυση των πρωτεϊνών Ank του CcBV 
 

Η συστηµατικά χαµηλή έκφραση ορισµένων µελών της οικογένειας, όπως οι Ank2, 

Ank7 και Ank9 (εικόνες 24Α, 26Γ και 26∆), καθώς και η παρουσία φθορίζοντων κοκκίων, 

στα οποία συσσωρεύονται ορισµένες από τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες Ank, ιδιαιτέρως 

η πρωτεΐνη Ank2 (εικόνες 33, 38), µας οδήγησαν στην υπόθεση ότι κάποια από τα µέλη 

της οικογένειας των Ank ενδεχοµένως υφίστανται πρωτεοσωµική αποικοδόµηση και ότι τα 

φθορίζοντα κοκκία αποτελούν σηµεία αποικοδόµησής τους. Για να διερευνήσουµε αυτήν 

την υπόθεση, κύτταρα Hi5 διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια έκφρασης pEA.ank.myc-his και 

εξετάστηκαν, µε ανάλυση κατά Western και ανοσοφθορισµό, ως προς την ποσότητα των 

αντίστοιχων εκφραζόµενων πρωτεϊνών παρουσία και απουσία του πρωτεοσωµικού 

αναστολέα MG132 [ή ΖLLLal (Tsubuki et al. 1993)]. Στα πειράµατα ανοσοφθορισµού, 

χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη Αnk2 επειδή αυτή εµφανίζει πιο έντονο το πρότυπο 

συσσώρευσης σε ενδοκυτταρικά κοκκία. Παρατηρήθηκε ότι το πρότυπο αυτό ενισχύθηκε 

παρουσία του αναστολέα του πρωτεοσώµατος MG132 (εικόνα 39Α), γεγονός που 

υποδηλώνει πως, υπό φυσιολογικές συνθήκες, η πρωτεΐνη αποικοδοµείται από το 

πρωτεόσωµα, ενώ παρουσία του MG132 η αποικοδόµησή της καταστέλλεται µε 

αποτέλεσµα η συσσώρευση της Αnk2 στα κυτταροπλασµατικά κοκκία να αυξάνεται. Είναι, 

εποµένως, πιθανό ότι τα παρατηρούµενα κοκκία αποτελούν πράγµατι σηµεία 

πρωτεοσωµικής αποικοδόµησης, αν και δεν µπορεί να αποκλειστεί το ενδεχόµενο να 

αποτελούν ενδιάµεσους σταθµούς στην πορεία της πρωτεΐνης πριν την πρωτεόλυση. Η 

πιθανότητα ταύτισης των παρατηρούµενων κοκκίων µε λυσοσώµατα, που επίσης 

συµµετέχουν στην αποικοδόµηση πρωτεϊνών, αποκλείστηκε αφού, µε τη χρήση ειδικής 

χρώσης για λυσοσώµατα, πιστοποιήθηκε ότι δεν υπάρχει σύµπτωση ανάµεσα σε αυτά και 

τα κοκκία συσσώρευσης της Ank2 (εικόνα 39Β). 

Από την άλλη πλευρά, η ανάλυση κατά Western έδειξε ότι η ποσότητα των 

πρωτεΐνών Ank2 και Ank9 αυξάνεται σηµαντικά παρουσία του πρωτεοσωµικού αναστολέα 

(εικόνα 39Γ), γεγονός που υποδηλώνει ότι υπό συνθήκες παροδικής διαµόλυνσης, απουσία 

του MG132, τα δύο αυτά µόρια πράγµατι αποικοδοµούνται στο πρωτεόσωµα. Αντίθετα, η 

έκφραση των Ank1 και Ank7 φαίνεται ότι δεν επηρεάζεται από τον πρωτεοσωµικό 

αναστολέα (εικόνα 39Γ).  

Για την πρωτεοσωµική αποικοδόµηση µιας πρωτεΐνης υπάρχουν δύο οδοί. Η πρώτη 

περιλαµβάνει την αποικοδόµηση πρωτεϊνών µε περιοχές µη συγκεκριµένης διαµόρφωσης 

(unfolded) από το πρωτεόσωµα 20s (καταλυτική υποµονάδα του πρωτεοσώµατος 26s) 
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χωρίς ουβικιτινυλίωση του υποστρώµατος (Asher et al. 2006). Η δεύτερη, και πιο 

µελετηµένη, περιλαµβάνει την αποικοδόµηση από ολόκληρο το πρωτεόσωµα 26s µετά από 

επαγόµενη σήµανση της πρωτεΐνης-υποστρώµατος µε αλυσίδα πολυουβικιτίνης (Glickman 

and Ciechanover 2002). Ο αναστολέας MG132 αναστέλλει την 20s υποµονάδα (Tsubuki et 

al. 1993), εποµένως επηρεάζει και τις δύο οδούς πρωτεοσωµικής αποικοδόµησης. 

∆εδοµένου ότι µια πληθώρα πρωτεϊνών υφίσταται προσθήκη πολυουβικιτίνης πριν 

οδηγηθεί σε αποικοδόµηση, η µεµβράνη που χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη των 

πρωτεϊνών Ank παρουσία ή απουσία του MG132 επωάστηκε και µε αντίσωµα έναντι της 

ουβικιτίνης, ώστε να ανιχνευθεί µια τυχόν τέτοια τροποποίηση των ιικών πρωτεΐνών. 

Ανιχνεύθηκε, πράγµατι, ουβικιτίνη στο ύψος που αντιστοιχεί στις πρωτεΐνες Αnk1 και 

Ank2 (εικόνα 39Γ), γεγονός που αποτελεί ένδειξη υπέρ της ουβικιτινυλίωσης των δύο 

µορίων. Ωστόσο, η Ank1 παρουσιάζει ουβικιτινυλίωση απουσία του αναστολέα MG132, 

ενώ η Ank2 παρουσία αυτού. Η διαφορική ουβικιτινυλίωση των δύο πρωτεϊνών 

ενδεχοµένως δηλώνει τη διαφορετική ρύθµισή τους. Εξάλλου υπάρχουν πολλοί 

διαφορετικοί τύποι µεταµεταφραστικής τροποποίησης που περιλαµβάνουν το µόριο της 

ουβικιτίνης, όπως η πολλαπλή µονοουβικιτινυλίωση, η πολυουβικιτινυλίωση µε 

οµοτυπικές αλυσίδες ουβικιτίνης, όπου ο πολυµερισµός της γίνεται µέσω της λυσίνης48 

(λυσίνη στη θέση 48 της αµινοξικής ακολουθίας της ουβικιτίνης) οδηγώντας σε 

πρωτεόλυση, η πολυουβικιτινυλίωση µε οµοτυπικές αλυσίδες ουβικιτίνης όπου ο 

πολυµερισµός γίνεται µέσω άλλης λυσίνης, π. χ. της λυσίνης63 (σχετίζεται µε τη µεταγωγή 

σήµατος, την εσωτερίκευση υποδοχέων, την επιδιόρθωση βλαβών του DNA (Keating and 

Bowie 2009)), της λυσίνης33 κλπ ή η πολυουβικιτινυλίωση όπου χρησιµοποιείται 

συνδυασµός καταλοίπων λυσίνης για τη σύνδεση των µορίων της ουβικιτίνης µεταξύ τους 

(Ikeda and Dikic 2008). Εποµένως, οι πρωτεΐνες Αnk1 και Ank2 πιθανόν να φέρουν 

διαφορετικό τύπο ουβικιτινυλίωσης. Στο ύψος της Ank9 δε γίνεται ανίχνευση ουβικιτίνης, 

γεγονός που µπορεί να οφείλεται στην αποικοδόµηση της πρωτεΐνης µέσω οδού που είναι 

ανεξάρτητη από την ουβικιτίνη ή στο γεγονός ότι τα επίπεδα παραγωγής της 

συγκεκριµένης πρωτεΐνης είναι πολύ χαµηλά και οδηγούν σε τεχνική αδυναµία ανίχνευσης 

της ουβικιτίνης. Πάντως, όπως δείχτηκε στο κεφάλαιο 3, η συγκεκριµένη πρωτεΐνη φέρει 

τον υψηλότερο αριθµό προβλεπόµενων θέσεων ουβικιτινυλίωσης. Η αποικοδόµηση της 

Ank9, εποµένως, απαιτεί περαιτέρω ουσιαστική διερεύνηση. 

Συµπερασµατικά, για την Ank2 ο συνδυασµός των πειραµάτων ανοσοφθορισµού 

και ελέγχου της πρωτεϊνικής έκφρασης µε ανοσοαποτύπωση κατά Western δείχνει ότι σε 

συνθήκες υπερέκφρασης, σε κύτταρα Hi5 η πρωτεΐνη αυτή υφίσταται αποικοδόµηση από 
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-ΜG132 +ΜG132 

το πρωτεόσωµα. Το ίδιο φαίνεται να ισχύει και για την πρωτεΐνη Ank9 µε βάση την 

παρατηρούµενη αλλαγή των επιπέδων της µετά την προσθήκη του πρωτεοσωµικού 

αναστολέα. Για τις Ank1 και Ank7 δεν παρατηρήθηκαν ενδείξεις πρωτεοσωµικής 

αποικοδόµησης. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 39. Επίδραση του πρωτεοσωµικού αναστολέα, MG132, στην αποικοδόµηση των 
πρωτεϊνών Ank. Α, Β. Ανοσοφθορισµός Hi5 κυττάρων που εκφράζουν την πρωτεΐνη Ank2 
(πράσινο). Α. ∆ύο υποπληθυσµοί κυττάρων που επωάστηκαν παρουσία και απουσία του 
αναστολέα του πρωτεοσώµατος MG132. Οι ενδοκυτταρικές συσσωρεύσεις της Ank2 
παρουσιάζονται αυξηµένες παρουσία του MG132. Παρατήρηση µε µικροσκόπιο επιφθορισµού. Β. 
Κύτταρα µετά από επώαση µε την κόκκινη, ειδική για λυσοσώµατα χρωστική, LysoTracker, σε 
συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης. Γ. Έκφραση των πρωτεϊνών Ank1, Ank2, Ank7 και Ank9 
σηµασµένων µε τον επίτοπο myc-his. Λύµµατα από διαµολυσµένες κυτταρικές καλλιέργειες, 
απουσία και παρουσία του MG132 για 24 ώρες, ελέγχθηκαν ως προς την ποσότητα των ιικών 
πρωτεΐνών. Η ανίχνευσή τους έγινε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας το anti-
myc αντίσωµα, ενώ για τον έλεγχο της φόρτωσης των δειγµάτων ανιχνεύθηκε η τουµπουλίνη µε το 
αντίσωµα anti-tubulin. Στην ίδια µεµβράνη έγινε και ανίχνευση ουβικιτίνης χρησιµοποιώντας το 
αντίσωµα anti-ubiquitin. ∆εξιά της µεµβράνης παρουσιάζονται οι δείκτες µοριακού βάρους. 

Γ 

Α 

         Ank2                    LysoΤracker              επικάλυψη Β 
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4.4 Συσχέτιση της πρωτεΐνης Ank2 µε τη µιτωτική άτρακτο 
Όπως προαναφέρθηκε, κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων ανοσοφθορισµού, η 

πρωτεΐνη Ank2 συχνά παρουσίασε ιδιαίτερους φαινότυπους κυρίως µε τον σχηµατισµό 

συσσωµατωµάτων στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων που την εκφράζουν. Επιπλέον, σε 

δύο περιπτώσεις διαιρούµενων κυττάρων προέκυψε η ενδιαφέρουσα παρατήρηση 

εντοπισµού της Ank2 σε δοµές που θυµίζουν τη µιτωτική άτρακτο (από τις δύο διαιρέσεις 

η µία έχει σχεδόν ολοκληρωθεί και βρίσκεται στη φάση της κυτοκίνησης, ενώ η δεύτερη 

βρίσκεται σε εξέλιξη, εικόνα 40). Σε αυτές τις περιπτώσεις, η εν λόγω πρωτεΐνη φαίνεται 

να ακολουθεί το πρότυπο των µικροσωληνίσκων της µιτωτικής ατράκτου. Αυτό το εύρηµα 

συνάδει µε αποτελέσµατα από µια άλλη µελέτη, που συσχετίζει την οµόλογη πρωτεΐνη 

επαναλήψεων αγκυρίνης του T. nigriceps bracovirus, TnBV Ank1, µε τους 

µικροσωληνίσκους και την οργάνωση του κυτταροσκελετού (Duchi et al. 2010). 

Περαιτέρω διερεύνηση της σχέσης της πρωτεΐνης Ank2 και των µικροσωληνίσκων µε 

ταυτόχρονη χρώση της Ank2 και πρωτεϊνών που δοµούν τους µικροσωληνίσκους 

(τουµπουλίνη) ή σχετίζονται µε αυτούς και τη µιτωτική άτρακτο (όπως οι πρωτεΐνες-

κινητήρες δυνεΐνη, κινεσίνη) απαιτείται για την επιβεβαίωση του φαινοµένου και την 

κατανόηση της λειτουργίας του συγκεκριµένου ιικού µορίου. 
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*  *  *  *  

*  *  *  *  

* 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 40. Παρουσία της Ank2 στη µιτωτική άτρακτο. Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη Ank2 σε 
κύτταρα Hi5 ανιχνεύτηκε σε σχηµατισµούς που οµοιάζουν µε τη µιτωτική άτρακτο διαιρούµενων 
κυττάρων. Με πράσινο ανιχνεύεται η Ank2, ενώ µε µπλε ανιχνεύονται οι πυρήνες των κυττάρων 
µετά από χρώση µε TO-PRO-3 iodide και µπλε ψευδοχρωµατισµό. Οι επάνω δύο σειρές εικόνων 
παρουσιάζουν σειριακές τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας. Η κάτω εικόνα παρουσιάζει ένα από τα 
πάνω στιγµιότυπα σε µεγέθυνση. Το βέλος επισηµαίνει ένα κύτταρο σε διαίρεση και ο αστερίσκος 
(*) δείχνει δύο κύτταρα που µόλις διαιρέθηκαν και η µιτωτική άτρακτος αποικοδοµείται. 
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4.5 Σύνοψη-Συµπεράσµατα κεφαλαίου 

Η αναστολή στη µεταγραφική λειτουργία του παράγοντα R1d2 του B. mori από τις 

πρωτεΐνες Ank του CcBV, όπως φάνηκε από τα λειτουργικά πειράµατα του κεφαλαίου 3, 

έθεσε το ερώτηµα του υποκυτταρικού εντοπισµού και της αλληλεπίδρασης ανάµεσα στις 

ιικές πρωτεΐνες και τους µεταγραφικούς παράγοντες. Εξετάστηκε η πιθανότητα 

αλληλεπίδρασης ανάµεσα στις πρωτεΐνες Ank4 και Ank8 και τον R1d2, ωστόσο τόσο 

πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης όσο και πειράµατα ανίχνευσης πρωτεϊνικών 

συµπλόκων µε χρωµατογραφία συγγένειας δεν έδωσαν κάποια ένδειξη in vitro 

αλληλεπίδρασης µεταξύ τους. Αντίθετα, οι δύο πρωτεΐνες Ank4 και Ank8 βρέθηκαν να 

αλληλεπιδρούν ασθενώς µε τον πλήρους µήκους παράγοντα Relish1, γεγονός που καθιστά 

πιθανή την αλληλεπίδραση των δύο ιικών πρωτεϊνών in vivo και µε τον ενεργό 

µεταγραφικό παράγοντα R1d2. Η µη εύρεση της συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης πιθανά 

οφείλεται στην αποκλειστική παρουσία του R1d2 στον πυρήνα, σε αντίθεση µε την ως επί 

το πλείστον κυτταροπλασµατική (και δευτερευόντως πυρηνική) παρουσία των Ank4 και 

Ank8, που καθιστά την ανίχνευση των τυχόν αλληλεπίδρασεών τους δύσκολη. 

Παρόλα αυτά, η επίδραση των Ank του CcBV στη λειτουργικότητα του R1d2 

δείχτηκε µε τα πειράµατα φωταύγειας, τα οποία διακρίνονται από µεγαλύτερη ευαισθησία 

σε σχέση µε τα συγκεκριµένα πειράµατα αλληλεπίδρασης. Αυτή η ανασταλτική δράση των 

πρωτεϊνών Ank φαίνεται ότι, τουλάχιστον για τις Ank4, Ank8 και Ank9, επιτυγχάνεται 

από τα ποσοστά της κάθε πρωτεΐνης που βρίσκονται στον πυρήνα, εφόσον και οι τρεις 

πρωτεΐνες εµφανίζουν µερικό συνεντοπισµό µε τον R1d2 στο συγκεκριµένο κυτταρικό 

διαµέρισµα. Αντίθετα, η πρωτεΐνη Ank2 η οποία παρουσιάζει αποκλειστικά 

κυτταροπλασµατικό εντοπισµό, φαίνεται ότι αναστέλλει τον R1d2 µε έµµεσο τρόπο από το 

κυτταρόπλασµα. Όσον αφορά την αναστολή του RelB από την Ank2, αυτή θα πρέπει να 

γίνεται µε άµεσο τρόπο καθώς, όπως διαπιστώθηκε µε µικροσκοπία φθορισµού, τα δύο 

µόρια συνεντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα. 

Η µελέτη της υποκυτταρικής κατανοµής των πρωτεϊνών Ank παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον καθώς, µε εξαίρεση τις Ank1 και Ank2, φαίνεται πως τα συγκεκριµένα µόρια 

µπορούν να µετακινούνται ανάµεσα στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα. Εξάλλου οι 

ποιοτικές και ποσοτικές διαφορές στην υποκυτταρική κατανοµή τους µπορεί να εξηγούν 

και τις λειτουργικές διαφορές τους. Άλλο ένα χαρακτηριστικό που φαίνεται να 

διαφοροποιεί τις Ank του CcBV µεταξύ τους είναι η ουβικιτινυλίωση. Τόσο η Ank1 όσο 

και η Ank2 ουβικιτινυλιώνονται, σε συµφωνία και µε την πρόβλεψη θέσεων 
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ουβικιτινυλίωσης. Η ανιχνευθείσα ουβικιτινυλίωση µπορεί να σχετίζεται είτε µε µεταγωγή 

σήµατος για κάποια άγνωστη µέχρι στιγµής διαδικασία είτε µε πρωτεοσωµική 

αποικοδόµηση. Για την Ank2, µόριο που σταθεροποιείται από την παρουσία του 

πρωτεοσωµικού αναστολέα MG132, φαίνεται ότι η προσθήκη ουβικιτίνης σχετίζεται µε 

την αποικοδόµηση της πρωτεΐνης. Αποικοδόµηση από το πρωτεόσωµα φαίνεται να 

υφίσταται και η Ank9, πρωτεΐνη για την οποία το εργαλείο πρόγνωσης προβλέπει τον 

µεγαλύτερο αριθµό θέσεων ουβικιτινυλίωσης σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της 

οικογένειας, παρότι δεν ανιχνεύτηκε ουβικιτινυλίωση στο συγκεκριµένο µόριο, πιθανά 

εξαιτίας της ιδιαίτερα χαµηλής έκφρασής του. Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον εµφανίζει και ο 

εντοπισµός της πρωτεΐνης Ank2 σε σχηµατισµό που οµοιάζει µε τη µιτωτική άτρακτο, 

ιδιότητα που δεν έχει παρατηρηθεί για άλλα µέλη της οικογένειας και εποµένως δύναται να 

αποτελεί διαφοροποιητικό στοιχείο ανάµεσά τους. Η παρατήρηση αυτή, ωστόσο, χρήζει 

περαιτέρω διερεύνησης καθώς τα αποτελέσµατά µας είναι προκαταρκτικά και θα πρέπει να 

θεωρηθούν ως βάση µελλοντικών µελετών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5: Λειτουργικά πειράµατα σε κύτταρα θηλαστικών 

 

Προκειµένου να διερευνηθεί το εύρος των οργανισµών στους οποίους οι ιικές 

πρωτεΐνες Ank αναστέλλουν Rel/NF-κΒ παράγοντες, διεξάχθηκαν λειτουργικά πειράµατα 

στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά HEK293. Στη συγκεκριµένη σειρά πειραµάτων, 

ελέγχθηκε η πιθανή ανασταλτική δράση των ιικών µορίων στην ενδογενή NF-κΒ οδό 

µεταγωγής σήµατος των κυττάρων. Ως πλασµίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το 

pCMV3xNF-κB.luc, το οποίο περιέχει το γονίδιο της Firefly λουσιφεράσης υπό τον 

βασικό υποκινητή του γονιδίου της σελεκτίνης ο οποίος διαθέτει τρεις θέσεις πρόσδεσης 

για τον µεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ. Ως παράγοντας κανονικοποίησης 

χρησιµοποιήθηκε η φωταύγεια από τη λουσιφεράση του οργανισµού Renilla reniformis, 

πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από το πλασµίδιο pCMV-Renilla, το οποίο περιέχει το 

ανασυνδυασµένο γονίδιο της λουσιφεράσης Renilla υπό τον υποκινητή του ανθρώπινου 

κυτοµεγαλοϊού (Promega). Η µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς Firefly luciferase 

επάγεται µετά από επώαση µε την κυτταροκίνη TNF-α (tumor necrosis factor α ή 

παράγοντας νέκρωσης όγκων α), καθώς αυτή ενεργοποιεί το µονοπάτι του ενδογενούς NF-

κΒ.  

Αρχικά πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα προκειµένου να προσδιοριστεί η ποσότητα 

DNA που ήταν κατάλληλη για τις διαµολύνσεις των κυττάρων της συγκεκριµένης σειράς, 

ώστε να εξασφαλιστεί η µέγιστη ενεργοποίηση του γονιδίου αναφοράς. ‘Οπως φαίνεται 

στην εικόνα 41, η µέγιστη αύξηση της φωταύγειας από τη Firefly λουσιφεράση παρουσία 

20 ng/ml TNF-α επιτεύχθηκε όταν η ολική ποσότητα του DNA ήταν 2 µg/ml. 

Χρησιµοποιώντας αυτήν την ποσότητα ολικού DNA και διαµολύνοντας τα κύτταρα µε τα 

πλασµίδια αναφοράς και κανονικοποίησης, υπολογίστηκε ότι η κυτταροκίνη TNF-α 

προκαλεί επαγωγή του πλασµιδίου αναφοράς 10 φορές (εικόνα 42). Η επαγωγή αυτή 

κρίθηκε σηµαντική βάσει της στατιστικής δοκιµασίας Student’s t-test µε διόρθωση κατά 

Welch (P value = 0,0001). 
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Εικόνα 41. Επιλογή κατάλληλης ποσότητας DNA για τη διαµόλυνση κυττάρων HEK293. Η 
επιλογή έγινε µε βάση τη µέγιστη επαγωγή της φωταύγειας που παράγεται από τη Firefly 
λουσιφεράση. Κύτταρα (1.6x105) διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο αναφοράς pCMV3xNF-κB.luc 
και άδειο φορέα pcDNA3 σε διαφορετικά ποσά ολικού DNA παρουσία (+) ή απουσία (-) TNF-α. 
Οι τυπικές αποκλίσεις έχουν προκύψει από τρεις επαναλήψεις των ίδιων δειγµάτων. 

 

Εικόνα 42. Επαγωγή του πλασµιδίου αναφοράς από την κυτταροκίνη TNF-α. Κύτταρα 
διαµολύνθηκαν µε το πλασµίδιο αναφοράς pCMV3xNF-κB.luc, το πλασµίδιο κανονικοποίησης 
pCMV.renilla και άδειο φορέα pcDNA3. Το γράφηµα παρουσιάζει την κανονικοποιηµένη 
φωταύγεια παρουσία TNF-α (20 ng/ml) ως προς απουσία TNF-α. Οι αστερίσκοι δηλώνουν το 
επίπεδο σηµαντικότητας της διαφοράς ανάµεσα στον εξεταζόµενο πληθυσµό και το δείγµα ελέγχου 
(*** = P < 0,001). 
 

Για τον έλεγχο της επίδρασης των πρωτεϊνών Ank στην ενεργότητα του παράγοντα 

NF-κΒ σε παροδικές διαµολύνσεις των κυττάρων, χργσιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια 

pcDNA3.ank που εκφράζουν τις ιικές πρωτεΐνες. Ως θετικός µάρτυρας αναστολής 
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χρησιµοποιήθηκε η µεταλλαγµένη µορφή του αναστολέα του NF-κΒ, IκBα (ser32→ala32, 

ser36→ala36), η οποία είναι συστατικά ενεργή. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 

συνοψίζονται στο διάγραµµα της εικόνας 43, το οποίο αναπαριστά την ποσοστιαία 

κανονικοποιηµένη φωταύγεια κάθε δείγµατος ως προς τη φωταύγεια του δείγµατος 

ελέγχου. Ανάλυση διακύµανσης κατά έναν παράγοντα (one-way ANOVA) έδειξε ότι 

υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στους κυτταρικούς πληθυσµούς που 

εκφράζουν τις πρωτεΐνες Ank ή την πρωτεΐνη IκΒα και τον πληθυσµό ελέγχου (F = 82.16, 

P value < 0.0001). Η post-hoc δοκιµασία πολλαπλών συγκρίσεων κατά Tukey προσδιόρισε 

ότι, επιπλέον του θετικού µάρτυρα (ΙκΒα), στατιστικά σηµαντικές διαφορές εµφανίζονται 

ανάµεσα στα δείγµατα έκφρασης των Ank4 ή Ank7 και το δείγµα ελέγχου. Συγκεκριµένα, 

η πρωτεΐνη Ank4 επέφερε µια µείωση στα επίπεδα της φωταύγειας κατά 40% και η Ank7 

κατά 30%. Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες δε φαίνεται να επηρέασαν τη µεταγραφή του γονιδίου 

της Firefly λουσιφεράσης από το µεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ στο συγκεκριµένο 

σύστηµα. 

 

 
Eικόνα 43. Επίδραση των πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφική λειτουργία του ενδογενούς NF-
κΒ. Ως πλασµίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το pCMV-3xNF-κB.luc και ως πλασµίδιο 
κανονικοποίησης το pCMV.renilla. Η επαγωγή της ενδογενούς οδού NF-κΒ έγινε µε τον 
παράγοντα TNF-α. Οι µετρήσεις της φωταύγειας της Firefly λουσιφεράσης κανονικοποιήθηκαν ως 
προς τις µετρήσεις της φωταύγειας της Renilla λουσιφεράσης και εκφράστηκαν ως ποσοστά της 
κανονικοποιηµένης φωταύγειας του δείγµατος ελέγχου (C). Οι γραµµές τυπικής απόκλισης 
προέρχονται από τρεις σειρές πειραµάτων µε τρεις εσωτερικές επαναλήψεις. Η πρωτεΐνη IκBα 
χρησιµεύει ως θετικός µάρτυρας αναστολής. Οι αστερίσκοι υποδηλώνουν το επίπεδο 
σηµαντικότητας της διαφοράς κάθε πληθυσµού και τα κύτταρα ελέγχου (*** = P < 0,001). 
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Σύνοψη-Συµπεράσµατα κεφαλαίου 
Τα λειτουργικά πειράµατα φωταύγειας στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά HEK293 

έδειξαν ότι δύο µέλη της οικογένειας πρωτεϊνών Ank του CcBV παρουσιάζουν 

ανασταλτική δράση έναντι του ενδογενούς παράγοντα NF-κΒ στην οδό µεταγωγής 

σήµατος που ελέγχεται από τον υποδοχέα TNFR. Η προκαλούµενη µείωση στα επίπεδα 

της φωταύγειας, 40% για την Ank4 και 30% για την Ank7 για τις ποσότητες των Ank 

πρωτεϊνών που εκφράστηκαν στα κύτταρα των συγκεκριµένων πειραµάτων, θεωρείται 

σηµαντική δεδοµένου ότι το σύστηµα που χρησιµοποιείται είναι ετερόλογο ως προς τα ιικά 

µόρια. Το γεγονός ότι τη µεγαλύτερη αναστολή στη λειτουργία του παράγοντα NF-κΒ 

προκάλεσε η πρωτεΐνη Ank4 συνάδει µε την εξελικτική συγγένεια της συγκεκριµένης 

πρωτεΐνης µε την πρωτεΐνη TnBV1 του polydna ιού της σφήκας T. nigriceps, για την οποία 

έχει δειχθεί από άλλους ερευνητές ότι αναστέλλει τη µεταγραφική ικανότητα του NF-κΒ 

των θηλαστικών έως και 70% (Falabella et al. 2007). Όπως φαίνεται και στην εικόνα της 

σύγκρισης των σχετικών αµινοξικών αλληλουχιών, οι δύο πρωτεΐνες έχουν αρκετά 

συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα (εικόνα 44), γεγονός που αιτιολογεί και την παρόµοια 

δράση τους στην αναστολή της σηµατοδότησης µέσω του µεταγραφικού παράγοντα NF-

κΒ. 

 

 
Εικόνα 44. Στοίχιση της αµινοξικής ακολουθίας της πρωτεΐνης Ank4 του ιού CcBV µε αυτήν 
της Ank1 του ιού TnBV. Τα διαφορετικά χρώµατα αντιπροσωπεύουν αµινοξικά κατάλοιπα 
διαφορετικού τύπου (µωβ= όξινα κατάλοιπα, κόκκινο= βασικά κατάλοιπα, γαλάζιο= υδρόφοβα 
κατάλοιπα, τηρκουάζ= αρωµατικά κατάλοιπα, πράσινο= πολικά, µη φορτισµένα κατάλοιπα, 
πορτοκαλί= γλυκίνη, ροζ= κυστεΐνη και κίτρινο= προλίνη). 

 

Από τα αποτελέσµατά µας προκύπτει ότι ορισµένα µέλη της οικογένειας Ank 

µπορούν να καταστέλλουν την ενδογενή οδό µεταγωγής σήµατος NF-κΒ θηλαστικών 

κυττάρων, ενώ άλλα µέλη όχι. Επειδή δεν υπάρχουν διαθέσιµα αντισώµατα έναντι των 

φυσικών Ank πρωτεϊνών, δε γνωρίζουµε αν οι διαφορές στη δραστικότητα των έξι Ank 
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που εξετάστηκαν οφείλονται σε διαφορετικά επίπεδα έκφρασης στην κυτταρική σειρά 

HEK293. Σηµειώνεται, επίσης, ότι µε τη χρήση του προγράµµατος Pfam για την πρόβλεψη 

λειτουργικών περιοχών (Coggill et al. 2008; Finn et al. 2008) δε βρέθηκαν διακριτές 

λειτουργικές περιοχές που να χαρακτηρίζουν κάποιες Ank του CcBV έναντι των 

υπολοίπων και, εποµένως, να είναι δυνητικά υπεύθυνες για τις λειτουργικές διαφορές των 

Ank. Πολλαπλή στοίχιση των πρωτεϊνών Ank (εικόνα 15) δείχνει ότι όλες εµφανίζουν 

περιοχές αγκυρίνης, αν και η πρωτεΐνη Ank7, µια από τις πρωτεΐνες που παρουσιάζει 

δραστικότητα στα κύτταρα ΗΕΚ293, παρουσιάζει έλλειψη ενός µεγάλου τµήµατος, που 

περιλαµβάνει και την πρώτη επανάληψη αγκυρίνης. Εποµένως, οι λειτουργικές διαφορές 

ανάµεσα στα διάφορα µέλη της οικογένειας µπορεί να οφείλονται σε διαφορές στην 

αµινοξική ακολουθία, σε µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις όπως αυτές που αναφέρθηκαν 

στο δεύτερο κεφάλαιο, σε διαφορές στην υποκυτταρική κατανοµή τους ή σε συνδυασµό 

κάποιων από αυτούς τους παράγοντες. 
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Κεφάλαιο 6: Συζήτηση 

 

Προσφορά στο επιστηµονικό πεδίο  

Στην παρούσα διατριβή ελέγχθηκαν συστηµατικά έξι µέλη της οικογένειας 

πρωτεϊνών µε επαναλήψεις αγκυρίνης του ενδοσυµβιωτικού ιού CcBV της C. congregata 

τόσο ως προς την υποκυτταρική τους κατανοµή όσο και ως προς την επίδρασή τους στην 

ενεργότητα Rel/NF-κΒ µεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι συµµετέχουν ενεργά στην 

εγγενή ανοσία των εντόµων. Τα αποτελέσµατα συµφωνούν µε την υπόθεση της δράσης 

των πρωτεϊνών Ank ως αναστολέων Rel/NF-κΒ παραγόντων, η οποία βασίζεται στην 

οµολογία τους µε µόρια τύπου ΙκΒ, αφού πέντε µέλη της CcBV Ank οικογένειας βρέθηκε 

ότι αναστέλλουν τον ενεργό παράγοντα Relish1 και ένα µέλος αναστέλλει τον παράγοντα 

RelB του µεταξοσκώληκα. Κατ’επέκταση οι πρωτεΐνες της οικογένειας Ank του CcBV 

έχουν την ικανότητα να καταστέλλουν τις κύριες ανοσολογικές οδούς µεταγωγής σήµατος 

Toll και Imd, µε έµφαση στην οδό Imd, στα Λεπιδόπτερα έντοµα. Η σύγκριση ανάµεσα σε 

τόσα µέλη µιας οικογένειας πρωτεΐνών Ank από polydna ιούς, τόσο σε επίπεδο 

λειτουργικότητας όσο και σε επίπεδο υποκυτταρικής κατανοµής, επιχειρείται για πρώτη 

φορά και δίνει τη δυνατότητα κατανόησης της ποικιλοµορφίας που υπάρχει στις 

συγκεκριµένες οικογένειες των polydna ιών. Επίσης, φαίνεται ότι τα µέλη της οικογένειας 

Ank του ενδοσυµβιωτικού ιού ενός Υµενόπτερου που παρασιτεί ένα συγκεκριµένο 

Λεπιδόπτερο µπορούν να παρεµποδίζουν τη λειτουργία ρυθµιστών της ανοσίας και από 

άλλα Λεπιδόπτερα πλην του φυσικού ξενιστή. Εποµένως, πρωτεΐνες των ιών PDV, όπως οι 

Ank, θα µπορούσαν να συνεισφέρουν στην καταστολή του ανοσοποιητικού συστήµατος 

επιβλαβών εντόµων και να χρησιµοποιηθούν για την ενίσχυση στρατηγικών 

καταπολέµησης εντόµων οι οποίες βασίζονται στη χρήση εντοµοπαθογόνων ιών, 

βακτηρίων ή µυκήτων. Η συγκριτική µελέτη ανάµεσα στις ιικές πρωτεΐνες, σαν αυτή που 

παρουσιάζεται στην παρούσα διατριβή, µπορεί να βοηθήσει στην επιλογή των κατάλληλων 

πρωτεϊνών που θα προκαλούν τον καλύτερο δυνατό έλεγχο των επιβλαβών πληθυσµών και 

τις µικρότερες δυνατές επιδράσεις σε άλλους οργανισµούς, είτε έντοµα είτε θηλαστικά. 
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Σύνοψη-Συµπεράσµατα  

Έξι γονίδια ank του CcBV υποκλωνοποιήθηκαν σε φορείς κατάλληλους για 

έκφραση σε κύτταρα λεπιδοπτέρων εντόµων και εκφράστηκαν στην κυτταρική σειρά Hi5. 

Ανάµεσα στα µέλη της οικογένειας Ank του CcBV που εξετάστηκαν, παρατηρήθηκε µια 

συστηµατική διαφοροποίηση ως προς τα επίπεδα έκφρασής τους. Οι πρωτεΐνες Ank1, 

Ank4 και Ank8 εκφράζονται σε πολύ υψηλότερα επίπεδα σε σχέση µε τις πρωτεΐνες Ank2, 

Ank7 και Ank9. Οµοίως, άνισα πρωτεΐνικά επίπεδα έχουν καταγραφεί και για τις οµόλογες 

πρωτεΐνες Vankyrin ενός άλλου polydna ιού, του C. sonorensis ichnovirus ή CsIV. Σε 

κύτταρα Sf9 της S. frugiperda και S2 της Drosophila διαµολυσµένα µε πλασµίδια που 

διέφεραν µόνο ως προς το ΑΠΑ των γονιδίων εµφανίστηκαν διαφορές στην πρωτεϊνική 

έκφραση των Vankyrin. Όλες οι πρωτεΐνες Vankyrin ανιχνεύθηκαν µε 

ανοσοκυτταροχηµεία, όµως παρουσιάστηκαν διαφορές ως προς τον αριθµό των κυττάρων 

που εκφράζουν τα συγκεκριµένα µέλη της οικογένειας. Οι πρωτεΐνες P-vank-2, P-vank-4 

και I2-vank-2 εκφράζονται σε πολύ λιγότερα κύτταρα από τις P-vank-1, P-vank-3, I2-vank-

1 και I2-vank-3 και µόνο η δεύτερη κατηγορία πρωτεϊνών ανιχνεύεται µε ανοσοαποτύπωση 

κατά Western σε λύµµατα διαµολυσµένων κυττάρων (Kroemer and Webb 2006). Με PCR 

πραγµατικού χρόνου διαπιστώθηκε ότι η είσοδος των διαφορετικών πλασµιδίων στα 

κύτταρα και η µεταγραφή των ξεχωριστών γονιδίων ήταν σε παρόµοια επίπεδα, άρα τα 

διαφορετικά επίπεδα έκφρασης των Vankyrins οφείλονται σε διαφορές στην απόδοση της 

µετάφρασης ή της αποικοδόµησης των πρωτεϊνών (Kroemer and Webb 2006). Παροµοίως, 

τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι πιθανώς οι πρωτεΐνες Ank του CcBV υπόκεινται σε 

διαφορική αποικοδόµηση. Ένα µέλος της οικογένειας του CcBV, η Ank9 µε τη 

χαµηλότερη έκφραση, προβλέπεται ότι έχει τον υψηλότερο αριθµό θέσεων 

φωσφορυλίωσης. Με βάση κατάλληλα εργαλεία πρόβλεψης, ορισµένες από τις υποψήφιες 

θέσεις φωσφορυλίωσης αποτελούν υπόστρωµα της κινάσης καζεΐνης (casein kinase II ή 

CKII), µια κινάση που συνδέεται άµεσα µε τη ρύθµιση της σταθερότητας και της 

αποικοδόµησης των αναστολέων IκBα και Cactus του ανθρώπου και της Drosophila, 

αντίστοιχα, τις οποίες η κινάση CKII φωσφορυλιώνει συστατικά στην αλληλουχία PEST 

(Lin et al. 1996; McElhinny et al. 1996; Liu et al. 1997; Packman et al. 1997). Πειράµατα 

µε τον πρωτεοσωµικό αναστολέα MG132 σε κύτταρα που εκφράζουν τις 

ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες Ank έδειξαν ότι πράγµατι η Ank9, αλλά και η Ank2, 

υπόκεινται σε πρωτεοσωµική αποικοδόµηση, ερµηνεύοντας εν µέρει τα χαµηλά επίπεδα 

έκφρασης των δύο συγκεκριµένων µορίων. Η ανίχνευση ζώνης στη θέση που µεταναστεύει 
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η Ank2 µε αντίσωµα έναντι της ουβικιτίνης και η µικροσκοπική παρατήρηση της 

συσσώρευσης της Ank2 σε ενδοκυτταρικά κοκκία, τα οποία αυξάνονται παρουσία του 

αναστολέα MG132, αποτελούν ενδείξεις ότι αυτοί οι σχηµατισµοί είναι σηµεία 

αποικοδόµησης της πρωτεΐνης στο πρωτεόσωµα και ενισχύουν την υπόθεση της 

πρωτεοσωµικής αποικοδόµησης της πρωτεΐνης. 

Για τον έλεγχο της επίδρασης των έξι πρωτεΐνών Ank στις οδούς µεταγωγής 

σήµατος Toll και Imd χρησιµοποιήθηκαν τα γονίδια των ετερόλογων µεταγραφικών 

παραγόντων Relish1 και RelB του Λεπιδόπτερου B. mori, καθώς τα γονίδια τέτοιων 

παραγόντων από το φυσικό ξενιστή της C. congregata, M. sexta, δεν ήταν διαθέσιµα. 

Επίσης, τα λειτουργικά πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στην ετερόλογη κυτταρική σειρά 

του Λεπιδοπτέρου T. ni, Hi5. Η οδός µεταγωγής σήµατος Toll του ανοσοποιητικού 

συστήµατος των εντόµων ενεργοποιήθηκε µε έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα RelB 

χρησιµοποιώντας ως σύστηµα αναφοράς τη µετρούµενη φωταύγεια που ελέγχεται από τον 

υποκινητή του γονιδίου της αττασίνης. Οι λειτουργικές δοκιµασίες έδειξαν ότι, παρουσία 

άνισων πρωτεϊνικών ποσοτήτων των διαφορετικών µελών της οικογένειας Ank, η 

µεσολαβούµενη από τον RelB µεταγραφή του γονιδίου της αττασίνης αναστέλλεται µόνο 

από την πρωτεΐνη Ank2. Εντούτοις, βάσει της οµολογίας των πρωτεϊνών Ank µε τους 

παράγοντες IκBα και Cactus, περισσότερα µέλη της οικογένειας αναµένονταν να επιδρούν 

σε αυτήν τη σηµατοδοτική οδό. ∆εδοµένου ότι η Ank2 σηµείωσε τη δεύτερη χαµηλότερη 

έκφραση στα συγκεκριµένα λειτουργικά πειράµατα, φαίνεται ότι η ανασταλτική δράση 

των πρωτεϊνών Ank δεν είναι ανάλογη µε τα επίπεδα έκφρασής τους. 

Στην άλλη οδό µεταγωγής σήµατος του ανοσοποιητικού συστήµατος των εντόµων, 

την Imd, εξετάστηκε η επίδραση έξι µελών της οικογένειας CcBV Ank στα επίπεδα 

φωταύγειας που παράγονται από τη λουσιφεράση, η έκφραση της οποίας βρίσκεται υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου που κωδικοποιεί το αντιµικροβιακό πεπτίδιο 

κεκροπίνη Β1. Καθώς ο συγκεκριµένος υποκινητής φέρει στοιχεία ρύθµισης από NF-κΒ 

παράγοντες, το γονίδιο αναφοράς ενεργοποιείται από τέτοιους παράγοντες. Ο πλήρους 

µήκους µεταγραφικός παράγοντας Relish1, ωστόσο, δεν µπόρεσε να χρησιµοποιηθεί 

καθώς δεν επάγει το γονίδιο αναφοράς, πιθανώς γιατί στην κυτταρική σειρά Hi5 δεν είναι 

εφικτή η ενζυµική πρωτεόλυσή του, διαδικασία απαραίτητη για την ενεργοποίησή του 

(Tanaka et al. 2007). Η απουσία πρωτεολυτικής ενεργοποίησης του Relish1 διαπιστώθηκε 

από τη µη ανίχνευση της ενεργούς µορφής του Relish1 µε ανοσοαποτύπωση κατά Western 

µετά από επίδραση µε λιποπολυσακχαρίτες. Αντίθετα, η µεταλλαγµένη µορφή του Relish1, 

R1d2, που είναι συστατικά ενεργή χάρη στην απαλοιφή της ανασταλτικής περιοχής 
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επαναλήψεων αγκυρίνης (ARD), επάγει τη µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς κατά 15 

φορές. Η επαγωγή της οδού Imd ήταν σε υψηλότερα επίπεδα από την οδό Toll, πιθανώς 

λόγω της υψηλότερης συγγένειας που επιδεικνύει ο R1d2, σε σχέση µε τον RelB, ως προς 

τις θέσεις πρόσδεσης Rel/NF-κΒ παραγόντων στους υποκινητές των γονιδίων της 

κεκροπίνης Β1 και αττασίνης (Tanaka et al. 2009). Τα αποτελέσµατα των δοκιµασιών 

φωταύγειας έδειξαν ότι όλα τα µέλη της οικογένειας Ank που εξετάστηκαν παρουσίασαν 

ανασταλτική επίδραση στον R1d2, µε εξαίρεση την πρωτεΐνη Ank1 που δεν εµφάνισε 

στατιστικά σηµαντική αναστολή. Προκειµένου να γίνει σύγκριση ανάµεσα στις 

διαφορετικές πρωτεΐνες Ank, διεξήχθησαν δοκιµασίες µετά από εξοµοίωση των επιπέδων 

έκφρασής τους διαµολύνοντας τα κύτταρα µε άνισες ποσότητες πλασµιδίων και µετά από 

έλεγχο µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Κάτω από αυτές τις συνθήκες όλα τα µέλη που 

εξετάστηκαν, µε εξαίρεση την Ank1, προκάλεσαν αναστολή στη µεταγραφική λειτουργία 

του R1d2. Η αναστολή ήταν διαφορική και για τρία µέλη που εξετάστηκαν 

δοσοεξαρτόµενη, και άρα ειδική. Οι πρωτεΐνες που φυσιολογικά έχουν υψηλή έκφραση, 

όπως οι Ank8 και Ank1, όταν εκφράστηκαν σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τις υπόλοιπες Ank 

προκάλεσαν µικρή ή µηδενική αναστολή, αντίστοιχα, γεγονός που υποδηλώνει ότι πιθανά 

απαιτείται ικανή ποσότητα αυτών προκειµένου να είναι δραστικές. Αντίθετα, τα 

χαµηλότερα επίπεδα φωταύγειας και η µέγιστη αναστολή στην ενεργότητα του R1d2 

σηµειώθηκαν παρουσία των πρωτεϊνών Ank9 και Ank2 αν και παρουσιάζουν εν γένει 

χαµηλή έκφραση. Η πρωτεΐνη Ank9, ο πιο ισχυρός αναστολέας της δράσης του R1d2, είναι 

η πιο αποµακρυσµένη πρωτεΐνη από τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας τόσο ως προς την 

ακολουθία όσο και ως προς συγκεκριµένα χαρακτηριστικά, όπως το προβλεπόµενο σήµα 

πυρηνικού εντοπισµού και ο µεγάλος αριθµός πιθανών θέσεων φωσφορυλίωσης. Τα 

χαρακτηριστικά αυτά διαφοροποιούν την Ank9 από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες Ank του 

CcBV και πιθανώς συσχετίζονται µε τη µεγαλύτερη ανασταλτική δράση που εµφανίζει η 

Ank9 έναντι του R1d2. Ο δεύτερος ισχυρότερος αναστολέας ήταν η πρωτεΐνη Ank2. Η 

ανασταλτική δράση της Ank2 τόσο ως προς τον R1d2 όσο και ως προς τον RelB δείχνει 

ότι η πρωτεΐνη αυτή είναι το µόνο µέλος της οικογένειας Ank του CcBV µε αποδεδειγµένη 

επίδραση και στις δύο οδούς µεταγωγής σήµατος, Imd και Toll. Η συµµετοχή της Ank2 

στην καταστολή των ανοσολογικών οδών in vitro βρίσκεται σε συµφωνία µε την εµφάνιση 

των µεταγράφων της in vivo σε παρασιτισµένες προνύµφες της M. sexta σε έναν από τους 

δύο κύριους ιστούς της ανοσολογικής απόκρισης, το λιπαρό σώµα (Falabella et al. 2007).  

Για να επιβεβαιωθεί η συµµετοχή των πρωτεΐνών Ank σε κοινό σύµπλοκο µε τον 

ενεργό µεταγραφικό παράγοντα R1d2 διεξήχθησαν πειράµατα συνανοσοκατακρήµνισης 
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και pull-down ανάµεσα στις Ank4, Ank8 και τον ενεργό παράγοντα. Η επιλογή των ιικών 

πρωτεϊνών έγινε γιατί αφενός είχαν στατιστικά σηµαντική ανασταλτική δράση στον R1d2 

και αφετέρου υψηλά επίπεδα έκφρασης. Ωστόσο, δε διαπιστώθηκε κάποια αλληλεπίδραση, 

πιθανώς εξαιτίας του αποκλειστικά πυρηνικού εντοπισµού του R1d2 σε αντίθεση µε την 

ως επί το πλείστον κυτταροπλασµατική, και δευτερευόντως πυρηνική, παρουσία των 

πρωτεϊνών Ank4 και Ank8. Από την άλλη πλευρά, µε πειράµατα pull-down σε κυτταρικά 

λύµµατα συνέκφρασης των Ank4 ή Ank8 µε τον πλήρους µήκους µεταγραφικό παράγοντα 

Relish1, διαπιστώθηκε αλληλεπίδραση ανάµεσα στις δύο ιικές πρωτεΐνες και τον Relish1. 

Η ανίχνευση της αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών Ank µε τον Relish1 πιθανά είναι 

ευκολότερη από την ανίχνευση µιας υποθετικής αλληλεπίδρασης µε τον R1d2, αφού ο 

πλήρους µήκους παράγοντας εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων, όπως και το 

µεγαλύτερο ποσοστό των µορίων Ank4 και Ank8. Επιπλέον, ενδεχοµένως το πλήρους 

µήκους µόριο να δηµιουργεί πιο σταθερές αλληλεπιδράσεις µε τις Ank4 και Ank8 σε 

σχέση µε το µεταλλαγµένο R1d2 και γι’αυτό να ανιχνεύεται ευκολότερα η αλληλεπίδρασή 

του. Σε κάθε περίπτωση, η αλληλεπίδραση του Relish1 µε τις Ank4 και Ank8 χρήζει 

περαιτέρω διερεύνησης προκειµένου να αποσαφηνιστεί αν είναι άµεση ή έµµεση, ωστόσο 

υποδηλώνει ότι η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Ank του CcBV µε τον R1d2 ή την 

ενεργοποιηµένη φυσική µορφή του Relish1 του µεταξοσκώληκα είναι πιθανή in vivo. 

Κατ’επέκταση είναι πιθανό τα ιικά µόρια να αλληλεπιδρούν και µε τον οµόλογο 

µεταγραφικό παράγοντα του φυσικού ξενιστή. 

Πειράµατα ανοσοφθορισµού σε κύτταρα Hi5 που εκφράζουν παροδικά τις 

πρωτεΐνες Ank έδειξαν ετερογένεια στον υποκυτταρικό εντοπισµό ανάµεσα στα µέλη της 

οικογένειας. Για ορισµένα µέλη παρατηρήθηκε ότι η ίδια πρωτεΐνη µπορεί να απαντά σε 

περισσότερα του ενός υποκυτταρικά διαµερίσµατα, όπως συµβαίνει για τις Ank -4, 8 και 9 

οι οποίες εντοπίζονται πρωτίστως στο κυτταρόπλασµα και δευτερευόντως στην πυρηνική 

µεµβράνη ή τον πυρήνα. Η µετάβαση των πρωτεϊνών Ank εντός κι εκτός του πυρήνα θα 

µπορούσε να καθορίζεται από αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες, δεδοµένου ότι οι 

επαναλήψεις αγκυρίνης θεωρούνται κατεξοχήν περιοχές υπεύθυνες για πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις. Η ποικιλοµορφία που συναντάται στην υποκυτταρική κατανοµή των 

πρωτεϊνών Ank του CcBV έχει παρατηρηθεί επίσης και στην οµόλογη πολυπρωτεϊνική 

οικογένεια των Vankyrins του ιού CsIV (Kroemer and Webb 2006). Οι πρωτεΐνες P-vank-1 

και I2-vank-3 (που φυσιολογικά εκφράζονται στο λιπαρό σώµα του ξενιστή H. virescens) 

εµφανίζουν πυρηνικό και κυτταροπλασµατικό εντοπισµό σε κύτταρα Sf9, ενώ 

εντοπίζονται κυρίως στο κυτταρόπλασµα σε κύτταρα Hi5. Οι πρωτεΐνες P-vank-2, P-vank-
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4 και I2-vank-1 (που φυσιολογικά εκφράζονται στα αιµοκύτταρα του ξενιστή) ανιχνεύονται 

αποκλειστικά στον πυρήνα των κυττάρων Sf9 και Hi5, ενώ η P-vank-3 (µε αιµοκυτταρική 

έκφραση) και η I2 vank-2 (µε έκφραση στο λιπαρό σώµα) ανιχνεύονται σε 

κυτταροπλασµατικά κοκκία (Kroemer and Webb 2006). Η παρουσία πρωτεϊνών Vankyrin 

του CsIV σε κοκκία συνάδει και µε την εµφάνιση της Ank2 του CcBV σε 

κυτταροπλασµατικά κοκκία. Επιπλέον, η υπερέκφραση των Vankyrins έδειξε ότι ο 

υποκυτταρικός εντοπισµός τους µπορεί να αλλάζει µετά από επίδραση ανοσολογικού 

ερεθίσµατος, όπως λιποπολυσακχαρίτες, λαµιναρίνη ή µόλυνση µε βακτροϊούς στις 

κυτταρικές σειρές (Kroemer and Webb 2006). Εποµένως, τόσο από τις Ank του CcBV όσο 

και από τις Vankyrins του CsIV διαµορφώνεται η θεωρία ότι οι πρωτεΐνες επαναλήψεων 

αγκυρίνης των polydna ιών µπορούν να µεταφέρονται ανάµεσα στον πυρήνα και το 

κυτταρόπλασµα, ενώ η παρατήρηση της ίδιας πρωτεΐνης Ank σε διαφορετικά 

υποκυτταρικά διαµερίσµατα ανάµεσα σε διαφορετικά κύτταρα (και όχι µια διάχυτη 

παρουσία) υποδεικνύει ότι ο εντοπισµός τους υπόκειται σε συγκεκριµένη ρύθµιση.  

Ο υποκυτταρικός εντοπισµός των µεταγραφικών παραγόντων Relish1 και R1d2 του 

B. mori που χρησιµοποιήθηκαν στα λειτουργικά πειράµατα ήταν ο αναµενόµενος. Ο 

Relish1 βρέθηκε να έχει κυτταροπλασµατικό εντοπισµό σε συµφωνία µε την απουσία 

µεταγραφικής ενεργότητας, ενώ η ενεργή µεταλλαγµένη µορφή R1d2 εντοπίζεται 

αποκλειστικά στον πυρήνα. Στα πειράµατα συνέκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα 

R1d2 και των CcBV Ank παρατηρήθηκε πυρηνικός συνεντοπισµός του R1d2 µε τις 

πρωτεΐνες Ank4, Ank8 και Ank9. Οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες στα λειτουργικά πειράµατα 

φωταύγειας είχαν δείξει ανασταλτική δράση της µεταγραφικής του ενεργότητας. 

Εποµένως, η ανασταλτική τους δράση θα µπορούσε να είναι αποτέλεσµα άµεσης 

αλληλεπίδρασης µε τον R1d2 στον πυρήνα. Μια τέτοια αλληλεπίδραση θα παρεµπόδιζε 

την πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα στα στοιχεία κΒ στο DNA. Αντίθετα, η 

πρωτεΐνη Ank2 φαίνεται να ακολουθεί έναν διαφορετικό µηχανισµό αναστολής του R1d2 

δεδοµένης της κυτταροπλασµατικής της εµφάνισης. 

Οι πρωτεΐνες Ank των PDVs συχνά παροµοιάζονται µε την πρωτεΐνη A238L ενός 

άλλου ιού, του αφρικανικού ιού των χοίρων (African swine fever virus ή ASFV). Αυτή η 

πρωτεΐνη αποτελείται από 238 α. κ. και περιέχει επαναλήψεις αγκυρίνης παρόµοιες µε 

αυτές των παραγόντων ΙκΒ. Καθώς διαθέτει τέσσερις επαναλήψεις αγκυρίνης, σε σχέση µε 

τις έξι των πρωτεϊνών ΙκΒ, ενώ στερείται ρυθµιστικές περιοχές των παραγόντων ΙκΒ, όπως 

συµβαίνει και για τις Ank των PDVs, θεωρείται ότι έχει τη δυνατότητα να λειτουργεί ως 

ένας φυσικός, συστατικός αναστολέας της λειτουργίας του NF-κB. Πράγµατι, η πρωτεΐνη 
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A238L αναστέλλει µε ειδικό τρόπο τη µεταγραφή γονιδίου αναφοράς µε στοιχεία κB στον 

υποκινητή του. Συγκεκριµένα, σε κύτταρα Vero παρουσία της A238L, τόσο τα βασικά 

επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου αναφοράς ανεστάλθηκαν, όσο και τα επαγόµενα από 

TNF-α επίπεδα µεταγραφής (Revilla et al. 1998). Ενώ σε κύτταρα Jurkat, η ίδια πρωτεΐνη 

εµπόδισε την ενεργοποίηση της µεταγραφής από δύο ξεχωριστά σηµατοδοτικά µονοπάτια 

που ενεργοποιούν τον παράγοντα NF-κB, δείχνοντας ότι πιθανώς η ιική πρωτεΐνη δρα 

απευθείας στον µεταγραφικό παράγοντα. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη A238L βρέθηκε να 

αποµακρύνει το σύµπλοκο p65/p50, και όχι το ανενεργό σύµπλοκο p50/p50, από το DNA, 

ενώ συνανοσοκατακρηµνίζεται µε τον παράγοντα p65 και αναστέλλει την πρόσδεση του 

συµπλόκου p65/p50 στο DNA (Revilla et al. 1998). Αυτό συνδέει άµεσα τη λειτουργία της 

πρωτεΐνης A238L µε αυτήν του ΙκΒα, αφού και αυτός αλληλεπιδρά µε ενεργά σύµπλοκα 

NF-κB, όπως το p65/p50, αλλά όχι µε ανενεργά σύµπλοκα όπως το p50/p50. 

Από την άλλη πλευρά, η πρωτεΐνη A238L εκτός από την αναστολή του NF-κB, 

προκαλεί και αναστολή της φωσφατάσης καλσινευρίνη. Η A238L έχει δύο µορφές, την 28 

και την 32 kDa, οι οποίες ανιχνεύονται στην αρχή της µόλυνσης κυρίως στο 

κυτταρόπλασµα, ενώ αυξηµένες ποσότητες της A238L ανιχνεύονται στον πυρήνα στις 16 

ώρες µετά τη µόλυνση (Silk et al. 2007). Μετά τις 16 ώρες υπερισχύει η µορφή των 32 

kDa, ιδιαίτερα στον πυρήνα. Η είσοδος της A238L στον πυρήνα γίνεται τόσο µε διάχυση 

όσο και µε ενεργή µεταφορά. Φαίνεται πως η µορφή των 32 kDa, που είναι η µορφή που 

συνανοσοκατακρηµνίζεται µε τον p65, µετακινείται εντός κι εκτός του πυρήνα, ενώ η 

µορφή των 28 kDa, που δεν ανοσοκατακρηµνίζεται µε τον p65, βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασµα όπου αναστέλλει την καλσινευρίνη. Πάντως, βάσει πειραµάτων, η A238L 

δε φαίνεται να επηρεάζει την είσοδο και την έξοδο του p65 στον πυρήνα (Silk et al. 2007). 

Εποµένως, ίσως επηρεάζει µόνο την πρόσδεσή του στο DNA και όχι την πυρηνική του 

µετατόπιση, γεγονός που συνάδει µε την παρουσία µόνο τεσσάρων επαναλήψεων 

αγκυρίνης, οι οποίες δε θα µπορούσαν ταυτόχρονα να καλύπτουν το σήµα πυρηνικού 

εντοπισµού του p65 και να εµποδίζουν την πρόσδεσή του στο DNA (Silk et al. 2007). 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι η δράση της A238L έναντι του NF-κB εντοπίζεται στον πυρήνα. 

Αυτό µοιάζει και µε τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής, βάσει των οποίων ο R1d2 

συνεντοπίζεται µε αρκετά από τα µόρια Ank στον πυρήνα. Η σταθερά πυρηνική του 

παρουσία, ακόµα και σε συνέκφραση µε τις Ank, δείχνει ότι η αναστολή της µεταγραφικής 

λειτουργίας του R1d2 λαµβάνει χώρα στον πυρήνα και δε συµβαίνει µέσω παρεµπόδισης 

της εισόδου του σε αυτόν. 
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Ο ανασυνδυασµένος µεταγραφικός παράγοντας RelB που δρα στην οδό Toll, 

ανιχνεύτηκε κυρίως στο κυτταρόπλασµα, γεγονός που εξηγείται από την απουσία 

εξωτερικού ανοσολογικού ερεθίσµατος (λιποπολυσακχαρίτες ή πεπτιδογλυκάνη), ενώ στον 

πυρήνα ανιχνεύτηκε µόνο σε µια µειοψηφία κυττάρων. Η µεταγραφή του γονιδίου 

αναφοράς υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου της αττασίνης παρουσία του RelB 

στα λειτουργικά πειράµατα, οφείλεται είτε σε αυτήν τη µειοψηφία κυττάρων µε πυρηνικό 

RelB είτε σε µία παλινδρόµηση του µεταγραφικού παράγοντα ανάµεσα στο 

κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα, όπως συµβαίνει και µε το σύµπλοκο του NF-κΒ/ΙκΒα στα 

θηλαστικά (Birbach et al. 2002; Ghosh and Karin 2002). Συγκεκριµένα, σε αδρανή CD4+ T 

λεµφοκύτταρα του ανθρώπου θεωρείται ότι η παλινδρόµηση αυτή είναι υπεύθυνη για τα 

βασικά επίπεδα µεταγραφής γονιδίων του ιού HIV-1 (Coiras et al. 2007). Η συνέκφραση 

του RelB µε τις πρωτεΐνες Ank έδειξε συνεντοπισµό του µεταγραφικού παράγοντα στο 

κυτταρόπλασµα και µε τα τρία µέλη της οικογένειας που εξετάστηκαν (Ank1, Ank2 και 

Ank4), παρά το γεγονός ότι στα πειράµατα φωταύγειας µόνο η Ank2 είχε δείξει στατιστικά 

σηµαντική ανασταλτική δράση στη µεταγραφική του λειτουργία. Μία πιθανή εκδοχή του 

τρόπου επίδρασης της Ank2 στον RelB είναι µέσω παρεµπόδισης της µετάβασής του από 

το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα, όµοια µε τον τρόπο που δρουν και τα οµόλογα µόρια 

ΙκΒα και Cactus στους παράγοντες Rel/NF-κΒ. 

Η αλληλεπίδραση δύο πρωτεϊνών Ank του CcBV µε τον Relish1 του B. mori καθώς 

και η αναστολή που επιφέρουν οι πρωτεΐνες Ank στη µεταγραφή γονιδίων 

αντιµικροβιακών πεπτιδίων που γίνεται από Rel/NF-κΒ παράγοντες Λεπιδοπτέρων 

βρίσκονται σε συµφωνία µε αποτελέσµατα των Thoetkiattikul et al. για τις πρωτεΐνες 

επαναλήψεων αγκυρίνης ενός άλλου polydna ιού, του M. demolitor bracovirus ή MdBV. Ο 

MdBV κωδικοποιεί επτά πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατά τους, δύο από αυτές τις πρωτεΐνες, οι Η4 και Ν5, καταστέλλουν τη 

µεταγραφή του γονιδίου της δροσοµυκίνης (drosomycin) σε κύτταρα της D. melanogaster 

που έχουν την οδό Toll συστατικά ενεργοποιηµένη και τη µεταγραφή του γονιδίου της 

αττασίνης (attacin) µετά από ενεργοποίηση της οδού µεταγωγής σήµατος Imd µε 

λιποπολυσακχαρίτες (Thoetkiattikul et al. 2005). Οι ίδιες πρωτεΐνες, επίσης, καταστέλλουν 

την πρόσδεση των µεταγραφικών παραγόντων Dif και Relish του ίδιου οργανισµού σε 

στοιχεία κΒ που απαντώνται στους υποκινητές των γονιδίων της δροσοµυκίνης και της 

κεκροπίνης A1, αντίστοιχα (Thoetkiattikul et al. 2005). Εποµένως, φαίνεται ότι οι 

πρωτεΐνες Ank των PDVs γενικότερα έχουν τη δυνατότητα να καταστέλλουν τη 

µεταγραφή γονιδίων της ανοσίας µέσω της αναστολής παραγόντων τύπου Rel/NF-κΒ των 
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εντόµων και πιθανά αυτή η αναστολή χαρακτηρίζεται από εξειδίκευση έναντι 

συγκεκριµένων µορίων-στόχων.  

Επιπλέον, οι πρωτεΐνες Η4 και Ν5 του MdBV βρέθηκε µε πειράµατα 

συνανοσοκατακρήµνισης ότι αλληλεπιδρούν µε τους µεταγραφικούς παράγοντες Dif και 

Relish της D. melanogaster, ενώ η µία από αυτές αλληλεπιδρά και µε τον παράγοντα 

Dorsal (Thoetkiattikul et al. 2005). Εποµένως, τα αποτελέσµατα των Thoetkiattikul et al 

και τα δικά µας συνηγορούν στο ότι οι πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης Ank των PDVs 

προσδένουν το πλήρες µόριο Relish, είτε της D. melanogaster είτε του B. mori, 

υποδηλώνοντας ότι µπορούν να δρουν και αναρροϊκά της ενεργοποίησης του 

συγκεκριµένου παράγοντα. Από την άλλη πλευρά, η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών του 

MdBV µε τους παράγοντες Dif και Dorsal και η αναστολή της µεταγραφικής λειτουργίας 

των ενεργών R1d2 και RelB από τις πρωτεΐνες του CcBV, δείχνουν ότι οι Ank των PDVs 

αναστέλλουν και τους ενεργούς µεταγραφικούς παράγοντες Rel/NF-κΒ. Εποµένως, η 

δράση τους και η παρεµπόδιση των οδών µεταγωγής σήµατος Toll και Imd µπορεί να 

γίνεται σε πολλά επίπεδα. 

Τέλος, µελετήθηκε η επίδραση των πρωτεϊνών της οικογένειας Ank του CcBV στη 

µεταγωγή σήµατος µέσω NF-κΒ σε κύτταρα θηλαστικών. Οι Falabella et al. έχουν δείξει 

ότι η πρωτεΐνη TnBV Ank1 του polydna ιού της σφήκας T. nigriceps προκαλεί αναστολή 

στον ενδογενή παράγοντα NF-κΒ κυττάρων HeLa που έχουν ενεργοποιηθεί µε TNF-α 

(Falabella et al. 2007). Στο δικό µας σύστηµα, κύτταρα ΗΕΚ293 διαµολύνθηκαν µε γονίδιο 

αναφοράς ελεγχόµενο από υποκινητή µε στοιχεία πρόσδεσης NF-κΒ παραγόντων και έγινε 

επαγωγή της ενδογενούς οδού που ενεργοποιείται από τον υποδοχέα του παράγοντα 

νέκρωσης όγκων TNF-α, TNFR, η οποία αντιστοιχεί στην οδό Imd των εντόµων. Σε 

συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των (Falabella et al. 2007), διαπιστώθηκε ότι δύο µέλη της 

οικογένειας Ank του CcBV έχουν ανασταλτική δράση έναντι της TNFR ενδογενούς οδού 

µετά από επαγωγή µε τον TNF-α. Τα µέλη αυτά, οι πρωτεΐνες Ank4 και Ank7, έδειξαν 

ανασταλτική δράση και στην οδό Imd σε κύτταρα Λεπιδοπτέρων Hi5. Αυτό δηλώνει το 

µεγάλο εύρος Rel/NF-κΒ παραγόντων που οι πρωτεΐνες αυτές µπορούν να αναστείλλουν 

είτε άµεσα είτε έµµεσα σε κάποιο κοινό καταρροϊκό στάδιο των δύο οδών και εποµένως 

δεν αποτελούν προτιµητέα µέλη της οικογένειας για µια πιθανή χρήση τους σε στρατηγική 

καταπολέµησης εντόµων.  

Πέραν των polydna ιών, πολλοί άλλοι ιοί έχουν τη δυνατότητα να επηρεάζουν τις 

οδούς µεταγωγής σήµατος που καταλήγουν σε παράγοντες NF-κΒ θηλαστικών κυττάρων. 

Ένα πλήθος ιών χρησιµοποιεί τον NF-κΒ προς όφελός του κατά τη διαδικασία της 
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µόλυνσης είτε για τη µεταγραφή ιικών γονιδίων είτε ως αντιαποπτωτικό παράγοντα που 

προστατεύει τα µολυσµένα κύτταρα (Santoro et al. 2003). Αντίθετα, για άλλους ιούς που 

εγκαθίστανται ως προϊοί ή που έχουν µολυσµατικό κύκλο µεγάλης χρονικής διάρκειας, η 

ενεργοποίηση του NF-κΒ µπορεί να είναι µοιραία. Έτσι, οι ερπητοϊοί, από τη µία πλευρά 

χρησιµοποιούν τον ενδογενή NF-κΒ υπέρ τους και από την άλλη προβαίνουν στην 

καταστολή του ώστε να αποφύγουν την ανοσολογική απόκριση. Παραδείγµατος χάριν, η 

πρωτεΐνη ICP27 του ανθρώπινου herpes simplex virus-1 σταθεροποιεί τον IκBα, 

καταστέλλοντας τον NF-κΒ κατά την έναρξη της µόλυνσης, ενώ άλλες πρωτεΐνες του ιού 

σε επόµενο στάδιο της µόλυνσης επάγουν τον ίδιο µεταγραφικό παράγοντα (Santoro et al. 

2003; Kim et al. 2008). Η πρωτεΐνη ORF73 του ερπητοϊού 4 των τρωκτικών αναστέλλει 

παροδικά τον παράγοντα NF-κB στοχεύοντας τον πυρηνικό RelA προς πρωτεοσωµική 

αποικοδόµηση συµµετέχοντας σε ένα σύµπλοκο µε λιγάση ουβικιτίνης (Rodrigues et al. 

2009). Ο ανθρώπινος ερπητοϊός 6 αναστέλλει τον NF-κB µειώνοντας τη φωσφορυλίωση 

ανοδικών µορίων στο σηµατοδοτικό του µονοπάτι, όπως την TAK1, την IKKα/β και τον 

IκBα οδηγώντας σε µειωµένη σύνθεση κυτταροκινών (Murakami et al. 2010). Από την 

άλλη πλευρά, οι Poxviruses αναστέλλουν τη σηµατοδότηση του NF-κΒ µέσω πολλών 

στρατηγικών (Mohamed and McFadden 2009). Εκφράζουν εκκρινόµενους υποδοχείς ή 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε προσδέτες (ligands) αιχµαλωτίζοντας κυτταροκίνες που 

θα ενεργοποιούσαν τον NF-κB (Mohamed and McFadden 2009), καθώς και 

ενδοκυτταρικούς παράγοντες που αναστέλλουν το σύµπλοκο της κινάσης IKK µε 

αποτέλεσµα να εµποδίζουν τη µεταγωγή σήµατος προς τον NF-κB, όπως παραδείγµατος 

χάριν ισχύει για την πρωτεΐνη B14 του ιού της vaccinia (Chen et al. 2008). Από την άλλη 

πλευρά, άλλες πρωτεΐνες των poxviruses εµποδίζουν την αποικοδόµηση του IκBβ, όπως 

κάνει ο παράγοντας MC159 του Molluscum contagiosum virus, την αποικοδόµηση του 

IκBα, µέσω της πρωτεΐνης επαναλήψεων αγκυρίνης K1L του ιού της vaccinia (Shisler and 

Jin 2004), ή προσδένονται απευθείας στον NF-κΒ/p65 και τον οδηγούν προς 

αποικοδόµηση, παραδείγµατος χάριν η πρωτεΐνη CP77 του cowpox viral ankyrin-repeat 

(Mohamed and McFadden 2009). Ενώ την άµεση αναστολή του συµπλόκου p65/p50 

προκαλεί και η πρωτείνη A238L του ιού ASFV, όπως αναφέρθηκε προηγουµένως. 

Εποµένως, η αναστολή του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ είναι µια στρατηγική 

που πολλοί ιοί έχουν υιοθετήσει προκειµένου να εξασφαλίσουν την επιβίωση αυτών ή των 

φορέων τους και η εµπλοκή των πρωτεϊνών επαναλήψεων αγκυρίνης των PDVs σε αυτό 

αποτελεί άλλο ένα παράδειγµα αυτής της διαδικασίας.  
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Ερµηνεία 

Σηµασία των παραγόντων Rel/NF-κΒ στις ανοσολογικές αποκρίσεις ενάντια του 

παρασιτισµού 

Οι παράγοντες Rel/NF-κΒ εµπλέκονται στην επαγωγή µιας σειράς ανοσολογικών 

αποκρίσεων. Εκτός από γονίδια που σχετίζονται µε την αναγνώριση βακτηρίων ή µε 

αντιµικροβιακά πεπτίδια, οι παράγοντες Rel/NF-κΒ µέσω των οδών Imd και Toll 

ρυθµίζουν την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται και µε άλλες πτυχές του 

ανοσοποιητικού. Όπως έδειξε µελέτη µε µικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων µετά από 

µόλυνση διαγονιδιακών ενήλικων ατόµων Drosophila µε βακτήρια ή µύκητες και 

σύγκριση ανάµεσα σε άτοµα αγρίου τύπου και άτοµα µε απενεργοποιηµένη µία ή δύο από 

τις σηµατοδοτικές οδούς Imd και Toll, βρέθηκε ότι τα δύο µονοπάτια συνεργάζονται για τη 

ρύθµιση της οψωνοποίησης, της πήξης της αιµολέµφου και της επούλωσης πληγών, καθώς 

και για τη ρύθµιση της µελανοποίησης και της παραγωγής ελευθέρων ριζών που αφορούν 

πιο άµεσα την αντιµετώπιση των παρασιτοειδών (De Gregorio et al. 2002). Συγκεκριµένα, 

το µονοπάτι Imd επηρεάζει γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα (αναγωγάση, 

µονοοξυγενάση, υδρολάση) που συµµετέχουν στη µελανοποίηση, πρωτεάσες σερίνης και 

µια σερπίνη που θα µπορούσαν να συµµετέχουν στη µελανοποίηση, ενώ το µονοπάτι Toll 

επηρεάζει γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεάσες σερίνης και ένζυµα ενεργοποίησης της 

προφαινολοξειδάσης καθώς και µια περοξειδάση που πιθανά ρυθµίζει την παραγωγή 

ελευθέρων ριζών (De Gregorio et al. 2002). Η παραπάνω µελέτη καταδεικνύει τη σηµασία 

των Rel/NF-κΒ παραγόντων στη µελανοποίηση, ανοσολογική απόκριση που επάγεται κατά 

τον παρασιτισµό. Από την άλλη πλευρά, µια άλλη µελέτη στη D. melanogaster δείχνει ότι 

ο παράγοντας Relish δεν εµπλέκεται στη διαδικασία της εγκύστωσης καθώς διαγονιδιακές 

προνύµφες D. melanogaster µεταλλαγµένες ως προς το γονίδιο relish δεν παρουσίασαν 

πρόβληµα κατά την εγκύστωση παρασιτοειδών Leptopilina boulardi (Hedengren et al. 

1999).  

Αν και οι παράγοντες NF-κΒ σχετίζονται µε την ανοσοαπόκριση κατά τον 

παρασιτισµό και επάγουν ένα σύνολο γονιδίων, φαίνεται ότι τα επαγόµενα γονίδια δεν 

ταυτίζονται µε αυτά που ενεργοποιούνται µετά από µόλυνση µε µικροοργανισµούς. Έτσι, 

οι Wertheim et al. βρήκαν ότι ο παρασιτισµός, ναι µεν προκαλεί επαγωγή σε ένα µικρό 

αριθµό γονιδίων των οδών Toll και Imd και δύο πρωτεΐνες αναγνώρισης πεπτιδογλυκάνης, 

αλλά επάγει µόνο τρία από τα 14 αντιµικροβιακά πεπτίδια που είναι γνωστά στη 

Drosophila. Η αύξηση της έκφρασής τους αποδίδεται από τους συγγραφείς στην έκθεση σε 
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µικροοργανισµούς που συνοδεύει τη διάτρηση του σώµατος του ξενιστή κατά τον 

παρασιτισµό και όχι στην άµεση συσχέτιση ανάµεσα στην παραγωγή αντιµικροβιακών 

πεπτιδίων και την αντιµετώπιση του παρασιτισµού (Wertheim et al. 2005). Επιπλέον, οι 

Coustau et al. µελετώντας την απόκριση δύο διαφορετικών στελεχών D. melanogaster 

έναντι του παρασιτοειδούς Leptopilina boulardi, ενός ανθεκτικού που αναγνωρίζει και 

εγκυστώνει τα αυγά του παρασιτοειδούς και ενός ευπαθούς που δεν παρουσιάζει 

εγκύστωση, διαπίστωσαν ότι το µεν ανθεκτικό στέλεχος δεν παρήγαγε αντιµικροβιακά 

πεπτίδια µετά τον παρασιτισµό, ενώ το ευπαθές στέλεχος παρήγαγε (Coustau et al. 1996). 

Η µη παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων από το ανθεκτικό στέλεχος υποδηλώνει ότι 

αυτά δε σχετίζονται µε την αναγνώριση, εγκύστωση και θανάτωση των αυγών του 

παρασιτοειδούς, διαχωρίζοντας την αντιβακτηριακή απόκριση από την αντιπαρασιτική. 

Αντίθετα, η παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων από το ευπαθές στέλεχος δείχνει ότι το 

παρασιτοειδές µπορεί να επάγει σύνθεση αντιµικροβιακών πεπτιδίων πιθανώς στα πλαίσια 

µιας µη ειδικής ανοσολογικής απόκρισης (Coustau et al. 1996).  

Μελέτη που συνέκρινε την έκφραση γονιδίων της Drosophila ανάµεσα σε άτοµα 

αγρίου τύπου και άτοµα µολυσµένα από το παρασιτοειδές Asobara tabida, έναντι του 

οποίου ανταπεξέρχονται θετικά, µας οδηγεί σε συµπεράσµατα ως προς την επιτυχή 

απόκριση της Drosophila στον παρασιτισµό (Wertheim et al. 2005). Στα παρασιτισµένα 

άτοµα σηµειώνεται αύξηση της µεταγραφής του γονιδίου του µεταγραφικού παράγοντα 

Relish που συµµετέχει στην οδό Imd δηλώνοντας τη σηµασία που έχει η οδός Imd κατά 

τον παρασιτισµό. Επίσης, σηµειώνεται αυξηµένη µεταγραφή µιας σειράς άλλων γονιδίων 

που αφορούν σε ανοσολογικές αποκρίσεις. Γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεάσες σερίνης 

που πιθανώς σχετίζονται µε τον καταρράκτη πρωτεασών της µελανοποίησης και επάγονται 

κατά τον παρασιτισµό εµφανίζουν θετική συσχέτιση µε την παρουσία µοτίβων πρόσδεσης 

NF-κΒ παραγόντων στους υποκινητές τους (Wertheim et al. 2005). ∆ύο γονίδια που 

κωδικοποιούν µία λεκτίνη και µια ιντεγκρίνη, πρωτεΐνες σχετικές µε την κυτταρική 

πρόσφυση που πιθανώς εµπλέκονται στην εγκύστωση (Irving et al. 2005), επίσης φέρουν 

στοιχεία πρόσδεσης NF-κΒ παραγόντων στους υποκινητές τους, ενώ τέτοια στοιχεία 

παρατηρούνται και σε µια σειρά άλλων γονιδίων που επάγει ο παρασιτισµός, όπως γονίδια 

πρωτεϊνών αναγνώρισης, πρωτεϊνών σχετικών µε τη µελανοποίηση κ. α. Αν και πρέπει να 

γίνει ο λειτουργικός χαρακτηρισµός αυτών των ακολουθιών-στοιχείων πρόσδεσης 

παραγόντων NF-κΒ, φαίνεται ότι οι παράγοντες NF-κΒ έχουν σηµαντικό ρόλο στην 

απόκριση έναντι στον παρασιτισµό. Με αυτό συνάδει και η άµεση σχέση ανάµεσα στον 

πολλαπλασιασµό και την πυκνότητα των αιµοκυττάρων, τη διαφοροποίηση των 
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λαµελλοκυττάρων (ο βασικός πληθυσµός αιµοκυττάρων που συµµετέχει στην εγκύστωση 

στη Drosophila), και το σχηµατισµό κάψουλας (capsule) µε τη σηµατοδοτική οδό Toll, 

αφού έχει δειχθεί ότι µεταλλαγή στα γονίδια cactus και toll ή συστατική έκφραση του 

dorsal επάγει τη διαφοροποίηση των λαµελλοκυττάρων, την αύξηση του πληθυσµού των 

αιµοκυττάρων και την εγκύστωση (Qiu et al. 1998), διαδικασίες που σχετίζονται µε την 

αντιµετώπιση του παρασιτισµού. Εποµένως, η αναστολή των παραγόντων Rel/NF-κΒ και 

η συνεπαγόµενη παρεµπόδιση των οδών Toll και Imd από πρωτεΐνες των polydna ιών είναι 

σηµαντική για την επιβίωση των παρασιτοειδών. 

Καθώς ο παρασιτισµός των εντόµων από Υµενόπτερα συχνά συνοδεύεται από τη 

συµµετοχή polydna ιών, αναµένεται οι ξενιστές να παρουσιάζουν και αντι-ιικές αποκρίσεις 

κατά τον παρασιτισµό. Μελέτες έχουν δείξει τη σύνδεση αυτών των αποκρίσεων µε τις 

οδούς που ενεργοποιούν Rel/NF-κΒ παράγοντες. Ο ρόλος της οδού Toll στις αντι-ιικές 

αποκρίσεις καταδεικνύεται από το γεγονός ότι διαγονιδιακά άτοµα µε κατεσταλµένη τη 

συγκεκριµένη οδό και µολυσµένα µε τον ιό Drosophila X virus σηµείωσαν πρόωρο θάνατο 

και αυξηµένο ιικό φορτίο σε σχέση µε µολυσµένα άτοµα αγρίου τύπου (Zambon et al. 

2005). Αντίστοιχα, ο ρόλος της οδού Imd φαίνεται από το γεγονός ότι διαγονιδιακά άτοµα 

που φέρουν µεταλλαγές στην οδό Imd σηµείωσαν αυξηµένη ευαισθησία και αυξηµένο ιικό 

φορτίο µετά από µόλυνση µε τον ιό Cricket Paralysis virus (CrPV) (Costa et al. 2009). 

Εποµένως, η αναστολή Rel/NF-κΒ παραγόντων από τους polydna ιούς έχει σηµασία για 

την αντιµετώπιση των πιθανών αντι-ιικών ανοσολογικών αποκρίσεων που ενεργοποιούνται 

κατά τον παρασιτισµό µε PDVs. 

Γίνεται εµφανές ότι η ανασταλτική δράση των πρωτεϊνών Ank του CcBV έναντι 

Rel/NF-κΒ παραγόντων είναι ιδιαίτερα σηµαντική για την καταστολή τόσο των 

αντιπαρασιτικών όσο και των αντι-ιικών ανοσολογικών αποκρίσεων που παρουσιάζει ο 

ξενιστής κατά τον παρασιτισµό. Η αναστολή των συγκεκριµένων παραγόντων των οδών 

µεταγωγής σηµατος Toll και Imd συνεπάγεται τη µείωση της µεταγραφής πολλών 

γονιδίων-στόχων των δύο οδών. Καταστολή της µεταγραφής γονιδίων που εµπλέκονται 

στις ανοσολογικές αποκρίσεις έχει δειχθεί και από άλλες πρωτεΐνες των παρασιτοειδών, 

όπως πρωτεΐνες του δηλητηρίου της ενδοπαρασιτοειδούς σφήκας Pteromalus puparum που 

παρασιτεί νύµφες του Λεπιδόπτερου ξενιστή Pieris rapae. Η συγκεκριµένη σφήκα κατά 

την έγχυση των αυγών της στον ξενιστή ενίει δηλητήριο αλλά όχι σωµατίδια polydna ιών. 

Συγκρίνοντας RNA από αιµοκύτταρα και λιπαρό σώµα ανοσοποιηµένων ατόµων P. rapae, 

παρουσία και απουσία δηλητηρίου του παρασιτοειδούς, διαπιστώθηκε µείωση στη 

µεταγραφή µιας σειράς γονιδίων παρουσία του δηλητηρίου (Fang et al. 2010). Ανάµεσα σε 
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αυτά βρίσκονταν γονίδια που παρουσιάζουν υψηλή οµοιότητα µε γονίδια αντιµικροβιακών 

πεπτιδίων, όπως η κεκροπίνη, η λυσοζύµη, η αττασίνη κ.α., γονίδια πρωτεϊνών που 

συµµετέχουν στον καταρράκτη ενεργοποίησης της προφαινολοξειδάσης στη διαδικασία 

της µελανοποίησης και γονίδια που κωδικοποιούν υποδοχείς αναγνώρισης µοριακών 

προτύπων παθογόνων οργανισµών, όπως οι λεκτίνες ή η καλρετικουλίνη, πρωτεΐνη που 

στα αιµοκύτταρα σχετίζεται µε την αναγνώριση εαυτού-µη εαυτού και την εγκύστωση 

(Fang et al. 2010). Εποµένως, η καταστολή γονιδίων που συµµετέχουν στις ανοσολογικές 

αποκρίσεις από το δηλητήριο του ενδοπαρασιτοειδούς αποτελεί προστατευτικό µηχανισµό 

για τα αυγά του τελευταίου και φαίνεται ότι η καταστολή της γονιδιακής έκφρασης του 

ξενιστή είναι µια διαδεδοµένη τακτική των ενδοπαρασιτοειδών Υµενοπτέρων. 

Πολλαπλοί ρόλοι για τις Ank του CcBV 

Εκτός από την παρεµβολή τους στη σηµατοδότηση των οδών του NF-κΒ, οι 

πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης των polydna ιών έχει αποδειχτεί ότι εµπλέκονται και 

σε άλλες δραστηριότητες. Έχουν συνδεθεί µε αναστολή της µελανοποίησης, καθώς η 

µελανοποίηση που επάγεται µετά από µόλυνση µε βακτροϊούς στον ξενιστή P. xylostella 

αναστέλλεται όταν έχει προηγηθεί ένεση του ξενιστή µε τα ιικά χρωµοσώµατα του polydna 

ιού που περιέχουν γονίδια της πρωτεΐνικής οικογένειας CpBV-IκΒ ή όταν οι ίδιοι οι 

βακτροϊοί εκφράζουν CpBV-IκΒ πρωτεΐνες (Bae and Kim 2009). Επιπλέον, πρωτεΐνες 

Vankyrins του CsIV καθυστερούν την κυτταρική λύση µετά από µόλυνση µε βακτροϊούς 

και ευνοούν την κυτταρική επιβίωση, ενώ αναστέλλουν την απόπτωση σε κύτταρα 

µολυσµένα µε βακτροϊούς (Kroemer and Webb 2006; Fath-Goodin et al. 2009). Ενώ, 

πρωτεΐνες επαναλήψεων αγκυρίνης των PDVs έχουν συνδεθεί και µε την αποδιοργάνωση 

του δικτύου των µικροσωληνίσκων, αφού όταν η πρωτεΐνη Αnk1 του ΤnBV εκφράζεται σε 

διαγονιδιακές µύγες παρεµβάλλεται στη µεταφορά των µεταγράφων και στην κατανοµή 

των πρωτεϊνών-κινητήρων πάνω στους µικροσωληνίσκους σε έµβρυα της Drosophila και 

επιφέρει αποδιοργάνωση του δικτύου των µικροσωληνίσκων (Duchi et al. 2010). Σε αυτό 

το πλαίσιο, η ανίχνευση της πρωτεΐνης Ank2 του CcBV σε σχηµατισµό που οµοιάζει στη 

µιτωτική άτρακτο, αν και πρέπει να επιβεβαιωθεί µε πρόσθετα πειράµατα, συνάδει µε την 

άποψη των Duchi et al. ότι η οικογένεια Ank των PDVs παρεµβάλλεται στην οργάνωση 

του κυτταροσκελετού (Duchi et al. 2010). Επιπλέον, κάποια µέλη της οικογένειας Ank του 

C. congregata PDV (CcBV) παρουσιάζουν πολύ υψηλή οµολογία (έως και 91%) µε µέλη 

της αντίστοιχης οικογένειας του C. plutellae PDV (CpBV), πρωτεΐνες που µειώνουν τη 

µελανοποίηση και ενισχύουν την παθογένεια των βακτροϊών (Bae and Kim 2009). Αυτή η 
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οµολογία τοποθετεί τις CcBV Anks και πιο άµεσα σε πλευρές της ανοσίας όπως η 

µελανοποίηση. Εποµένως, οι πρωτεΐνες Ank του ιού CcBV πιθανώς να σχετίζονται µε ένα 

πλήθος λειτουργιών. Αν αυτή η υπόθεση ισχύει, δεν είναι γνωστό αν όλα τα µέλη της 

οικογένειας µοιράζονται τους ίδιους ρόλους ή αν διαφορετικά µέλη επιτελούν 

εξειδικευµένες λειτουργίες όπως υποδηλώνει το διαφορικό ιστοειδκό πρότυπο έκφρασής 

τους και η διαφορετική υποκυτταρική τους κατανοµή.  

Η πιθανή λειτουργική διαφοροποίηση των µελών που ανήκουν σε πολυπρωτεΐνικές 

οικογένειες του ιού CcBV συνάγεται και από την απόκλιση που διαπιστώνεται στις 

κωδικοποιούσες ακολουθίες των αντίστοιχων γονιδίων µε τη χρήση υπολογιστικών 

µεθόδων και εργαλείων εξελικτικής βιολογίας. Αυτή η απόκλιση υποδεικνύει τη µεγάλη 

ταχύτητα εξέλιξης των polydna ιών (Bezier et al. 2008). Ωστόσο, η απόκλιση στο 

νουκλεοτιδικό επίπεδο επιδέχεται και µίας πολύ διαφορετικής ερµηνείας, µε βάση την 

οποία τα µέλη µιας πρωτεϊνικής οικογένειας του CcBV δεν έχουν αναγκαστικά 

διαφοροποιηµένες λειτουργίες. Προέρχονται από διπλασιασµό ενός αρχικού γονιδίου και 

όλα µαζί µεταλλάσσονται υπό την εξελικτική πίεση (π.χ. κατά τη µετάβαση από έναν 

ξενιστή σε έναν άλλον) έως ότου επιλεγεί το καλύτερο. Μέχρι τότε όλα τα µέλη της 

οικογένειας δρουν προς την ίδια κατεύθυνση επιτελώντας την ίδια ή παρόµοια λειτουργία 

(Bezier et al. 2008). Κανένα από µόνο του δεν έχει αρκετή συγγένεια για το/τα µόρια-

στόχους, ενώ πολλά µαζί έχουν µεγαλύτερη δραστικότητα κι εποµένως ο µεγάλος αριθµός 

µελών εξυπηρετεί την καλύτερη απόδοση της οικογένειας. Σε αυτό το πλαίσιο µπορεί να 

ερµηνευτεί και η διαπιστούµενη επίδραση πέντε µελών της οικογένειας Ank του CcBV 

πάνω στον ίδιο µόριο-στόχο, τον µεταγραφικό παράγοντα R1d2. Πολλά µέλη της 

οικογένειας µπορούν να αναστέλλουν τον ίδιο Rel/NF-κΒ παράγοντα µε διαφορετική 

απόδοση µεταξύ τους.  

Από την άλλη πλευρά, η διαφορά στα λειτουργικά αποτελέσµατά µας ανάµεσα στις 

δύο οδούς µεταγωγής σήµατος και η αναστολή του RelΒ µόνο από την Ank2 υποδηλώνουν 

τη διαφορική εξειδίκευση των διαφορετικών Ank ως προς τα µόρια-στόχους τους, δηλαδή 

ως προς συγκεκριµένα Rel ετεροδιµερή/οµοδιµερή, που βρίσκονται πιθανώς σε διακριτούς 

ιστούς. Εξάλλου είναι γνωστό βάσει πειραµάτων συνανοσοκατακρήµνισης και EMSA ότι 

τουλάχιστον στη Drosophila οι µεταγραφικοί παράγοντες Rel/NF-κΒ σχηµατίζουν διµερή, 

όπως τα ετεροδιµερή Dorsal/Relish ή Dif/Relish και τα οµοδιµερή Relish/Relish ή Dif/Dif 

τα οποία εµφανίζουν προτίµηση για διαφορετικά γονίδια (Han and Ip 1999). Για τα µέλη 

µιας άλλης οικογένειας πρωτεϊνών µε επαναλήψεις αγκυρίνης, τους αναστολείς ΙΝΚ 

(inhibitor of cyclin-dependent kinase) της κυκλινοεξαρτόµενης κινάσης 4 (cyclin-



 159 

dependent kinase 4 ή CDK4) έχει, επίσης, διαπιστωθεί ότι παρουσιάζουν διαφορετική 

συγγένεια για τα µόρια-στόχους τους, CDK4 και CDK 6 (Li et al. 2006). Εποµένως, και οι 

εξεταζόµενες πρωτεΐνες Ank µπορεί να εµφανίζουν διαφορετική προτίµηση για 

διαφορετικούς παράγοντες Rel/NF-κΒ (είτε στη µορφή διµερών είτε όχι) και πολλά µέλη 

της οικογένειας να παρουσιάζουν διαφορική συγγένεια για κάθε παράγοντα Rel/NF-κΒ. 

 

Μελλοντικές κατευθύνσεις 

Αναµφισβήτητα, η µελέτη των πρωτεϊνών της οικογένειας Ank του 

ενδοσυµβιωτικού ιού της C. congregata CcBV µπορεί να συνεχιστεί προς πολλές 

κατευθύνσεις. Αφενός µπορούν να µελετηθούν οι µηχανισµοί ρύθµισης των διαφορετικών 

επιπέδων έκφρασής τους, όπως η ουβικιτινυλίωση, καθώς και ο τρόπος ρύθµισης της 

υποκυτταρικής κατανοµής τους. Αφετέρου µπορεί να µελετηθεί σε µεγαλύτερο βάθος η 

προτίµηση συγκεκριµένων Ank σε συγκεκριµένα ετεροδιµερή ή οµοδιµερή Rel/NF-κΒ 

παραγόντων. Η δηµιουργία µεταλλαγµένων µορφών των πρωτεϊνών Ank και η σύγκριση 

της επίδρασης αυτών, σε σχέση µε τις πρωτεΐνες αγρίου τύπου, πάνω στους παράγοντες 

Rel/NF-κΒ θα οδηγήσει στη διευκρίνηση των περιοχών αλληλεπίδρασης µε τα µόρια-

στόχους των πρωτεϊνών Ank. Ενδιαφέρον, επίσης, παρουσιάζει η µελέτη της επίδρασης 

των πρωτεϊνών Ank στη διαµόρφωση του κυτταροσκελετού και την πορεία του κυτταρικού 

κύκλου, διαδικασίες για τις οποίες προέκυψαν έµµεσα στοιχεία µέσω των πειραµάτων 

ανοσοφθορισµού. Συγκεκριµένα προς αυτήν την κατεύθυνση το µεγαλύτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η πρωτεΐνη Ank2. Εποµένως, προκύπτει ένα ερώτηµα που αξίζει να 

διερευνηθεί για το αν η αναστολή των Rel/NF-κΒ παραγόντων είναι άµεσο αποτέλεσµα 

της αλληλεπίδρασης των Ank του CcBV µε τους µεταγραφικούς παράγοντες ή και έµµεσο 

της αποδιοργάνωσης του κυτταροσκελετού. Η πλήρης διευκρίνιση των λειτουργιών των 

µελών της οικογένειας Ank του CcBV καθώς και η αξιολόγηση της αναγκαιότητας ή της 

περίσσειας τόσων µελών στη διαδικασία του παρασιτισµού χρήζει, επίσης, περαιτέρω 

µελέτης. Όλες αυτές οι κατευθύνσεις θα οδηγήσουν σε καλύτερη γνώση τόσο των βασικών 

µηχανισµών ανοσίας των λεπιδοπτέρων εντόµων όσο και της πορείας του παρασιτισµού 

του φυσικού ξενιστή M. sexta από το ενδοπαρασιτοειδές C. congregata. Τέλος, σε επίπεδο 

εφαρµογής θα µπορούσε να γίνει συνδυασµός της έκφρασης πρωτεϊνών Ank µε µόλυνση 

από εντοµοπαθογόνους µικροοργανισµούς και ακόλουθη µέτρηση της βιωσιµότητας 

λεπιδοπτέρων πληθυσµών, ώστε να διαπιστωθεί κατά πόσο αυτές οι πρωτεΐνες µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για τον έλεγχο επιβλαβών εντόµων. 
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Παράρτηµα  

Πίνακας Π1. Κρίσιµες τιµές του µεγέθους F της one-way ANOVA για επίπεδο σηµαντικότητας 
α=0.05 και για τους βαθµούς ελευθερίας dfB και dfW. F είναι ο λόγος της απόκλισης-από-το-µέσο-
όρο-µεταξύ-διαφορετικών-οµάδων ως προς την απόκλιση-από-το-µέσο-όρο-εντός-κάθε-οµάδας, 
δηλαδή  
F=MSBETWEEN/MSWITHIN = (SSBETWEEN /dfB)/(SSWITHIN/dfW), όπου: 
MS (mean of the squared deviations about the mean) ο µέσος όρος των τυπικών αποκλίσεων  
SS (sum of the squared deviations about the mean) το άθροισµα των τυπικών αποκλίσεων  
dfB (degrees of freedom for the between groups variance estimate) οι βαθµοί ελευθερίας µεταξύ 
των διαφορετικών οµάδων,  
dfW (degrees of freedom for the within groups variance estimate) οι βαθµοί ελευθερίας εντός κάθε 
οµάδας. 
Aν η πειραµατική τιµή F είναι µεγαλύτερη από την κρίσιµη τιµή F για τους αντίστοιχους βαθµούς 
ελευθερίας, τότε η µηδενική υπόθεση απορρίπτεται ενώ επιβεβαιώνεται η πειραµατική υπόθεση.  
(πίνακας από M. Plonsky, Πανεπιστήµιο του Wisconsin, http://www.uwsp.edu/psych/stat). 
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Πίνακας Π2. Κρίσιµες τιµές για την αξιολόγηση του µεγέθους KW  statistic της µη 
παραµετρικής δοκιµασίας Kruskal-Wallis. Όταν εξετάζονται 4 οµάδες (πληθυσµοί κυττάρων), 
όπως στις περιπτώσεις αυτής της εργασίας που χρησιµοποιείται η δοκιµασία KW, και κάθε οµάδα 
(πληθυσµός κυττάρων) περιλαµβάνει µέγεθος δείγµατος µεγαλύτερο του 5, τότε το KW statistic 
µπορεί να αξιολογηθεί µε βάση τον πίνακα τιµών της γνωστής στατιστικής δοκιµασίας χ2 (chi 
square) (Wonnacott and Wonnacott 1982). Ως βαθµοί ελευθερίας λαµβάνονται ο αριθµός του 
συνόλου των οµάδων πλην ένα (df=k-1, όπου k ο αριθµός των οµάδων). Στα πειράµατα που 
χρησιµοποιήθηκε η δοκιµασία Kruskal-Wallis ο αριθµός των οµάδων είναι 4, άρα df=4-1=3. Η 
τιµή του KW statistic συγκρίνεται µε τις κρίσιµες τιµές του πίνακα (για df=3, οι οποίες 
περιλαµβάνονται στο κόκκινο πλαίσιο) για να βρεθεί το επίπεδο σηµαντικότητας του 
αποτελέσµατος. Η µηδενική υπόθεση απορρίπτεται και η πειραµατική υπόθεση επιβεβαιώνεται αν 
η τιµή του KW statistic υπερβαίνει την κρίσιµη τιµή του χ2 στον πίνακα στο γενικώς αποδεκτό 
επίπεδο σηµαντικότητας 0.05 (χ2

.05). 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Οι polydna ιοί είναι µια οµάδα ιών που ενδοσυµβιώνει µε ενδοπαρασιτοειδή 

υµενόπτερα έντοµα (σφήκες) και συµµετέχει στον παρασιτισµό λεπιδοπτέρων εντόµων 

από τα Υµενόπτερα. Τα σωµατίδια των ιών ενίονται µαζί µε τα γονιµοποιηµένα αυγά των 

σφηκών στα λεπιδόπτερα έντοµα-ξενιστές. Τα γονίδια των polydna ιών εκφράζονται στα 

κύτταρα του λεπιδόπτερου ξενιστή και οι παραγόµενες πρωτεΐνες επιδρούν στη φυσιολογία 

του ξενιστή καθυστερώντας την ανάπτυξή του και καταστέλλοντας το ανοσοποιητικό του 

σύστηµα. Με αυτόν τον τρόπο τα αυγά και τα έµβρυα της σφήκας προστατεύονται από 

αντιδράσεις άµυνας του ξενιστή και µπορούν να αναπτυχθούν.  

Στόχος της διατριβής ήταν η µελέτη µελών της οικογένειας πρωτεϊνών που 

περιέχουν επαναλήψεις αγκυρίνης (πρωτεΐνες Ank) του polydna ιού CcBV (Cotesia 

congregata bracovirus), ο οποίος ενδοσυµβιώνει µε τη σφήκα Cotesia congregata και 

συµµετέχει στον παρασιτισµό των προνυµφών του Λεπιδόπτερου Manduca sexta. Οι 

πρωτεΐνες Ank του ιού CcBV είναι οµόλογες µε µόρια ΙκΒ, δηλαδή δυνητικοί αναστολείς 

µεταγραφικών παραγόντων τύπου Rel/NF-κΒ. Έξι γονίδια ank του CcBV 

υποκλωνοποιήθηκαν σε φορείς κατάλληλους για έκφραση σε κύτταρα λεπιδοπτέρων 

εντόµων ώστε να γίνει συγκριτική µελέτη των ιδιοτήτων των κωδικοποιούµενων 

πρωτεϊνών. Με παροδικές διαµολύνσεις και ανοσοαποτυπώσεις κατά Western βρέθηκε ότι 

τα διάφορα µέλη της οικογένειας παρουσιάζουν άνισα επίπεδα έκφρασης, ενώ πειράµατα 

ανοσοφθορισµού ανέδειξαν ετερογένεια στον υποκυτταρικό εντοπισµό τους, µε κάποιες 

πρωτεΐνες να απαντώνται σε περισσότερα του ενός υποκυτταρικά διαµερίσµατα σε 

διαφορετικά κύτταρα, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο εντοπισµός και η έκφρασή τους 

υπόκεινται σε ρύθµιση. 

Με χρήση κατάλληλων λειτουργικών πειραµάτων, εξετάστηκε επίσης η επίδραση 

των πρωτεϊνών Ank στην ενεργότητα Rel/NF-κΒ παραγόντων του καλλιεργούµενου 

µεταξοσκώληκα Bombyx mori σε κυτταρικές σειρές λεπιδοπτέρων εντόµων. Οι 

παράγοντες Rel/NF-κΒ ρυθµίζουν, µέσω των οδών µεταγωγής σήµατος Imd και Toll, την 

έκφραση γονιδίων που ελέγχουν πολλαπλές πτυχές του ανοσοποιητικού συστήµατος των 

εντόµων, όπως την παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων, καθώς και αποκρίσεις που 

αφορούν πιο άµεσα την αντιµετώπιση του παρασιτισµού, όπως η µελανοποίηση, η 

εγκύστωση, η παραγωγή ελευθέρων ριζών και οι αντι-ιικές αποκρίσεις. Εποµένως, 
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πιθανολογείται ότι η αναστολή των παραγόντων Rel/NF-κΒ και η συνεπαγόµενη 

παρεµπόδιση των σηµατοδοτικών οδών Toll και Imd του ανοσοποιητικού συστήµατος των 

λεπιδόπτερων ξενιστών από πρωτεΐνες των polydna ιών, και ειδικότερα από τις πρωτεΐνες 

Ank, είναι σηµαντική για την επιβίωση των παρασιτοειδών. Για να διαπιστωθεί αν η 

συγκεκριµένη υπόθεση ευσταθεί και µε δεδοµένη τη µη διαθεσιµότητα των γονιδίων 

Rel/NF-κΒ παραγόντων του φυσικού ξενιστή της C. congregata, M. sexta, 

χρησιµοποιήθηκε ένα ετερόλογο λειτουργικό σύστηµα που περιέλαβε τα γονίδια των 

ετερόλογων µεταγραφικών παραγόντων Relish1 και RelB του B. mori, που συµµετέχουν 

στις οδούς µεταγωγής σήµατος Imd και Toll, αντίστοιχα, σε συνδυασµό µε την κυτταρική 

σειρά Hi5 του Λεπιδοπτέρου Trichoplusia ni. Σε λειτουργικές δοκιµασίες φωταύγειας 

διερευνήθηκε η επίδραση των έξι ιικών πρωτεϊνών Ank στη µεταγραφή ενός γονιδίου 

αναφοράς firefly luciferase, που είχε τεθεί υπό τον έλεγχο υποκινητών µε στοιχεία 

πρόσδεσης Rel/NF-κΒ για τους δύο µεταγραφικούς παράγοντες του µεταξοσκώληκα. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι πέντε από τις έξι πρωτεΐνες του CcBV που ελέγχθηκαν 

προκάλεσαν αναστολή στην ενεργότητα του µεταγραφικού παράγοντα R1d2, µια 

συστατικά ενεργή µορφή του Relish1, στο µονοπάτι Imd, µε την αναστολή να είναι 

διαφορική για τα έξι µέλη και δοσοεξαρτόµενη για τρία µέλη της οικογένειας που 

εξετάστηκαν σε σχετικά πειράµατα δοσοεξάρτησης. Αντίθετα, η ενεργότητα του 

µεταγραφικού παράγοντα RelΒ, που ενεργοποιείται από το µονοπάτι Toll, βρέθηκε να 

αναστέλλεται µόνο από ένα από τα έξι µέλη της οικογένειας Ank που εξετάστηκαν. Η 

διαφοροποίηση ανάµεσα στις δύο οδούς µεταγωγής σήµατος υποδηλώνει την εξειδίκευση 

των διαφορετικών ιικών πρωτεϊνών Ank ως προς τα µόρια-στόχους τους και υποδεικνύει 

ότι τα περισσότερα µέλη στοχεύουν την οδό µεταγωγής σήµατος Imd, γεγονός πιθανά 

ενδεικτικό του ρόλου που η συγκεκριµένη οδός διαδραµατίζει στην αντι-ιική προστασία 

των εντόµων.  

Σε κύτταρα Hi5 που υπερεκφράζουν παροδικά τις ιικές πρωτεΐνες και τους 

µεταγραφικούς παράγοντες παρατηρήθηκε πυρηνικός συνεντοπισµός του µεταγραφικού 

παράγοντα R1d2 µε αρκετές από τις πρωτεΐνες Ank που αναστέλλουν τη λειτουργία του, 

ενώ ο παράγοντας RelΒ παρουσίασε συνεντοπισµό µε την πρωτεΐνη-αναστολέα του στο 

κυτταρόπλασµα. Επιπλέον, πειράµατα συγκατακρήµνισης έδειξαν αλληλεπίδραση 

ανάµεσα σε δύο πρωτεΐνες Ank και τον πλήρους µήκους παράγοντα Relish1, γεγονός που, 

σε συνδυασµό µε την αναστολή του R1d2 από τις ιικές πρωτεΐνες, υποδηλώνει ότι οι 

πρωτεΐνες Ank πιθανώς δρουν ως αναστολείς του Relish1 και in vivo. 
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Στα πλαίσια της προσπάθειας για διαλεύκανση πιθανής δράσης των πρωτεϊνών Ank 

του CcBV σε Rel/NF-κB παράγοντες θηλαστικών, τα έξι ank γονίδια υποκλωνοποιήθηκαν 

σε φορέα κατάλληλο για έκφραση σε κύτταρα θηλαστικών και εξετάστηκε η δράση των 

αντίστοιχων πρωτεϊνών στη λειτουργικότητα του ενδογενούς µεταγραφικού παράγοντα 

NF-κB κυττάρων HEK293. Χρησιµοποιώντας την κυτταροκίνη TNF-α ως επαγωγέα του 

NF-κB, διαπιστώθηκε η ανασταλτική δράση δύο πρωτεϊνών στην ανοσολογική οδό 

µεταγωγής σήµατος των θηλαστικών που ενεργοποιείται µέσω του υποδοχέα του 

παράγοντα νέκρωσης όγκων TNFR και είναι αντίστοιχη µε την Imd οδό των εντόµων.  

Συµπεραµατικά, µε τις µελέτες που περιγράφονται σε αυτή τη διατριβή, 

επιχειρήθηκε για πρώτη φορά η σύγκριση ανάµεσα σε πολλά µέλη µιας οικογένειας 

πρωτεϊνών Ank των ενδοσυµβιωτικών polydna ιών σε επίπεδο έκφρασης και 

υποκυτταρικής κατανοµής αλλά και σε λειτουργικό επίπεδο δίνοντας έτσι τη δυνατότητα 

κατανόησης της λειτουργικής ποικιλοµορφίας που υπάρχει σε πρωτεϊνικές οικογένειες των 

polydna ιών. Τα αποτελέσµατα είναι συµβατά µε την υπόθεση ότι οι πρωτεΐνες 

επαναλήψεων αγκυρίνης των polydna ιών δρουν ως αναστολείς παραγόντων Rel/NF-κΒ, 

τόσο στα λεπιδόπτερα έντοµα όσο και στα θηλαστικά. Μάλιστα, στα έντοµα, οι πρωτεΐνες 

Ank έχουν τη δυνατότητα να καταστέλλουν και τις δύο κύριες ανοσολογικές οδούς 

µεταγωγής σήµατος, Toll και Imd. Επίσης, φαίνεται ότι τα µέλη της οικογένειας Ank του 

ενδοσυµβιωτικού ιού ενός Υµενοπτέρου που παρασιτεί ένα συγκεκριµένο Λεπιδόπτερο 

µπορούν να παρεµποδίζουν τη λειτουργία ρυθµιστών της ανοσίας και άλλων 

Λεπιδοπτέρων πέραν του φυσικού του ξενιστή. Εποµένως, πρωτεΐνες των polydna ιών, 

όπως οι Ank, θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την καταστολή του ανοσοποιητικού 

συστήµατος των εντόµων στα πλαίσια ενίσχυσης ήδη υπάρχοντων στρατηγικών 

καταπολέµησης επιβλαβών εντόµων, οι οποίες βασίζονται στη χρήση εντοµοπαθογόνων 

µικροοργανισµών. 
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SUMMARY 

 
Polydnaviruses (PDVs) are endosymbiotic viruses of parasitoid Hymenoptera. Their 

particles are injected together with the endoparasitoid’s eggs in the final lepidopteran host, 

where the viral genes are transcribed. The expressed proteins mediate a series of changes in 

the host’s physiology, such as developmental delay and immune suppression, thus 

protecting the hymenopteran embryos from host reactions. 

This dissertation’s objective was to study members of the Ankyrin-repeat protein 

family (Ank proteins) of the CcBV polydnavirus (Cotesia congregata bracovirus), which 

lives as a provirus in the hymenopteran species Cotesia congregata, a wasp known to 

parasitize larvae of the lepidopteran Manduca sexta. CcBV Ank proteins are homologous 

to ΙκΒ molecules and, therefore, could function as inhibitors of Rel/NF-κΒ transcription 

factors. Six out of nine CcBV ank genes were subcloned to lepidopteran-specific plasmids 

and expressed in order to make a comparison among their encoded products. Doing 

transient transfections and subsequent Western immunoblotting, the different Ank proteins 

were found to be unequally expressed, whereas according to immunofluorescence 

experiments, their subcellular distribution varies among the different family members and 

often varies among different cells expressing the same protein. Thus, both the expression 

levels and the subcellular distribution of CcBV Ank proteins seem to be under regulation. 

Employing functional assays we tested the effect of Ank proteins on Rel/NF-κΒ 

transcription factors of the domesticated silkworm Bombyx mori in a lepidopteran cell line. 

Through the Imd and Toll signalling pathways, Rel/NF-κΒ factors regulate the 

transcription of genes implicated in many aspects of the insect immune system, such as 

antimicrobial (antimicrobial peptide synthesis), antiparasitic (melanization, encapsulation 

and reactive intermediates production) and antiviral responses. Therefore, it is 

hypothesized that inhibiting Rel/NF-κΒ factors and the corresponding Imd and Toll 

signalling pathways of the lepidopteran host’s immune system is crucial for the 

endoparasitoid’s survival. To examine whether CcBV Ank proteins are indeed capable of 

such an inhibition, we used a heterologous system that included the Trichoplusia ni Hi5 

cell line and transiently expressing genes that encode the silkworm Rel/NF-κΒ transcription 

factors Relish1 and RelB, given that the corresponding genes from C. congregata’s natural 

host, M. sexta, were unavailable. In luciferase assays we examined whether the six viral 

Ank proteins can suppress the transcription of a firefly luciferase reporter gene placed 
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under the control of a promoter that bears Rel/NF-κΒ binding elements. Five out of the six 

examined CcBV proteins inhibited transcription factor R1d2, a constitutively active 

Relish1 mutant that participates in the Imd signalling pathway. The inhibition of R1d2 

transcriptional activity varied between the different Ank proteins and was dose-dependent 

for three of them. On the contrary, the transcriptional activity of RelΒ, a factor activated by 

the Toll pathway, was inhibited only by one of the six Ank family members. The observed 

differences between the two signalling pathways suggest that different Ank proteins show 

specificity against their targets and imply that most CcBV Anks target the Imd pathway, 

indicating the importance of this pathway in anti-viral responses.  

Immunofluorescence experiments in Hi5 cells transiently over-expressing the viral 

proteins and the silkworm transcription factors revealed a nuclear co-localization between 

transcription factor R1d2 and some of the Ank proteins that are able to suppress its activity, 

while RelΒ co-localized with its Ank inhibitor in the cytoplasm. Moreover, two Ank 

proteins were found to interact with full-length Relish1 in pull-down experiments which, 

together with the R1d2 inhibition observed in the functional assays, implies that Ank 

proteins could act as Relish1 inhibitors in vivo. 

Furthermore, the possible suppression of mammalian Rel/NF-κB factors by CcBV 

Ank proteins was also tested. Six ank genes were subcloned in a plasmid suitable for 

expression in mammalian cells and the effect of the corresponding proteins on endogenous 

transcription factor NF-κB of HEK293 cells was examined. Tumor necrosis factor α (TNF-

α) was used as an inducer of the endogenous mammalian signalling pathway that is 

initiated by the TNF-receptor and corresponds to the insect Imd pathway. According to our 

results, two Ank family members were found to inhibit the TNFR pathway in HEK293 

cells.  

Conclusively, this dissertation describes the first attempt to compare so many 

members of a PDV Ank family both at an expression/localization level and at a functional 

level, thus giving the opportunity to comprehend the existing variation in PDV protein 

families. The results are in agreement with the hypothesis that polydnavirus Ankyrin-repeat 

proteins act as Rel/NF-κΒ inhibitors; both in lepidopteran insect cells and in mammalian 

cells. In fact, Ank proteins are capable of suppressing both major immune signalling 

pathways, Toll and Imd, in insect cells. Finally, it is evident that Ank proteins of a PDV 

endosymbiotic of a certain hymenopteran species can block immune regulators of the 

natural lepidopteran host, as well as of other Lepidoptera. Therefore, PDV proteins, like 

Anks, could be employed for the immune suppression of a range of insects in order to 
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enhance the effectiveness of pest control applications involving entomopathogenic viruses, 

bacteria or fungi. 
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In the tripartite parasitization system of the lepidopteran host Manduca sexta, the endoparasitoid wasp
Cotesia congregata and its endosymbiotic virus, C. congregata Bracovirus (CcBV), the expression of viral
proteins is necessary for successful parasitization. Here we have examined the in vitro effects of six
members of the ankyrin-repeat protein family (Ank) of CcBV, which are thought to interfere with the
host’s induced innate immune responses, on the transcriptional activity of a heterologous lepidopteran
Rel/NFkB transcription factor, Relish1 of Bombyx mori. Using as transcriptional activator BmRelish1-d2
(R1d2), a constitutively active mutant of the major regulator of the Imd pathway, BmRelish1, in
conjunction with a reporter gene controlled by a B. mori antimicrobial peptide gene promoter, we have
found that 5 of the 6 examined Anks suppress R1d2-dependent transcriptional activity to various
degrees. Immunofluorescence studies have also revealed that while some of the Ank proteins have
a rather strict cytoplasmic localization, others are detected both in the cytoplasm and the nucleus of the
expressing cells and that colocalization with R1d2 occurs exclusively in the nucleus. Thus, our results
suggest that functional and spatial differences among the various CcBV Ank family members may be
responsible for the observed differential inhibition of R1d2 activity.

� 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Parasitization of lepidopteran insects by parasitoid Hymenoptera
(wasps) results in disruption of the host immune system. In some
cases, viral particles, termed polydnaviruses (PDVs reviewed in
Drezen et al., 2003; Dupuy et al., 2006; Bezier et al., 2009) that are
injected together with the endoparasitoid eggs into the host larvae
play important roles in theparasitizationprocess. In the lepidopteran
host, PDVs, which encompass the groups Ichnoviruses and Bracovi-
ruses (Whitfield, 1990), exert effects leading to the prevention of the
wasp eggs’ encapsulation (Edson et al., 1981). In fact, many PDV
proteins have been shown to interfere with the development of the
host (Shelby and Webb, 1997; Barandoc and Kim, 2009) and its
cellular and humoral immune reactions (Beck and Strand, 2005;
Pruijssers and Strand, 2007; Labropoulou et al., 2008; Lu et al., 2010).

In Drosophila, where immune responses have been studied
extensively, two major immune signalling pathways are induced
after microbial infection, Imd and Toll (Lemaitre et al., 1995, 1996),
which, among others, control the expression of antimicrobial
peptides (AMPs), pattern recognition proteins (PRPs), melanization
: þ30 210 6511767.
bropoulou).
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(De Gregorio et al., 2002) and are implicated in antiviral responses
(Zambon et al., 2005; Costa et al., 2009). In terms of the tran-
scription factors acting in the two pathways, three major ones are
known in the fruitfly; (i) Dorsal, which is involved in dorsoventral
patterning and at the same time is a Rel/NFkB transcription factor
(Steward, 1987) linked to immunity (Lemaitre et al., 1996); (ii) the
Dorsal-related immunity factor, Dif, which together with Dorsal is
involved in the Toll pathway (Ip et al., 1993; Meng et al., 1999); and
(iii) Relish, a compound protein consisting of a Rel homology
domain (RHD) and an ankyrin-repeat domain (ARD) that acts as
a downstream factor in the Imd pathway (Dushay et al., 1996;
Hedengren et al., 1999).

Genomic and biochemical data indicate that the domesticated
silkworm, Bombyx mori, produces homologues for most known
components of the Drosophila Toll and Imd signal transduction
pathways (Wang et al., 2007; Cheng et al., 2008; Tanaka et al., 2008;
An et al., 2010). Thus far, four Rel/NFkB transcription factors have
been described in B. mori; BmRelA, BmRelB, BmRelish1 and BmRel-
ish2. Of these, BmRelA and BmRelB derive from a single gene by
alternative splicing (Tanakaet al., 2005). TheRHDofBmRelA/B shares
homologywith the RHD of theDrosophilaDorsal and the two factors
bind to NFkB binding sites on the promoters of antibacterial peptide
genes (Tanaka et al., 2005). BmRelish1 and 2, on the other hand,
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contain an RHD homologous to the one of Drosophila Relish.
BmRelish1 also encompasses an acidic and hydrophobic amino acid-
rich region (AHAA) and an ankyrin-repeat domain (ARD), which
BmRelish2 lacks. While the full-length BmRelish1 is inactive, a dele-
tion mutant lacking the ARD (BmRelish1-d2, thereafter designated
R1d2) is active and able to induce the transcription of many antimi-
crobial peptide genes, including cecropin B1, constitutively (Tanaka
et al., 2007). BmRelish2 has not been found to be transcriptionally
active; in fact, it is considered to act as transcriptional suppressor of
the active form of BmRelish1 (Tanaka et al., 2007).

The bracovirus of the parasitoid wasp Cotesia congregata (CcBV)
that parasitizes the mothManduca sexta encodes an ankyrin-repeat
protein family (Espagne et al., 2004) consisting of nine genes,
ank1eank9. The characterization of ank1eank6 has shown that the
relevant gene products are homologous to IkB and Cactus, inhibi-
tors of NFkB factors in mammals and Drosophila, respectively,
containing ankyrin repeats but lacking the regulatory sites that are
present in IkB and Cactus (Espagne et al., 2004; Falabella et al.,
2007). The expression of these genes has been shown to occur in
many host tissues including haemocytes, fat body, midgut, the
nerve cord and malpighian tubules (Falabella et al., 2007). Besides
the first six genes, the ank family encompasses also genes ank7e9,
which were discovered or recognized as such more recently and
have been less studied (J. M. Drezen, personal communication).

Polydnavirus (PDV)-encoded ankyrin-repeat proteins have been
shown to have a range of activities. Thus, TnBVAnk1 of Toxoneuron
nigriceps bracovirus was shown to inhibit the TNFa signalling
mediated by NFkB in HeLa cells (Falabella et al., 2007), but the same
protein was also found to disrupt the microtubule network in
Drosophila oocytes probably due to its anchoring to microtubule
ends (Duchi et al., 2010). On the other hand, two ankyrin-repeat
proteins of Microplitis demolitor bracovirus have also been impli-
cated in Rel/NFkB inhibition as they were found to suppress the
transcription of two antimicrobial peptide genes, drosomycin in
cells expressing a constitutively active Toll receptor and attacin in
cells stimulated with LPS (Thoetkiattikul et al., 2005). These
proteins co-immunoprecipitated with Dif and full-length Relish of
Drosophila and prevented them from binding to the NFkB binding
sites of the drosomycin and cecropin A1 promoters, respectively
(Thoetkiattikul et al., 2005). Finally, PDV ankyrin-repeat proteins
have been linked to the suppression of host responses against other
viruses as well. Thus, P-vank1 and I2-vank3 of the Campoletis
sonorensis ichnovirus enhance longevity and delay the lysis of
Spodoptera frugiperda Sf9 and Drosophila S2 cells infected with
baculoviruses (Kroemer and Webb, 2006), while the ankyrin-
repeat proteins of Cotesia plutellae (or Cotesia vestalis) bracovirus,
CpBV-IkBs, decrease induced melanization in baculovirus-infected
Plutella xylostella larvae (Bae and Kim, 2009).

Given their homology tomammalian IkBa and Drosophila Cactus
proteins, we have tested whether CcBV Ank proteins could function
as inhibitors of insect NFkB homologues. As the question has arisen
whether all members of one PDV Ank family share a common role,
we focused our studies on multiple CcBV Ank proteins. Our results
show a differential repression of R1d2, the constitutively active
mutant of BmRelish1 that is implicated in the Imd pathway. They
also reveal an unanticipated shuttling of Ank proteins between
cytoplasm and nucleus, which enables their colocalization with
R1d2 in the nucleus.

2. Materials and methods

2.1. Expression constructs

cDNAs from CcBV ank1, 2, 4, 7, 8 and 9 genes were provided by Dr
J. M. Drezen, University Francois Rabelais, Tours, France. Their open
reading frames (ORFs) were amplified using appropriate pairs of
primers (primers 1e12 in Supp. Table 1) and subcloned in the
BamHI restriction site of expression vector pEA.myc-his (Lu et al.,
1997; Douris et al., 2006). All forward primers had a Kozak
sequence for optimal initiation of translation (Kozak, 1987) and all
reverse primers were depleted of the stop codon to allow fusion of
the myc-his tag to the gene.

The cDNAs of Bmrelish1 and Bmrelish1-d2, a gift from Dr M.
Yamakawa, were initially in the pPac-PL vector that contained the
Drosophila melanogaster actin 5C promoter (Tanaka et al., 2007).
The partial cDNA encoding the constitutively active deletion
mutant of transcription factor BmRelish1 (Tanaka et al., 2007),
BmRelish1-d2 or R1d2, was amplified using primers that added
a BamHI restriction site at both its ends (primers 13, 14 in Supp.
Table 1). The forward primer (primer 13 in Supp. Table 1) con-
tained a Kozak sequence for optimal initiation of translation and
the reverse primer (primer 14 in Supp. Table 1) was modified so
that a stop codon was inserted at the 30 end of the amplified
sequence. Bmrelish1-d2 was first cloned in pGEM-T-easy (Prom-
ega), released from it and ligated to the final vector, pBmA, under
the control of the B. mori A3 cytoplasmic actin promoter (Johnson
et al., 1992). Combining the same forward primer (primer 13 in
Supp. Table 1) with a different reverse primer (primer 15 in Supp.
Table 1) that does not add a stop codon to Bmrelish1-d2, this
gene fragment was cloned in pEA.hiseglu which confers carbox-
yterminal tagging. The same gene fragment was also cloned in the
BamHI cloning site of expression vector pEA.flag which adds an
aminoterminal flag tag to the encoded protein (Douris et al., 2006).
For this cloning, primers 16 and 17 in Supp. Table 1 were employed,
with the forward primer designed in such a way that the start
codon of the gene is abolished and pGEM-T-easy was used as an
intermediate vector. The same procedure was followed for the
cloning of Bmrelish1 in pEA.flag (with primers 18, 19 in Supp.
Table 1).

The reporter construct pGL3.cecB1.luc that drives the tran-
scription of the firefly luciferase gene under the control of the silk-
moth Cecropin B1 gene promoter was provided by Dr M. Yamakawa
(Tanaka et al., 2005). Reporter plasmid pBmbA.EcRE.gfp encoding
the enhanced green fluorescence protein (eGFP) downstream of
a B. mori actin promoter combined with seven binding sites of 20-
hydroxy-ecdysone (Swevers et al., 2004) served as an internal
standard in the functional assays.

2.2. Cell cultures and transient transfections

BTI-Tn-5B1-4 cells (High Five�; Invitrogen), mentioned in the
text as Hi5, derived from Trichoplusia ni embryos (Granados et al.,
1994), were maintained in IPL-41 insect cell culture medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (SigmaeAldrich) and
subcultured weekly as previously reported (Douris et al., 2006). For
transfection, 500,000 cells were seeded per well of 12-well
microtiter plates at a final volume of 1 ml medium. Transfections
were done with Escort IV (SigmaeAldrich) at a ratio of 1 mg DNA:
8 mg Escort IV.

2.3. Immunoblottings

Cells expressing transcription factors BmRelish1 or R1d2 were
lysed in buffer containing 50 mM TriseCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40
and protease inhibitors cocktail (P8340, SigmaeAldrich), whereas
cells expressing the viral myc-tagged Ank proteins in the functional
experiments were lysed with the freeze-thaw method in IPL
medium in order to allow the subsequent luminescence measure-
ments. All lysates were boiled in SDS/PAGE buffer and loaded
on 10% or 15% polyacrylamide gels, respectively. Proteins were
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transferred to Hybond ECL membrane (Amersham) using an
appropriate buffer, 25 mM Tris, 192 mM glycine and 20% methanol.
Flag.BmRelish1 and flag.R1d2 were detected with the polyclonal
anti-flag (F7425, SigmaeAldrich) as a primary antibody diluted
1:1000 and the anti-rabbit HRP (Jackson ImmunoResearch) as
a secondary antibody diluted 1:5000. Myc-tagged Ank proteins
were visualized with an anti-myc (9B11, Cell Signalling) primary
antibody at a 1:1000 dilution combined with a goat anti-mouse
IgG-HRP (sc-2005, Santa-Cruz Biotechnology) secondary antibody
at a 1:5000 dilution. According to Compute pI/Mw (Gasteiger et al.,
2003), the predicted molecular weights of the tested proteins are
flag.R1d2: 64 kDa, flag.BmRelish1: 106 kDa, Ank1: 21.3 kDa, Ank2:
21.9 kDa, Ank4: 21.6 kDa, Ank7: 15.3 kDa, Ank8: 22.3 kDa and Ank9:
24.7 kDa. Tubulin served as a loading control and its detection was
done with anti-tubulin (Serotec) primary antibody at a 1:1000
dilution and goat anti-rat HRP (Chemicon) secondary antibody at
a 1:4000 dilution. The chemiluminescence reaction was performed
with the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific) as described by the manufacturer and images
were captured with the Fujifilm LAS-4000 image system. Densito-
metric analysis of Ank protein expression was done with ImageJ
software (Abramoff et al., 2004) after colour inversion in the
immunoblot images.

2.4. Luciferase reporter assays

Two kinds of induction control assays were done. In the first,
5�105 Hi5 cells were co-transfectedwith 100 ng of pGL3.cecB1.luc,
50 ng of pBmbA.EcRE.gfp, 200 ng of pEA.pac and 150 ng of
pBmA.R1d2 or pBmA. In the second, the same number of cells was
co-transfected with 100 ng of pGL3.cecB1.luc, 50 ng of pBmbA.E-
cRE.gfp and 350 ng of pEA.flag.Bmrelish1 or pEA.pac. The pEA.pac
construct expresses puromycin acetyltransferase (PAC) and is not
related to any types of immune responses Ank-related or otherwise.
In the second kind of assays, cells were treated one day post-
transfection with LPS (produced with phenol extraction from
Escherichia coli serotype O111:B4, product L2630, SigmaeAldrich)
at 100 mg/ml for 24 h. Moreover, for all assays, cells were split one
day post-transfection in two equal parts. The first part was treated
with 200 nM tebufenozide (20HE analogue (Dhadialla et al., 1998))
to induce GFP production and fluorescence measurements were
taken 24 h later in a Tecan fluorometer. The second part was used
for preparation of cell lysates and subsequent luminescence
measurements using the Steady-Glo system (Promega) as
described by the manufacturer. Luminescence values were
normalized against fluorescence values in the duplicate aliquots. In
order to calculate the induction of the reporter gene, normalized
luminescence from samples expressing an inducer was divided
with normalized luminescence from control samples (i.e. samples
without inducer).

To test the effect of Ank proteins on R1d2 transcription, cells
were co-transfected with 100 ng of pGL3.cecB1.luc, 150 ng of
pBmA.R1d2, 50 ng of pBmbA.EcRE.gfp and 200 ng of pEA.ank.myc-
his/pEA.pac DNA mixtures. The quantities of the different Ank-
expressing constructs varied among different Ank proteins so that
almost equal levels of Ank protein accumulation were achieved.
Specifically, 12 ng, 80 ng, 36 ng, 80 ng, 20 ng and 200 ng of
constructs expressing Ank1, Ank2, Ank4, Ank7, Ank8 and Ank9,
respectively, were employed. Wherever needed, pEA.pac plasmid
was added in order to reach equal total DNA quantities. In the
control cells, all the DNA of the pEA.ank.myc-his/pEA.pac mixture
was covered with pEA.pac, thus not expressing any Ank protein,
and, contrary to the induction assays described above, they
included the inducer expressing plasmid. Two days post-
transfection, cells were split, fluorescence and luminescence
measurements were taken and normalization of luminescence
against fluorescence was performed for each sample, as mentioned
above. Average normalized luminescence of the control samplewas
set as 100 and normalized luminescence values for all other
samples were expressed as percentages of the control (100%) value.
The Ank dose-dependence assays were performed in a similar
manner, but R1d2 was expressed from a different vector,
pEA.R1d2.hiseglu, which carries the baculovirus enhancer HR3 in
order to enhance expression leading to higher luminescence levels.
Moreover, the transfection mixtures contained different quantities
of expression vectors: 50 ng of pGL3.cecB1.luc, 50 ng of
pEA.R1d2.hiseglu, 25 ng of pBmbA.EcRE.gfp and increasing
amounts of pEA.myc-his plasmids (125, 250 or 375 ng). PEA.pac
was added to reach equal total DNA amounts.

2.5. Statistical analysis

In the reporter induction assays, the differences between mean
values of normalized luminescence in the presence or absence of
inducer (either LPS or R1d2) were tested with an unpaired t-test
with Welch’s correction using GraphPad Prism v. 4.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego California USA).

In the luminescence assays, which tested the effect of Ank
proteins on R1d2, means of percentages of normalized lumines-
cence were drawn from three independent experiments with
triplicate samples and were depicted on a graph. The differences
between themean values from the Ank-expressing samples and the
control were tested with one-way ANOVA and Tukey’s multiple
comparisons’ test using GraphPad Prism. On the occasion of
statistically significant variances among different samples, the non-
parametric test KruskaleWallis was used along with the post-hoc
Dunn’s test. In these cases, the graphs depict the medians � IQR
(interquartile range) instead of the means of the normalized data.

2.6. Immunofluorescence assays

Hi5 cells seeded at 24-well culture plates were transfected with
pEA.ank.myc-his, pEA.flag.R1d2 or both at a total quantity of 250 ng
DNA per 250,000 cells. Two days post-transfection, cells were
allowed to spread on poly-L-lysine coated slides (Thermo Scientific)
for 40 min, washed in Phosphate buffered saline (PBS) and fixed in
2% paraformaldehyde-PBS solution for 15 min. Whenever required,
prior to fixation, cell membranes were stained with 5 mg/ml wheat
germ agglutinin (WGA) Texas Red-X conjugate (W21405, Molecular
Probes), at 28 �C, for 10 min. After fixation, cells were per-
meabilized with 0.1% Triton X 100-PBS for 20 min, blocked with 3%
BSA in PBS for 1 h and treated with monoclonal anti-myc antibody
(9B11, Cell Signalling), polyclonal anti-flag antibody (F7425, Sig-
maeAldrich) or both at a 1:200 dilution for 16 h at 4 �C. Incubation
with goat anti-mouse IgG-FITC antibody (F0257, SigmaeAldrich)
1:200 or anti-rabbit Alexa 568 antibody (Molecular Probes, Invi-
trogen) 1:2500 was for 1 h at room temperature. Nuclei were
stained with TO-PRO-3 iodide (Molecular Probes, Invitrogen) in
a 1:2000 dilution for 15 min, room temperature or Dapi (40,6 dia-
midino-2-phenylindole dihydrochloride, D9542, SigmaeAldrich)
1 mg/ml for 5 min, room temperature. On some occasions, the actin
cytoskeletonwas stainedwith rhodamine-phalloidin 1:50. Samples
were mounted with polyvinyl alcohol 4e88 (SigmaeAldrich) and
observed under an Axiovert 25 inverse epifluorescence microscope
(Carl Zeiss) or a BIORAD MRC 1024 laser scanning confocal micro-
scope equipped with a Laser Sharp Version 3.2 BioRad software. All
images were processed with ImageJ software (Abramoff et al.,
2004). Quantification of the Ank protein distribution in the
distinct subcellular compartments was done by counting all the
cells expressing Ank proteins, as observed in images taken
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from random fields. Subsequently, the cells were attributed to the
categories “cytoplasm”, “nucleus” or “nuclear membrane and
cytoplasm”.

2.7. Pull-down assays

Hi5 cells seeded in 6-well culture plates (1 �106 per well) were
transfected with 400 ng of the BmRelish1-expressing construct
pEA.flag.Bmrelish1, 400 ng of either pEA.ank4.myc-his or
pEA.ank8.myc-his and 200 ng of a plasmid encoding the BmNPV
transactivator IE1. Two days post-transfection, cells of each well
were lysed in 400 ml of 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazole, 1% NP-40 and protease inhibitors cocktail (P8340, Sig-
maeAldrich). Cell lysates from each well were incubated with 40 ml
of 50% slurry of Ni-NTA Agarose (Qiagen) for 2 h to allow the
binding of the Ank proteins, which is enabled by the affinity of their
6xHis epitope to the nickel agarose beads. Subsequently, the
agarose beads werewashed 6 times with 50mMNaH2PO4, 300mM
NaCl and 40 mM imidazole, whereas bound proteins were eluted
with 50mMNaH2PO4, 300mMNaCl and 500mM imidazole. Eluted
proteins were denatured, separated in a 12% polyacrylamide gel
and detected as described above.

3. Results

3.1. CcBV Ank proteins exhibit variability in their expression levels
and subcellular localization in vitro

Six ank gene family members of CcBV were expressed as myc-
his tagged proteins in transfected lepidopteran (Hi5) cells under
the control of the cytoplasmic actin promoter of B. mori. When
equal amounts of the Ank-expression vectors were used for the
transfection, the levels of accumulation of the recombinant Ank
proteins in the transfected cells showed significant variability. Thus,
proteins Ank1, Ank4 and Ank8 were found to accumulate at high
levels, while Ank2, Ank7 and Ank9 were expressed poorly (Fig. 1A).
Treatment of the cells expressing the latter three proteins or Ank1
with a proteasome inhibitor resulted in an increase in the accu-
mulation of Ank2 and Ank9 but not Ank7 or Ank1 (Supp. Fig. 1)
suggesting that two of the three proteins with low levels of accu-
mulation in the expressing cells may be subjected to proteasomal
degradation. Thus, in this heterologous expression system, CcBV
Anks are accumulating in variable levels due, at least in part, to
differences in degradation rates.

We then examined the subcellular localization of recombinant
Ank proteins in the expressing Hi5 cells in order to obtain some
insights in their mode of action. Representative images of immu-
nofluorescence results obtained are presented in Fig. 1B while the
quantitative aspects of the localization studies are presented in
Table 1. In general, most of the viral proteins did not follow strict
localization patterns apart from Ank1 and Ank2, which were
localized almost exclusively in the cytoplasm of the expressing
cells (96% of the cells for Ank1 and 99% of the cells for Ank2;
Table 1). Although Ank4 and Ank8 were found mostly in the
cytoplasm (72% and 49%, respectively), occasionally (14e27%) they
were found also in the nucleus or the nuclear membrane of the
cells. For Ank7, although under epifluorescence microscopy the
protein appeared to be localized primarily in the cytoplasm
(Table 1), confocal microscopy revealed that the expressing cells
actually displayed whole-cell staining patterns (Fig. 1B). The
detection of Ank7 in the whole cell implies that this protein may
shuttle between cytoplasm and nucleus either actively or, given its
small size, by diffusion. Finally, cells expressing recombinant Ank9
showed that this protein is distributed at similar levels between
nucleus and cytoplasm (54% and 37%, respectively). The prediction
of a nuclear localization signal (NLS) in Ank9 [aa 153e165] by
NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009) is consistent with this
protein’s higher nuclear occurrence (54%) compared to the rest of
the family members (1e27%).

3.2. The inhibitory effect of Ank proteins on R1d2

Given the homology between CcBV Ank proteins and Rel/NFkB
inhibitors such as the mammalian IkBa and the Drosophila Cactus
(Espagne et al., 2004; Falabella et al., 2007), we examined whether
the Ank proteins could inhibit lepidopteran Rel/NFkB factors.
Towards this goal, we initially tested the functionality of BmRelish1,
the Rel/NFkB counterpart of the silkworm Imd immune pathway
and homologue of the Drosophila Relish (Tanaka et al., 2007), in Hi5
cells. In parallel, the constitutively active mutant of BmRelish1,
R1d2, which comprises of the RHD and AHAA regions of BmRelish1
but is deprived of the inhibitory ARD region (Tanaka et al., 2007),
was also examined. As illustrated in Fig. 2A, upon transfection of
Hi5 cells with the relevant cDNA expression constructs, both
proteins were expressed. The examination of their subcellular
localization showed that the intact BmRelish1 was localized in the
cytoplasm (Fig. 2B, ieiii) whereas the active mutant R1d2,
presumably a mimic of the natural processed form of BmRelish1,
accumulated exclusively in the nucleus (Fig. 2B, ivevi), similar to
the previously reported localization of the Drosophila orthologues
DmRelish and its active component. Unprocessed DmRelish has
a cytoplasmic localization, whereas after LPS addition the pro-
cessed RHD-containing protein translocates to the nucleus and the
remaining fragment stays in the cytoplasm (Stoven et al., 2000;
Wiklund et al., 2009).

Given the fact that the RHD of BmRelish1 was previously shown
to bind to an NFkB binding site on the promoters of antimicrobial
peptide genes cecropin B1 and attacin (Tanaka et al., 2007), the
functionality of the two transcription factors in Hi5 cells was
subsequently examined using as reporter a construct containing
the firefly luciferase gene under the control of the cecropin B1 gene
promoter. BmRelish1 did not induce substantially the reporter
construct cecB1.luc (data not shown) and, as shown in Fig. 2C, was
unable to do so even after challenging the cells with LPS from E. coli,
which contains peptidoglycan residuals (Kaneko et al., 2004; Ha
Lee et al., 2007; Tanaka et al., 2009) and is known to induce the
Imd pathway in Drosophila S2* cells (Kaneko et al., 2004) and
activate the orthologue DmRelish in mbn-2 cells (Stoven et al.,
2000). Moreover, analysis of BmRelish1 by immunoblotting
revealed the absence of a processed, allegedly active form of the
transcription factor in the presence of LPS (data not shown). Thus,
our results suggest that Hi5 cells respond to an LPS challenge by
inducing unknown, endogenous factors that activate the reporter
construct, but the same cell line is not suitable for activation of the
exogenously expressed transcription factor BmRelish1. In contrast,
R1d2 was capable of evoking a 15-fold induction in luminescence
(Fig. 2C) and thus proved to be a suitable transcriptional activator of
the CecB1.luc reporter transcription.

To deduce whether the six members of the CcBV Ank family
under investigation can exert an inhibitory effect on R1d2, we
expressed each of the viral proteins together with the transcription
factor and the CecB1.luc reporter in Hi5 cells. To facilitate the
interpretation of the functional assays, we modulated the amounts
of Ank-expression vectors used for transfection in order to obtain
similar levels of Ank proteins in the cells. Indeed, this strategy
resulted in the accumulation of very similar levels of Ank proteins
in the expressing cells (inset in Fig. 3A). As is shown in Fig. 3B, the
functional tests demonstrated that the six CcBV Ank proteins, when
expressed at comparable levels, inhibited the R1d2-mediated
transcription in a differential manner. With the sole exception of



Fig. 1. Transient expression of CcBV Ank proteins in Hi5 cells. Recombinant myc-tagged Ank proteins were expressed from the pEA.myc-his vector. (A) Western blotting in cell
lysates after transfection with equal amounts of the Ank-expressing plasmids. Anks were detected with an anti-myc antibody (upper panel). Tubulin served as a loading control and
was detected with an anti-tubulin antibody (lower panel). The molecular weight markers are indicated at right. (B) Subcellular localization of Ank proteins analysed with confocal
microscopy. CcBV Ank-myc proteins were detected with a mouse anti-myc antibody and an anti-mouse-FITC antibody (green fluorescence). The cell periphery was stained with
rhodamine-phalloidin (red fluorescence) for the cases of Ank 2, 7, 8 and 9, or with WGA-Texas Red-X, which detects the cellular and, occasionally, the nuclear membrane, for the
cases of Ank1 and Ank4. Scale bars; 200 mm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Ank1, all examined Ank proteins conferred a statistically significant
inhibition of the R1d2 transcriptional activity ranging from 31% to
53%, relative to control reactions from cells expressing puromycin
acetyltransferase (PAC), a protein that does not affect the activity of
Table 1
Subcellular distribution of CcBV Ank proteins in Hi5 cells. The data are based on
images from epifluorescence microscopy, with “n” indicating the total number of
Ank-expressing cells that were counted. Percentages show protein distribution. *,
based on confocal microscopy, the cytoplasmic occurrence of Ank7 actually repre-
sents whole-cell distribution. A lower number of cells were counted for Ank7 and
Ank9 due to the low expression levels of these proteins in the cells.

Cytoplasm (%) Nucleus (%) Nuclear membrane
and cytoplasm (%)

Ank1 (n ¼ 399) 96 1.75 2.25
Ank2 (n ¼ 101) 99 1 e

Ank4 (n ¼ 572) 72.3 14.2 13.5
Ank7 (n ¼ 39) 79.5* 15.4 5.1
Ank8 (n ¼ 143) 49 26.6 24.5
Ank9 (n ¼ 52) 36.5 53.8 9.6
the luminescence reporter construct. Based on its significant
inhibitory effects on the luminescence assays (Fig. 3B) in conjunc-
tion with its low expression levels (Fig. 3A), Ank9 was shown to be
the most potent inhibitor of all examined Ank proteins. Slightly
lower, but still significant, were the inhibitory effects of Ank2, Ank4,
Ank7 and Ank8, when these were expressed at almost equivalent
levels (Fig. 3). In sharp contrast, Ank1 did not interfere with the
R1d2-mediated induction of reporter activity despite the fact that it
was expressed at levels significantly higher than any of the other
members of the family (Fig. 3A) suggesting that this protein differs
from the rest of the examined Ank proteins.

To examine whether the observed inhibitory effects of Anks
on the activity of R1d2 are dose-dependent, cells were trans-
fected with increasing amounts of constructs expressing two of
the tested proteins, Ank8 and Ank9. Indeed, increasing inhibitory
effects on the transcription of CecB1.luc by R1d2 were observed
with increasing expression of the proteins (Fig. 4 upper panels),
which were verified by Western blotting (Fig. 4 lower panels)
indicating specificity of the inhibition. In contrast, cells trans-
fected with increasing amounts of a plasmid expressing the



Fig. 2. Expression of BmRelish1 and R1d2 in Hi5 cells. (A) Detection of flag-tagged BmRelish1 and R1d2 in lysates of Hi5 cells transfected with the pEA.flag.Bmrelish1 or pEA.-
flag.R1d2 constructs, respectively. Proteins were analysed by Western blotting using an anti-flag antibody. (B) Immunofluorescence of the flag-tagged transcription factors. Phase
contrast microscopy (i, iv), fluorescence microscopy for detection of nuclei with DAPI (ii, v) and for detection of the transcription factors with polyclonal anti-flag and anti-rabbit
Alexa 568 antibodies (iii, vi). (C) Luminescence assays for the transcriptional induction of a firefly luciferase gene that is placed under the control of the cecropin B1 gene promoter.
Normalization of luminescence values was done against fluorescence of the cells. Each graph represents ratios of luminescence in induced versus uninduced cells. LPS (100 mg/ml)
induces the reporter gene 3-fold in a statistically significant way (P value ¼ 0.0114) according to an unpaired t-test (i), but the expression of BmRelish1 (R1) does not evoke a further
increase in the induction (ii). On the contrary, the constitutively active mutant R1d2 elicits a statistically significant (P value ¼ 0.0003) induction of the reporter gene (iii). Bars
represent standard errors from two (i, ii) and three (iii) independent experiments with replicates. C ¼ control cells not expressing any transcription factor.
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control protein PAC did not show reduction in the R1d2 activity
(data not shown). Therefore, we conclude that five out of the six
Ank proteins tested in this study inhibit the active mutant of
transcription factor BmRelish1, with the inhibition from Ank8
and Ank9 being dose-dependent.
3.3. Subcellular colocalization of CcBV Ank proteins and R1d2

Subsequently, we tested whether CcBV Ank proteins and the
mutant factor R1d2 exhibit overlapping localization in the
expressing cells. As already presented in Fig. 2B, R1d2 was found



Fig. 3. Inhibitory activity of six CcBV Ank proteins on R1d2. Hi5 cells were transfected
with reporter plasmid pGL3.cecB1.luc (100 ng), inducer plasmid pBmA.R1d2 (150 ng),
normalization plasmid pBmbA.EcRE.gfp (50 ng) and mixtures of pEA.ank.myc-his and
pEA.pac (200 ng), with Ank 1, 2, 4, 7, 8 or 9 expressing constructs at different amounts
(12, 80, 36, 80, 20 or 200 ng, respectively) aimed at achieving equivalent levels of
recombinant protein expression in the cells. (A) Average quantification of Ank protein
expression in cell lysates used in the functional assays. Quantification was done with
densitometry of protein bands from three independent immunoblots and Ank protein
expression was normalized against tubulin accumulation. One of the immunoblots is
shown in the inset, with Ank proteins being detected with an anti-myc antibody
(upper panel), tubulin being detected with an anti-tubulin antibody (lower panel) and
the molecular weight markers indicated at right. (B) Functional assays presenting the
effect of Ank proteins on R1d2. Luminescence produced from the reporter construct in
the Ank lysates was normalized against fluorescence and, subsequently, expressed as
a percentage of the average normalized luminescence in the control lysates, C
(C ¼ cells expressing the control protein PAC instead of Anks). The graph depicts mean
values (�SE) of % normalized luminescence from three independent experiments, each
one with triplicate samples. One-way ANOVA verified the existence of statistically
significant differences among different groups (F6,53 ¼ 40.95; P < 0.0001) with
different letters signifying these differences.

Fig. 4. Luminescence production mediated by R1d2 transcription is specifically
inhibited by viral proteins Ank8 (A) and Ank9 (B). Hi5 cells were transfected with
increasing amounts of Ank8 or Ank9-expressing constructs (125, 250 or 375 ng)
together with plasmids pGL3.cecB1.luc (50 ng), pBmbA.EcRE.gfp (25 ng) and
pEA.R1d2.hiseglu (50 ng). Note that the pEA vector, used for the expression of R1d2
directs more abundant transgene expression relative to the pBmA vector, used in Fig. 3.
Luminescence produced from the cecropin B1-driven firefly luciferase gene was
normalized against fluorescence. Normalized luminescence in the Ank lysates was
expressed as a percentage of the respective normalized luminescence in the control
lysates, which do not contain Ank protein. (A) Luminescence in the presence of
increasing Ank8 amounts. The graph depicts the medians of % normalized lumines-
cence (�IQR) from four independent experiments. According to the KruskaleWallis
test (KW statistic ¼ 31.74) there are significant differences between the different
medians, with P value < 0.0001. (B) Luminescence in the presence of increasing Ank9
amounts. The graph depicts mean values of % normalized luminescence (�SE) from
three independent experiments. One-way ANOVA demonstrated that there are
statistically significant differences between the means (F3,23 ¼ 6.271; P ¼ 0.0029). In
both (A) and (B), doses with significant differences are specified with distinct letters.
Western blots below the graphs show increasing protein expression of Ank8.myc-his
(A) or Ank9.myc-his (B) as detected in the respective cell extracts with an anti-myc
antibody. Tubulin, which served as a loading control, was detected with an anti-
tubulin antibody.
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to be almost exclusively nuclear. Confocal microscopy analysis
showed that, upon coexpression with Ank proteins, R1d2 retains
its nuclear localization (Fig. 5). These studies also revealed
the colocalization of R1d2 with Ank4 (third row in Fig. 5), Ank9
(fourth row in Fig. 5) and Ank8 (data not shown) in the cell nuclei.
The nuclear colocalization of R1d2 with the various Ank proteins
was particularly evident in the case of Ank9, the most active
suppressor of R1d2 function as evidenced by the luciferase
reporter assays. In contrast, Ank1 and Ank2 did not colocalize with
R1d2, despite the fact that Ank2 was found to inhibit the cecropin
B1 gene promoter-driven activity of the luciferase reporter gene in
the functional assays. The cytoplasmic localization of Ank2
(Figs. 1B and 5) raises questions related to the mechanism of
suppression of the reporter gene by this specific protein and
implies that Ank2 may exert its effect on regulators other than
R1d2.

3.4. Interaction of BmRelish1 with Ank4 and Ank8

In view of the inhibitory effects of the majority of the CcBV Ank
proteins on R1d2-mediated transcription and the colocalization of
Ank4, Ank8 and Ank9 with R1d2, we sought to confirm the
postulated interaction between the viral proteins and R1d2 with
pull-down assays. Although we focused our effort on proteins Ank4
and Ank8, which accumulate in the expressing cells at higher levels
relative to the rest of the studied proteins, we have been unable to
capture the interaction between them and R1d2 (data not shown).
In contrast, pull-down assays employing the same Ank proteins and
the intact transcription factor, BmRelish1, revealed reproducible
interactions (Fig. 6). The low abundance of BmRelish1 in the eluates
containing the Ank proteins suggests that the interaction is weak,
possibly because of its transient nature.
4. Discussion

In this study, we systematically examined six ankyrin-repeat
proteins of the polydnavirus CcBV for effects on the functionality
of Rel/NFkB type innate immunity regulators. As the genes of such
regulators from the natural C. congregata host were not available to
us, we examined the Ank effects on the heterologous transcription
factor BmRelish1 of another lepidopteran species, the domesti-
cated silkworm B. mori, and utilized the widely used lepidopteran
cell line Hi5 for our assays. We found that five of the ankyrin-
repeat proteins could exert an inhibitory effect on the activity of
a constitutively active BmRelish1 mutant, R1d2, while one was
unable to do so.

A consistent observation made in relation to the expression of
the recombinant CcBV Anks was the variability in the accumulation
levels among the tested proteins in Hi5 cells (Fig. 1A). Thus, while
Ank1, Ank4 and Ank8 were found to be highly expressed, Ank2,
Ank7 and Ank9 were detected at much lower amounts. Ank9, the
protein with the lowest expression levels, was found to have the



Fig. 5. Subcellular localization of myc-tagged CcBV Ank proteins coexpressed with flag-tagged R1d2. All recombinant proteins were expressed in Hi5 cells using the pEA expression
vector. Confocal microscopy reveals that, upon coexpression with Ank1, Ank2, Ank4 or Ank9, R1d2 retains its nuclear detection and colocalizes with Ank4 and Ank9, whereas no
colocalization is detectable with Ank1 and Ank2. Nuclei were stained with TO-PRO-3 iodide followed by blue pseudocolouring (first column), Ank.myc detection was carried out
with anti-myc and anti-mouse-FITC antibodies (second column) and flag-tagged R1d2 was detected with rabbit polyclonal anti-flag and anti-rabbit Alexa 568 antibodies (third
column). Overlap of the three stains is shown in the last image of every row. Scale bars; 200 mm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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highest number of predicted phosphorylation sites (Supp. Table 2),
some of them specific for casein kinase II (CKII), a kinase linked to
protein turnover and regulation of intrinsic stability of human IkBa
and Drosophila Cactus (Lin et al., 1996; Liu et al., 1997), which are
both phosphorylated constitutively by CKII (Lin et al., 1996;
McElhinny et al., 1996; Packman et al., 1997). While the involve-
ment of CKII in the control of Ank9 turnover remains to be shown,
Fig. 6. Interaction between CcBV proteins Ank4 or Ank8 and the intact transcription
factor BmRelish1. Each Ank protein, tagged with a myc-his epitope, was coexpressed in
Hi5 cells together with flag-tagged BmRelish1. Cell lysates were incubated with Ni-NTA
beads and proteins were eluted with an excess of imidazole. Detection by Western
blotting was with an anti-flag antibody for flag.BmRelish1 and an anti-myc antibody
for the Ank.myc-his proteins. Flag.BmRelish1 is eluted from the beads in the samples
coexpressing the viral proteins but not in the negative control.
treatment of the cells expressing recombinant Ank proteins with
a proteasome inhibitor revealed that Ank9, but also Ank2, are
subject to proteasomal degradation. This finding may explain, at
least in part, the low accumulation levels of these two proteins in
the expressing Hi5 cells. Irrespective of the mechanisms behind the
differential control of protein stability and turnover, our findings
are consistent with previously reported results concerning the
unequal expression levels of the members of another PDV Ank
protein family, Vankyrin proteins of C. sonorensis ichnovirus, which
were attributed to differences in translational efficiencies or rates
of degradation, but not transcription (Kroemer and Webb, 2006).

The subcellular localization of the six CcBV Ank proteins in
transiently transfected Hi5 cells was also analysed and revealed
variability in the localization patterns of the different family
members. Such spatial variation has been also reported for the
Vankyrin proteins of C. sonorensis ichnovirus (Kroemer and Webb,
2006). Combined, the results of that study and those reported
here suggest that distinct members of PDV Ank proteins shuttle
between the two major cellular compartments, cytoplasm and
nucleus.

The six Ank proteins of CcBVwere investigated for their possible
role on the suppression of the activity of the Imd immune pathway
transcription factor BmRelish1 in Hi5 cells. In this cell system,
BmRelish1-mediated activation of a reporter luciferase gene placed
under the promoter of a silkmoth antimicrobial peptide gene,
cecropin B1, whose activity is controlled by immune regulators of
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the Rel/NFkB type (Tanaka et al., 2007), was not possible. This is
likely due to the observed lack of proteolytic processing of
BmRelish1 (data not shown), which is presumably required for the
activation of the transcription factor (Tanaka et al., 2007). On the
other hand, the constitutively active mutant of BmRelish1, R1d2,
which lacked the ARD, could induce 15-fold the transcription of the
reporter gene that was driven by the cecropin B1 gene promoter.

Upon expression at similar levels in the cells, all tested Ank
proteins except Ank1 exerted differential and, for at least two of
them, dose-dependent inhibitory effects on the reporter gene’s
transcription. Themost potent inhibitor was Ank9, a protein distant
from the other CcBV Ank family members both in terms of
sequence and other distinct features such as a predicted NLS site (aa
153e165) and a large number of putative phosphorylation sites
(Supp. Table 2). The second most potent protein was Ank2, whose
involvement in the suppression of immune responses is consonant
with its expression in the fat body of parasitized M. sexta larvae
(Falabella et al., 2007), one of the primary sites of immune
responses. Given that Ank9 and Ank2 are present in low quantities
in the expressing cells, it is evident that the inhibitory activities of
the various CcBV Ank proteins are not proportional to their
expression levels in the cells, at least in this in vitro system. The fact
that Ank8 and Ank1, which are both expressed at high levels,
exerted the lowest degree of or no inhibition on R1d2 transcrip-
tional activity leads to the same conclusion.

As was anticipated from the results of the transcriptional inhi-
bition studies, partial colocalization between Ank4, Ank8 or Ank9
and R1d2was observed in the nucleus of Hi5 cells implying that the
observed inhibition of R1d2 by the three Ank proteins derives from
their interaction in the nuclear fraction. Wewere unable to confirm
the specific interactions in subsequent co-immunoprecipitation
and pull-down assays, probably due to the fact that, in contrast to
the exclusive localization of R1d2 in the nucleus, the majority of the
Ank proteins reside primarily in the cytoplasm of the expressing
cells (Table 1). However, the pull-down experiments demonstrating
an interaction between Ank4 or Ank8 and intact BmRelish1, suggest
that the interaction of Ank4, Ank8 or Ank9 with R1d2 is likely,
although the possibility that this is indirect cannot be excluded. The
case of Ank2 seems to be an exception as this protein inhibits the
R1d2-dependent activation of the cecropin B1 gene promoter-
driven luciferase reporter despite the fact that it is localized in
the cytoplasm of essentially all cells that express it. Obviously, Ank2
may inhibit cecropin B1 promoter-driven luciferase expression by
a distinct and, as yet, undefined mechanism that merits further
investigation.

The interaction of two CcBV Ank proteins with the intact
BmRelish1 and the observed inhibition of the R1d2-dependent
transcription of antimicrobial gene cecropin B1 by the Ank
proteins are in agreement with the results of previous studies on
the ankyrin-repeat protein family of another PDV, the M. demolitor
bracovirus, MdBV. In MdBV, two members of the ankyrin-repeat
protein family were shown to suppress transcription of antimicro-
bial genes in the Toll and Imd pathways ofDrosophila and to interact
with the fruitfly’s intact Relish and Dif factors (Thoetkiattikul et al.,
2005). Moreover, our results are compatible with the notion that
these viruses manipulate the Rel/NFkB signalling pathways during
infection. Many viruses are known to hijack these pathways and
use NFkB as a transcription factor at their disposal or as an anti-
apoptotic factor protecting the infected cells (Santoro et al., 2003),
while others, like poxviruses, inhibit NFkB signalling (Mohamed
and McFadden, 2009) and, herpesviruses, balance their activities
between exploitation (Santoro et al., 2003) and inhibition (Kim
et al., 2008) of endogenous NFkB so that they evade immune
surveillance mechanisms. Thus, NFkB inhibition is a common
strategy that many viruses have adopted in order to ensure their
survival or the survival of their vectors and polydnavirus Ank
proteins seem to be a part of this strategy.

In conclusion, this study analysedmultiplemembers of the CcBV
ankyrin-repeat protein family and documented that different Ank
proteins show differences in their expression levels in Hi5 cells, the
subcellular compartments they occupy and the extent of Rel/NFkB-
like factor inhibition they elicit, the latter being exemplified by the
constitutively active deletion mutant of BmRelish1, R1d2. Both the
suppression of R1d2 by the viral proteins and the demonstrated
interaction between two Ank proteins and intact BmRelish1 imply
that Anks act as Relish inhibitors in vivo, too. Importantly, this study
establishes that Ank family members of the endosymbiotic braco-
virus of a hymenopteran wasp that parasitizes a specific lepidop-
teran host are capable of interfering with the function of innate
immune regulators of other lepidopteran species in a heterologous
cellular environment. This finding suggests that PDVs have the
potential for horizontal transfer. It may also have implications
related to the use of PDV genes encoding proteins such as Ank
family members as tools for insect, lepidopteran or otherwise, pest
control applications involving entomopathogenic viruses, bacteria
or fungi whose effectiveness could be enhanced by the suppression
of the innate immune defences of the target insect.
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