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ΠΠεερρίίλληηψψηη  

Το Helicobacter pylori (Η. pylori) είναι ένα Gram-αρνητικό βακτήριο το οποίο 

ενδηµεί στο γαστρικό βλεννογόνο των ανθρώπων και ευθύνεται για την 

ανάπτυξη χρόνιας γαστρικής φλεγµονής (γαστρίτιδας) και πεπτικού έλκους, 

αυξάνει δε τον κίνδυνο για την εµφάνιση γαστρικού αδενοκαρκινώµατος 

στους ενήλικες. Η παθογένεια του βακτηρίου εκδηλώνεται µέσω ενός αριθµού 

λοιµογόνων παραγόντων, µε κυριότερο αντιπρόσωπο την βακτηριακή 

ογκοπρωτεΐνη CagA. Μετά την πρόσφυση του Η. pylori στα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα, η πρωτεΐνη CagA µεταφέρεται µέσω ενός συστήµατος 

µεταφοράς τύπου IV ενδοκυττάρια, µε αποτέλεσµα την απορρύθµιση της 

κυτταρικής πολικότητας και την επαγωγή χαρακτηριστικού φαινοτύπου 

“διασποράς και επιµήκυνσης” που προσοµοιάζει στην επιθηλιακή προς 

µεσεγχυµατική µετατροπή. Κοµβικό ρόλο στη δράση της πρωτεΐνης CagA 

παίζουν οι θέσεις φωσφορυλίωσης τυροσίνης (Υ) που µετέχουν σε 

επαναλαµβανόµενες πεπτιδικές αλληλουχίες γλουταµινικού οξέος-προλίνης-

ισολευκίνης-τυροσίνης-αλανίνης (EPIYA) και βρίσκονται στο καρβόξυ-τελικό 

άκρο της πρωτεΐνης. Ο τύπος και ο αριθµός των µοτίβων EPIYA έχει δειχθεί 

ότι ποικίλλει στα κλινικά στελέχη και συσχετίζεται µε βαρύτερες 

ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις στους ενήλικες. Στη παρούσα µελέτη 

ερευνήσαµε την εν δυνάµει εµπλοκή της ρωτεΐνης CagA, στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση του γονιδίου της ιστικής µεταλλοπρωτεϊνάσης-3 (MMP-3) σε 

πειραµατική in vitro µόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων. 

Χρησιµοποιήθηκαν ισογενή µεταλλάγµατα του στελέχους αναφοράς Η. pylori 

P12 που εξέφραζαν πρωτεΐνη CagA µε διαφορετικό αριθµό, αφενός 

λειτουργικών θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA και αφετέρου µη-

φωσφορυλιώσιµων θέσεων EPIFA µετά από αντικατάσταση της τυροσίνης 

(Y) µε φαινυλαλανίνη (F). Η ενεργοποίηση του γονιδίου της MMP-3 

µετρήθηκε µε ποσοτικό προσδιορισµό του m-RNA µέσω συγκριτικής 

ποσοτικής Real Time PCR. Επιπλέον, προσδιορίσαµε µε ανοαποτύπωση 

κατά Western, την ολική έκφραση της MMP-3 σε πρωτεϊνικά κυτταρολύµατα 

αλλά και την εκκριθείσα MMP-3 στα υπερκείµενα των καλλιεργειών. 

Παρατηρήθηκε αύξηση της µεταγραφικής δραστηριότητας του γονιδίου της 
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MMP-3 παρουσία έκφρασης της Πρωτεΐνης CagA, ευθέως ανάλογης προς 

τον αριθµό των τελικών EPIYA θέσεων φωσφορυλίωσης. Αντίθετα, αδυναµία 

φωσφορυλίωσης της CagA στις θέσεις EPIYA είχε σαν αποτέλεσµα τη 

µηδαµινή ενεργοποίηση της MMP-3. Έκφραση της ολικής πρωτεΐνης MMP-3, 

στα πρωτεϊνικά κυτταρολύµατα φαίνεται να εξαρτάται από την έκφραση CagA 

όχι όµως από τη φωσφορυλίωση της στις θέσεις EPIYA. Αντίθετα, τα επίπεδα 

της εκκριθείσας MMP-3 στα υπερκείµενα φαίνεται να εξαρτώνται και από τη 

φωσφορυλίωσή της CagA στις θέσεις EPIYA. Μέτρηση της κασεϊνολυτικής 

δραστηριότητας µε ζυµογραφία στα υπερκείµενα, έδειξε ότι πράγµατι, η 

δραστηριότητα MMP-3 φαίνεται να εξαρτάται από την λειτουργική 

φωσφορυλίωση της CagA στις θέσεις EPIYA. Αυτά τα αποτελέσµατα 

αναδεικνύουν ένα εν δυνάµει καινούργιο µοντέλο όγκο-γεννητικής δράσης της 

Πρωτεΐνης CagA.  

 

 

 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Βακτηριακή παθογένεια 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ:  Ελικοβακτήριο του πυλωρού, CagA, µεταλλοπρωτεϊνάσες του ιστού,  

στρωµελυσίνη-1 
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AAbbssttrraacctt   

Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram-negative bacterium which is endemic 

in the human gastric mucosa. It has been proven to be the determining factor 

for the development of chronic gastric inflammation (gastritis) and peptic ulcer 

and has been shown to increase the risk for the occurrence of gastric 

adenocarcinoma in adults. The bacteria manifest its pathogenic role through 

the activity of a variety of virulence factors and the CagA protein is one of the 

major virulence determinants. Following H. pylori adhesion to gastric 

epithelial cells, CagA protein is translocated endocellularly, through a type IV 

bacterial secretion system and deregulates key signaling pathways related to 

cellular polarity and the induction of a scattering phenotype that resembles to 

the epithelial to mesenchymal transition. Pivotal role in the induction of such 

phenomena by CagA protein, plays its hierarchic phosphorylation by 

intracellular kinases at tyrosine phosphorylation sites (Y) involved in repetitive 

glutamic acid-proline-isoleucine-tyrosine-alanine (EPIYA) peptide sequences. 

The type and number of EPIYA motifs at the carboxy-terminus of CagA has 

been observed to vary in clinical strains and has been reported to be 

associated with more severe histopathological lesions in adults. In this study, 

we investigated the potential involvement of H. pylori CagA protein, in the 

transcriptional activation of matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) in an in vitro 

experimental infection model of gastric epithelial cells (AGS). A number of 

isogenic mutants of H. pylori P12 reference strain were utilized, expressing 

CagA protein with a variable number of functional EPIYA and 

phosphorylation-deficient EPIFA motifs. MMP-3 gene activation was 

determined by quantitative Real Time PCR. Furthermore, the expression of 

MMP-3 protein in total H. pylori-infected epithelial cell lysates as well as 

secreted MMP-3 in the culture supernatants was determined by Western Blot. 

In addition, secreted MMP-3 caseinolytic activity in the supernatants of H. 

pylori-infected epithelial cells was determined by zymography. An increase of 

the transcriptional activity of the MMP-3 gene was observed in the presence 

of CagA protein and found to be proportional to the number of terminal 

functional EPIYA motifs. In contrast, phosphorylation-deficient CagA induced 
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MMP-3 activation at background levels. The expression of total MMP-3 

protein, in H. pylori-infected gastric epithelial cells, appeared to be in part, 

depended upon CagA expression, but not on the phosphorylation on EPIYA 

motifs, as bacterial mutants with CagA phosphorylation-functional EPIYA or 

phosphorylation-deficient EPIFA domains induced the same levels of total 

MMP-3 protein. In contrast, levels of secreted MMP-3 in the supernatants of 

H. pylori-infected gastric epithelial cells, was observed to depend upon 

EPIYA phosphorylation of CagA. MMP-3 levels of caseinolytic activity 

measured in the H. pylori-infected epithelial cell supernatants showed that 

indeed, MMP-3 caseinolytic activity depended upon phosphorylation of the 

functional EPIYA motifs of CagA protein. These results point out to a new 

potential tumorigenic role of the bacterial CagA protein. 

 

 

SUBJECT AREA: Bacterial Pathogenesis 

KEYWORDS: Helicobacter pylori, CagA, matrix metalloproteinases, 

stromelysin-1  
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11..     ΕΕιισσααγγωωγγήή  

1.1 Γενικά για τη λοίµωξη από Η.pylori  

Η αποµόνωση του Helicobacter pylori (H. pylori) από γαστρικές βιοψίες 

ασθενών έγινε πρώτη φορά από τους Warren και Marshall το 1983 (8), αν και 

είχε ήδη περιγραφεί, από το 1893, η παρουσία ενός σπειροειδούς βακτηρίου 

σε στοµάχια κουνελιών (9). Στον άνθρωπο, παρουσία σπειροειδών βακτηρίων 

σε καρκινώµατα γαστρικών αδένων περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1906 

(10) ενώ τo 1975 αναφέρθηκε η ύπαρξη σπειροειδών βακτηρίων σε γαστρικές 

βιοψίες ασθενών µε έλκος στοµάχου (11). Η ανακάλυψη του H. pylori 

επηρέασε καθοριστικά την ειδικότητα της γαστρεντερολογίας διότι απέδειξε ότι 

το πεπτικό έλκος είναι ένα λοιµώδες νόσηµα, άλλαζοντας ριζικά τον τρόπο 

θεραπευτικής αντιµετώπισής του. Για το λόγο αυτό οι Warren και Marshall 

τιµήθηκαν µε το Nobel Ιατρικής το 2005 (12).      

 

1.1.1 Βιολογία του H. pylori 

Το H. pylori είναι ένα Gram αρνητικό µικροαερόφιλο σπειροειδές βακτήριο, το 

οποίο για την κίνησή του χρησιµοποιεί 2-6 πολικά µαστίγια, εξωτερικής 

διαµέτρου 30 nm, µήκους 2.5-4.0 µm και πλάτους 0.5-1.0 µm (13). Η συνήθης 

µορφολογία του βακτηρίου είναι σπειροειδής, ενώ το βακτήριο µπορεί να 

εµφανίζεται και ως απλός βάκιλος, ή και υπό συνθήκες stress να αποκτά 

κοκκοειδή µορφολογία in vitrο και in vivo. Ειδικότερα, η κοκκοειδής 

µορφολογία συσχετίστηκε µε την ανθεκτική µορφή του βακτηρίου αλλά και µε 

περιορισµένη βιωσιµότητα (14-17). Σε περιβαλλοντικά δείγµατα, η εν λόγω 

µορφή διαπιστώνεται από πρόσφατες µελέτες (16, 18) ότι αποτελεί τον 

κυρίαρχο τύπο του βακτηρίου, στο πόσιµο νερό (19) και σε τρόφιµα (20), 

καθιστώντας την, εν δυνάµει, µια πιθανή δεξαµενή στελεχών για περαιτέρω 

µόλυνση στον άνθρωπο. Οι καλλιέργειες του βακτηρίου δίνουν θετικές 

αντιδράσεις για την ύπαρξη ουρεάσης, καταλάσης και οξειδάσης, η παρουσία 

των οποίων χρησιµοποιείται για την εργαστηριακή ταυτοποίηση του 

βακτηρίου (21). Το H. pylori, σε αντίθεση µε άλλους ιούς και βακτήρια, µπορεί 
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και επιβιώνει στο εξαιρετικά όξινο περιβάλλον του στοµάχου του ξενιστή µέσω 

του συστήµατος ουρεάσης το οποίο µετατρέπει την ουρία σε αµµωνία και 

διοξείδιο του άνθρακα, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ουδέτερου 

περιβάλλοντος κατάλληλου για την επιβίωση του βακτηρίου (21). 

1.1.2 Γονιδίωµα του H. pylori 

Το γονιδίωµα του H. pylori, µεγέθους 1,65 εκατοµµυρίων ζευγών βάσεων 

DNA, κωδικοποιεί περίπου 1500 πρωτεΐνες (22) και βρίσκεται σε µια 

κατάσταση συνεχούς τροποποίησης κατά τη διάρκεια της χρόνιας λοίµωξης 

(23). Παρόλα αυτά, οι βακτηριακής προέλευσης παράγοντες παθογένειας που 

έχει διαπιστωθεί ότι εµπλέκονται στην κλινική εκδήλωση της H. pylori 

λοίµωξης συνοψίζονται σε: 

i. Γονίδια τα οποία εκφράζονται σε ορισµένα µόνο στελέχη, όπως τα γονίδια 

που συγκροτούν το νησίδιο παθογένειας cag (cag Pathogenicity Island, 

cagPAI), συµπεριλαµβανόµενου του cagA (5), καθώς και ορισµένα γονίδια 

που εντοπίζονται στη µεταβλητή περιοχή του γενώµατος (plasticity region) του 

H. pylori, όπως το dupA (duodenal ulcer-promoting gene), που έχει 

συσχετιστεί µε την ανάπτυξη έλκους (24). 

ii. Γονίδια που εκφράζονται µεν σε όλα τα στελέχη αλλά παρουσιάζουν ποικιλία 

γονοτύπων, όπως το γονίδιο που κωδικοποιεί την εκκρινόµενη κυτταροτοξίνη 

VacA (25). 

iii. Γονίδια των οποίων η έκφραση τροποποιείται από το περιβάλλον και τις 

µεταβολικές απαιτήσεις του βακτηρίου, όπως τα oipA, sabA, sabB, babB, 

babC και hopZ, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες της εξωτερικής µεµβράνης του 

H. pylori απαραίτητες για την πρόσδεση του βακτηρίου στο γαστρικό 

επιθηλιακό κύτταρο (24). 

 

1.1.3 Παθογένεια του Η. pylori 

Η γαστρική λοίµωξη από Η. pylori είναι χρόνια, αποκτάται κατά κύριο λόγο 

νωρίς κατά την παιδική ηλικία προκαλώντας επιφανειακή ή και χρόνια ενεργό 

φλεγµονή του γαστρικού βλεννογόνου (γαστρίτιδα) σε όλους τους φορείς και 

εµµένει εφ’ όρου ζωής αν δεν αντιµετωπιστεί (26). Η αναπτυσσόµενη χρόνια 

γαστρίτιδα, αν και ασυµπτωµατική στην πλειοψηφία των περιπτώσεων (27), 
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εκδηλώνεται συνήθως ως µη ελκωτική (λειτουργική) δυσπεψία. Παρόλα αυτά, 

το 5% των παιδιών και στο 10-15% των ενηλίκων, η λοίµωξη ευθύνεται για 

την ανάπτυξη δωδεκαδακτυλικού ή γαστρικού έλκους (πεπτικό έλκος) (26). 

Αποκλειστικά κατά την ενήλικη ζωή, η χρόνια φλεγµονή µπορεί να 

µετεξελιχθεί στο 1% περίπου των ασθενών σε γαστρικό αδενοκαρκίνωµα µη 

καρδιακού τύπου και στο 0.5-1% σε εξωλεµφαδενικό µη-Hodgkin λέµφωµα 

από Β-κύτταρα της οριακής ζώνης τύπου MALT (extranodal marginal zone 

lymphoma of Mucosal-Associated Lymphoid  Tissue, MALT lymphoma) (26), 

ως επί το πλείστον σε άτοµα µεγαλύτερα των 50 ετών (28) (Εικόνα 1).  

 

 

Σύµφωνα µε τις πιο πρόσφατες επιδηµιολογικές µελέτες, ο επιπολασµός της 

λοίµωξης βάσει ορολογικού προσδιορισµού των αντισωµάτων έναντι του 

βακτηρίου, ανέρχεται κατά µέσο όρο στο 30-40% σε ανεπτυγµένες χώρες, 

ενώ ξεπερνά το 70% στον αναπτυσσόµενο κόσµο (29).  Σε όλες τις 

ανεπτυγµένες χώρες µετά την ανακάλυψη του H. pylori τη δεκαετία του 1980 

(8), παρατηρείται σταδιακή ελάττωση της συχνότητας εµφάνισης της λοίµωξης 

συγκριτικά µε το παρελθόν (29) και µεγάλη διαφορά στον επιπολασµό µεταξύ 

παιδιών και ενηλίκων (30). 

Η λοίµωξη αποκτάται νωρίς κατά τη παιδική ηλικία, πριν το πεµπτο έτος της 

ηλικιας (30), στη συντριπτική πλειοψηφία των περιπτώσεων, ενώ σε παιδία 

µεταξύ 10-15 ετών η χρόνια λοίµωξη έχει πλέον εγκατασταθεί (31). Η 

Εικόνα 1: Φυσική εξέλιξη της λοίµωξης από H. pylori. (4) 
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µετάδοση µπορεί να πραγµατοποιείται από άνθρωπο σε άνθρωπο, κάθετα ή 

οριζόντια, µέσω της στοµατικής οδού (στοµατο-στοµατικά, γαστρο-στοµατικά 

ή κοπρανο-στοµατικά), ενώ υπάρχουν ενδείξεις εισροής στελεχών στο 

περιβάλλον µέσω της τροφής ή και του πόσιµου ύδατος (19) και πιθανόν από 

οικόσιτα ζώα (32). Η οδός µετάδοσης του H. pylori εξαρτάται κατά πολύ από 

την κοινωνικο-οικονοµική κατάσταση του µελετώµενου πληθυσµού (33). Σε 

ανεπτυγµένες χώρες, οι οποίες εµφανίζουν αναλογικά χαµηλότερο 

επιπολασµό της λοίµωξης, η πλέον κλασική οδός απόκτησης του βακτηρίου 

είναι κάθετη, εντοπιζόµενη στον άµεσο οικογενειακό κύκλο του παιδιού, ειδικά 

τη µητέρα (34), λόγω της στενής επαφής που αναπτύσσεται µεταξύ τους.  Σε 

αναπτυσσόµενες χώρες ή αγροτικές περιοχές µε υψηλό επιπολασµό, όπως 

καταδεικνύεται από φυλογενετικές µελέτες (35) δεν παρατηρείται 

οικογενειακός φραγµός στην εισροή στελεχών, µε αποτέλεσµα η µετάδοση να 

γίνεται οριζόντια (36) και να είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη. 

 

Η λοίµωξη εκδηλώνεται στη συντριπτική πλειοψηφία των φορέων ως χρόνια 

επιφανειακή γενικευµένη γαστρίτιδα η οποία, ακόµη και στις περιπτώσεις που 

παραµένει ασυµπτωµατική, προκαλεί ήπιας µορφής φλεγµονή ορατή σε 

βιοπτικό υλικό, η οποία είναι σε µεγάλο βαθµό το αποτέλεσµα της 

ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB και της εµµένουσας 

παρουσίας IL-8 στο γαστρικό βλεννογόνο (37). Η παρουσία της χρόνιας 

γαστρικής φλεγµονής καθώς και η ενεργοποίηση µεταγραφικών µονοπατιών 

όπως αυτή του NF-kB, αποτελούν καθοριστικά στοιχεία που συσχετίζουν την 

φλεγµονή µε τη διαδικασία καρκινογένεσης. Έτσι, το H. pylori αποτελεί µεν 

αιτολογικό παράγοντα ανάπτυξης πεπτικού έλκους, αλλά και ένα καθοριστικό 

παράγοντα κινδύνου (5,9 φορές) για την εµφάνιση γαστρικού 

αδενοκαρκινώµατος και MALT λεµφώµατος γαστρικού τύπου, συνήθως µετά 

το πεντηκοστό έτος της ηλικίας στο 1% περίπου των προσβεβληµένων 

ατόµων (26, 28) (Εικόνα 2). Ποικίλες µελέτες, συµπεριλαµβανοµένης και της 

µελέτης σε 1,526 Γιαπωνέζους ασθενείς (38), παρέχουν επαρκείς ενδείξεις ότι 

η H. pylori µόλυνση αυξάνει σηµαντικά τον κίνδυνο εµφάνισης γαστρικού 

καρκίνου. Συγκεκριµένα, καταδείχθηκε η πλήρη απουσία γαστρικού καρκίνου 

στην οµάδα ασθενών µετά από επιτυχή εκρίζωση (38), ενώ διαπιστώθηκε 

εµφάνιση γαστρικού καρκίνου σε περίπου 3% των ασθενών που παρέµειναν 
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φορείς της µόλυνσης. Εκρίζωση του H. pylori µειώνει σηµαντικά τον κίνδυνο 

εµφάνισης γαστρικού καρκίνου σε µολυσµένα άτοµα χωρίς προκαρκινικές 

αλλοιώσεις. Τυχαιοποιηµένες προοπτικές µελέτες έδειξαν ότι η εκρίζωση 

µείωσε σηµαντικά την παρουσία προκαρκινικών αλλοιώσεων, παρέχοντας 

πρόσθετη απόδειξη ότι το H. pylori επιδρά στα αρχικά στάδια της γαστρικής 

καρκινογένεσης (39, 40). Σε πειραµατικές λοιµώξεις, σε γερβίλους Μογγολίας, 

η εκρίζωση του H. pylori οδήγησε σε σηµαντική µείωση της εξέλιξης προς 

γαστρικό καρκίνο (41, 42). Η παρουσία, λοιπόν, του H. pylori είναι 

καθοριστική, καθώς η εκρίζωσή του οδηγεί τόσο σε επούλωση του 

δωδεκαδακτυλικού, όσο και του γαστρικού έλκους, αλλά και σε υποστροφή 

της συντριπτικής πλειοψηφίας των MALT λεµφωµάτων (περίπου 75%), 

εφόσον γίνει διάγνωση σε πρώιµο στάδιο (28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: Κύριοι φαινότυποι κλινικής εκδήλωσης της Ελικοβακτηριακής λοίµωξης 

σύµφωνα µε τους Amieva και El-Omar, 2008 (3). 
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1.2 Γαστρικός Καρκίνος 

Σχεδόν ένα εκατοµµύριο περιπτώσεις γαστρικού καρκίνου διαγιγνώσκονται 

κάθε χρόνο, καθιστώντας τον ως την τέταρτη πιο κοινή µορφή καρκίνου 

παγκοσµίως. Αποτελεί δε τη δεύτερη κύρια αιτία θανάτου που σχετίζεται µε 

καρκίνο, καθώς περίπου 700.000 άνθρωποι ετησίως υποκύπτουν από 

αδενοκαρκίνωµα του στοµάχου (43).  Σε ορισµένες περιοχές του κόσµου, το 

γαστρικό αδενοκαρκίνωµα είναι η πιο συχνή κακοήθεια, συγκεκριµένα στην 

Ιαπωνία η συχνότητα εµφάνισης του γαστρικού καρκίνου είναι σχεδόν δέκα 

φορές υψηλότερη από τα ποσοστά που παρατηρούνται στις Ηνωµένες 

Πολιτείες (44).  Τυπικά, η διάγνωση του γαστρικού καρκίνου καθυστερεί λόγω 

της έλλειψης πρόωρων συµπτωµάτων και οι περισσότεροι ασθενείς 

διαγιγνώσκονται µετά την εισβολή του καρκίνου στο µυϊκό χιτώνα. Αυτό 

µπορεί να αποτελεί την εξήγηση στο γεγονός ότι η 5-ετής επιβίωση ασθενών 

µε καρκίνο του στοµάχου στις Ηνωµένες Πολιτείες κυµαίνεται σε ποσοστά 

χαµηλότερα από 15% (44). 

 

1.2.1 Τύποι γαστρικού καρκίνου 

 Ιστολογικά, έχουν ταυτοποιηθεί δύο διακριτές παραλλαγές γαστρικού 

καρκίνου αφενός του διάχυτου τύπου, ο οποίος συνίσταται από µεµονωµένα 

διηθητικά νεοπλασµατικά κύτταρα που δεν σχηµατίζουν αδενικές δοµές και 

αφετέρου του εντερικού τύπου, ο οποίος αναπτύσσεται µέσα από µια σειρά 

καλά καθορισµένων ιστοπαθολογικών διαδικασιών και περιγράφηκε για 

πρώτη φορά το 1975 (Εικόνα 3) (1). Το εντερικού τύπου αδενοκαρκίνωµα, 

αρχίζει µε τη µετάπτωση του κανονικού βλεννογόνου σε κατάσταση χρόνιας 

επιφανειακής γαστρίτιδας, η οποία µεταπίπτει σε ατροφία των οξυντικών 

κυττάρων του γαστρικού βλεννογόνου και αντικατάσταση τους από 

επιθηλιακά κύτταρα εντερικού τύπου (εντερική µεταπλασία). Τα ως άνω 

στάδια θεωρούνται πρώϊµες προ-καρκινικές αλλοιώσεις που µπορεί να 

οδηγήσουν σε καρκινογένεση. Αυτή η µορφή γαστρικού καρκίνου επηρεάζει 

τους άνδρες συνήθως σε διπλάσια συχνότητα από τις  γυναίκες και 

εµφανίζεται σε άνδρες µε µέσο όρο ηλικίας τα 50,4 χρόνια και σε γυναίκες µε 
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µέσο όρο ηλικίας 47,7 χρόνια (45, 46). Τα άτοµα που πάσχουν από 

πανγαστρίτιδα του σώµατος του στοµάχου  έχουν µεγαλύτερη πιθανότητα 

εµφάνισης γαστρικού καρκίνου, πράγµα που συνδέεται εν µέρει µε µειωµένη 

έκκριση υδροχλωρικού οξέος. Αντιθέτως, τα άτοµα τα οποία πάσχουν από 

λοίµωξη στο άντρο του στοµάχου, όπως το δωδεκαδακτυλικό έλκος, όπου 

υπάρχει αυξηµένη παραγωγή οξέος,  φαίνεται να εµφανίζουν  χαµηλότερο 

κίνδυνο εµφάνισης γαστρικού καρκίνου (26). 

  
 

Εικόνα 3: Πολυπαραγοντικό µονοπάτι που οδηγεί σε γαστρικό 

καρκίνωµα. Αναφέρονται βακτηριακοί, περιβαλλοντικοί, καθώς και 

παράγοντες του ξενιστή που συντελούν στην ανάπτυξη του γαστρικού 

καρκίνου (1). 
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1.3 Παράγοντες παθογένειας του H. pylori 

1.3.1 Vacuolating-cytotoxin A (VacA)  

Η πρωτεΐνη VacA  συντίθεται σαν ένα πρόδροµο µόριο το οποίο υφίσταται 

διάσπαση τόσο στο αµινοτελικό όσο και στο καρβοξυτελικό άκρο µε 

αποτέλεσµα την παραγωγή ενός  εκκρινόµενου µονοµερούς. Τα µονοµερή 

αυτά συνενώνονται προς σχηµατισµό ενός ολιγοµερούς συµπλέγµατος µε 

δοµή εξαγώνου ή επταγώνου. Όταν το σύµπλεγµα αυτό εκτεθεί σε χαµηλό pH 

τα ολιγοµερή της VacA αποσυντίθενται σε µονοµερή µε αποτέλεσµα την 

επαγωγή της καταστροφής των κυττάρων µέσω της δηµιουργίας κενοτοπίων 

(47). Έχει αναφερθεί ότι η VacA προκαλεί ανοσολογική ρύθµιση µέσω της 

παρεµπόδισης της επεξεργασίας των αντιγονικών πεπτιδίων στα Β 

λεµφοκύτταρα και την έκθεσής τους στα CD4+ T λεµφοκύτταρα (48). 

Επιπλέον, δύο ανεξάρτητες οµάδες κατέδειξαν ένα ρόλο της VacA  στην 

καταστολή της ενεργοποίησης του πυρηνικού παράγοντα των 

ενεργοποιηµένων Τ λεµφοκυττάρων (NFAT) (49). 

 

Παρόλο που η πρωτεΐνη VacA  συναντάται σε όλα τα κλινικά στελέχη H. pylori 

µόνο το 50% αυτών προκαλεί κυτταρική καταστροφή.  Αυτό οφείλεται στο 

γεγονός ότι η αλληλουχία της VacA  διαφέρει µεταξύ στελεχών στην µεση 

(middle, m) την περιοχή σήµατος (signal, s) και την ενδιάµεση περιοχή 

(intermediate, i) (Εικόνα 4).   Όλες οι περιοχές απαντούν υπό τη µορφή 

ενεργών (s1, i1, d1, m1) ή ανενεργών αλληλιών (s1, i1, d1, m1), εώ για τα 

vacA s1 και m1 έχουν αναφερθεί 3 επιµέρους τύποι (a, b, c), οι οποίοι 

εµφανίζουν αυξηµένες συχνότητες σε συγκεκριµένες γεωγραφικές χώρες (7).  

Από τη µελέτη των διαφορετικών υποτύπων προκύπτει ότι ο πλέον τοξικός 

είναι ο s1m1, µεσαίας τοξικότητας ο υπότυπος s1m2 και λιγότερο τοξικός ο 

συνδυασµός s2m2, ενώ ο υπότυπος s2m1 δεν έχει παρατηρηθεί (47). 

Πρόσφατα, έχει αναφερθεί µια πιθανή συντονισµένη δράση των πρωτεϊνών  

VacA  και CagA αν και ανήκουν σε διαφορετική περιοχή του γονιδιώµατος του 

H. pylori. CagA-θετικά στελέχη εκφράζουν τους πλέον τοξικούς υποτύπους 

s1m1 ή  s1m2 της VacA,  ενώ CagA-αρνητικά στελέχη εκφράζουν συνήθως 
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τον ανενεργό υπότυπο s2m2 της VacA . Έτσι λοιπόν έχει διατυπωθεί η 

θεωρία ότι η CagA προκαλεί λύση του γαστρικού επιθηλίου, ενώ η VacA  

περνά στο χόριο και προκαλεί ανοσολογική ρύθµιση ώστε να εγκατασταθεί 

χρόνια λοίµωξη [39].  Παρόλα αυτά, τα αλλήλια της περιοχής i, η οποία 

κωδικοποιεί τµήµα της p33 περιοχής, σύµφωνα µε τα µέχρι τώρα δεδοµένα 

φαίνεται να αποτελούν τον παράγοντα που καθορίζει το αν η ώριµη πρωτεΐνη 

θα είναι ή όχι κυτταροτοξική in vitro, ειδικά στην περίπτωση στελεχών µε το 

συνδυασµό αλληλίων s1/m2, στα οποία η VacA είναι λειτουργική σε 

ορισµένους κυτταρικούς τύπους µόνο παρουσία του αλληλίου i1 (7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Γράφηµα δοµής της VacA. Αριστερά η δοµική αλλαγή της VacA από τη 

σύνθεσή της έως την έκκριση. ∆εξιά οι διάφοροι δοµικοί συνδυασµοί των 

υπότυπων s, m και i (7) 
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1.3.2 Μόρια Προσκόλλησης και Εξωτερικές Μεµβρανικές   Πρωτεΐνες 

(OMPs). 

Η προσκόλληση του H. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, καθιστά πιο 

εύκολο τον αποικισµό του βακτηρίου, αυξάνει την εµµονή της λοίµωξης και τη 

δυνατότητα µεταφοράς των λοιµογόνων παραγόντων στα επιθηλιακά κύτταρα 

του ξενιστή. Ανάλυση της αλληλουχίας έξι πλήρως αλληλουχηµένων 

στελεχών του Η. pylori αποκαλύπτει ότι περίπου το 4% του γονιδιώµατος του 

Εικόνα 5: Αλληλεπίδραση µεταξύ του παθογόνου H. pylori και των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων. Μόρια προσκόλλησης όπως η BabΑ, SabΑ και OipA 

µεσολαβούν στη σύνδεση του H. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, µέσω 

πιθανόν της άνω επιφάνειας (7). 

 

 Η.pylori κωδικοποιεί εξωτερικές µεµβρανικές πρωτεΐνες (OMPs), οι οποίες 

είναι σηµαντικά περισσότερες από ότι για άλλα γνωστά βακτηριακά είδη. Η 

έκφραση των OMPs έχει συσχετιστεί µε γαστροδωδεκαδακτυλικές ασθένειες 

και επιπλέον µπορεί να αυξήσει τον κίνδυνο για την ανάπτυξη γαστρικού 



33 

 

καρκίνου (50). Παρακάτω αναφέρονται αναλυτικότερα µερικά από τα µόρια 

προσκόλλησης και κάποιες OMPs. 

BabA. Oµάδα αντιγόνων του αίµατος σύνδεσης της συγκολητίνης (BabA), τα 

οποία κωδικοποιούνται από τα γονίδια babA2 και δεσµεύονται µε τα 

φουκοσυλιωµένα Lewisb αντιγόνα (Leb) στην επιφάνεια των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων (Eικόνα 4). Η παρουσία του babA2 γονιδίου έχει 

συσχετισθεί µε ανάπτυξη δωδεκαδακτυλικού έλκους και γαστρικού καρκίνου, 

ενώ όταν βρίσκεται σε συνδυασµό µε τα CagA και VacΑ s1 αλληλόµορφα, 

σχετίζεται µε ακόµη πιο σοβαρές ασθένειες (51). 

SabA, OipA. Η συγκολλητίνη που είναι συνδεδεµένη µε σιαλικό οξύ (SabΑ) 

(Εικόνα 5) είναι µια συγκολλητίνη του Η.pylori που συνδέεται σχηµατίζοντας 

δοµή υδατάνθρακα σιαλυλ-Lewisx αντιγόνου, το οποίο εκφράζεται στο 

γαστρικό επιθήλιο και έχει συσχετισθεί µε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης 

γαστρικού καρκίνου και µειωµένο κίνδυνο ανάπτυξης δωδεκαδακτυλικού 

έλκους (52). Η έκφραση των σιαλυλ-Lewisx αντιγόνων επάγεται κατά τη 

διάρκεια της χρόνιας φλεγµονής του στοµάχου, γεγονός που υποδηλώνει ότι 

το Η. pylori διαµορφώνει γλυκοζυλιωµένα µοτίβα των αντιγόνων του κυττάρου 

ξενιστή, έτσι ώστε να ενισχύσει την ικανότητα πρόσδεσης αλλά και τον 

εποικισµό του σε αυτόν (53). Πειραµατική λοίµωξη, in vitro, µε Η. pylori επάγει 

την έκφραση των σιαλυλ-Lewisx αντιγόνων µέσω επαγωγής του γονιδίου που 

κωδικοποιεί τη beta3 GlcNac Τ5, µια τρανσφεράση απαραίτητη για τη 

βιοσύνθεση των αντιγόνων Lewis (54).  

Η εξωτερική φλεγµονώδης πρωτεΐνη (OipA) (Εικόνα 5) είναι µια πρωτεΐνη της 

εξωτερικής µεµβράνης που σχετίζεται µε φλεγµονή  (55). Το H. pylori περιέχει 

είτε ένα λειτουργικό είτε ένα µη λειτουργικό γονίδιο oipA και η παρουσία ενός 

λειτουργικού γονιδίου σχετίζεται σηµαντικά µε την παρουσία 

δωδεκαδακτυλικού έλκους, γαστρικού καρκίνου και αυξηµένη διήθηση 

ουδετερόφιλων (52, 56).  Η έκφραση της πρωτεΐνης OipA συνδέεται µε 

αύξηση των επιπέδων παραγωγής της ιντερλευκίνης IL-8 in vitro (57). Η 

πρωτεΐνη OipA συµµετέχει επίσης στην απορρύθµιση της 

µεταλλοπρωτεϊνάσης 1 (ΜΜΡ-1), µιας µεταλλοπρωτεϊνάσης που έχει 

αποδειχθεί ότι εµπλέκεται στον γαστρικό καρκίνο (58). 

DupΑ. Το γονίδιο που προάγει δωδεκαδακτυλικό έλκος (DupΑ) βρίσκεται 

εντός της µη συντηρηµένης περιοχής του γονιδιώµατος του Η. pylori και 
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µπορεί να θεωρηθεί ως άλλος ένας δείκτης παθογένειας. Η αρχική ανάλυση 

500 στελεχών του H. pylori από την Κολοµβία, τη Νότια Κορέα και την 

Ιαπωνία έδειξε αυξηµένο κίνδυνο ανάπτυξης δωδεκαδακτυλικού έλκους και 

µειωµένο κίνδυνο ανάπτυξης γαστρικού καρκίνου σε άτοµα που φέρουν 

dupA-θετικά στελέχη (59).  Σε in vitro πειραµατική µόλυνση, η πρωτεΐνη DupΑ 

αυξάνει την παραγωγή της IL-8 (59). 

FlaΑ. Το Η.pylori έχει µια µονοπολική δεσµίδα από 3 έως 5 µαστίγια, τα οποία 

αποτελούνται από τρία δοµικά συστατικά: το βασικό σώµα, το άγκιστρο, και το 

νήµα (60, 61). Το νήµα λειτουργεί ως έλικα όταν περιστρέφεται στη βάση του 

και είναι συµπολυµερές µε τις υποµονάδες της µαστιγίνης FlaΑ και FlaΒ (62, 

63). Η FlaΑ είναι η κυρίαρχη υποµονάδα και η FlaΒ είναι η δευτερεύουσα 

υποµονάδα. Μετάλλαξη στο γονίδιο flaA έχει ως αποτελέσµατα την αποκοπή 

των µαστιγίων και τη µείωση της κινητικότητας του βακτηρίου in vitro (64). Σε 

πειράµατα in vivo, η FlaA και άλλες πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για τη 

συγκρότηση των µαστιγίων και για την επιµονή της λοίµωξης σε τρωκτικά και 

αξενικά µοντέλα χοιριδίων (62, 65, 66). 

1.3.3   Nησίδιο παθογένειας cag (cagPAI) 

Το H. pylori εµφανίζει εξαιρετική ποικιλοµορφία στο γονιδίωµά του και επάγει 

παράγοντες παθογένειας οι οποίοι παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη της 

µόλυνσης. Το νησίδιο παθογένειας cag (cag Pathogenicity Island, cagPAI), 

είναι ένα τµήµα DNA 40000bp (base pairs – ζεύγη βάσεων) που κωδικοποιεί 

27-31 γονίδια, τα οποία πλαισιώνονται από µια περιοχή 31bp. Η 

κυτταροτοξίνη CagA (Cytokine-Associated gene-A) (5, 45), µία από τις 

σηµαντικότερες πρωτεΐνες του H. pylori, κωδικοποιείται από το νησίδιο 

παθογένειας cag (5, 45). H πρωτεΐνη CagA, ταυτοποιήθηκε στις αρχές του 

1990, καθώς η έκφρασή της συσχετίστηκε άµεσα µε την εµφάνιση πεπτικού 

έλκους (25). Λόγω της συσχέτισης της µε την κλινική νόσο, η πρωτεΐνη CagA 

χρησιµοποιείται συχνά ως µάρτυρας για την παρουσία του συνολικού cagPAI, 

ενώ το cagPAI χαρακτηρίζεται συνολικά σαν παράγοντας παθογένειας του Η. 

pylori (1).  

Περίπου 60-70% των στελεχών H. pylori που αποµονώνονται στις ∆υτικές 

κοινωνίες και σχεδόν το 100% των στελεχών στην Ανατολική Ασία εκφράζουν 

την πρωτεΐνη CagA (45, 47). Αν και όλα τα στελέχη του H. pylori επάγουν 
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γαστρίτιδα, τα στελέχη τα οποία κωδικοποιούν το cagPAI (cag+) αυξάνουν 

τον κίνδυνο εµφάνισης βαρύτερων µορφών γαστρίτιδας, καθώς και ατροφικής 

γαστρίτιδας και εντερικής µεταπλασίας, σε σύγκριση µε στελέχη που δεν 

κωδικοποιούν το cagPAI (67). Τουλάχιστον 18 γονίδια cag κωδικοποιούν 

συστατικά του τύπου IV εκκριτικού συστήµατος µεταφοράς (T4SS), του 

οποίου µέχρι τώρα η  κύρια λειτουργία είναι η µεταφορά της βακτηριακής 

πρωτεΐνης CagA µέσα στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα του ξενιστή (Εικόνα 

6) (10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Υποθετικό µοριακό µοντέλο του τύπου IV

εκκριτικού συστήµατος του CagPAI βασισµένο  στο 

αντίστοιχο µοντέλο του µύκητα A. tumefaciens   και 

σε φωτογραφίες ηλεκτρονικού µικροσκοπίου (6). 
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1.3.4 Παράγοντας Παθογένειας CagA  

Τα στελέχη του H. pylori διακρίνονται σε CagA-θετικά και CagA-αρνητικά, 

ανάλογα µε την παρουσία ή την απουσία του γονιδίου cagA. Τα CagA-θετικά 

στελέχη έχουν συνδεθεί µε µεγαλύτερης βαρύτητας περιστατικά χρόνιας 

ενεργού γαστρίτιδας και  καρκινογένεσης. Ασθενείς οι οποίοι µολύνονται µε 

CagA-θετικά στελέχη επάγουν την έκκριση διαφόρων κυτοκινών και 

προκαλούν µεγαλύτερης βαρύτητας αλλοιώσεις στο γαστρικό βλεννογόνο 

(68). Η πρωτεΐνη CagA του H. pylori είναι µια πρωτεΐνη 120-140kDa που 

µεταφέρεται, µετά από βακτηριακή προσκόλληση, εντός των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων µέσω του T4SS. Το σύστηµα αυτό παρουσιάζει 

αναλογία µε το εκκριτικό σύστηµα που έχει περιγραφεί για το A. tumefaciens 

το οποίο όµως είναι υπεύθυνο για µεταφορά DNA (69) και όχι πρωτεϊνών. 

Αντίθετα µέχρι σήµερα, µόνο η πρωτεΐνη CagA έχει δειχθεί ότι µεταφέρεται 

από το T4SS  µε ταυτόχρονη κατανάλωση ATP (69).Επιπλέον, το T4SS 

µεταφέρει και πεπτιδογλυκάνες του κυτταρικού τοιχώµατος του H. pylori οι 

οποίες µετά από αναγνώριση τους από το ενδοκυττάριο σύστηµα των Nod 

πρωτεϊνών, επάγουν µέσω του µεταγραφικού παράγοντα NF-kB, την έκκριση 

χηµειοτακτικών παραγόντων, όπως της ιντερλευκίνης 8 (IL-8)  από τα 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (67). 

Η πρωτεΐνη CagA µετά την είσοδο της εντός των γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων φωσφορυλιώνεται σε κατάλοιπα τυροσίνης (Y) που µετέχουν σε 

επαναλαµβανόµενα µοτίβα Γλουταµινικού οξέος – Προλίνης – Ισολευκίνης – 

Τυροσίνης - Αλανίνης (EPIYA), από κινάσες του κυττάρου ξενιστή (70). Αυτή 

η φωσφορυλίωση, έχει δειχθεί ότι επάγει σε πειραµατικά µοντέλα in vitro 

µόλυνσης γαστρικών επιθηλιακών κυτταρικών σειρών (AGS), ένα φαινότυπο 

επιµήκυνσης και διασποράς (70-73), γνωστό και ως hummingbird. Η 

φωσφορυλίωση της CagA αποτελεί αναγκαία και ικανή συνθήκη για τον 

φαινότυπο διασποράς (70). 

Ο φαινότυπος χαρακτηρίζεται από µορφολογικές αλλαγές αυξητικού τύπου µε  

χαλάρωση των κυτταρικών στενοσυνδέσµων, παρουσία ελασµατοποδίων 

(λεπτών φύλλων ακτίνης στη άκρη του κυττάρου) και φιλοποδίων (ακίδων που 
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περιέχουν σφιχτή δέσµη των ινών ακτίνης) (74) και αυξηµένη κινητικότητα 

που παραπέµπει σε µεταστατικό φαινότυπο (Eικόνα 7). Ο ραµφοειδής 

φαινότυπος που εµφανίζεται κατά την in vitro επιµόλυνση ΑGS κυττάρων, 

προσοµοιάζει µε εκείνον που διαµορφώνεται στον δυσπλαστικό ιστό ως 

πρόδροµος του αδενοκαρκίνωµατος (75). 

 

Εικόνα 7: Mορφολογικές αλλαγές των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων κατά τη 

διάρκεια της in vitro µόλυνσης τους από το H. pylori. οι οποίες εξαρτώνται από το 

χρόνο αλλά και το στέλεχος του βακτηρίου. 

 

 

Στα κλινικά στελέχη που αποµονώνονται, έχουν αναγνωριστεί τέσσερις 

διαφορετικοί τύποι επαναλαµβανόµενων µοτίβων EPIYA, ανάλογα µε την 

πεπτιδική αλληλουχία που ακολουθεί και εντοπίζονται στο καρβόξυ-τελικό 

άκρο της πρωτεΐνης CagA (Εικόνα 8). Αυτά είναι τα EPIYA-Α: 

EPIYAKVNKKKTGQVASPE,  EPIYA-Β: EPIYAQVAKKVNAKIDRLNQAASG 

και EPIYA-C: EPIYATIDDLGGP. Ειδικά σε στελέχη αποµονωµένα από 

Ασιατικούς πληθυσµούς αντί των επαναλήψεων EPIYA-C παρατηρείται µία 

µοναδική αλληλουχία EPIYA-D: EPIYATIDFDEAN (Εικόνα 8). Οι τύποι αυτοί 

παρουσιάζουν διαφορετική γεωγραφική κατανοµή. Έτσι στα δυτικού τύπου 

στελέχη όπως αυτά από Ευρώπη, Βόρεια Αµερική και Αυστραλία περιέχουν 

στην πλειοψηφία τους µοτίβα τύπου ΑBC και ABCC αλλά όχι µοτίβα 

κατηγορίας D τα οποία απαντώνται µόνο στα στελέχη από την Ανατολική Ασία 

(45).  

AGS 

AGS + H. pylori 
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     Εικόνα 8: ∆οµή της πρωτεΐνης CagA (45). 

 

Με την είσοδο της στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων η 

CagA φωσφορυλιώνεται ιεραρχικά από κινάσες της οικογένειας Src (Εικόνα 

9), στο κατάλοιπο τυροσίνης των EPIYA-C µοτίβων και σε µεταγενέστερους 

χρόνους από την κινάση Αbl στα µοτίβα EPIYA-A και EPIYA-B (76). Μέσω 

των φωσφορυλιωµένων µοτίβων EPIYA η CagA αλληλεπιδρά µε µια σειρά 

από πρωτεΐνες του κυττάρου που εµπλέκονται στο µονοπάτι µεταγωγής 

σήµατος του αυξητικού παράγοντα των ηπατοκυττάρων (Hepatocyte Growth 

Factor -HGF). Αυτές είναι η SHP-2 φωσφατάση (Src homology SH2-

containing protein tyrosine phosphatase-2) (77), η Grb2 (Growth factor 

receptor bound-2) (78), η Csk (Carboxyl-terminal Src kinase) (79) και ο 

υποδοχέας του HGF (receptor/cMet) (80) (Εικ. 9). Επιπλέον αλληλεπιδράσεις 

έχουν αναφέρθεί και για αλλους παράγοντες όπως η φωσφατάση τυροσίνης 

Shp1,  η Grb7, η Crk, η PI3K (phosphoinositide-3-kinase), η RasGAP 

(GTPάση της Ras), καθώς και οι κινάσες τυροσίνης Csk, Src και Abl (5). Οι 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των φωσφορυλιωµένων µορφών της CagA (CagAPY) 

και των πρωτεϊνών που περιέχουν SH2-περιοχές αλληλεπίδρασης επάγουν 

κυτταροσκελετικές αναδιατάξεις στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, όπως το 

φαινότυπο διασποράς και επιµήκυνσης (Εικόνα 10Α) (5). Αυτές οι 

κυτταροσκελετικές αναδιατάξεις φαίνεται ότι επάγονται µετά από 

ενεργοποίηση του Rap1→bRaf→MEK→Erk σηµατοδοτικού µονοπατιού και 

την αποφωσφορυλίωση της κινάσης FAK (focal adhesion kinase)(81). 

Επιπλέον, φαίνεται ότι η πρωτεΐνη CagA, µπορεί να επηρεάζει µέσω της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του NF-κB, την περαιτέρω επαγωγή άλλων 

γονιδίων όπως της IL-8, των οποίων η ενεργοποίηση φαίνεται ότι εξαρτάται  
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από την ύπαρξη λειτουργικών θέσεων EPIYA-C επαναλήψεων  στη πρωτεΐνη 

CagA (5, 37). 

 

Ακόµη και όταν η CagA, δεν φωσφορυλιώνεται στις EPIYA θέσεις, ασκεί 

επιπτώσεις στο εσωτερικό του κυττάρου που συµβάλλουν στην παθογένεια 

(82). Ενδοκυττάρια µεταφορά, αλλά όχι φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA 

οδηγεί σε λύση των διακυτταρικών συνδέσµων της ε-καντχερίνης µε 

ταυτόχρονη µη-φυσιολογική ενεργοποίηση της β-κατενίνης (81), 

διαταράσσοντας έτσι τους κορυφαίους συνδέσµους µεταξύ των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων και προκαλώντας την απώλεια της κυτταρικής 

πολικότητας (7) (Εικόνα 10Β). Η πρωτεΐνη CagA µπορεί να απορυθµίζει τους 

διακυτταρικούς συνδέσµους µέσω ποικίλλων µονοπατιών (82). Η εκκρινόµενη 

CagA έχει δειχθεί ότι εντοπίζεται στους επιθηλιακούς στενοσυνδέσµους των 

πρωτεϊνικών ικριωµάτων, σε σχέση µε τις πρωτεΐνες ZO-1 (zona occludens-1) 

Εικόνα 9: Σχηµατική απεικόνιση της διαδοχικής φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης 

CagA και του επαγώµενου σηµατοδοτικού µονοπατιού που οδηγεί σε 

κυτταροσκελετικές αναδιατάξεις των µολυσµένων γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων (76). 
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και διαµεµβρανική πρωτεΐνη JAM (junctional adhesion molecule), 

προκαλώντας τον έκτοπο σχηµατισµό του συµπλόκου των κορυφαίων 

συνδέσµων και εκτοπίζοντας τα συστατικά των στενοσυνδέσµων σε θέσεις 

βακτηριακής προσκόλλησης (3). Συνολικά,η µη-φωσφορυλιωµένη CagA έχει 

δειχθεί επίσης ότι µπορεί να αλληλεπιδρά µε ένα αριθµό άλλων 

ενδοκυττάριων παραγόντων όπως την πρωτεΐνη διακυτταρικής 

προσκόλλησης ε-καντχερίνη (81), τον υποδοχέα HGF receptor/cMet, τη PLC-

γ (phospholipase-C-γ), τη Grb2 (Growth factor receptor bound) και την κινάση 

PAR1b/Mark2 (Kinase Partinioning-defective 1b/Mictotubule affinity-regulating 

kinase 2) (Εικόνα 10Β) (5). Αποτέλεσµα αυτών των αλληλεπιδράσεων 

αποτελεί η ενεργοποίηση προφλεγµονωδών και µιτογόνων αποκρίσεων, η 

διαταραχή των διακυτταρικών συνδέσµων και η απώλεια της κυτταρικής 

πολικότητας των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων (7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10: Ενδοκυττάρια µονοπάτια σηµατοδότησης, Α) εξαρτώµενα από τη 

CagA
PY 

 και Β) ανεξάρτητα από τη CagA
PY

 (5) 



41 

 

1.4 Οι Μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMP) 

Οι µεταλλοπρωτεϊνάσες της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας (Matrix 

Metalloproteinases-MMP) αποτελούν µια πολυµελή οικογένεια 

ενδοπεπτιδασών και εξωπεπτιδασών µε κοινή δράση την αποδόµηση της 

εξωκυττάριας ουσίας. Οι MMP παράγονται από µια ποικιλία κυττάρων, όπως 

λευκοκύτταρα (κυρίως πολυµορφοπύρηνα), αλλά και µακροφάγα των ιστών, 

ινοβλάστες, επιθηλιακά κύτταρα, ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων και 

αστροκύτταρα. Τα ένζυµα αυτά φαίνεται ότι παίζουν καταλυτικό ρόλο σε µια 

ποικιλία φυσιολογικών καταστάσεων, όπως στην αναδιαµόρφωση των ιστών, 

την απόπτωση, την εµβρυογένεση και την επούλωση τραυµάτων. Σε 

φυσιολογικές συνθήκες η δράση των µεταλλοπρωτεϊνασών ελέγχεται από 

τους λεγόµενους ιστικούς αναστολείς των µεταλλοπρωτεϊνασών (Tissue 

Inhibitors of Metalloproteinases-TIMPs). Απώλεια ρύθµισης των 

µεταλλοπρωτεϊνασών έχει συνδεθεί µε σειρά παθολογικών καταστάσεων, 

όπως η αθηροσκλήρωση, η αρθρίτιδα, η αγγειογένεση, η καρκινογένεση και η 

µετάσταση νεοπλασµατικών κυττάρων (83). 

 

 1.4.1 H εξωκυττάρια ύλη 

Η εξωκυττάρια ύλη (extracellular matrix-ECM), αποτελείται κυρίως από 

πρωτεογλυκάνες και µάλιστα της οικογένειας των λαµινινών, ενώ κολλαγόνα 

διαφόρων τύπων, περλεκάνη και αγρίνη συµµετέχουν σε µικρότερο ποσοστό 

(84, 85). Οι λειτουργίες της εξωκυττάριας ύλης συνίσταται στη ρύθµιση της 

διαφοροποίησης και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων (86), στον κυτταρικό 

θάνατο (87), καθώς και την υποβοήθηση της αύξησης και ωρίµανσης των 

νευραξόνων (88). Σε γενικές γραµµές, τα µακροµόρια της εξωκυττάριας ύλης 

είναι σηµαντικά για τη δηµιουργία και τη διατήρηση ενός κυτταρικού 

περιβάλλοντος που προωθεί την ανάπτυξη του κυττάρου. Η αλληλεπίδραση 

µεταξύ της εξωκυττάριας ύλης και των κυττάρων αποτελεί απαραίτητη 

προϋπόθεση για την οµοιόσταση του οργανισµού (89).  
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1.4.2  Κριτήρια ένταξης στην οικογένεια των Μεταλλοπρωτεϊνασών 

Η δοµή των MMP κάθε κατηγορίας αποτελείται από διακριτά µορφολογικά 

τµήµατα, τα οποία είναι  µε ελάχιστες εξαιρέσεις, κοινά για όλα τα µέλη της 

κατηγορίας (Εικόνα 11) (90). Τα διακριτά τµήµατα είναι: 

i. ″Προ-περιοχή″ (Pre-domain): Ανάρρους (upstream) περιοχή της κυρίως 

πρωτεΐνης που µετέχει στην ρύθµιση της έκκριση της πρωτεϊνάσης από το 

κύτταρο. 

ii. Πρόδροµη περιοχή (Pro-domain): Περιοχή του άµινο-τελικού άκρου της 

πρωτεϊνάσης, µήκους περίπου 80-90 αµινοξέων, µε αυτο-ανασταλτικό ρόλο 

όταν συνδέεται µε το άτοµο ψευδαργύρου (Zn) της καταλυτικής περιοχής που 

είναι υπεύθυνο για τη δράση του ενζύµου. Όταν το συγκεκριµένο πεπτίδιο 

αποκοπεί, τότε το ένζυµο ενεργοποιείται. 

iii. Καταλυτική περιοχή  (Catalytic domain): Καταλυτική περιοχή η οποία περιέχει 

ένα άτοµο Zn απαραίτητο για την καταλυτική δράση και ένα άτοµο Zn για τη 

διατήρηση µιας σταθερής και λειτουργικής διαµόρφωσης. Η θέση της 

καταλυτικής περιοχής διαφέρει µεταξύ των διαφόρων µελών της οικογένειας, 

γεγονός που εξηγεί και τις διαφορές στα υποστρώµατα. 

iv. Περιοχή οµοιάζον µε αιµοπηξίνη (Hemopexin-like domain): Περιοχή στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο της πρωτεϊνάσης που παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

σύνδεση µε το υπόστρωµα και την αλληλεπίδραση µε τους αναστολείς TIMPs. 

v. ∆ιαµεµβρανική περιοχή (Transmembrane domain): περιοχή χαρακτηριστική 

των µεµβρανικού τύπου µεταλλοπρωτεϊνασών απαραίτητη για την σύνδεση 

ενός συγκεκριµένου τµήµατος της MMP µε την κυτταρική µεµβράνη. 

vi. ″∆ιακόπτης κυστεΐνης″ (Cysteine switch): Κατάλοιπο κυστεΐνης στο πρόδροµο 

πεδίο, µε δυνατότητα σύνδεσης µε το Zn του καταλυτικού κέντρου 

καθιστώντας το ένζυµο ανενεργό. 

vii. Κυτταροπλασµατική «ουρά»  (Cytoplasmic tail): περιοχή µήκους 25 

αµινοξέων που χρησιµοποιείται για τη σύνδεση του ενζύµου στην αντίστοιχη 

περιοχή της κυτταρικής µεµβράνης (για τις µεµβρανικές 

µεταλλοπρωτεϊνάσες). 
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1.4.3 Ταξινόµηση των Μεταλλοπρωτεϊνασών 

Στον άνθρωπο έχουν µέχρι τώρα αναγνωριστεί τουλάχιστον 28 µέλη που 

απαρτίζουν την οικογένεια των µεταλλοπρωτεϊνασών (89). Με βάση τη φύση 

του ενζυµατικού τους υποστρώµατος, οι µεταλλοπρωτεϊνάσες διαχωρίζονται 

σε κολλαγονάσες, ζελατινάσες, στρωµελυσίνες, µεµβρανικού τύπου και 

µατριλυσίνες, ενώ υπάρχουν και κάποιες οι οποίες δεν έχουν ενταχθεί σε 

Εικόνα 11: Σχηµατική απεικόνιση µεταλλοπρωτεϊνασών. Pro-domain: 

Πρόδροµη περιοχή. Catalytic domain: Καταλυτική περιοχή. Henopexin-

like domain: Περιοχή οµοιάζον µε αιµοπηξίνη. Transmembrane domain: 

∆ιαµεµβρανική περιοχή. Gelatin binding domain: Περιοχή σύνδεσης µε

τη ζελατίνη Proline-rich O-glycosylated domain.  (2) 
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κάποια συγκεκριµένη κατηγορία (Πίνακας 1) (84, 85).Το γεγονός ότι µια 

µεταλλοπρωτεϊνάση έχει ενταχθεί σε µια κατηγορία δε σηµαίνει ότι αποδοµεί 

αποκλειστικά ένα και µόνο υπόστρωµα. Αντίθετα, κάθε ένα µέλος της 

συγκεκριµένης οικογένειας  µπορεί να διασπά πολλαπλά υποστρώµατα. 

 

Πίνακας 1. Η οικογένεια των µεταλλοπρωτεϊνασών: οι επιµέρους οµάδες, τα µέλη, τα 

υποστρώµατα και τα ειδικά χαρακτηριστικά της κάθε οµάδας 

Οµάδα Μέλη Υπόστρωµα Ειδικά 
Χαρακτηριστικά 

Κολλαγονάσες MMP-1, MMP-8 
MMP-13, MMP-18 

Κολλαγόνο (I, II, III, 
VII,VIII,X), ζελατίνη, 
σελεκτίνη, 
βερσικάνη, MMP-2, 
 9 

Οι κολλαγονάσες 
καθιστούν τα δοµικά 
κολλαγόνα της 
θεµέλιας ουσίας 
επιδεκτικά σε 
αποδόµηση από τις 
υπόλοιπες MMP.  

Ζελατινάσες MMP-2, MMP-9 Ζελατίνη, 
κολλαγόνο 
Κολλαγόνο (I, II, III, 
IV, V,  VII, XI, XIV), 
ελαστίνη, 
φιµπρονεκτίνη, 
βερσικάνη, MMP-1, 
-9, -13 

Σε αντίθεση µε τις 
κολλαγονάσες 
αποδοµούν 
µετουσιωµένα 
κολλαγόνα 
(ζελατίνες) και άλλα 
µη ινικά κολλαγόνα 
καθώς και τη βασική 
µεµβράνη. 

Στρωµελυσίνες 
 
 
 

MMP-3, MMP-10, 
MMP-11 

Κολλαγόνο (III, IV, 
V, IX), 
φιµπρονεκτίνη, 
ζελατίνη, ελαστίνη, 
σύµπλεγµα  
MMP-2/TIMP-2, 
MMP-7, -8, -9, -13, 
λαµινίνη 

 

 
Μεµβρανικού 
Τύπου 
(membrane type 
MMP ή MT-MMP) 

MMP-14 έως 
MMP-17, ΜΜP-24, 
MMP-25 

Κολλαγόνα (I, II, III), 
ζελατίνες, άλλες 
MMP 

Μη διαλυτές MMP µε 
κοινό 
χαρακτηριστικό τη 
σύνδεσή µε την 
κυτταρική µεµβράνη 

Ματριλυσίνες  ΜMP-7, MMP-26 Αποδοµούν ένα 
µεγάλο αριθµό 
συστατικών της 
εξωκυττάριας 
θεµέλιας ουσίας. 

Χαρακτηρίζονται 
από έλλειψη του 
πεδίου οµοιάζοντος 
µε αιµοπηξίνη. 

 
 
Λοιπές MMP 

 
MMP-12, MMP-19, 
MMP-20, MMP-22, 
MMP-23, MMP-26 
MMP 27, MMP-
28 

 
Αποδοµούν ποικίλα 
συστατικά της 
θεµέλιας ουσίας. 

 
∆εν είναι ενταγµένες 
σε κάποια οµάδα 
MMP.  
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1.4.4 Ρύθµιση της έκφρασης των Μεταλλοπρωτεϊνασών 

Οι MMP και οι αναστολείς τους, µε εξαίρεση την MMP-2 και τον TIMP-1, δεν 

εκφράζονται συνεχώς υπό φυσιολογικές συνθήκες στο κύτταρο (84). Η 

παραγωγή των MMP προάγεται ως απόκριση σε εξωγενή ερεθίσµατα, όπως 

κυτταροκίνες, µιτογόνα, υπεριώδη ακτινοβολία αλλά και αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ κυττάρων, καθώς και µεταξύ κυττάρου και εξωκυττάριας ύλης (84). Η 

ρύθµιση της έκφρασης των MMP είναι πολύπλοκη διαδικασία, η οποία γίνεται 

σε τρία επίπεδα: κατά τη διάρκεια της µεταγραφής (µεταγραφική) (85), µετά τη 

µεταγραφή (µετα-µεταγραφική) καθώς και µετά την έκκρισή τους από τους 

φυσικούς αναστολείς τους (91). 

Κατά τη µεταγραφική διαδικασία ρύθµισης, συγκεκριµένοι µεταγραφικοί 

παράγοντες (c-Fos, C-Jun, AP-1) επάγουν την έκφραση των γονιδίων που 

κωδικοποιούν τις κολλαγενάσες και τις στρωµελυσίνες (92, 93). Η διαδικασία 

παραγωγής των MMP ξεκινά µε την ενεργοποίηση ενός αριθµού µηχανισµών 

σηµατοδότησης που προάγονται από παράγοντες όπως οι προφλεγµονώδεις 

κυτταροκίνες (IL-1β, Tumor Necrosis Factor-α/TNF-α). Επιπρόσθετα, η 

ενεργοποίηση του πυρηνικού µεταγραφικού παράγοντα NF-kB συµβάλει στην 

προαγωγή της ιντερλευκίνης IL-1, η οποία µε τη σειρά της προάγει την 

έκφραση της MMP-1. Στον αντίποδα, σε µεταγενέστερο στάδιο µετα-

µεταγραφικό στάδιο, η έκφραση των MMP είναι δυνατό να περιορίζεται από τη 

δράση των IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β (84), ενώ αναστέλλεται από τους TNF-α,  

IL-1,  TGF-β (85). Τέλος, η υπεριώδης ακτινοβολία φαίνεται ότι µπορεί να 

επηρεάσει την έκφραση των MMP-1, MMP-3, και MMP-9 µέσω της 

ενεργοποίησης  ειδικών πρωτεϊνικών κινασών της οικογένειας JNK-2 (94). Τα 

τελευταία χρόνια ο TGF-β έχει γίνει αντικείµενο ευρύτατης µελέτης, µια και 

φαίνεται ότι έχει διττό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης των MMP. Αφενός 

αναστέλλει τη δράση τους και πιο συγκεκριµένα των κολλαγονασών και των 

στρωµελυσινών, αποτρέπονταςντας µε αυτό τον τρόπο την καταστροφή της 

µεσοκυττάριας ουσίας, και αφετέρου προάγει την έκφραση του TIMP-1 (84). 

Tέλος, η ρύθµιση της δράσης των MMP γίνεται και από τους φυσικούς 

αναστολείς τους (Tissue Inhibitors of Mettaloproteinases- TIMPs) (95). Η 

απώλεια ισορροπίας προς όφελος της ενεργοποίησης MMP έχει σαν 
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αποτέλεσµα την ανώµαλη δράση τους σε έναν µεγάλο αριθµό παθολογικών 

καταστάσεων. Οι ενδογενείς αναστολείς των µεταλλοπρωτεϊνασών είναι µικρά 

µόρια (22-30 kDa) (96) τα οποία ανιχνεύονται στους περισσότερους ιστούς 

και βιολογικά υγρά. Μέχρι σήµερα έχουν αναγνωριστεί τέσσερις ισοµορφές 

στον άνθρωπο: TIMP-1,  -2, -3, -4 (84, 97-99). Αναστέλλουν όλες τις MMP µε 

την εξαίρεση του TIMP-1 που  δεν µπορεί να αναστείλει την MMP-14 (100). 

 

 1.4.5 Η ενεργοποίηση των Μεταλλοπρωτεϊνασών  

Οι MMP µπορούν να ενεργοποιηθούν αφενός in vivo από την ενεργοποίηση 

πρωτεϊνασών και in vitro από χηµικές ουσίες όπως το APMA (4-

aminophenylmer-curic acetate), ο διχλωριούχος υδράργυρος (ΗgCl2), το SDS 

(sodium dodecylsulfate) (101). Το χαµηλό pH και η θερµοκρασία αποτελούν 

παράγοντες ενεργοποίησης των MMP (102). Η ενεργοποίηση προυποθέτει τη 

διάσπαση της ανενεργού πρόδροµης µορφής τους (90).  Η διαδικασία αυτή 

λαµβάνει χώρα για τις περισσότερες MMP του εξωκυττάριου χώρου, µε την 

εξαίρεση τη MMP-11 και των MMP-µεµβρανικού τύπου οι οποίες 

ενεργοποιούνται πριν από την έκκρισή τους. Κατά κανόνα, οι ενεργές µορφές 

είναι περισσότερο ασταθείς από τις πρόδροµες, και συνήθως οι MMP και 

κυριότερα αυτές του µεµβρανικού τύπου, παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

ενεργοποίηση άλλων µελών της οικογένειάς τους (102). Παράλληλα µε την 

εξωκυττάρια ενεργοποίηση, παρατηρείται και ενεργοποίηση στην κυτταρική 

επιφάνεια. Έτσι για παράδειγµα, η MMP-3 ενεργοποιεί την proMMP-9 και το 

σύµπλεγµα proMMP-9/TIMP-1 σε συνδυασµό µε την MMP-3 ενεργοποιεί την 

MMP-9 (103). Επιπλέον, η MT1-MMP ενεργοποεί την MMP-13 και η MMP-2 

ενισχύει την παραπάνω ενεργοποίηση. H MT1-MMP, επίσης ενεργοποιεί την 

MMP-2 , η MMP-10 την proMMP-8, ενώ η MMP-3 φαίνεται να διασπά τις 

πρόδροµες µορφές των MMP-1, -7, -9 και -13 (102). H ενεργοποιηµένη MMP-

7 µπορεί να ενεργοποιήσει τόσο την MMP-1 όσο και την MMP-9 (102). Από τα 

προαναφερθέντα παραδείγµατα καταδεικνύεται η πολυπλοκότητα των 

αλληλεπιδράσεων ανάµεσα στις MMP η οποία εντοπίζεται ανάµεσα στη 

σύνθεση και την ενεργοποίηση τους. Η διατήρηση της ισορροπίας µεταξύ των 

MMP και των TIMPs έχει ως άµεσο αποτέλεσµα την οµοιόσταση των ιστών. 
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1.4.6  Η λειτουργία  των Μεταλλοπρωτεϊνασών  

Οι MMP εµπλέκονται σε µία πληθώρα φυσιολογικών και παθολογικών 

καταστάσεων (90). Γενικά παίζουν ρόλο στην αναδιαµόρφωση της βασικής 

µεµβράνης και του συνδετικού ιστού, στη σύσπαση των µυών εξαιτίας της 

βλάβης, στην αγγειογένεση, στην αύξηση του µεγέθους των νεοπλασιών και 

πιθανώς στη διαδικασία µετάστασή τους. Η δράση των MMP αποτελεί ένα 

σηµαντικό παράγοντα στην παθογένεια πληθώρας ασθενειών όπως 

αθηροσκλήρωση, αρθρίτιδα, καρδιακή ανεπάρκεια, καρκίνος, οζώδης 

σκλήρυνση κ.λπ. 

Σε κυτταρικό επίπεδο, η δράση των MMP χαρακτηρίζεται από 

αλληλεπικαλυπτόµενα υποστρώµατα, ενώ θεωρείται πιθανό η δράση πολλών 

από αυτές να αντισταθµίζει την απώλεια ή τη µη παραγωγή ενός άλλου 

µέλους της οικογένειας (102, 104, 105). Με αυτό το τρόπο, αποτρέπεται η 

εναπόθεση περίσσειας θεµέλιας ουσίας. Η αυξηµένη παραγωγή MMP µπορεί 

να οδηγήσει σε αυξηµένη αποδόµηση σε πρώτο στάδιο αλλά και αυξηµένη 

παραγωγή και εναπόθεση της θεµέλιας ουσίας µεταγενέστερα. Οι παραπάνω 

δράσεις σε συνδυασµό µε αυτή των αναστολέων τους είναι ενδεικτικές του 

σηµαντικού ρόλου που παίζουν οι µεταλλοπρωτεϊνάσες στη διατήρηση της 

οµοιόστασης της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας . Επιπλέον, ως ένζυµα µε 

πρωτεολυτικές ιδιότητες συµµετέχουν στην αποδόµηση άλλων πρωτεϊνασών, 

κυτταροκινών και πρωτεϊνών της κυτταρικής επιφάνειας (102, 104, 105). 

 

1.4.7 Στρωµελυσίνη 1 ή Μεταλλοπρωτεϊνάση 3 (MMP-3) 

 

To όνοµα στρωµελυσίνη υποδηλώνει ότι η µεταλλοπρωτεϊνάση που υδρολύει 

την εξωκυττάρια θεµέλια ουσία προέρχεται από κύτταρα του στρώµατος 

(106). Η ενζυµική δραστικότητα της MMP-3 αναφέρθηκε πρώτη φορά το 1974 

(107) ως µια µεταλλοπρωτεϊνάση η οποία απoδοµεί τις πρωτεογλυκάνες των 

χόνδρων και από µια ουδέτερη πρωτεϊνάση των ινοβλαστών του κουνελιού 

(108). Αρχικά πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση και καθαρισµός του ενζύµου, 

από καλλιέργεια κυττάρων των οστών κουνελιού και ονοµάστηκε 

πρωτεογλυκανάση (109) και αργότερα µετονοµάστηκε σε στρωµελυσίνη 



48 

 

(110). Αργότερα, το ένζυµο καθαρίστηκε και αποµονώθηκε από καλλιέργειες 

ινοβλαστών του αρθρικού υµένα, που προέρχονταν από ασθενείς µε 

ρευµατοειδή αρθρίτιδα και για να ξεχωρίζει από την ενδιάµεση κολλαγενάση 

(MMP-1) και τη ζελατινάση Α (ΜΜP-2), ονοµάστηκε MMP-3 από τον Okada 

και συν. (111). 

Η ΜΜP-3 εµφανίζει εξαιρετική οµολογία µε άλλες MMP. Η ανθρώπινη prepro-

ΜΜP-3 περιέχει ένα σηµατοδοτικό πεπτίδιο (17 αµινοξέων), ένα προπεπτίδιο 

(82 αµινοξέων) µία καταλυτική περιοχή (165 αµινοξέων), ένα “διακόπτη 

κυστεΐνης’’ πλούσιο σε προλίνες (25 αµινοξέων) και µια καρβόξυ-τελική 

περιοχή (188 αµινοξέων), η οποία φέρει οµοιότητα στην αλληλουχία µε την 

αιµοπηξίνη και τη βιτρονεκτίνη. Για το λόγο αυτό, η καρβόξυ-τελική περιοχή 

ονοµάζεται επίσης και περιοχή τύπου αιµοπηξίνης. Το ένζυµο συντίθεται σε 

προενζυµική µορφή, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω και εκκρίνεται από τα 

κύτταρα ως προένζυµο 57 kDa.To ισοηλεκτρικό σηµείο, pI, της MMP-3 από 

κουνέλι, είναι γύρω στο 5.48 (112). Υπάρχουν δύο δυνατές Ν-θέσεις 

γλυκοζυλίωσης και περίπου το 20% της proΜΜP-3 γλυκοζυλιώνεται και 

ανιχνεύεται ως µια µορφή 59 kDa (104). Το καταλυτικό κέντρο του ενζύµου 

περιέχει 2 ιόντα Zn++ : ένα στην ενεργό περιοχή του ενζύµου, όπου συνδέεται 

µε µια περιοχή αλυσίδων µε τρία κατάλοιπα Ιστιδίνης (την Ηis201, Ηis205, 

His211, ο αριθµός των οποίων έχει δοθεί σύµφωνα µε την ανθρώπινη 

proMMP-3) και ένα δοµικό Zn++ που αλληλεπιδρά µε τα αµινοξέα στις θέσεις 

Asp153, His151, His166, και Ηis179. Επιπλέον, τρία ιόντα Ca++ συνδέονται, 

επίσης, στην καταλυτική περιοχή και µε αυτό τον τρόπο εξασφαλίζεται η 

σταθερότητα του ενζύµου (104).  

Το γονίδιο της MMP-3 βρίσκεται στο χρωµόσωµα 11q22-q23 (113), στο οποίο 

βρίσκονται και τα γονίδια και άλλων µεταλλοπρωτεϊνασών, όπως της 

στρωµελυσίνης 2 (MMP-10), της ενδιάµεσης κολλαγενάσης (MMP-1), της 

κολλαγεννάσης 2 (MMP-8), της κολλαγενάσης 3 (MMP-13), της µατριλυσίνης 

1 (MMP-7),  της µατριλυσίνης 2 (MMP-26),  της ελαστάσης των µακροφάγων 

(MMP-12) και της εναµελυσίνης (MMP-20). Η περιοχή του προαγωγέα 

περιέχει τα ενισχυτικά στοιχεία TATA, AP1 και PEA3 (105, 114). Το ένζυµο 

εκφράζεται σε ινοβλάστες, χονδροκύτταρα, ενδοθηλιακά κύτταρα, µακροφάγα, 

κύτταρα των αγγείων που αιµατώνουν τους λείους µύς, οστεοβλάστες και 

κερατινοκύτταρα ως απόκριση στα κατάλληλα ερεθίσµατα. Μία πληθώρα 
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παραγόντων έχουν δειχθεί ότι επάγουν την έκφραση της MMP-3 και είναι οι 

φλεγµονώδεις κυτοκίνες όπως η ιντερλευκίνη-1 (IL-1) και ο TNFα, ο 

παράγοντας αναστολής της µετανάστευσης των µακροφάγων (MMIF), ο 

επιδερµικός αυξητικός παράγοντας (EGF), ο προερχόµενος από αιµοπετάλια 

αυξητικός παράγοντας (PDGF), ο νεύρο-αυξητικός παράγοντας (NGF), η 

ογκοστατίνη Μ, ο παράγοντας που προέρχεται από στρωµατικά κύτταρα-1 

(SCDF-1), η οξική µυριστική φορβόλη, η ακτινοβολία UV, οι κρύσταλλοι 

ουρικού οξέος, οι κρύσταλλοι φωσφορικού ασβεστίου, το αµυλοειδές Α του 

ορού, η β2-µικροσφαιρίνη, η Οστεονεκτίνη/SPARC, η ινοσυνδετίνη µέσω των 

θέσεων πρόσφυσης RGD, η ινοσυνδετίνη δοµής Α, η EMMPRIN 

(basigin/BM40), η ρελαξίνη, η βραδυκινίνη, η α-θροµβίνη και ο ογκογόνος 

κυτταρικός µετασχηµατιστής (104).    

Η MMP-3, διασπά µία πληθώρα πρωτεϊνών είτε του εξωκυττάριου ή µη-

εξωκυττάριου χώρου καθώς και κυτταρικές επιφανειακές πρωτεΐνες. Επίσης, 

διασπά υποστρώµατα όπως αυτά του τύπου κολλαγόνου I,II,III και X, τη 

λαµινίνη, την αγρινίνη, τη φιµπριλλίνη και την E-καντχερίνη. Το ένζυµο επίσης 

ενεργοποιεί τις προκολλαγονάσες MMP-1 και  MMP-13, τη προζελατινάση Β 

(MMP-9) και τη MMP-1 (104). 

Η MMP-3 εντοπίζεται σε ένα µεγάλο αριθµό ιστών όπως στο µαστικό αδένα, 

στο πλακούντα, στο κυκλικό ενδοµήτριο, στα κύτταρα του ωοθυλακίου των 

τριχών, στο αµφιβληστροειδή, στον οστεοαρθριτικό χόνδρο, στον ρευµατοειδή 

αρθρικό υµένα, στην κήλη του µεσοσπονδύλιου δίσκου, στην 

αρτηριοσκληρωτική πλάκα, στην ανευρυσµιακή κοιλιακή αορτή, στα 

πολλαπλασιαζόµενα κερατινοκύτταρα που βρίσκονται στη βασική µεµβράνη, 

στα επιθηλιακά κύτταρα του αναπνευστικού µετά από τραυµατισµό, στα 

γαστρεντερικά έλκη (π.χ. στη νόσο του Crohn, το πεπτικό έλκος και στην 

ελκώδη κολίτιδα) καθώς και σε ορισµένους όγκους (115). Η αύξηση της 

έκφρασης της ΜΜΡ-3 επάγει τη νεοπλασµατική εξέλιξη των επιθηλιακών 

κυττάρων του µαστού, του ποντικού, µέσω της επιθηλιακής προς 

µεσεγχυµατική µετατροπή που αποτελεί αποτέλεσµα της διάσπασης της Ε-

καντχερίνης, επιφέροντας απώλειες στις διακυτταρικές συνδέσεις. Αφού 

πραγµατοποιηθεί αυτή η µετατροπή στα διαγονιδιακά ποντίκια οι 

φαινοτυπικές αλλαγές είναι πλέον ανεξάρτητες της ΜΜΡ-3 (115).  
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1.4.8   Στρωµελυσίνη 1 και Ελικοβακτήριο του πυλωρού  

Όπως προαναφέρθηκε το H. pylori είναι ο κύριος αιτιολογικός παράγοντας για 

την πρόκληση επιφανειακής γαστρίτιδας και γαστρο-δωδεκαδακτυλικού 

έλκους και συντελεί σε αυξηµένα επίπεδα κινδύνου για ανάπτυξη γαστρικού 

καρκίνου (116). Όταν το H. pylori αποικίσει το βλεννογόνο, επάγει 

φλεγµονώδεις αποκρίσεις στα κύτταρα του ξενιστή που σχετίζονται µε την 

αύξηση των επιπέδων κυτταροκινών στο χόριο (7). Οι φλεγµονώδεις 

κυτταροκίνες, IL-1β, IL-6 και IL-8 καθώς και ο TNF-a, έχουν εντοπιστεί κυρίως 

σε ασθενείς µε cagA+ στελέχη H. pylori (117). Τα επίπεδα των MMP 

ρυθµίζονται από την έκκριση αυτών των φλεγµονωδών παραγόντων που 

εκκρίνονται κατά τη διάρκεια της λοίµωξης (117, 118). Πειραµατική in vitro 

λοίµωξη H. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα επάγει την έκφραση της 

MMP-3, η οποία µάλιστα δείχνει να σχετίζεται µε την έκκριση των IL-1β και IL-

8 (118). 

Επιπλέον, έχει δεiχθεί ότι αύξηση των επιπέδων της MMP-3 στους ορούς 

ασθενών µε γαστρικό καρκίνο αλλά και ασθενών µε γαστροεντερολογικές 

παθήσεις σχετίζονται µε τη λοίµωξη του H. pylori (119). Επιπλέον, η MMP-3 

ενεργοποιεί τις προ-µορφές αρκετών µεταλλοπρωτεϊνασών (106) όπως της 

MMP-9 (120), της MMP-7 (121), της MMP-1 (122), της MMP-13 (123) και της 

MMP-2 (124). Όλες οι παραπάνω MMP, που έχει αποδειχθεί ότι ενεργοποιεί η 

MMP-3, έχουν φανεί να σχετίζονται µε τη H. pylori λοίµωξη και µάλιστα η 

δράση κάποιων από αυτές φαίνεται να εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης CagA (120). Επιπλέον, η στρωµελυσίνη-2 (MMP-10), η οποία 

εµφανίζει εξαιρετική οµολογία (82%) µε τη στρωµελυσίνη-1 και έχει 

χαρακτηριστεί ως ισοένζυµό της (106), χρησιµοποιείται ως προγνωστικός 

καρκινικός δείκτης για γαστρικό καρκίνο (125). 
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1.4.9 Σκοπός της παρούσας εργασίας 

Η παρούσα ερευνητική εργασία αποσκοπεί στη διερεύνηση της επίδρασης της 

βακτηριακής πρωτεΐνης CagA στην ενεργοποίηση της στρωµελυσίνης-1 σε 

πειραµατική in vitro λοίµωξη H. pylori γαστρικών επιθηλιακών κυτταρικών 

σειρών (AGS). Για τη λοίµωξη χρησιµοποιήθηκαν ισογενή µεταλλάγµατα του 

στελέχους αναφοράς H. pylori P12 που εξέφραζαν πρωτεΐνη CagA µε 

διαφορετικό αριθµό, αφενός λειτουργικών θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA-C 

και αφετέρου µη-φωσφορυλιώσιµων θέσεων EPIFA-C µετά από 

αντικατάσταση της τυροσίνης (Y) µε φαινυλαλανίνη (F). Η ενεργοποίηση του 

γονιδίου της MMP-3 µετρήθηκε µε ποσοτικό προσδιορισµό του m-RNA µέσω 

συγκριτικής ποσοτικής Real Time PCR.  Η έκφραση της MMP-3 πρωτεΐνης 

µετρήθηκε αφενός στα ολικά κυτταρολύµµατα και αφετέρου στα υπερκείµενα 

των καλλιεργειών των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS, µετά από 

24ωρη πειραµατική λοίµωξη. Επιπλέον προσδιορίστηκε η δραστηριότητα του 

ενζύµου MMP-3 µε ζυµογραφία, µε χρήση υποστρώµατος καζεΐνης.  
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22..   YYΛΛΙΙΚΚΑΑ  ΚΚΑΑΙΙ   ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ   

 

2.1 Στελέχη H. pylori που χρησιµοποιήθηκαν 

 Στη συγκεκριµένη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν γενετικά τροποποιηµένα 

στελέχη H. pylori τα οποία κατασκευάστηκαν µε βάση το στέλεχος αναφοράς 

H. pylori P12, και των οποίων η παρασκευή περιγράφεται αναλυτικά στη 

δηµοσίευση (126). Πιο συγκεκριµένα, τα παραχθέντα στελέχη H. pylori 

εκφράζουν βακτηριακή πρωτεΐνη CagA, µε µεταβλητό αριθµό λειτουργικών 

θέσεων φωσφωρυλίωσης EPIYA-C καθώς και µε τις αντίστοιχες µη 

λειτουργικές θέσεις φωσφορυλίωσης EPIFA, στις οποίες η τυροσίνη (Y) έχει 

αντικατασταθεί από φαινυλαλανίνη (F). Επιπλέον χρησιµοποιήθηκε στέλεχος 

που δεν εξέφραζε την πρωτεΐνη CagA (knock-out, CagAKO), µετά από 

απενεργοποίηση του γονιδίου cagΑ του βακτηρίου, αλλά και στέλεχος µε µη-

λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς τύπου IV (T4SS), µετά από απενεργοποίηση 

του δοµικού γονιδίου cagE του βακτηρίου (CagEKO). Η παρασκευή του 

CagAKO έγινε µε την µέθοδο της παρεµβολής του γονιδίου της 

χλωραµφαινικόλης (127). Το στέλεχος H. pylori P12 CagEKO παραχωρήθηκε 

ευγενώς από τον καθηγητή Rainer Haas.  

 

 2.1.1 Καλλιέργεια στελεχών H. pylori  

 Η καλλιέργεια των στελεχών H. pylori, πραγµατοποιήθηκε σε στερεό 

θρεπτικό Columbia Blood Agar Base (Oxoid) εµπλουτισµένο µε 7% αίµα 

αλόγου και 1% Vitox (Oxoid), παρουσία αντιβιοτικών: 10µg/ml βανκοµυκίνη, 

10µg/ml τριµεθοπρίµη, 104 IU/liter πολυµυξίνη Β, 2µg/ml αµφοτερικίνη Β, 

10µg/ml ναλιδιξικό οξύ, 30µg/ml βακιτρακίνη, 5µg/ml φλουοροκυτοσίνη 

(Sigma). Αναλυτικά, τα εν λόγω τρυβλία (τρυβλία CBA), τα οποία 

φυλάσσονταν στους 4°C, τοποθετούνταν ανάποδα σε κλίβανο θερµοκρασίας 

65°C για 20 min µε ελαφρά ανασηκωµένα τα καπάκια, έτσι ώστε να εξατµιστεί 

η τυχόν υγρασία που περιείχαν. Κατόπιν γινόταν ενοφθαλµισµός 150µl 

διαλύµατος βακτηρίου που µόλις είχε αποψυχτεί από τους -80°C. Οι 
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βακτηριακές καλλιέργειες στην συνέχεια τοποθετούνταν µέσα σε ειδικά 

αεροστεγή επωαστικά δοχεία, παρουσία καταλύτη ανάπτυξης 

µικροαερόφιλων συνθηκών (90% N2, 5% CO2, 5% O2) (Campygen, Oxoid) και 

επωάζονταν σε κλίβανο σταθερής θερµοκρασίας στους 37°C για 24 ή 48 

ώρες.  

 

2.1.2 Καλλιέργειες  κυτταρικών σειρών ευκαρυωτικών κυττάρων. 

H καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων 

AGS πραγµατοποιήθηκε µε θρεπτικό υλικό RPMI 1640 Glutamax I (Gibco), 

εµπλουτισµένο µε 10% βόειο ορό (Gibco), παρουσία αντιβιοτικών (πενικιλίνης 

και στρεπτοµυκίνης 1% της Gibco) στους 37°C, σε ατµόσφαιρα CO2 

περιεκτικότητας 5%. Ειδικότερα, οι καλλιέργειες έγιναν σε φιάλες καλλιεργειών 

των 75cm2 έως ότου τα κύτταρα να καλύψουν το 90% της επιφάνειας 

καλλιέργειας. Στην συνέχεια και αφού ξεπλένονταν µε 5ml PBS (Gibco), 

χρησιµοποιούντο 2ml από το διάλυµα του ενζύµου θρυψίνη 0.05% (Gibco), 

για να αποκολληθούν από την πλαστική επιφάνεια. Για την ανακαλλιέργεια τα 

κύτταρα µεταφέρονταν σε νέες φιάλες καλλιεργειών µε πλήρες θρεπτικό υλικό 

(10% ορό και αντιβιοτικά) σε συνολικό όγκο 20ml, σε αραιώσεις σύµφωνες µε 

τις οδηγίες της ATCC για την κάθε κυτταρική σειρά (1:8 για τα AGS). 

 

 2.2 Κρυο-συντήρηση 

2.2.1  Κρυο-συντήρηση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών 

 Η συντήρηση των ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών πραγµατοποιείτο σε 

βαθιά κατάψυξη. Πιο συγκεκριµένα, µια φιάλη καλλιέργειας κυττάρων 

επιφάνειας 75cm2, µε 90% ποσοστό επικάλυψης,  ξεπλένονταν µε 5ml PBS 

και προστίθεντο 2ml από το ένζυµο θρυψίνη 0.05% (Gibco), για να 

αποκολληθούν τα κύτταρα από το πλαστικό υπόστρωµα. Μετά την 

αποκόλληση, τα κύτταρα επαναιωρούντο σε τελική συγκέντρωση 4x106 

κύτταρα/ml µε θρεπτικό υλικό, περιεκτικότητας 20% σε ορό και 5% σε DMSO. 

Το κυτταρικό εναιώρηµα φυλασσόταν ανά 1,8 ml σε αµπούλες κρυο-

συντήρησης (cryotubes) της εταιρίας NUNC. Η διαδικασία της κατάψυξης κατά 
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κανόνα συντελείτο εντός 24h στους -80°C, µε την χρήση ειδικών δοχείων που 

επέτρεπαν την αργή και σταδιακή ψύξη των κυττάρων και στην συνέχεια 

τοποθέτηση τους στη βαθιά κατάψυξη σε δοχεία υγρού αζώτου στους -180°C. 

 

2.2.2  Κρυο-συντήρηση στελεχών H. pylori  

Η φύλαξη των στελεχών H. pylori πραγµατοποιείτο σε αµπούλες κρυο-

συντήρησης (cryotubes) µε κατάψυξη στους -80°C, σε θρεπτικό υλικό Brain 

Heart Infusion Broth  (BHIB), παρουσία 20% γλυκερόλης. Αναλυτικά, το 

σύνολο της βιοµάζας ενός τρυβλίου εικοσιτετράωρης καλλιέργειας 

επαναιωρείτο µέσα σε 1,8ml BHIB µε 20% γλυκερόλη σε αµπούλες κρυο-

συντήρησης. Η φύλαξη γινόταν στους -80°C. 

 

2.3 Αποµόνωση Νουκλεϊνικών οξέων 

2.3.1 Αποµόνωση γονιδιακού DNA βακτηρίων 

Η αποµόνωση του γονιδιακού DNA γινόταν συνήθως µε χρήση του DNeasy 

Blood & Tissue εµπορικού kit της Qiagene, ακολουθώντας τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Εν συντοµία, η βιοµάζα µισής εικοσιτετράωρης καλλιέργειας 

επαναιωρείτο σε 1ml PBS. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση των βακτηρίων στις 

17,949g για 1min και πλύση τους µε 1ml PBS (x2 φορές), καταβύθισή τους 

πάλι µε τις ίδιες συνθήκες φυγοκέντρησης, επαναιώρηση σε 200µl διαλύµατος 

κυτταρικής λύσης ATL του κιτ, το οποίο εµπεριείχε 20µl πρωτεϊνάση Κ και 

επώαση κατά την διάρκεια της νύχτας στους 56°C. Την επόµενη ηµέρα 

γινόταν προσθήκη διαλύµατος άλατος 200µl AL του κιτ και 200µl απόλυτης 

αιθανόλης για την καταβύθιση του DNA. Ο συνολικός όγκος των 600µl 

τοποθετήθηκε σε µια στήλη πυριτίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 

6,797g, προκειµένου το DNA να προσκολληθεί στη στήλη. Ακολουθούσαν 

πλύσεις του DNA µε 500µl διαλύµατος AW1 και µε 500µl διαλύµατος AW2. Η 

τελική έκκλουση του γονιδιακού DNA πραγµατοποιείτο σε 200µl διαλύµατος 

AE (10mM TrisHCl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0). 
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2.3.2  Αποµόνωση ολικού RNA 

Η αποµόνωση ολικού RNA έγινε µε το εµπορικό RNAeasy Mini kit της 

Qiagene. Περιληπτικά, γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα πυκνότητας µικρότερης 

από 5x106 λύονταν µε την προσθήκη 350µl εµπορικού διαλύµατος κυτταρικής 

λύσης RTL το οποίο περιέχει χαοτροπικούς και αποδιατακτικούς παράγοντες 

για την επιτυχή λύση των κυττάρων. Κατόπιν οµογενοποίησης προστίθεντο 

350µl αιθανόλης περιεκτικότητας 70%, για την τελική κατακρίµνηση του RNA. 

Το σύνολο του όγκου (700µl) διοχετευόταν σε στήλη πυριτίου και 

ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 8.000g, προκειµένου το RNA να 

προσκολληθεί στη στήλη. Ακολουθούσε πλύση του RNA µε 350µl εµπορικού 

διαλύµατος RW1 (ρυθµιστικό διάλυµα τα οποίο περιέχει άλατα γουανιδίνης), 

επώαση για 15min µε 80µl DNase της Qiagene, προκειµένου να 

αποφευχθούν επιµολύνσεις από γονιδιακό DNA, και τελικές εκπλύσεις µε 

350µl εµπορικού διαλύµατος RW1 και 500µl RPE (η κύρια λειτουργία του είναι 

να αποµακρύνει τα ίχνη των αλάτων, τα οποία εξακολουθούν να είναι επί της 

στήλης λόγω των ρυθµιστικών διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν νωρίτερα 

στο πρωτόκολλο). Η τελική έκλουση του RNA γινόταν σε 40µl νερού το οποίο 

είχε υποστεί διαδικασία επεξεργασίας µε διαιθυλοπυροανθρακικό (DEPC), για 

την εξουδετέρωση των ριβονουκλεασών. 

 

2.4 Μέθοδοι αλυσωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) 

2.4.1 Αντίστροφη µεταγραφή RNA σε DNA 

Για την αντίστροφη µεταγραφή RNA σε DNA χρησιµοποιήθηκαν 50µl 

διαλύµατος αντίδρασης, τα οποία περιείχαν 20mM Tris (pH 8,4), 50mM KCl, 

3,75mM MgCl2, 500µM δεoξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια, 0,4µM εξαµερείς 

εκκινητές τυχαίου υβριδισµού (Invitrogen, Life Technologies), 80U RNase 

OUT ανασυνδυασµένου αναστολέα της ριβονουκλεάσης (Invitrogen, Life 

Technologies) και 22,2µl RNA. Οι κύκλοι αντίστροφης µεταγραφής 

αποτελούνταν από µια επώαση στους 25°C για 10min, ακολουθούµενη από 

µια ακόµα στους  37°C για 60sec  και µια τελική επώαση στους 95°C για 5min. 
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2.4.2 Ποσοτική αλυσωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου 

(Quantitative Real Time PCR) 

Η ποσοτική αλυσωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου 

πραγµατοποιήθηκε σε συσκευή Agilent Mx3005P QPCR System (Agilent 

Technologies). Χρησιµοποιήθηκαν 25µl διαλύµατος αντίδρασης, τα οποία 

περιείχαν Platinum SYBR Green qPCR SuperMix (Invitrogen, Life 

Technologies) 0,5µM εκκινητές και 5µl cDNA. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιήθηκαν (Πίνακας 2), έχουν στο παρελθόν περιγραφεί στην 

βιβλιογραφία τόσο για το ανθρώπινο γονίδιο της MMP-3 (48), όσο και για το 

γονίδιο της GAPDH (128). Οι κύκλοι πολλαπλασιασµού αποτελούνταν από 

ένα αρχικό βήµα αποδιάταξης του DNA στους 95°C για 10min, 

ακολουθούµενο από 40 διαδοχικούς κύκλους αποδιάταξης στους 95°C για 

30sec, ειδικού υβριδισµού στους 60°C για 30sec και επιµήκυνσης στους 72°C 

για 30sec. Μετά τον πολλαπλασιασµό ακολούθησε η µέτρηση της καµπύλης 

τήξης, αποτελούµενη από 95°C για 1min, ψύξη στους 55°C για 30s και τελικά 

µια αργή άνοδος της θερµοκρασίας στους 95°C µε συνεχή µέτρηση του 

φθορισµού. 

 

 

2.5 In vitro µόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων 

Γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (AGS) µολύνθηκαν µε H. pylori σε αναλογία 

βακτηρίων προς κύτταρα (MOI) 100:1. Αναλυτικά 4x105 κύτταρα 

διαµοιράσθηκαν σε τρυβλία των 6 φρεατίων και αφέθηκαν να προσκολληθούν 

στην πλαστική επιφάνεια κατά την διάρκεια της νύχτας, όπως περιγράφεται 

παραπάνω (§2.1.3). Την επόµενη ηµέρα και δύο ώρες πριν την µόλυνση, 

γινόταν αποµάκρυνση του υπερκειµένου και αντικατάσταση αυτού µε 2ml 

θρεπτικού υλικού (RPMI 1640) άνευ ορού και αντιβιοτικών, µετά από πλύση 

µε 1ml PBS, και στη συνέχεια τα πιάτα µεταφέρονταν στον κλίβανο µέχρι τη 

Πίνακας 2. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την Ποσοτική αλυσωτή αντίδραση 
πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (Quantitative Real Time PCR) 

Εκκινητές   

GAPDH Forward primer 
Reverse primer 

5´-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3´ 
5´-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3´ 

MMP-3 Forward primer 
Reverse primer 

5´-TGGCATTCAGTCCCTCTATGG-3´ 
5´-AGGACAAAGCAGGATCACAGTT-3´ 



58 

 

χρήση τους (§2.1.3). Τα στελέχη H. pylori επαναιωρούντο σε πλήρες θρεπτικό 

υλικό χωρίς αντιβιοτικά, σε ποσότητα τέτοια ώστε η θολερότητα του 

βακτηριακού διαλύµατος να µετρηθεί στα 0,740 µετά από µέτρηση σε 

φασµατοφωτόµετρο (600nm), που αντιστοιχεί σε βακτηριακή συγκέντρωση 

περίπου 108cfu/ml. Ακολουθούσε επώαση για 1h στους 37°C υπό ανάδευση 

σε 27g, προκειµένου να προσαρµοστούν τα βακτήρια στο νέο θρεπτικό υλικό. 

Στη συνέχεια, τα βακτήρια εκπλύνονταν µε 500µl PBS και επαναιωρούντο σε 

500µl θρεπτικού υλικού (RPMI 1640) άνευ ορού. Η απουσία ορού στα 

πειράµατα αυτά ήταν επιβεβληµένη γιατί παρουσία του επηράζει τα 

αποτελέσµατα. Για την τελική πειραµατική µόλυνση των κυττάρων AGS 

χρησιµοπιείτο βακτηριακό εναιώρηµα όγκου 100µl, για κάθε κυψελλίδα του 

πιάτου. 

 

 2.6 Ανάλυση έκφρασης πρωτεϊνών και ενζυµατικής 

δραστηριότητας 

2.6.1 Λύση κυττάρων 

Η λύση των επιµολυσµένων γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων γινόταν 

αναλόγως της περίπτωσης, είτε σε πλήρως, είτε σε µη, αποδιατακτικές 

συνθήκες για τη δευτεροταγή δοµή των πρωτεϊνών. Για το λόγο αυτό 

χρησιµοποιήθηκαν, το πλήρως αποδιατακτικό διάλυµα RIPA (150 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCl pH7.2, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 1% Triton X-100, 1% 

sodium deoxycholate, 5 mM EDTA, 2 mM L-δι-θειοθρεϊτόλης) και το µη 

αποδιατακτικό NP-40 (50mM Tris-HCl pH7.5, 150mM NaCl, 5mM EDTA 

pH8.0, 1% NP-40, 2mM L-DTT) παρουσία και στα δύο αναστολέων 

πρωτεασών και φωσφατασών (Πίνακας 3). Αναλυτικά, µετά την αποµάκρυνση 

του θρεπτικού υλικού ακολουθούσε πλύση των κυττάρων µε PBS (1ml για 

πιάτο 6-κυψελίδων, 2 ml για φιάλη καλλιέργειας των 25cm2 και 5ml για φιάλη 

καλλιέργειας των 75cm2) και προσθήκη του κατάλληλου διαλύµατος λύσης 

(200µl για πιάτο 6-κυψελίδων, 300µl για φλάσκα των 25cm2 και 500µl για 

φλάσκα των 75cm2). Ακολουθούσε αποκόλληση του συνόλου των κυττάρων 

µε χρήση ειδικού πλαστικού αποξέστη (plastic scraper), µεταφορά σε καθαρό 

µικροσωλήνα, επώαση για 30min πάνω σε πάγο, για την πλήρη λύση των 
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κυττάρων, φυγοκέντρηση 17,969g για 30 min, προκειµένου να καθιζάνουν τα 

νουκλεϊνικά οξέα και τελική µεταφορά του υπερκειµένου σε νέους κενούς 

µικροσωλήνες για φύλαξη στους -20°C.  

 

2.6.2 Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών 

Για τον προσδιορισµό της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης κυτταρολυµάτων 

χρησιµοποιήθηκε η εµπορική µέθοδος Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce). 

Η δοκιµασία ανίχνευσης  πρωτεΐνης µε το BCA συνδυάζει, την αναγωγή του 

Cu2+ σε Cu1+ , όταν είναι συνδεδεµένος µε πεπτιδικούς δεσµούς στη πρωτεΐνη 

όταν βρεθεί σε ένα αλκαλικό µέσο, µε την εξαιρετικά ευαίσθητη και επιλεκτική 

χρωµατοµετρική ανίχνευση του Cu1+ από το δικιγχονινικού οξύ (ΒSA). Το 

πρώτο βήµα είναι η δηµιουργία χηλικού συµπλόκου µεταξύ του χαλκού ο 

οποίος συνδέεται µε πεπτιδικό δεσµό µε την πρωτεΐνη, σε αλκαλικό 

περιβάλλον έτσι ώστε να σχηµατιστεί ένα γαλάζιο σύµπλοκο. Σε αυτή την 

αντίδραση, γνωστή ως αντίδραση της διουρίας, πεπτίδια που περιέχουν τρία 

ή περισσότερα κατάλοιπα αµινοξέων σχηµατίζουν ένα έγχρωµο σύµπλοκο 

χηλικής ενώσεως µε τα ιόντα δισθενούς χαλκού σε αλκαλικό περιβάλλον που 

Πίνακας 3. Οι αναστολείς που χρησιµοποιήθηκαν κατά την διάρκεια του µεταπτυχιακού 

Αναστολέας ∆ραστικότητα Συγκέντρωση 

εργασίας 

Sodium orthovanadate 

Na3VO4 

Γενικός αναστολέας 

φωσφατασών 

2 mM 

β-glycerolphosphate Γενικός αναστολέας 

φωσφατασών 

1mM 

NaF Γενικός αναστολέας 

φωσφατασών 

10mM 

Leupeptin Γενικός αναστολέας 

πρωτεασών 

10 µg/ml 

Aprotinin Γενικός αναστολέας 

πρωτεασών 

10 µg/ml 

Pefabloc SC Γενικός αναστολέας 

πρωτεασών 

250 µg/ml 

5Z-7- Oxozeaenol Ειδικός αναστολέας κινάσης 

TAK1 

30nM-300nM 
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περιέχει τρυγικό κάλιο νάτριο. Στο δεύτερο στάδιο της αντίδρασης για την 

ανάπτυξη χρώµατος, το δικινχονινικό οξύ (BCA) αντιδρά µε το Cu1+  που 

σχηµατίστηκε στο πρώτο στάδιο. Το έντονο µωβ προϊόν είναι αποτέλεσµα της 

αντίδρασης από τη δηµιουργία χηλικού συµπλόκου των δύο µορίων, του BCA 

µε το Cu1+ . Το σύµπλοκο BCA/Cu1+ είναι υδατοδιαλυτό και εµφανίζει ισχυρή 

γραµµική απορρόφηση στα 562nm µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

πρωτεΐνης. Το αντιδραστήριο BCA είναι περίπου 100 φορές πιο ευαίσθητο 

(κατώτερο όριο ανίχνευσης) από το ωχρό γαλάζιο χρώµα της πρώτης 

αντίδρασης. Η αντίδραση που οδηγεί στο σχηµατισµό χρώµατος BCA 

επηρεάζεται έντονα από τέσσερα υπολείµµατα αµινοξέων (κυστεΐνης ή 

κυστίνης, τυροσίνης, και τρυπτοφάνης), στην αλληλουχία αµινοξέων της 

πρωτεΐνης (47). Σε κάθε προσδιορισµό για την κατασκευή της καµπύλης 

αναφοράς χρησιµοποιείτο πρότυπο δείγµα αλβουµίνης γνωστής 

συγκέντρωσης 2,0 mg/ml. Συνοπτικά, σε τρυβλίο 96 φρεατίων γίνονταν 

υποδιπλάσιες διαδοχικές αραιώσεις σε απεσταγµένο νερό, δείγµατος ολικής 

πρωτεΐνης ή προτύπου δείγµατος αλβουµίνης, µετά από αραίωση του 

αρχικού δείγµατος κατά 1:10. Μετά την προσθήκη των αντιδραστηρίων του 

εµπορικού κιτ ακολουθούσε επώαση των δειγµάτων στους 37°C για δύο ώρες 

και φωτοµέτρησή τους σε φασµατοφωτόµετρο ανάγνωσης πλακών 96-

κυψελίδων στα 540nm (129).  

 

2.6.3  Μέθοδος ανοσοαποτύπωσης κατά Western 

Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου (Sodium Dodecyl 

Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) κατατάσσεται στις τεχνικές 

διαχωρισµού πρωτεϊνικών  µορίων σε κυτταρικά δείγµατα ή δείγµατα ιστών. Η 

αρχή λειτουργίας της βασίζεται στην µετανάστευση των ηλεκτρικά 

φορτισµένων πρωτεϊνών του δείγµατος µέσω πηκτής πολυακρυλαµιδίου κάτω 

από την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου σταθερής τάσης. Οι πολυπεπτιδικές 

αλυσίδες αποδιατάσσονται παρουσία του ανιονικού απορρυπαντικού SDS και  

σχηµατίζουν ένα ηλεκτραρνητικό σύµπλοκο SDS-πρωτεΐνης, το οποίο 

µεταναστεύει µέσα από την πορώδη πηκτή. Το SDS αποδιατάσσει τις 

πρωτεΐνες µε πρόσδεσή του στην πολυπεπτιδική αλυσίδα σε αναλογία µάζας 

SDS προς πρωτεΐνη 1,4:1. Συνεπώς, όλες οι πρωτεΐνες ανεξάρτητα από την 
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αλληλουχία τους φορτίζονται αρνητικά και όσο πιο µεγάλη είναι η πρωτεΐνη 

τόσο µεγαλύτερο είναι το αρνητικό φορτίο. Ένας αναγωγικός παράγοντας (2 

µερκαπτοαιθανόλη ή DTT-diothreitol) προστίθεται για τη διάσπαση των 

δισουλφιδικών δεσµών (S-S). Κάτω από αυτές τις συνθήκες οι πρωτεΐνες 

µεταναστεύουν µε ταχύτητα ανάλογη του µοριακού τους βάρους. Το µοριακό 

βάρος µιας πρωτεΐνης υπολογίζεται σε σχέση µε την ηλεκτροφορητική 

µετανάστευση πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους και η σχετική 

κινητικότητα µιας πρωτεΐνης είναι αντίστροφος ανάλογη του λογαρίθµου του 

µοριακού βάρους. Ο διαχωρισµός πρωτεϊνών σε πολυακρυλαµίδη 

χρησιµοποιείται για ποσοτική και ποιοτική ανάλυση ενός διαλύµατος 

πρωτεϊνών καθώς και για τον προσδιορισµό µοριακού βάρους µιας 

πρωτεΐνης. Οι πηκτές ακρυλαµίδης σχηµατίζονται µε πολυµερισµό της 

ακρυλαµίδης µε το αντιδραστήριο διασταύρωσης Ν,Ν µεθυλένο-δισ-

ακρυλαµίδιο. Η αντίδραση πολυµερισµού διευκολύνεται από το υπερθειϊκό 

αµµώνιο (APS) που προκαλεί την δηµιουργία ελευθέρων ριζών, και του 

καταλύτη N,N τετραµεθυλ-ενο-αιθυλ-ενο-διαµίνη (TEMED) που καταλύει την 

µετάδοση ελευθέρων ριζών στο σύστηµα πολυµερισµού. Η πυκνότητα της 

πηκτής εξαρτάται από το µέγεθος των πρωτεϊνών που πρόκειται να 

διαχωριστούν. Για την δηµιουργία της πηκτής απαιτούνται δύο ειδικές 

γυάλινες πλάκες και η πηκτή αποτελείται από δύο πηκτώµατα, το πήκτωµα 

διαχωρισµού (separating gel) που διαχωρίζει τις πρωτεΐνες και το πήκτωµα 

επιστοίβαξης (stacking gel) που είναι η πηκτή εναπόθεσης, ώστε όλες οι 

πρωτεΐνες να ξεκινήσουν από το ίδιο σηµείο και να αυξηθεί η διακριτική 

ικανότητα διαχωρισµού. H µεθοδολογία βασίστηκε στο βιβλίο Protein Methods 

των Bollag και συν (130).   

Ολική πρωτεΐνη προερχόµενη από µετασχηµατισµένα βακτηριακά κύτταρα ή 

ευκαρυωτικά κύτταρα που υπέστησαν µόλυνση, διαχωρίστηκε στις επιµέρους 

πρωτεΐνες µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE). 

Ακολούθησε µεταφορά τους σε µεµβράνη PVDF και ανοσοεντόπιση µε 

επώαση µε πρωτοταγή αντισώµατα (Πίνακας 4) και δευτεροταγή αντισώµατα 

συνδεδεµένα µε υπεροξειδάση του ραδικιού (Πίνακας 4). Οι υβριδισµένες 

πρωτεΐνες οπτικοποιήθηκαν µε τη µέθοδο της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας 

(enhanced chemiluminescence, ECL) και το παραγόµενο φθορίζον σήµα 

αποτυπώθηκε µε την χρήση φιλµ ραδιογραφίας (Fuji RX films). 
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2.6.4 Ανίχνευση ενζυµικής δραστικότητας µε ζυµόγραµµα 

Ολική πρωτεΐνη προερχόµενη από γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα που 

υπέστησαν µόλυνση, διαχωρίστηκε στις επιµέρους πρωτεΐνες µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) το οποίο 

περιείχε και υπόστρωµα καζεΐνης (5%), το οποίο συµπολυµερίζεται µε το 

ακρυλαµίδιο. Στο τελικό διάλυµα της πρωτεΐνης δεν περιείχετο αναγωγικό 

µέσο, όπως µερκαµπτοαιθανόλη. Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης, οι 

πρωτεΐνες µετουσιώνονται και καθίστανται ανενεργές. Η ενεργοποίηση της 

προ-µορφής των µεταλλοπρωτεϊνασών γινόταν µέσω αποδιάταξης από το 

SDS, του δεσµού κυστεΐνης-ψευδαργύρου, ο οποίος συνδέει τη Cys του προ-

πεπτιδίου µε το ιόν Zn2+, που βρίσκεται στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση, το πήκτωµα ξεπλένονταν µε Triton®  X-100 µε 

αποτέλεσµα την αποµάκρυνση του SDS και την επαναδιάταξη της ενεργού 

µορφής του ενζύµου. Ακολουθούσε ενεργοποίηση του ενζύµου σε κατάλληλο 

υδατικό διάλυµα ενεργοποίησης (Tris base (50mM), NaCl (200mM), 0.7mg 

ZnCl2, CaCl2⋅2H2O (5mM), NaN3 (0.02%)) στους 37°C για 16-17 ώρες και 

Πίνακας 4. Συγκεντρωτικός πίνακας των αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν κατά την 

διάρκεια του µεταπτυχιακού. 

Αντίσωµα Ξενιστής  Εφαρµογέ

ς 

Συγκέντρω

ση 

Εταιρία 

a-MMP-3 Ποντίκι W.B. 1:100 Santa-Cruz 

a-GAPDH Ποντίκι W.B. 1:60.000 Merck-Millipore 

α-CagA (Polyclonal) Κουνέλι W.B. 1:6.000 Austral 

Biologicals 

α-CagA-pY972 Ποντίκι W.B. 1:500 -* 

α-rabbit IgG Alexa Fluor 546  Αίγα IF-IC 1:1000 Invitrogen 

α-rabbit IgG HRP Αίγα W.B. 1:40.000 Jackson Lab. 

α-mouse IgG HRP Αίγα W.B. 1:40.000 Jackson Lab. 
**8

Παρασχέθηκε από τον Καθηγητή Steffen Backert 
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χρώση του πηκτώµατος µε Coomasie® Blue για µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Τέλος, το πήκτωµα αποχρωµατίζόταν µε έκπλυση σε υδατικό 

διάλυµα 10% µεθανόλης, 10% οξικού οξέος. 

 

2.7 Σήµανση H. pylori µε CFDA-SE 

Η επισήµανση των βακτηρίων µε CFDA-SE (διοξική καρβοξυφθορεσκεϊνη 

ηλεκτριµιδυλο εστέρα) έγινε µε την µέθοδο των Nolan και συν. (131). 

Βακτηριακό εναιώρηµα (108 cfu/ml) µετά από πλύση µε PBS επωάστηκε 

στους 37ºC για 20 min µε διάλυµα CFDA-SE 5 mM (Fluka-Sigma). Κατόπιν, 

τα βακτήρια καταβυθίστηκαν µε ήπια φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε 1 

ml RPMI 1640 περιεκτικότητας σε FBS 10% για την χρήση τους σε πειράµατα 

κυτταρικής προσκόλλησης.  

 

2.8 Ανοσοφθορισµός και Συνεστιακή Μικροσκοπία 

Γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα AGS  (1.5x105) χρησιµοποιήθηκαν για την 

επικάλυψη πιάτων 24-κυψελίδων, στα οποία προηγουµένως είχαν 

τοποθετηθεί στρογγυλές καλυπτρίδες διαµέτρου 11 mm. Μετά από 

επιµόλυνση µε H. pylori βακτήρια σηµασµένα ή µη µε CFDA-SE σε MOI 100, 

για 4 ώρες στους 37°C,  τα κύτταρα πλένονταν δύο φορές µε PBS, και 

µονιµοποιούντο µε διάλυµα παραφορµαλδεΰδης 4% και σακχαρόζης 4% σε 

PBS. Ακολουθούσε κατεργασία µε διάλυµα Triton X-100 0.1% σε PBS. Τα 

πρωτοταγή και δευτεροταγή αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι 

αναλογίες χρήσης, περιγράφονται στον Πίνακας 3. Η µικροσκοπική ανάλυση 

των δειγµάτων έγινε µε το συνεστιακό µικροσκόπιο Leica TCS SP κάνοντας 

χρήση µεγεθυντικού φακού 63×. 

 

2.9 Ανάλυση κυτταροµετρίας ροής 

Η κυτταροµετρία ροής είναι µία τεχνική η οποία χρησιµεύει στην καταµέτρηση, 

την ταυτοποίηση, αλλά και το διαχωρισµό µικροσκοπικών σωµατιδίων που 

είναι αιωρηµένα σε υγρό εν ροή και βρίσκει ιδιαίτερη εφαρµογή στην 

αυτοµατοποίηση της ανάλυσης και του διαχωρισµού κυττάρων σηµασµένων 
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µε φθορίζοντα αντισώµατα. Επιτρέπει την ταυτόχρονη πολυπαραµετρική 

ανάλυση των φυσικών ή και των χηµικών χαρακτηριστικών µεµονωµένων 

κυττάρων τα οποία ρέουν µέσα από ένα οπτικό ή και ηλεκτρονικό σύστηµα 

ανίχνευσης. 

Μια δέσµη laser καθορισµένου µήκους κύµατος κατευθύνεται σε ένα 

υδροδυναµικά εστιασµένο ρεύµα κυττάρων που είναι σε εναιώρηµα. Μία 

σειρά από ανιχνευτές βρίσκονται στο σηµείο όπου το εναιώρηµα διέρχεται 

µέσα από την ακτίνα του laser: ένας ανιχνευτής στην ίδια ευθεία µε την πηγή 

του φωτός (Forward Scatter or FSC) και αρκετοί ανιχνευτές κάθετοι σε αυτήν 

(Side Scatter (SSC) καθώς επίσης και ένας ή περισσότεροι ανιχνευτές 

φθορισµού. Κάθε σωµατίδιο διαµέτρου 0.2-150µm που διέρχεται διαµέσου της 

δέσµης του laser, σκεδάζει το φως µε κάποιο τρόπο, ενώ ταυτόχρονα τα 

φθορίζοντα χηµικά µόρια τα οποία υπάρχουν στα διερχόµενα σωµατίδια ή 

είναι προσκολληµένα σε αυτά, µπορούν να διεγερθούν και να εκπέµψουν φως 

σε υψηλότερο µήκος κύµατος από αυτό της φωτεινής πηγής. Ο συνδυασµός 

του σκεδαζόµενου φωτός και του φθορισµού καταγράφεται από τους 

ανιχνευτές (ένας για κάθε µια κορυφή εκποµπής φθορισµού) και αναλύεται. 

Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατή η εξαγωγή χρήσιµων πληροφοριών για τις 

φυσικές και χηµικές ιδιότητες των διερχόµενων σωµατιδίων. Η FSC σκέδαση 

συσχετίζεται µε τον όγκο του κυττάρου ενώ η SSC εξαρτάται από την 

πολυπλοκότητα που απαντάται στο εσωτερικό του διερχόµενου σωµατιδίου 

(πχ το σχήµα του πυρήνα, τον αριθµό και το είδος των κυτταροπλασµατικών 

κοκκίων ή την αδρότητα της κυτταρικής µεµβράνης). 

Γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα AGS (9x105), τα οποία προηγουµένως είχαν 

µολυνθεί µε σηµασµένα µε CFDA-SE H. pylori βακτήρια, για διάστηµα έως 1 

ώρα  στις κατάλληλες χρονικές στιγµές, αποκολλήθηκαν από τα τρυβλία µε 

χρήση 1ml τρυψίνης-EDTA 0.5% ανά κυψελίδα, µετά από πλύση τρείς φορές 

µε 1ml PBS. Η απενεργοποίηση του ενζύµου γινόταν µε προσθήκη 1ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού. Η αποµόνωση των βακτηρίων γινόταν µε 

φυγοκέντρηση για 5min στις 13,000rpm και τελική επαναιώρηση σε 1ml PBS. 

Τα δείγµατα αναλύθηκαν στον κυτταροµετρητή ροής FACS Calibur (Becton 

Dickinson) αναλύοντας 10.000 κύτταρα ανά δείγµα. 
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2.10 Υπολογισµός ρυθµού ανάπτυξης του βακτηριακού 

πληθυσµού 

Για τον υπολογισµό του ρυθµού ανάπτυξης των µεταλλαγµένων στελεχών H. 

pylori καλλιεργήθηκαν οι µεταλλαγµένοι κλώνοι του στελέχους αναφοράς P12, 

καθώς και το γονικό στέλεχος. Αρχικά, καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία CBA για 48 

ώρες και στη συνέχεια εναιωρήθηκαν σε υγρές καλλιέργειες µε Brain Heart 

infusion Broth (BHIB), αρχικής θολερότητας (600nm) 0,200 και σε επιλεγµένες 

χρονικές στιγµές προσδιορίστηκε ο αριθµός των βιώσιµων βακτηρίων. Για το 

λόγο αυτό, χρησιµοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες H. pylori στους 37°C υπό 

µικροαερόφιλες συνθήκες σε 10ml ΒΙΗΒ, το οποίο περιείχε και 10% FBS, υπό 

συνεχή ανάδευση. Οι ρυθµοί ανάπτυξης (k) υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας 

τον τύπο N=N0e
kt, όπου N0 ήταν ο αρχικός βακτηριακός πληθυσµός (σε CFU) 

και Ν ο αριθµός των βακτηρίων (σε cfu) στο επιλεγµένο χρονικό σηµείο t. 
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33..     ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜ ΑΑΤΤΑΑ  

3.1 Επιλογή λειτουργικών µεταλλαγµένων βακτηρίων.   

Μετά την παραγωγή των γενετικά µεταλλαγµένων ισογονιδιακών βακτηρίων 

H. pylori  που κατασκευάστηκαν στο εργαστήριό, πραγµατοποιήθηκε µια 

σειρά από λειτουργικές δοκιµασίες σε όλους τους διαφορετικούς κλώνους, 

προκειµένου να επιλεχθούν οι πλέον κατάλληλοι για κάθε µεταλλαγµένο 

στέλεχος (126). Η επιλογή έγινε µε κριτήρια την ικανότητα έκφρασης της 

πρωτεΐνης CagA, του βακτηριακού ρυθµού ανάπτυξης, του ποσοστού 

επαγωγής κυτταροσκελετικών µεταβολών µετά από πειραµατική µόλυνση 

γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων, τη λειτουργικότητα του τύπου ΙV εκκριτικού 

συστήµατος των βακτηρίων, την επιτυχή µεταφορά της πρωτεΐνης CagA στο 

εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων και την ενδοκυττάρια 

φωσφορυλίωση της σε θέσεις τυροσίνης. 

 

 3.1.1 Επιλογή στελεχών µε βάση την ικανότητα έκφρασης της 

πρωτεΐνης CagA 

Με σκοπό την επιλογή των πλέον κατάλληλων λειτουργικών στελεχών Η. 

pylori εξετάστηκαν τουλάχιστον 8 κλώνοι ανά συνδυασµό EPIYA της CagA και 

προσδιορίστηκε η έκφραση της πρωτεΐνης µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western, αρχικά σε βακτηριακά κυτταρολύµατα (Εικόνα 12Α) και κατόπιν σε 

κυτταρολύµατα γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS µετά από µόλυνσή 

τους µε όλους τους κλώνους των διαφορετικών µεταλλαγµένων βακτηρίων 

(Εικόνα 12Β). Η έκφραση της πρωτεΐνης CagA στα βακτηριακά στελέχη 

βρέθηκε να είναι συγκρίσιµη µε εκείνη του γονικού στελέχους (Εικόνα 12Α). 

Ήταν εµφανής η αναµενόµενη διαφορά µεγέθους µεταξύ των πρωτεϊνών 

ανάλογα µε τον διαφορετικό αριθµό EPIYA-C θέσεων φωσφορυλίωσης στην 

CagA (Εικόνα 12Α). Στα βακτηριακά κυτταρολύµατα παρατηρήθηκαν ανά 

δείγµα, υποπροϊόντα της πρωτεϊνοσύνθεσης της CagA (Εικόνα 12Α) όχι όµως 

και στα ολικά κυτταρολύµατα µετά από µόλυνση γαστρικών επιθηλιακών 
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κυττάρων (Εικόνα 12Β), καθόσον µόνο οι ώριµες µορφές της CagA έχουν την 

δυνατότητα µεταφοράς µέσω του βακτηριακού λειτουργικού συστήµατος 

µεταφοράς. Με βάση τα αποτελέσµατα στα ολικά κυτταρολύµατα µετά από 

µόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων (Εικόνα 12Β) επιλέχθηκε ένας 

κλώνος από κάθε διαφορετικό µεταλλαγµένο βακτήριο µε κριτήριο την 

ισόποση έκφραση της πρωτεΐνης CagA (Εικόνα 12Β) (126). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Αξιολόγηση του βακτηριακού ρυθµού ανάπτυξης  

Στους επιλεγµένους κλώνους προσδιορίστηκαν οι ρυθµοί ανάπτυξης σε 

σχέση µε το γονικό Ρ12 στέλεχος. Χρησιµοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες 

Η.pylori υπό µικροαερόφιλες συνθήκες και συνεχή ανάδευση και 

προσδιορίστηκε ο αριθµός των βιώσιµων βακτηρίων στις 5 και στις 10 ώρες. 

Οι ρυθµοί ανάπτυξης στην λογαριθµική και στατική φάση ανάπτυξης των 

βακτηρίων αναφέρονται στον Πίνακα 5. ∆εν παρατηρήθηκε στατιστικά 

σηµαντική διαφορά στους ρυθµούς ανάπτυξης µεταξύ του πατρικού 

στελέχους Ρ12 και των µεταλλαγµένων στελεχών Ρ12. 

Εικόνα 12: Ανοσοστύπωση κατά western µε α-CagA και α-GAPDH αντισώµατα σε (Α) 

κυτταρολυµάτα όλων των µεταλλαγµένων ισογονιδιακών βακτηρίων και (Β) 

κυτταρολύµατα AGS κυττάρων τα οποία έχουν µολυνθεί µε όλους τους κλώνους των 

µεταλλαγµένων στελεχών 
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3.1.3 Προσδιορισµός του ποσοστού προσκόλλησης των βακτηρίων στα 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα 

Για να αποκλειστούν οι διαφορές στην ικανότητα προσκόλλησης των 

παραχθέντων βακτηρίων στα AGS κύτταρα, προχωρήσαµε σε σήµανση των 

µεταλλαγµένων Η. pylori στελεχών µε φθορίζοντα παράγοντα CFDA-SE και 

στην συνέχεια προσδιορίσαµε το ποσοστό προσκόλλησης των Η. pylori σε 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα µε κυτταροµετρία ροής (131). Η προσκόλληση 

(%) αναφέρεται στο ποσοστό των κυττάρων AGS µε προσκολληµένα 

φθορίζοντα βακτήρια. ∆εν παρατηρήθηκε καµία διαφορά µεταξύ του πατρικού 

στελέχους Ρ12, του P12CagAKO και των διαφορετικών CagA µεταλλαγµένων 

στελεχών (Σχήµα 1). Το ποσοστό προσκόλλησης όλων των στελεχών Η. 

pylori προσδιορίστηκε ότι είναι πάνω από 55% µέσα στην πρώτη µισή ώρα 

µετά τη µόλυνση και έβαινε αυξανόµενο περίπου στα 65-70 % µετά από 2 

ώρες επώασης.  

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 5. Οι ρυθµοί ανάπτυξης των µεταλλαγµένων 

στελεχών Η. pylori 

 

 Ρυθµός ανάπτυξης 

 5h 10h 

P12B 2.22 0.00 

P12ABC 2.16 0.02 

P12ABCC 2.25 0.01 

P12ABCCC 2.12 0.00 

P12ABF 2.20 0.03 

P12ABFF 2.19 0.02 

P12ABFFF 2.26 -0.07 
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Σχήµα 1: Η προσκόλληση των CFDA-SE-σηµασµένων H. pylori µεταλλαγµένων 

στελεχών επάνω σε κύτταρα AGS προσδιορίστηκε µε ανάλυση FACS. Η 

προσκόλληση (%) αναφέρεται στο ποσοστό των κυττάρων AGS τα οποία 

ανιχνεύθηκαν να φέρουν δεσµευµένο επάνω τους φθορίζοντα βακτηρίδια. 
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3.1.4 Προσδιορισµός της λειτουργικότητας  του τύπου ΙV βακτηριακού 

εκκριτικού συστήµατος, της επιτυχούς µεταφοράς της CagA στο 

εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων και της 

φωσφορυλίωσης της σε θέσεις τυροσίνης  

 Για την επιβεβαίωση της λειτουργικότητας του τύπου IV βακτηριακού 

εκκριτικού συστήµατος, έγινε αρχική σήµανση µε φθορίζουσα CFDA-SE 

χρώση των βακτηρίων (πράσινα). Ακολούθησε πειραµατική λοίµωξη των 

επιθηλιακών κυττάρων µε τα βακτήρια και µετά παρέλευση 4ώρου στα 

δείγµατα έγινε ανοσοπροσδιορισµός της πρωτεΐνης CagA χρησιµοποιώντας 

αντι-CagA αντίσωµα και δευτερεύον αντίσωµα Alexa Fluor 546 goat α-rabbit 

IgG που φθορίζει στο κόκκινο. Τα δείγµατα αναλύθηκαν µε συνεστιακή  

 

P12AB 

P12ABCCC 

P12ABFFF 

P12ABCC 

P12ABFF 

P12ABC 

P12ABF 

P12CagAKO P12CagEKO 

Εικόνα 13: Φωτογραφίες συνεστιακής µικροσκοπίας µετά από ανάλυση

ανασυγκρότησης εικόνας. Η πρωτεΐνη CagA έχει σηµανθεί µε το 

αντίσωµα a-rabbit IgG Alexa Fluor 546. 
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µικροσκοπία.  Σε ανάλυση ανασυγκρότησης εικόνας στον z-άξονα στο σηµείο 

προσκόλλησης των βακτηρίων στη κυτταρική µεµβράνη, εµφανίστηκαν 

χαρακτηριστικές κίτρινες προεκβολές, ανάµεσα στα προσκολληµένα 

(πράσινα) βακτήρια και στη εκκρινόµενη πρωτεΐνη CagA (κόκκινη) 

υποδηλώνοντας την δόµηση ενός λειτουργικού Τ4SS, το οποίο επιτυχώς 

µεταφέρει την πρωτεΐνη CagA στο εσωτερικό των κυττάρων. Η παρατήρηση 

αυτή κατέστη εφικτή για όλα τα διαφορετικά ισογονιδιακά µεταλλαγµένα 

στελέχη, τα οποία φέρουν CagA µε µεταβλητό αριθµό µοτίβων EPIYA καθώς 

και για τα µη-φωσφορυλιώσιµα µεταλλάγµατα EPIFA της CagA. Αντιθέτως, 

καµία τέτοια κίτρινη προεκβολή δεν ανιχνεύθηκε στα προσκολληµένα σε 

κύτταρα βακτήρια, τόσο στην περίπτωση του µη λειτουργικού στελέχους 

P12CagEKO όσο και του P12CagAKO, το οποίο δεν εκφράζει πρωτεΐνη CagA 

(Εικόνα 13). 

Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA προσδιορίστηκε αφενός, µετά από 

ανοσοκατακρήµνιση χρησιµοποιώντας αντίσωµα αντι-τυροσίνης ΡΥ20 και 

ακόλουθη ανοσοανίχνευση της CagA µε ειδικό αντίσωµα α-CagA (Εικόνα 

14Γ), και αφετέρου χρησιµοποιώντας ειδικό αντίσωµα αντι-phospho-CagA 

Tyr972 που αναγνωρίζει µόνο την φωσφορυλιωµένη µορφή της 

συγκεκριµένης EPIYA-C θέσης (Εικόνα 14∆). Σε όλες τις περιπτώσεις κατέστη 

εφικτό να ανιχνευτεί φωσφορυλιωµένη πρωτεΐνη CagA στα κατάλοιπα 

τυροσίνης στο αναµενόµενο µοριακό βάρος, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

πρωτεΐνη είχε µε επιτυχία µεταφερθεί στο εσωτερικό των κυττάρων και κατά 

συνέπεια φωσφορυλιωθεί από τις ενδοκυττάριες κινάσες των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων (Εικόνα 14Γ και ∆). Επιπροσθέτως, αξιολογήθηκε η 

ικανότητα των µεταλλαγµένων στελεχών να επάγουν κυτταροσκελετικές 

µεταβολές µετά από 24ωρη πειραµατική µόλυνση γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων (Εικόνα 14Α).  

Παρατηρήθηκε εξάρτηση της εµφάνισης κυτταροσκελετικών µεταβολών σε 

σχέση µε τον αριθµό των EPIYA-C θέσεων και µε την ικανότητα 

φωσφορυλίωσής τους (Εικόνα 14Β), όπως αναµενόταν από την υπάρχουσα 

βιβλιογραφία. Πιο συγκεκριµένα, κυτταροσκελετικές µεταβολές, αντίστοιχες 

προς τον αριθµό των EPIYA-C µοτίβων φωσφορυλίωσης, παρατηρήθηκαν 

µόνο για τα βακτηριακά στελέχη P12ABC, P12ABCC (wt) και P12ABCCC 
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(Εικόνα 14Α, Β). Αντιθέτως, τα στελέχη P12CagAKO, P12AB, τα οποία 

στερούνται λειτουργικών EPIYA-C µοτίβων, ή τα P12ABF, P12ABFF και 

P12ABFFF µεταλλαγµένα στελέχη µε µη-φωσφορυλιώσιµες EPIFA-C µορφές 

µοτίβων, απέτυχαν να επάγουν κυτταροσκελετικές µεταβολές στα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα AGS (Εικόνα 14Α, Β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
Γ 

B 

∆ 

Εικόνα 14: (Α) Αντιπροσωπευτικές εικόνες AGS κυττάρων τα οποία έχουν µολυνθεί µε 

µεταλλαγµένα στελέσχη  (Β) Εκτίµηση του αριθµού των κυττάρων που εκφράζουν τον 

ραµφοειδή φαινότυπο. (Γ) Ανοσοκατακρήµνιση όλων των φωσφορυλιωµένων 

πρωτεϊνών και ανοσοστύπωση κατά western µε α-CagA αντίσωµα. (∆) Ανοσοστύπωση 

κατά western κυτταρολυµάτων AGS κυττάρων µετά από µόλυνση µε όλα τα 

µεταλλαγµένα ισογονιδιακά στελέχη µε τα αντισώµατα .α-CagA-pY972, α-CagA και α-

GAPDH αντισώµατα. 
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3.2 Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις EPIYA-C 

συµβάλλει στην µεταγραφική ενεργοποίηση της στρωµελυσίνης 

1 (MMP-3).                                                                     

Για την µελέτη της επίδρασης της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε 

θέσεις EPIYA-C στην µεταγραφή του γονιδίου της MMP-3 , έγινε επιµόλυνση 

AGS κυττάρων µε µεταλλαγµένα ισογονιδιακά στελέχη H. pylori, τα οποία είτε 

δεν παρήγαγαν την πρωτεΐνη CagA (P12CagAKO) είτε δεν ήταν δυνατό να 

επάγουν το λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς τύπου IV (Τ4SS) (CagEKO) είτε 

εξέφραζαν την CagA µε µεταβλητό αριθµό θέσεων EPIYA-C (P12AB, 

P12ABC, P12ABCC, P12ABCCC) είτε τέλος, µε τα αντίστοιχα µη 

φωσφορυλιώσιµα ανάλογά τους (P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF). Στην 

συνέχεια έγινε αποµόνωση RNA σε χρονικές στιγµές 2, 4 και 24 ωρών µετά 

την  πειραµατική µόλυνση και µετρήθηκε η µεταγραφική ενεργοποίηση του 

γονιδίου της ΜΜP-3 µε την χρήση Real Time PCR. Τα στελέχη P12ABCCC 

και P12ABCC επήγαγαν τα υψηλότερα επίπεδα της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης του γονιδίου των ΜΜP-3  (100- και 50-  φορές, αντίστοιχα) σε 

σύγκριση µε µη µολυσµένα κύτταρα στις 24 ώρες µετά τη µόλυνση (Σχήµα 2). 

Αντιθέτως, το στέλεχος P12AB, το οποίο στερείται αλληλουχιών 

φωσφορυλίωσης EPIYA-C στην CagA πρωτεΐνη, αλλά και το στέλεχος 

P12ABC, που έχει µόνο µια θέση φωσφορυλίωσης EPIYA-C , επήγαγε την 

µεταγραφική ενεργοποίηση της ΜΜP-3 σε πολύ χαµηλότερα επίπεδα σε 

σύγκριση µε εκείνες που επάγονται από τα στελέχη P12ABCCC (p=0,002 και 

p<0,001 ) και P12ABCC (p= 0,007 και p<0,001), µια στατιστικά σηµαντική 

µείωση. Στις 4 ώρες µετά την µόλυνση, η µεταγραφική ενεργοποίηση του 

γονιδίου της MMP-3 που προκλήθηκε από το στέλεχος P12ABCCC, ήταν 

σαφώς µεγαλύτερη σε σύγκριση µε εκείνη που παρατηρήθηκε στο στέλεχος 

P12ABCC (p = 0,001) (Σχήµα 2). Τα στελέχη P12CagAKO, P12CagEKO, 

P12AB, P12ABC, P12ABF, P12ABFF και P12ABFFF επήγαγαν το γονίδιο της 

MMP-3 σε αρκετά χαµηλότερο επίπεδο σε σχέση µε τα στελέχη P12ABCC και 

P12ABCCC (Σχήµα 2). Αρκετά ενδιαφέρουσα είναι και η παρατήρηση ότι, η 

ενεργοποίηση του γονιδίου της MMP-3 από το στέλεχος P12ΑΒ και 
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P12ABFFF είναι παρόµοια για τα δύο στελέχη στις 24 ώρες, ενώ στις 4 ώρες 

το P12ΑΒ εµφανίζει υψηλότερη ενεργοποίηση από το P12ABFFF. 

 

3.2.1 Επίδραση της πρωτεΐνης CagA στην έκφραση της  ΜΜP-3   σε 

κυτταρολύµατα AGS κυττάρων. 

Προκειµένου να προσδιορίσουµε την έκφραση της MMP-3 στα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα, έγινε πειραµατική µόλυνση AGS κυττάρων µε τα 

ισογονιδιακά στελέχη H. pylori P12CagAKO, P12CagEKO, P12AB, P12ABC, 

P12ABCC (wt.), P12ABCCC, P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF. Ύστερα από 

24 ώρες επώασης συλλέχθηκαν τα ολικά κυτταρολύµατα πρωτεϊνών και 

προσδιορίστηκαν οι συγκεντρώσεις πρωτεΐνης σε αυτά. Ακολούθησε 

προσδιορισµός της έκφρασης MMP-3 µε ανοσοαποτύπωση κατά Western, σε 

µη αναγωγικές συνθήκες (απουσία µερκαπτοαιθανόλης) και οπτικοποίηση 

των υβριδισµένων πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας (enhanced chemiluminescence, ECL). Στα αποτελέσµατα , 

φαίνεται ότι στα κυτταρολύµατα από τα µη µολυσµένα κύτταρα, δεν 

Σχήµα 2: Μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου της MMP-3 σε AGS κύτταρα τα οποία 

έχουν µολυνθεί µε τα µεταλλαγµένα στελέχη. Η µεταγραφική ενεργοποίηση καθορίστηκε µε 

την χρήση Quantitative Real Time PCR σε 2, 4 και 24h ώρες µετά την µόλυνση. Η στατιστική 

ανάλυση έγινε µε το Student t-test και τα επίπεδα σηµαντικότητας συµβολίζονται ως εξής  

*<0.005, **<0.01, ***<0.05. 
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εκφράζεται η MMP-3 (Εικόνα 14Α). Αντίθετα, έκφραση MMP-3 ανιχνεύθηκε 

µετά από πειραµατική λοίµωξη H. pylori µε στελέχη που είτε δεν εκφράζουν 

την CagA πρωτεΐνη (P12CagAKO), ή δεν επάγουν το λειτουργικό σύστηµα 

µεταφοράς τύπου IV (P12CagEKO) (Εικόνα 15Α). Σαφώς µεγαλύτερη  

έκφραση MMP-3 παρατηρήθηκε µετά από µόλυνση µε τα CagA-θετικά 

στελέχη ανεξάρτητα από τον αριθµό ή την λειτουργικότητα των θέσεων 

φωσφορυλίωσης (Εικόνα 15Α, Β).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 Επίδραση των θέσεων φωσφορυλίωσης  EPIYA-C, της πρωτεΐνης 

CagA, στην έκφραση της ΜΜP-3 στα υπερκείµενα AGS κυττάρων. 

Προκειµένου να προσδιορίσουµε την έκφραση της MMP-3 στον εξωκυττάριο 

χώρο των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων, έγινε πειραµατική µόλυνση AGS 

επιθηλιακών κυττάρων  µε τα ισογονιδιακά στελέχη H. pylori, P12CagAKO, 

P12CagEKO, P12AB, P12ABC, P12ABCC (wt.), P12ABCCC, P12ABF, 

P12ABFF, P12ABFFF. Ύστερα από 24ώρη επώαση συλλέχθηκαν τα 

Εικόνα 15: Ανοσοαποτύπωση κατά Western, σε ολικά κυτταρολύµατων  γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων µετά από µόλυνση µε στελέχη του H. pylori. Εικόνα 15Α: Παρατηρείται 

έκφραση της MMP-3 και GAPDH πρωτεΐνης µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Χρησιµοποιήθηκαν τα αντισώµατα a-MMP-3 και a-GAPDH και τα στελέχη (P12CagAKO, 

P12CagEKO, P12AB, P12ABC, P12ABCC (wt.), P12ABCCC). . Εικόνα 15Β: Παρατηρείται 

έκφραση της MMP-3 και GAPDH πρωτεΐνης µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

Χρησιµοποιήθηκαν τα αντισώµατα a-MMP-3 και a-GAPDH και τα στελέχη (P12AB, P12ABF, 

P12ABFF, P12ABFFF). 
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αντίστοιχα υπερκείµενα των καλλιεργειών. Στη συνέχεια, προσδιορίσθηκε η 

πρωτεϊνική τους συγκέντρωση και ακολούθησε προσδιορισµός της έκφρασης 

MMP-3 και a-GAPDH µε ανοσοαποτύπωση των πρωτεϊνών κατά Western, σε 

µη αναγωγικές συνθήκες, µε χρήση των αντίστοιχων ειδικών αντισωµάτων.  Η 

οπτικοποίηση των υβριδισµένων πρωτεϊνών έγινε µε τη µέθοδο της 

ενισχυµένης χηµειφωταύγειας.  

 ∆εν παρατηρήθηκε έκφραση MMP-3 στα υπερκείµενα αµόλυντων κυττάρων 

(Εικόνα 16). Αντίθετα, χαµηλά επίπεδα MMP-3 παρατηρήθηκαν στα 

υπερκείµενα επιθηλιακών  κυττάρων που είχαν υποστεί πειραµατική µόλυνση 

µε τα στελέχη που είτε δεν εκφράζουν την CagA πρωτεΐνη (P12CagAKO), ή 

δεν επάγουν το λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς τύπου IV (P12CagEKO) 

(Εικόνα 16). Πολύ υψηλότερη έκφραση MMP-3 παρατηρήθηκε στα 

υπερκείµενα κυττάρων που µολύνθηκαν µε CagA-θετικά στελέχη, ανεξάρτητα 

από τον αριθµό των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA-C της πρωτεΐνης CagA. 

Αντίθετα πολύ χαµηλότερη έκφραση MMP-3 παρατηρήθηκε στα υπερκείµενα 

κυττάρων που µολύνθηκαν µε CagA-θετικά στελέχη που περιείχαν µη 

φωσφορυλιώσιµες θέσεις EPIFA-C (P12ABFFF) (Εικόνα 16). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16: Έκφραση της MMP-3 σε 

υπερκείµενα  AGS κυττάρων τα οποία 

έχουν µολυνθεί µε τα µεταλλαγµένα 

στελέχη του H. pylori. Η έκφραση της 

πρωτεΐνης, στον εξωκυττάριο χώρο, 

καθορίστηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western, 24 ώρες µετά την µόλυνση µε α-

ΜΜP-3 και a-GAPDH. 
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3.2.3 Επίδραση της φωσφορυλίωσης  σε θέσεις EPIYA-C της πρωτεΐνης 

CagA, στην ενζυµική δραστηριότητα της ΜΜP-3 στα υπερκείµενα AGS 

κυττάρων. 

Για να µελετήσουµε την επίδραση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA 

σε θέσεις EPIYA-C, στην ενζυµατική δραστηριότητα της εκκριθείσας ΜΜP-3 

χρησιµοποιήσαµε ζυµογράµµατα καζεΐνης, µε χρήση ολικής πρωτεΐνης από 

υπερκείµενα µολυσµένων γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων µε τα στελέχη H. 

pylori P12ABCCC και P12ABFFF. Παρατηρήθηκε ενζυµατική καζεϊνολυτική 

δραστηριότητα στα 57 kDa, συµβατή µε παρουσία ΜΜP-3, µόνο στο 

υπερκείµενο κυττάρων που είχαν µολυνθεί µε το στέλεχος P12ABCCC που 

περιέχει λειτουργικές θέσεις φωσφορυλίωσης EPIYA-C της πρωτεΐνης CagA 

(Εικόνα 17). Αντίθετα, για το στέλεχος P12ABFFF που εκφράζει CagA µε µη 

φωσφορυλιώσιµες θέσεις EPIFA-C δεν ανιχνεύεται  ενζυµατική 

δραστηριότητα. Επιπλέον, καζεϊνολυτική δραστηριότητα συµβατή µε 

παρουσία ΜMP-7 στα 21 kDa, παρατηρήθηκε µόνο στα µολυσµένα κύτταρα 

µε στελέχη που έχουν EPIYA-C θέσεις φωσφορυλίωσης (Εικόνα 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Zυµόγραµµα καζεΐνης όπου παρατηρείται 

δράση της MMP-3 στα 57 kDa και δράση της MMP-7 

στα 21 kDa.   
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44..     ΣΣΥΥΖΖΗΗΤΤΗΗΣΣΗΗ  

 

Η βαρύτητα στην ιστοπαθολογική αλλοίωση και η κλινική έκφανση της 

λοίµωξης από H. pylori στους ασθενείς, φαίνεται ότι εξαρτάται αφενός από 

βακτηριακής προέλευσης παράγοντες παθογένειας, αφετέρου δε και από τη 

γενετική ποικιλοµορφία του γονιδιώµατος του ξενιστή (24). Επιπλέον, 

περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως το κάπνισµα και η διατροφή µε αυξηµένη 

περιεκτικότητα σε αλάτι, συµβάλλουν στη αύξηση του κινδύνου για την 

εµφάνιση γαστρικού καρκίνου (7). Το H. pylori επάγει την δηµιουργία χρόνιας 

ενεργού γαστρικής φλεγµονής µέσω της ενεργοποίησης ενός µεγάλου 

αριθµού κυτταροκινών και χυµειοκινών που καθοδηγούν την εγκατάσταση της 

φλεγµονής στο γαστρικό επιθήλιο (26). Η πρωτεΐνη CagA του H. pylori, έχει 

δειχθεί ότι παίζει κυρίαρχο ρόλο στη παθογένεια του βακτηρίου µε την 

εµπλοκή της σε ένα µεγάλο αριθµό ενδοκυττάριων σηµατοδοτικών 

µονοπατιών του γαστρικού επιθηλιακού κυττάρου (5). ∆εδοµένου δε, ότι τα 

περισσότερα από αυτά τα σηµατοδοτικά µονοπάτια έχουν ενοχοποιηθεί για 

την ανάπτυξη καρκίνου, κάτω από τις συνθήκες παραµένουσας H. pylori 

λοίµωξης, η πρωτεΐνη CagA, µπορεί να θεωρηθεί ότι λειτουργεί σαν µία 

ογκοπρωτεΐνη βακτηριακής προελεύσεως (45). Αποτέλεσµα της δράσης της 

CagA, είναι η απορύθµιση βασικών λειτουργιών των γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων, όπως η ικανότητα εντονότερου πολλαπλασιασµού και απόπτωσης, 

αλλά και η διαταραχή της συνέχειας του γαστρικού επιθηλίου, προς όφελος 

της εγκατάστασης της λοίµωξης, µέσω της καταστροφής των διακυτταρικών 

συνδέσµων και της κυτταρικής πολικότητας, µε επακόλουθο την αυξηµένη 

κινητικότητα και κυτταρική διασπορά (5). ∆ιαδικασίες λύσης της επιθηλιακής 

συνοχής προϋποθέτουν και την ενεργοποίηση µορίων που ενέχονται στην 

τροποποίηση βασικών δοµών του εξωκυττάριου χώρου, όπως οι 

µεταλλοπρωτεϊνάσες του ιστού (83). Στόχος της συγκεκριµένης ερευνητικής 

µελέτης ήταν η διερεύνηση της επίπτωσης της πρωτεΐνης CagA του H. pylori, 

στην επαγωγή µεταλλοπρωτεϊνασών του ιστού, και ιδιαίτερα της 

στρωµελυσίνης-1 (MMP-3). Η εν λόγω µεταλλοπρωτεϊνάση του ιστού 
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επιλέχθηκε διότι έχει αποδειχθεί ότι ενεργοποιεί τις προ-µορφές αρκετών 

µεταλλοπρωτεϊνασών (106), όπως την MMP-9 (120),  την MMP-7 (121), την 

MMP-1 (122) και την MMP-13 (123). Όλες οι παραπάνω MMP, έχουν δειχθεί 

να συσχετίζονται µε τη H. pylori λοίµωξη και µάλιστα η δράση κάποιων από 

αυτές έχει αποδειχθεί ότι εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης 

CagA (120). Επιπλέον, η στρωµελυσίνη-2 (MMP-10), η οποία εµφανίζει 

εξαιρετική οµολογία (82%) µε τη στρωµελυσίνη-1 και έχει χαρακτηριστεί ως 

ισοένζυµό της (106), χρησιµοποιείται ως προγνωστικός καρκινικός δείκτης για 

την ανάπτυξη γαστρικού καρκίνου (125). 

 

Λαµβάνοντας υπόψη την ποικιλοµορφία των κλινικών στελεχών, 

αναγκαστήκαµε να κατασκευάσαµε ισογενή γονιδιακά στελέχη H. pylori, 

βασιζόµενοι στο στέλεχος αναφοράς P12, τα οποία εκφράζουν τη πρωτεΐνη 

CagA είτε µε µεταβαλλόµενες θέσεις  φωσφορυλίωσης EPIYA-C (P12AB, 

P12ABC, P12ABCC, P12ABCCC) είτε µε αντίστοιχες µη-φωσφορυλιωµένες 

θέσεις EPIFA-C (P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF), διατηρώντας σταθερά τα 

EPIYA-A και EPIYA-B µοτίβα. Αρχικά, εξετάσαµε προσεκτικά, τα 

µεταλλαγµένα στελέχη του H. pylori αναφορικά µε το ρυθµό ανάπτυξής τους, 

το ρυθµό προσκόλλησής τους στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, τις πολικές 

επιδράσεις τους µε άλλα γονίδια του cagPAI, το σχηµατισµό της συζευκτικής 

πύλης, τη λειτουργικότητα του εκκριτικού συστήµατος µεταφοράς τύπου IV, 

καθώς και την έκφραση και φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA (126).  

 

Συγκρίνοντας τα µεταλλαγµένα στελέχη µε το γονικό στέλεχος P12, δείχθηκε 

επιτυχώς ότι τα µεταλλαγµένα στελέχη παρουσίασαν την ίδια ικανότητα 

ανάπτυξης και προσκόλλησης στην επιφάνεια των γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων. Επίσης, απεδείχθη ότι περιείχαν λειτουργικό γονίδιο cagA αλλά και 

λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς τύπου IV, µια και εµφάνισαν όλα την 

ικανότητα να µεταφέρουν την πρωτεΐνη CagA στο εσωτερικό των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων. Επιπλέον, καταδείχθηκε επιτυχής ενδοκυττάρια 

φωσφορυλίωση τυροσίνης της πρωτεΐνης CagA µε τις επακόλουθες 

φαινοτυπικές επιπτώσεις, όπως η κυτταρική επιµήκυνση και διασπορά. Όσον 

αφορά τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA, τα αποτελέσµατά συµφωνούν 

µε την αποδεκτή άποψη ότι η επαγωγή του κυτταρικού φαινοτύπου 
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διασποράς προϋποθέτει τη φωσφορυλίωση των θέσεων φωσφορυλίωσης 

EPIYA-C και είναι ευθέως ανάλογη του αριθµού των θέσεων φωσφορυλίωσης 

EPIYA-C (76). 

 

Αναφορικά µε τη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου της MMP-3 

παρατηρήθηκε αύξηση της µεταγραφικής δραστηριότητας παρουσία 

έκφρασης της Πρωτεΐνης CagA και ευθέως ανάλογης προς τον αριθµό των 

EPIYA-C θέσεων φωσφορυλίωσης. Καταρχήν, δεν παρατηρήθηκε επαγωγή 

MMP3 στα αµόλυντα επιθηλιακά κύτταρα, αλλά µόνο µετά από H. pylori 

µόλυνση. Στελέχη µε τρεις EPIYA-C θέσεις (P12ABCCC) και δύο θέσεις 

(P12ABCC) δείχθηκαν ότι επάγουν τη µεταγραφική ενεργοποίηση της MMP-3, 

100 φορές και 50 φορές αντίστοιχα, περισσότερο από στελέχη P12ΑB που 

δεν έχουν τις θέσεις φωσφορυλίωσης EPIYA-C, αλλά και από τα στελέχη 

P12ABC τα οποία έχουν µόνο µια θέση φωσφορυλίωσης EPIYA-C. Αντίθετα, 

στελέχη στα οποία υπήρχε αδυναµία φωσφορυλίωσης της CagA στις 

αντίστοιχες θέσεις λόγω αντικατάστασης των καταλοίπων τυροσίνης µε 

φαινυλαλανίνη όπως στα P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF παρατηρήθηκε 

πολύ χαµηλή ενεργοποίηση της MMP-3. Ανάλογη χαµηλή ενεργοποίηση της 

MMP-3 παρατηρήθηκε και για τα στελέχη στα οποία είχε απενεργοποιηθεί η 

πρωτεΐνη CagA (P12CagAKO) ή το λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς της στα 

κύτταρα (P12CagEKO). Τα παραπάνω αποτελέσµατα για τη µεταγραφική 

ενεργοποίηση της MMP-3 έρχονται σε συµφωνία µε αυτά που αφορούν τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση της IL-8 καθώς και γι’ αυτό το µόριο έχουν 

παρατηρηθεί ανάλογα αποτελέσµατα, όπου η επαγωγή του γονιδίου είναι 

εξαρτώµενη από τη παρουσία της πρωτεΐνης CagA και ανάλογη του αριθµού 

των θέσεων φωσφορυλίωσης της EPIYA-C (37). 

 

Προσδιορίστηκε η έκφραση της MMP-3 σε πρωτεϊνικό επίπεδο µε ανίχνευση 

κατά Western σε ολικά κυτταρολύµατα κυττάρων που έχουν µολυνθεί µε τα 

µεταλλαγµένα στελέχη. Καταρχήν, δεν παρατηρήθηκε έκφραση MMP3 στα 

αµόλυντα επιθηλιακά κύτταρα, αλλά µόνο µετά από H. pylori µόλυνση. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι εν δυνάµει, η πρωτεΐνη CagA ενέχεται στην 

έκφραση της MMP-3 στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, καθώς όλα τα CagA-

θετικά στελέχη φάνηκε να επάγουν την έκφραση της MMP-3, ανεξάρτητα από 
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τον αριθµό ή την λειτουργικότητα των θέσεων φωσφορυλίωσης. Στελέχη τα 

οποία είτε δεν εξέφραζαν πρωτεΐνη CagA (P12CagAKO) ή δεν την µετέφεραν 

στο εσωτερικό των επιθηλιακών κυττάρων  (P12CagEKO), δεν φανήκαν να 

επάγουν επιτυχώς την έκφραση της MMP-3. Για να διαπιστώσουµε αν η CagA 

είχε επίπτωση και στον µηχανισµό απελευθέρωσης MMP-3 από τα 

επιθηλιακά κύτταρα προσδιορίστηκε επίσης, η έκφραση της MMP-3, µε 

ανίχνευση κατά Western και στα υπερκείµενα των κυττάρων µετά από 

πειραµατική µόλυνση µε τα βακτηριακά στελέχη. Αυτό που παρατηρήθηκε 

ήταν ότι αφενός, δεν φαίνεται να υπάρχει απελευθέρωση MMP-3 από 

επιθηλιακά µη µολυσµένων κυττάρων. Επιπλέον, χαµηλά επίπεδα MMP-3 

παρατηρήθηκαν στα υπερκείµενα επιθηλιακών κυττάρων που είχαν υποστεί 

πειραµατική µόλυνση µε τα στελέχη που είτε δεν εκφράζουν την CagA 

πρωτεΐνη (P12CagAKO), ή δεν επάγουν το λειτουργικό σύστηµα µεταφοράς 

τύπου IV (P12CagEKO). Πολύ υψηλότερη έκφραση MMP-3 παρατηρήθηκε 

στα υπερκείµενα κυττάρων που µολύνθηκαν µε CagA-θετικά στελέχη, 

ανεξάρτητα από τον αριθµό των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA-C της 

πρωτεΐνης CagA. Αντίθετα πολύ χαµηλότερη έκφραση MMP-3 παρατηρήθηκε 

στα υπερκείµενα κυττάρων που µολύνθηκαν µε CagA-θετικά στελέχη που 

περιείχαν µη φωσφορυλιώσιµες θέσεις EPIFA-C (P12ABFFF). Μελετήθηκε 

επίσης, η επίδραση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις 

EPIYA-C, στην ενζυµική δραστηριότητα της εκκριθείσας ΜΜP-3. 

Παρατηρήθηκε ενζυµική καζεϊνολυτική δραστηριότητα συµβατή µε παρουσία 

ΜΜP-3, µόνο στο υπερκείµενο κυττάρων που είχαν µολυνθεί µε το στέλεχος 

P12ABCCC που περιέχει λειτουργικές θέσεις φωσφορυλίωσης EPIYA-C της 

πρωτεΐνης CagA. Αντίθετα, για το στέλεχος P12ABFFF που εκφράζει CagA µε 

µη φωσφορυλιώσιµες θέσεις EPIFA-C δεν ανιχνεύεται ενζυµική 

δραστηριότητα. Επιπλέον, καζεϊνολυτική δραστηριότητα συµβατή µε 

παρουσία ΜMP-7, παρατηρήθηκε µόνο στα µολυσµένα κύτταρα µε στελέχη 

που έχουν EPIYA-C θέσεις φωσφορυλίωσης. 

 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι η έκφραση της MMP-3, είτε στα ολικά κυτταρολύµατα είτε 

στα υπερκείµενα των µολυσµένων επιθηλιακών κυττάρων µε τα στελέχη του 

H. pylori, εξαρτάται από την ύπαρξη της πρωτεΐνης CagA. Οι µέχρι τώρα  

δηµοσιεύσεις, συσχετίζουν τη λοίµωξη του H. pylori µε την επαγωγή της 
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MMP-3 στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (117, 118). Αυτό που συνάγεται 

από τα δικά µας αποτελέσµατα, ήταν η ύπαρξη της πρωτεΐνης CagA επάγει 

σε υψηλότερα επίπεδα την έκφραση της MMP-3, από τα γαστρικά επιθηλιακά 

κύτταρα στην H. pylori λοίµωξη. Αντίθετα, από τα αποτελέσµατα στα 

υπερκείµενα των καλλιεργειών, συνάγεται ότι η φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης CagA στις θέσεις EPIYA-C πιθανώς να σχετίζεται µε µηχανισµούς 

απελευθέρωσης ή και ενεργοποίησης της προ-µορφής MMP-3, καθώς 

παρατηρήθηκε ελαττωµένη έκφραση της  MMP-3 και µηδενική ενζυµική 

δραστηριότητα στα υπερκείµενα κυττάρων µολυσµένων µε στελέχη που 

εξέφραζαν την πρωτεΐνη CagA µε µη-φωσφορυλιώσιµες θέσεις EPIFA-C. 

Ενδεχοµένως, η πρωτεΐνη CagA να επιδρά στα πρώιµα στάδια 

ενεργοποίησης της MMP-3 ανεξάρτητα από τη φωσφορυλίωση της, αλλά από 

εκεί και πέρα η απελευθέρωσή της από το κύτταρο στον εξωκυττάριο χώρο 

µπορεί να εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση στις θέσεις EPIYA-C.  

 

Αναφορικά µε την γενικότερη επίπτωση της CagA στην ενεργοποίηση MMP, 

εχει παρατηρηθεί ότι µετά από επιµόλυνση ΑGS κυττάρων µε H. pylori, έχει 

διαπιστωθεί η ενεργοποίηση της MMP-1 η οποία έχει δειχθεί ότι επάγεται σε 

περιστατικά πεπτικού έλκους (132). Η ΜΜP-1 προκαλεί λύση στα 

υποστρώµατα κολλαγόνου τύπου I και III, τα οποία υπάρχουν στο γαστρικό 

επιθήλιο, πράγµα το οποίο εξηγεί εν µέρει έναν από τους µηχανισµούς 

καταστροφής του γαστρικού στρώµατος που επάγεται µετά την H. pylori 

λοίµωξη. Παρατηρήθηκε λοιπόν, ότι η επαγωγή της MMP-1 εξαρτάται από την 

πρωτεΐνη CagA, είτε είναι φωσφορυλιωµένη είτε όχι, µέσω των µονοπατιών 

σηµατοδότησης των ERK (Extracellular signal-regulated kinases) και JNK 

(Jun amino-terminal kinases) (122, 132). Eπιπλέον, έχει παρατηρηθεί 

εξάρτηση της επαγωγής των MMP-2 και MMP-9, από την ύπαρξη του cagPAI, 

καθώς και από την ύπαρξη της CagA. Στελέχη τα οποία δεν εξέφραζαν την 

πρωτεΐνη CagA δεν επήγαγαν την έκφραση των MMP-9 και MMP-2 (124). 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η επαγωγή της MMP-9 εξαρτάται και από τις θέσεις 

φωσφορυλίωσης EPIYA-C της πρωτεΐνης CagA µέσω του µονοπατιού 

σηµατοδότησης του NF-κΒ (120, 124, 133). Συνολικά, τα αποτελέσµατα µας 

παρουσιάζουν µεγάλο ενδιαφέρον και συνηγορούν για περαιτέρω µελέτη, 

καθώς υπάρχουν ελάχιστες βιβλιογραφικές παραποµπές που υποστηρίζουν 
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την εξάρτηση της έκφρασης MMP-3 από τη CagA (124), καθώς και τον ακριβή 

µηχανισµό µε τον οποίο αυτή επιτυγχάνεται. 
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ΣΣυυννττµµήήσσεειιςς  ––  ΑΑρρκκττιικκόόλλεεξξαα  ––  ΑΑκκρρωωννύύµµιιαα  

 

AP-1 
Early response transcription factor Activating Protein-1 

BabA 
Blood group antigen-binding adhesin 

ΒΗΙΒ 
Brean Heart Infusion Broth 

CagA Cytotoxin-associated gene A 

cagPAI 
cag Pathogenicity Island 

CFDA-SE 
Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester 

CFU/ml Colony Forming Units/ml 

CRK 
Adapter molecule chicken tumour virus no. 10 [CT10] regulator of kinase 

c-SRC 
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase SRC(Rous Sarcoma) 

dNTP 
Deoxyriconucleotide triphosphate 

DupA 
Duodenal ulcer promoting gene A 

ECL Enhanced Chemiluminescense  

EDTA 
2,2’,2’’,2’’’-(Ethane-1,2-diyldinitrilo) tetraacetic acid 

EGFR 
Epidermal Growth Factor Receptor 

EPIYA 
Glutamic acid-Proline-Isoleukine-Tyrosine-Alanine(Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) 

EPIYA-A 
KKELNEKFKNFNNNNNGLKN(ST)EPIYAKVNKKK 

EPIYA-B 
(A/T/V/S)CQ(V/A)ASPEPI(A/T)(Q/K)VAKKVNAKIDRLNQIASGLGGVGQAAG 
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EPIYA-C 
FPLKRHDKVDDLSKVG(R/L)S(V/A)SPEPIYATIDDLGGP 

EPIYA-D AINRKIDRINKIASSAGKGVGGFSGAGRSASPEPIYATIDFDEANQAG 

ERK/MAPK 
Extracellular signal-Regulated Kinase/Mitogen-activated Protein Kinase 

FAK 
Focal Adhesion Kinase 

FBS 
Fetal Bovine Serum 

GRB2 

Growth-factor Receptor Bound protein 2 

Hp, H. pylori 
Helicobacter pylori 

HRP 
Horseradish Peroxidase 

Hummingbird 

Phenotype Φαινότυπος ∆ιασποράς 

IP Immunoprecipitation 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

MOI Multiplicity of Infection 

Na3VO4 Sodium Orthovanadate 

NF-κB Nuclear Factor κ B 

OD Optical Density 

OipA Outer inflammatory protein 

PAR1/MARK Partitioning defective 1/ Microtubule Affinity-regulating kinase 

PBS Phosphate Buffer Saline 



89 

 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PVDF Polyvinylidene fluoride (IUPAC: poly-1,1-difluoroethene) 

pY Phospho-Tyrosine 

Rac1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rho GTPase) 

RAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma serine/ threonine-specific protein kinase 

PYK2 Proline-rich tyrosine kinase 2 

RAS Rat Sarcoma membrane associated GTPase 

RGD Arg-Gly-Asp 

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 

SabA Sialic acid-binding adhesin 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis  

SHP-2 SRC homology2 (SH2)-domain-containing protein tyrosine phosphate 2 

T4SS Type IV Secretion System 

TBE Tris/Borate/EDTA buffer 

TBS-T Tris Buffer Saline/Tween 20 

VacA Vacuolating cytotoxin A 

WB Western Blotting  

ZO-1 Zonula Occludens 
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