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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η ζωή αποτελεί κυνήγι της ευτυχίας. Ήμουν λοιπόν τυχερός που ανακάλυψα τι μπορεί να 

συμβάλει αποφασιστικά στην ευτυχία μου και αυτό δεν είναι άλλο από το να κάνεις μια δουλειά 

που θα την έκανες και για χόμπι. Η επιστήμη και η έρευνα ήρθαν στην ζωή μου σε μια περίοδο 

που ίσως δεν ήμουν έτοιμος γνωστικά για να αντιμετωπίσω, αλλά αμέσως κατάλαβα ότι φτιάχτηκα 

για αυτό και προσπάθησα με όλες μου τις δυνάμεις να καλύψω κενά στις γνώσεις μου που θα 

έπρεπε να κατείχα από το παρελθόν. Μερικές φορές τα κατάφερα και για κάποιες ακόμα 

προσπαθώ.  
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Σωτήριο Θ. Παπαδάκο και την κ. Βασιλεία Α. Ρίνη-Παπαδάκου, που τους ευχαριστώ μέσα από 

τα βάθη τις ψυχής μου. Προσπάθησαν να μου μάθουν από μικρό τι σημαίνει αγάπη, η υπηρεσία 

προς τον άνθρωπο και αποτέλεσαν πρότυπο για εμένα μέχρι την τελευταία τους ανάσα. Όσο 

μακριά και να βρισκόμαστε πάντα είναι δίπλα μου και ζουν μαζί μου γιατί φέρω και 

συμπεριφέρομαι με τις αρχές που μου έδωσαν. Μεγάλη συμβολή ακόμα είχαν και τα αδέλφια μου 

κ. Θωμάς Σ. Παπαδάκου και κ. Αντιγόνη-Μαρία Σ. Παπαδάκου, πάντα στις δυσκολίες ήταν εκεί 

δίπλα μου βοηθώντας με, τόσο υλικά όσο πάνω από όλα ηθικά. Επίσης οι Πρόσκοποι συνέβαλαν 

τα μέγιστα στο να αναπτύξω αρχές και φαντασία που μου χρειάστηκαν όσο τίποτα άλλο κατά την 

διάρκεια διεξαγωγής των πειραμάτων. Γιατί μερικές φορές θέλει πολύ φαντασία για να δεις μόρια 

να αλληλεπιδρούν με πολλούς διαφορετικούς τρόπους μεταξύ τους. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ακόμα την τριμελή συμβουλευτική επιτροπή  για την καθοδήγηση 

της. Ιδιαίτερα τον Δρ. Διονύσιο Ν. Σγούρα ο οποίος μου έδωσε την ευκαιρία να 

πραγματοποιήσω αυτήν την διατριβή στο εργαστήριο του και αποτέλεσε την πατρική φιγούρα 

που έλειπε από την ζωή μου. Ευχαριστώ επίσης τον Δρ. Ανδρέα Φ. Μεντή για τις επιστημονικές 

συμβουλές του κατά την διάρκεια της παραμονής μου σε μερικά από τα εργαστήρια που 

διευθύνει. Ευχαριστώ ακόμα την Δρ. Ευφροσύνη Γ. Παναγιωτοπούλου για την συνεργασία και το 

ενδιαφέρον της να μου μάθει το μεγαλύτερο μέρος των εργαστηριακών τεχνικών που μέχρι 

σήμερα γνωρίζω και την Δρ. Beatriz Martinez-Gonzales για την συνεργασία που είχαμε όλα αυτά 

τα χρόνια. Ιδιαίτερα ευχαριστώ την κ. Ιωάννα Σ. Σουγλέρη για την συνεργασία και την φιλία της. 

Τέλος ευχαριστώ όλους τους προπτυχιακούς και μεταπτυχιακούς φοιτητές που συνεργαστήκαμε 

κατά την παραμονή μου στο εργαστήριο καθώς και το σύνολο του προσωπικού του Ελληνικού 

Ινστιτούτου Παστέρ για την ακέραιη συνεργασία μας τα τελευταία χρόνια. 
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Παρούσας Διδακτορικής Διατριβής 

Δημοσιεύσεις 

 Konstantinos S. Papadakos, Ioanna S. Sougleri, Andreas F. Mentis, Efstathios 
Hatziloukas, Dionyssios N. Sgouras Presence of phosphorylatable terminal EPIYA 
phosphorylation motifs in Helicobacter pylori CagA contributes to IL-8 
secretion, irrespective of the number of repeats. PLoS One, 2013 Febr. 8(2): e56291. 
doi:10.1371/journal.pone.0056291 

 Papadakos KS, Sougleri IS, Mentis AF, Sgouras DN. A Mutagenesis Method for the 
Addition and Deletion of Highly Repetitive DNA Regions: The Paradigm of 
EPIYA Motifs in the cagA Gene of Helicobacter pylori. Helicobacter, 2012 Nov. doi: 
10.1111/hel.12029. 

 Breurec S, Guillard B, Hem S, Papadakos KS, Brisse S, Huerre M, Monchy D, Oung 
C, Sgouras DN, Tan TS, Thiberge JM, Vong S, Raymond J, Linz B. Expansion of 
European vacA and cagA alleles to East-Asian Helicobacter pylori strains in 
Cambodia. Infection, Genetics and Evolution, 2011 Aug 17. 2011 Dec;11(8):1899-905. 

Ανακοινώσεις σε Συνέδρια 

 A modified QuikChange II Site‐Directed mutagenesis method for the generation 
of repetitive gene sequences: The paradigm of the EPIYA‐C coding motifs in 
cagA. K. Papadakos, Hatziloukas E., A. F. Mentis, D. N. Sgouras. XXVd International 
Workshop on Helicobacter and Related Bacteria in Chronic Digestive Inflammation and 
Gastric Cancer Sep 13-15, 2012 Ljubljana. 

 Involvement of CagA EPIYA phosphorylation in the induction of IL-8 through 
the activation of TAK1 kinase K. Papadakos1, E. Hatziloukas, A. F. Mentis, D.N. 
Sgouras. 10th International Workshop on Pathogenesis and Host Response in 
Helicobacter Infections Helsingør, Denmark July 4-7, 2012. 

 Implication of CagA EPIYA-C phosphorylation in IL-8 induction by gastric 
epithelial cells. Papadakos K., Loi A., Martinez-Gonzalez B., Hatziloukas E., Mentis 
A. F., Sgouras D. N., XXIVnd International Workshop on Helicobacter and Related 
Bacteria in Chronic Digestive Inflammation and Gastric Cancer Sep 11-13, 2011 
Dublin. 

 TAK1 plays a central role in NF-kB–dependent IL-8 secretion induced by 
Helicobacter pylori infection of gastric epithelial cells. Papadakos K.S., Sougleri 
I., Kotsi E., Mentis A.F., Sgouras D.N 64th National Congress of the Hellenic Society 
for Biochemistry and Molecular Biology. Athens 6-8 December 2013. 
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 Utilizing the FlAsH technology to study the translocation of Helicobacter pylori 
CagA effector protein through the bacterial type IV secretion system. Papadakos 
K.1, Sougleri I.1, Hatziloukas E.2, Mentis A.1, Sgouras D1. 5th National Congress of 
Hellenic initiative for Mikrobiokosmo. Athens 13-16 December 2012. 

 Phosphorylation of protein of Helicobacter pylori CagA activates nuclear factor 
NF-kB through TAK1 kinase and contributes to the activation of Interleukin-8 
(IL-8) from the gastric epithelial cells. Papadakos K., Sougleri I., Hatziloukas E., A. 
Mentis and D.N. Sgouras. 32th Annual congress of Gastroenterology. Athens, 29 
November- 1 December 2012, Athens 

 Visualizing the secretion of bacterial effector CagA through the Type IV 
secretion system of Helicobacter pylori utilizing FlAsH technology. Papadakos 
K., Sougleri I., Mentis A., Sgouras D. 63th National Congress of the Hellenic Society for 
Biochemistry and Molecular Biology. Heraklion 9-11 November 2012. 

 Helicobacter pylori CagA protein phosphorylation on EPIYA-C motifs activates 
NF-kB through TAK1 kinase and contributes to IL-8 gene activation and 
chemokine secretion by gastric epithelial cells. Papadakos K., Martinez B., 
Hatziloukas E., Mentis A., Sgouras D. 62th National Congress of the Hellenic Society 
for Biochemistry and Molecular Biology. Athens 9-11 December 2011. 

 H. pylori CagA protein phosphorylation on EPIYA motifs triggers IL-8 gene 
induction and consequent secretion of IL-8 in gastric epithelial cells, by 
activating NF-kB through TAK1 kinase. Papadakos K., Martinez B., Hatziloukas 
E., Mentis A., Sgouras D. 4th National Congress of Hellenic initiative for 
Mikrobiokosmo. Ioannina 21-23 October 2011. 

 Effect of functional CagA EPIYA motifs in gene activation and secretion of IL-8 
in experimental infection with H. pylori. K. Papadakos, E. G. Panayotopoulou, B. 
Martinez, E. Hantziloukas. A.F. Mentis, D. N. Sgouras. 16th Congress of the Hellenic 
Helicobacter pylori study group, March 2011, Athens. 
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Υποτροφία του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ για την ολοκλήρωση
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Μικροβιολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ  
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Σύμβαση εργασίας με το Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ. Ανάγνωση 
αλληλουχιών και φυλογένεση του ιού της Γρίπης στα πλαίσια της 
επιτήρησης, στο Εθνικό Εργαστήριο Αναφοράς Γρίπης Νοτίου 
Ελλάδος (Αναγνωρισμένο από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 
WHO) 

2007 έως 2010 

 

Υποψήφιος Διδάκτορας στο Εργαστήριο Ιατρικής Μικροβιολογίας 
του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ, άμισθη εργασία. Τίτλος 
Διδακτορικού: «Λοιμογόνος δράση του παράγοντα CagA του 
Ελικοβακτηριδίου του πυλωρού: Μελέτη του ρόλου των θέσεων 
φωσφορυλίωσης EPIYA στην επαγωγή Ιντερλευκίνης-8 και 
μορφοκινητικών αλλαγών στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα.»  

2006 έως 2009 

Εκπαίδευση  

Επιμορφωτικό σεμινάριο αλληλεπίδρασης Ξενιστή-
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Course on Host-Microbes Interactions  
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Αποφοίτηση από το τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών του 
Πανεπιστημίου των Ιωαννίνων.  2006 

 
Πτυχιακή εργασία στο Εργαστήριο Ιατρικής Μικροβιολογίας του 
Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ. «Φωσφορυλίωση του λοιμογόνου 
παράγοντα CagA του Helicobacter pylori και επίδραση του στην 
μεταγωγή σήματος στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών 
κυττάρων.» Επιβλέποντες: Διονύσιος Σγούρας, Ελληνικό Ινστιτούτου 
Παστέρ, Ευστάθιος Χατζηλουκάς, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων.  

2005 έως 2006 

Δημοσιεύσεις 

 
1. Konstantinos S. Papadakos, Ioanna S. Sougleri, Andreas F. Mentis, Efstathios 

Hatziloukas, Dionyssios N. Sgouras Presence of phosphorylatable terminal EPIYA 
phosphorylation motifs in Helicobacter pylori CagA contributes to IL-8 secretion, 
irrespective of the number of repeats. PLoS One, 2013 Febr. 8(2): e56291. 
doi:10.1371/journal.pone.0056291 

 
2. Papadakos KS, Sougleri IS, Mentis AF, Sgouras DN. A Mutagenesis Method for the 

Addition and Deletion of Highly Repetitive DNA Regions: The Paradigm of EPIYA 
Motifs in the cagA Gene of Helicobacter pylori. Helicobacter, 2012 Nov . doi: 
10.1111/hel.12029. 

 
3. Breurec S, Guillard B, Hem S, Papadakos KS, Brisse S, Huerre M, Monchy D, Oung 

C, Sgouras DN, Tan TS, Thiberge JM, Vong S, Raymond J, Linz B. Expansion of 
European vacA and cagA alleles to East-Asian Helicobacter pylori strains in 
Cambodia. Infection, Genetics and Evolution, 2011 Aug 17. 2011 Dec;11(8):1899-905. 

 4. Panayotopoulou EG, Sgouras DN, Papadakos KS, Petraki K, Breurec S, Michopoulos S, 
Mantzaris G, Papatheodoridis G, Mentis A, Archimandritis A. CagA and VacA 
polymorphisms are associated with distinct pathological features in H. pylori-
infected adults with peptic and non-peptic ulcer disease. Journal of Clinical Microbiology, 
2010 Jun;48(6):2237-9 

 
5. Melidou A, Gioula G, Pogka V, Exindari M, Moutoussi A, Sgouras D, Papadakos K, 

Chatzidimitriou D, Karabaxoglou D, Mentis A, Malisiovas N. Molecular and 
phylogenetic analysis of Greek measles 2010 strains. Epidemiology and Infection, 2012 
Mar;140(3):432-8. 

 
6.  Logotheti M, Pogka V, Horefti E, Papadakos K, Giannaki M, Pangalis A, Sgouras D, 

Mentis A. Laboratory investigation and phylogenetic analysis of enteroviruses 
involved in an aseptic meningitis outbreak in Greece during the summer of 2007. 
Journal of Clinical Virology, 2009 Nov;46(3):270-4.  

 7. Sgouras DN, Panayotopoulou EG, Papadakos K, Martinez-Gonzalez B, Roumbani A, 
Panayiotou J, vanVliet-Constantinidou C, Mentis AF, Roma-Giannikou E.  CagA and 
VacA polymorphisms do not correlate with severity of histopathological lesions in 
Helicobacter pylori-infected Greek children.  Journal of Clinical Microbiology, 2009 
Aug;47(8), 2426-34  
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8. Stavros N. Kokotas, Eugenia Bolanaki, Dionyssios Sgouras, Vasiliki Pogka, Maria 

Logotheti, Athanasios Kossivakis, Elina Horefti, Konstantinos Papadakos, Andreas 
Mentis. Cocirculation of genotypes D4 and D6 in Greece during the 2005 to 2006 
measles epidemic. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 2008; 62(1),58–66 

 9. Effrosini G. Panayotopoulou, Dionyssios N. Sgouras, Konstantinos Papadakos, 
Antonios Kalliaropoulos, George Papatheodoridis, Andreas Mentis and Athanasios 
Archimandritis. Strategy to characterize the number and type of repeating EPIYA 
phosphorylation motifs in the carboxyl terminus of CagA protein in H. pylori 
clinical isolates Journal of Clinical Microbiology. 2007 Feb;45(2), 488–495.  
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Εργαστηριακή εμπειρία 
 

 1. Εμπειρία στην καλλιέργεια ευκαρυωτικών κυττάρων (HeLa, HepG2, AGS CaCo2, 
MEFs, e.t.c.) 

2. Εμπειρία καλλιέργειας βακτηρίων Helicobacter pylori, E. coli e.t.c  

3. In vitro πειράματα μόλυνση  

4. Σχεδιασμός, βελτιστοποίηση και αξιολόγηση PCR, Real-time PCR. 

5. Γνώσεις και εμπειρία σε βασικές τεχνικές μοριακής βιολογίας όπως: DNA , 
διαμόλυνση, μοριακές τεχνικές κλωνοποίηση και ανασοστύπωση κατά western. 

6. Εμπειρία σε τεχνικές συνκατακρήμνισης πρωτεϊνικών συμπλόκων με 
ανοσοκατακρήμνιση 

7. Εκπαιδευμένος χειριστής του γενετικού αναλυτή ανάγνωσης αλληλουχιώνCEQ 8000 
Genetic analysis system Beckman Coulter  
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8. Εμπειρία Confocal Microscopy και ανοσοφθορισμού 

9. Εμπειρία στην διεξαγωγή πειραμάτων καταγραφής με μικροσκοπία πραγματικού 
χρόνου (Wide-field Time-lapse Olympus IX-81 Cell-R imaging system). 

10. Εμπειρία στο “in vivo” πειραματικό μοντέλο μόλυνσης  SS1 Helicobacter pylori σε 
C57BL/6 ποντίκια.  

11. Εμπειρία σε τεχνικές ζυμογραφίας για την ανάλυση μεταλλοπρωτεϊνασών. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στην Ελλάδα μεσοσταθμικά, 50% του πληθυσμού είναι φορέας λοίμωξης Helicobacter pylori 

(H. pylori) το οποίο αποτελεί τον κύριο αιτιολογικό παράγοντα εκδήλωσης χρόνιας ενεργού 

γαστρίτιδας. Το 80-90% των ασθενών παραμένουν ασυμπτωματικοί, το 10-18% θα εκδηλώσουν 

την νόσου του πεπτικού έλκους, το 1% θα αναπτύξει γαστρικό αδενοκαρκίνωμα ενώ περίπου το 

ίδιο ποσοστό θα αναπτύξει λέμφωμα MALT. Η έκβαση της λοίμωξης από H. pylori καθορίζεται 

από τους πολυμορφισμούς του ξενιστή, από περιβαλλοντικούς παράγοντες και από παράγοντες 

παθογένειας του βακτηρίου. 

Οι παράγοντες παθογένειας του H. pylori μπορούν να καταταχθούν σε τρεις κατηγορίες, 

στους μεμβρανικούς, στους εκκρινόμενους και στους μεταφερόμενους. Στους τελευταίους ανήκει 

η ενδοτοξίνη CagA η οποία μεταφέρεται στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων 

μέσω ενός βακτηριακού συστήματος μεταφοράς τύπου ΙV. Μετά την είσοδο της η CagA 

φωσφορυλιώνεται στο καρβοξυτελικό της άκρο, από τις κινάσες του κυττάρου c-Abl και c-Src 

ιεραρχικά, σε κατάλοιπα τυροσίνης που συμμετέχουν σε επαναλαμβανόμενα μοτίβα της μορφής 

Γλουταμινικό-Προλίνη-Ισολευκίνη-Τυροσίνη-Αλανίνη (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala, EPIYA). Τα 

μοτίβα αυτά απαντώνται σε Δυτικούς πληθυσμούς (Ευρώπη, Β. Αμερική, Αυστραλία) σε τρείς 

διακριτούς τύπους (EPIYA-Α, EPIYA-Β και EPIYA-C). Ο αριθμός των θέσεων EPIYA-Α και 

EPIYA–Β παραμένει σταθερός, ενώ των EPIYA-C εμφανίζει υψηλή ποικιλομορφία μεταξύ των 

στελεχών, καθορίζοντας τα επίπεδα λοιμογονικότητας της πρωτεΐνης CagA, δεδομένου ότι ο 

κίνδυνος για ανάπτυξη γαστρικού καρκίνου αυξάνει ευθέως ανάλογα με τον αριθμό των θέσεων 

EPIYA-C. Μετά την φωσφορυλίωση της, η CagA έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά με πλειάδα μορίων 

του κυττάρου ξενιστή και να διαταράσσει σηματοδοτικά μονοπάτια που ρυθμίζουν τόσο την 

κυτταρική πολικότητα και την κυτταρική κίνηση, όσο τον πολλαπλασιασμό και την απόπτωση. 

Μερικές από αυτές τις αλληλεπιδράσεις εξαρτώνται και ρυθμίζονται από την φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης στο καρβοξυτελικό της άκρο και άλλες είναι ανεξάρτητες αυτής.  

Βασικό χαρακτηριστικό της λοίμωξης από H. pylori αποτελεί η διήθηση στο γαστρικό 

χόριο ουδετεροφίλων πολυμορφοπύρηνων κυττάρων. Κύριος χημειοτακτικός παράγοντας των 

ουδετεροφίλων είναι η Ιντερλευκίνη 8 (IL-8). Ο μοριακός μηχανισμός μέσω του οποίου το H. 

pylori επάγει την αύξηση έκκρισης της IL-8 παραμένει ένα ευρύ πεδίο διαφωνίας στην 

βιβλιογραφία. Αρχικά, υποστηρίχθηκε ότι εξαρτάται από την παρουσία ενός λειτουργικού 

συστήματος μεταφοράς τύπου ΙV του βακτηρίου, ανεξαρτήτως της δράσης της πρωτεΐνης CagA, 

μετέπειτα όμως απεδείχθη ότι η CagA μπορεί να συμβάλλει καθοριστικά στην έκταση της 

επαγωγής. Επιπλέον, άλλοι εκκρινόμενοι παράγοντες παθογένειας του βακτηρίου, εκτός του 
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συστήματος μεταφοράς τύπου ΙV και της CagA, προτάθηκαν να συνεισφέρουν στην επαγωγή 

Ιντερλευκίνης-8 και επομένως στην ανάπτυξη της χρόνιας ενεργού γαστρικής φλεγμονής. 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη της εμπλοκής της πρωτεΐνης CagA στους 

μηχανισμούς επαγωγής της γαστρικής φλεγμονής και διεξήχθη σε δύο στάδια, το πρώτο 

επιδημιολογικό και το δεύτερο με χρήση συστημάτων πειραματικής λοίμωξης H. pylori.  

Στο πρώτο στάδιο, έγινε επιδημιολογική ανάλυση κλινικών στελεχών συμπτωματικών 

ασθενών από την Καμπότζη, όπου απεδείχθη συσχέτιση μεταξύ των πολυμορφικών 

χαρακτηριστικών των κύριων παραγόντων παθογένειας CagA και VacA με την βαρύτητα της 

κλινικής έκβασης της νόσου. Μάλιστα διαπιστώθηκε διείσδυση στελεχών με πολυμορφικά 

χαρακτηριστικά Δυτικού τύπου, δικαιολογώντας με αυτό τον τρόπο μερικώς, τα μειωμένα 

επίπεδα εμφάνισης γαστρικού καρκίνου που παρατηρούνται σε αυτή τη χώρα, σε σύγκριση με τα 

υψηλότερα επίπεδα, όμορων χωρών. Η μελέτη αυτή αποτέλεσε συνέχεια άλλων παρόμοιων 

μελετών που πραγματοποιήθηκαν στον Ελληνικό πληθυσμό (Panayotopoulou Ε. και συν. 2007, 

Sgouras D. και συν. 2009, Panayotopoulou Ε. και συν. 2010 ), των οποίων τα αποτελέσματα δεν 

αποτελούν μέρος της παρούσας διατριβής, έγιναν όμως και με την συνδρομή του συγγραφέα της 

παρούσας διατριβής. 

Στο δεύτερο στάδιο, μελετήθηκε η επίπτωση των επαναλαμβανόμενων θέσεων 

φωσφορυλίωσης EPIYA της πρωτεΐνης CagA του H. pylori στο μοριακό μηχανισμό επαγωγής της 

Ιντερλευκίνης-8 και επομένως στην ανάπτυξη της χρόνιας ενεργού γαστρικής φλεγμονής με 

συστήματα πειραματικής λοίμωξης H. pylori. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν μεταλλαγμένα 

στελέχη που εξέφραζαν την πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό λειτουργικών θέσεων 

φωσφορυλίωσης EPIYA-C, και των αντίστοιχων μη-φωσφορυλιώσιμων EPIFA, στο ίδιο 

ισογονιδιακό γενετικό υπόβαθρο. 

Στην συνέχεια τα παραπάνω παραχθέντα στελέχη χρησιμοποιήθηκαν για να μολύνουν 

γαστρικές επιθηλιακές κυτταρικές σειρές. Παρατηρήθηκε, ότι η μεταγραφική ενεργοποίηση του 

γονιδίου της IL-8 αλλά και τα επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8 ήταν αυστηρά εξαρτώμενα από την 

λειτουργικότητα των μοτίβων φωσφορυλίωσης EPIYA-C. Επιπλέον, τα επίπεδα της IL-8 και η 

ενεργοποίηση του γονιδίου της IL-8 ήταν η ίδια, ανεξάρτητα από τον αριθμό των επαναλήψεων 

EPIYA-C και μέσω ενεργοποίησης του συστήματος NF-kB. Επιπλέον, καταδείχθηκε ότι όσον 

αφορά τις σηματοδοτικές οδούς που οδηγούν στην ενεργοποίηση του NF-kB, η πρώιμη 

ERK1/2 και ΑΚΤ ενεργοποίηση, βρέθηκε να είναι ανεξάρτητη από την EPIYA-C 

φωσφορυλίωση. Αντιθέτως, η αναστολή της TAK1 κινάσης, είτε χημικά με χρήση του ειδικού 
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αναστολέα 5Ζ-7-Oxozeaenol, είτε γενετικά, με χρήση TAK1-/- εμβρυϊκών ινοβλαστών ποντικού 

(MEFs) στα εν λόγω συστήματα πειραματικής λοίμωξης H. pylori, οδήγησε σε πλήρη αναστολή 

ενεργοποίησης του ΝF-κΒ και επομένως της έκκρισης της IL-8, με έναν δόσο-εξαρτώμενο 

τρόπο, ανεξάρτητα από την παρουσία της CagA. Τέλος διαπιστώθηκε ότι η CagA και η TAK1 

συμμετέχουν στο ίδιο σύμπλοκο ενεργοποίησης μια και βρέθηκαν να ανοσοκαταβυθίζονται μαζί 

και ότι αυτή η αλληλεπίδραση δεν γινόταν μέσω των περιοχών της πρωτεΐνης που περιείχαν τις 

επαναλαμβανόμενες θέσεις φωσφορυλίωσης EPIYA.   
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SUMMARY 

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram negative bacteria that infects approximately 50% of 

the population in Greece. The majority of the carriers (80-90%) develops chronic active 

gastritis and remain mainly asyptomatic, however, 10-18% will develop gastric or duodenal 

ulcer and 1-2% will develop gastric adenocarcinoma and MALT lymphoma. The outcome of 

H. pylori infection is determined by the genetic predisposition of the host, environmental and 

nutritional factors as well as particular bacterial virulence factors. 

H. pylori virulence factors can be classified into three categories, membrane-bound, 

secreted and injected. The last category encompasses the CagA endotoxin, which is injected 

inside the gastric epithelial cells via a bacterial type IV secretion system. Once inside CagA is 

phosphorylated hierarchically at the carboxy terminus, by c-Abl and c-Src intracellular kinases, 

on tyrosine residues involved in repeating Glutamate-Proline-Isoleucine-Tyrosine- Alanine 

(Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala, EPIYA) motifs. These motifs are found in strains isolated from patients 

of Western populations (Europe, N. America, and Australia) in three distinct types (EPIYA-A, 

EPIYA-B and EPIYA-C). The number of EPIYA-A and EPIYA-B usually, remains constant, 

while the EPIYA-C shows high variability between strains and it has been proposed to 

determine virulence levels of the CagA protein, since the risk for developing gastric cancer 

increases in direct proportion to the number of EPIYA -C motifs. Following intracellular 

phosphorylation of CagA the protein has been reported to interact with a plurality of 

molecules of the host cell and has been suggested to disrupt a wide number of signaling 

pathways, which regulate a number of functions relating to cancer development such as, 

cellular polarity and metastasis, as well as, proliferation and apoptosis. Some of these 

interactions seem to be linked to CagA EPIYA phosphorylation at the carboxy terminus and 

others are phosphorylation-independent. 

A key manifestation of  H. pylori infection is the generation of active gastritis, 

demonstrated by avid infiltration of neutrophils in the gastric lamina propria. The main 

neutrophil chemotactic factor is Interleukin 8 (IL-8) and the molecular mechanism through 

which H. pylori infection contributes to IL-8 secretion by gastric epithelial cells remains highly 

controversial. Initially, it has been reported to be dependent on the presence of a functional 

type IV secretion system, independent of CagA activity, however, much later IL-8 

transcriptional activation and secretion has been shown to depend on CagA activity and on 

other secreted bacterial virulence factors. 
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The aim of this dissertation was the study of mechanisms by which the CagA protein is 

involved in the development of gastric inflammatory response and it was conducted in two 

phases, first an epidemiologic analysis of clinical isolates and  secondly with the use of 

experimental H. pylori  infection models.  

In the epidemiologic study, H. pylori clinical isolates from symptomatic patients in 

Cambodia were analyzed with respect to their polymorphic CagA and VacA elements and 

correlated to the severity of histopathological lesions and the clinical manifestations of the 

disease. Through this study, we were able to show that there was an expansion of European 

Western-type-like vacA and cagA alleles to East-Asian H. pylori strains in Cambodia, thereby 

providing an explanation for the lower gastric cancer levels reported in this country, compared 

to other neighboring East Asian Countries. This particular study was a continuation of similar 

studies conducted in the past involving symptomatic Greek patients (Panayotopoulou Ε. Et al. 

2007, Sgouras D. et al. 2009, Panayotopoulou Ε. et al. 2010), which are not part of this dissertation 

but were materialized with the help of the author of this dissertation.  

In the second phase of the study we analyzed the importance of the repeating EPIYA 

motifs in the carboxyterminal end of CagA protein in the molecular mechanism, leading to the 

transcriptional activation of IL-8 and the development of chronic active gastritis, utilizing 

experimental H. pylori infection systems. For this purpose we generated a number of H. pylori 

CagA mutant strains expressing CagA protein with a variable number of functional EPIYA-C, 

and the respective non-phosphorylatable EPIFA motifs within the same genetic background 

based on P12 reference H. pylori strain. 

We then utilized these strains to infect gastric epithelial cell lines and studied the 

transcriptional activation, as well as, secreted levels of IL-8 which were found to be strictly 

depended on the functionality of EPIYA-C phosphorylation motifs. Moreover, levels of IL-8 

transcriptional activation, as well as, secreted levels of IL-8 were found to be the same 

regardless of the number of EPIYA-C repeats, following activation of NF-kB. Regarding the 

signaling pathways leading to NF-kB activation, early ERK1/2 and AKT activation was found 

to be independent of EPIYA-C phosphorylation. However, inhibition of  TAK1 kinase, either 

chemically through the use of specific TAK1 inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol, or genetically, 

through the use of  TAK1-/- mouse embryonic fibroblasts (MEFs), within our experimental H. 

pylori  infection models resulted in complete inhibition of the secretion of IL-8, in a dose-

dependent manner, regardless of the presence of the CagA. Finally, we were able to 
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demonstrate that CagA and TAK1 partake within the same activation complex, as they were 

found to immunoprecipitate together and that this interaction did not involve the protein 

segments encompassing the EPIYA-C motifs. 
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1.1. Η ΑΝΑΚΑΛΥΨΗ ΤΟΥ Helicobacter pylori 

 

Η ανακάλυψη και περιγραφή του Helicobacter pylori (H. pylori) το 1982 από τους Marshall 

και Warren αποτέλεσε επανάσταση στη Γαστρεντερολογία διότι πρότεινε τη λοιμώδη αιτιολογία 

σαν βάση για την δημιουργία του πεπτικού έλκους. Λίγοι όμως γνωρίζουν ότι ένας από τους 

πρωτοπόρους, που συστηματικά και με βάση την θεραπευτική του εμπειρία, είχε καταλήξει στα 

ίδια συμπεράσματα, ήταν ο Έλληνας στρατιωτικός ιατρός Ιωάννης Λυκούδης το 1957, στο 

Μεσολόγγι [2]. Ο ίδιος, πάσχοντας από πεπτικό έλκος με ιστορικό γαστρορραγίας, παρατήρησε 

ότι χρήση αντιβιοτικών για τη θεραπεία ενός επεισοδίου αιμορραγικής γαστρεντερίτιδας, είχε σαν 

αποτέλεσμα την παράλληλη υποχώρηση των συμπτωμάτων του πεπτικού έλκους. Το γεγονός 

αυτό τον οδήγησε στο συμπέρασμα ότι το πεπτικό έλκος ενδεχομένως να προκαλείται από τη 

δράση ενός μικροοργανισμού, η θανάτωση του οποίου με τη χρήση αντιβιοτικών, επέφερε την 

ύφεση των συμπτωμάτων. Ο ισχυρισμός αυτός ήταν πλήρως αντίθετος με την ως τότε κρατούσα 

άποψη περί των γενεσιουργών αιτιών του πεπτικού έλκους, το οποίο αποδιδόταν στην 

υπερέκκριση γαστρικών οξέων και του οποίου η συνήθης θεραπευτική αντιμετώπιση ήταν η 

χειρουργική μερική γαστρεκτομή. Παρόλα ταύτα ο Λυκούδης εφάρμοσε την θεραπεία του σε 

αρκετά μεγάλο αριθμό ασθενών της ευρύτερης περιοχής του Μεσολογγίου, χορηγώντας μείγμα 

φθηνών αντιβιοτικών (5, 7-διιωδο-8-οξυκινολίνη 0.125 g, 5-ιωδο-7-χλωρο-8-οξυκινολίνη 0.125 g, 

Φθαλική Σουλφαθειαζόλη 0.3 g, θειϊκή στρεπτομυκίνη 0.075 g, βιταμίνη A 10000 UI) αρχικά σε 

μορφή σκόνης και μετά από την αύξηση της ζήτησης, σε χάπια που παρασκεύαζε ο ίδιος. Το 

1961 η συνταγή «για την αντιμετώπιση του έλκους του στομάχου και του δωδεκαδακτύλου καθώς 

και της κολίτιδος» έλαβε δίπλωμα ευρεσιτεχνίας από τις ελληνικές αρχές και το όνομα «Ελγάκο» 

από τα αρχικά των λέξεων έλκος, γαστρίτιδα και κολίτιδα. H προσπάθειά του να πείσει κάποιες 

φαρμακευτικές εταιρείες να αναλάβουν την παραγωγή του Ελγάκο απέτυχε, πιθανότατα επειδή τα 

συστατικά ήταν συνήθη αντιβιοτικά  και κατά συνέπεια δεν θα παρουσίαζε εμπορικό ενδιαφέρον. 

Απόπειρα για δημοσίευση των αποτελεσμάτων του στο «Journal of the American Medical 

Association» έτυχε κακής κριτικής και απορρίφθηκε, παρά το γεγονός ότι είχε θεραπεύσει 50.000 

ασθενείς και ότι κρατούσε αναλυτικό αρχείο των παρατηρήσεων του, το οποίο διασώζεται έως 

σήμερα [2,3]. Επιπλέον απόπειρα να πείσει αφενός, τις αρμόδιες κρατικές υπηρεσίες Υγείας και 

αφετέρου την επιστημονική-ιατρική κοινότητα της εποχής για την ανακάλυψη του, είχε σαν 

αποτέλεσμα την δημόσια διαπόμπευση του και πρόστιμο 4.000 δραχμών από το πειθαρχικό 

ιατρικό συμβούλιο. Ακολούθησε ποινική δίωξη του από τον Ιατρικό σύλλογο Αθηνών για 
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παράνομη διακίνηση φαρμάκων. Όμως, οι καταθέσεις μιας πληθώρας ασθενών του, οι οποίοι 

ορκίστηκαν ότι θεραπεύτηκαν, και μάλιστα χωρίς αμοιβή στον γιατρό, τον έσωσε από την 

καταδίκη. Στην συνέχεια αποσύρθηκε στο Μεσολόγγι πεπεισμένος για την ορθότητα της θεωρίας 

του περιμένοντας να επιβεβαιωθεί από τους συναδέλφους του αργά ή γρήγορα. Το 1980, τον 

βρίσκει ο θάνατος, δύο χρόνια προτού οι Barry Marshall και ο Robin Warren  επιβεβαιώσουν 

την θεωρία του. Το 2005, όταν οι δύο ερευνητές τιμήθηκαν με το βραβείο Nobel για την 

ανακάλυψη τους, ο Ιατρικός Σύλλογος Αθηνών απέσυρε όλα τα διοικητικά μέτρα που είχαν 

επιβληθεί εναντίον του. Το 2006 η Ελληνική Εταιρία Μελέτης του Ελικοβακτηριδίου του 

Πυλωρού (ΕΕΜΕΠ) βράβευσε  μετά θάνατον τον Ιωάννη Λυκούδη και το βραβείο παρέλαβαν οι 

συγγενείς του, αναφέροντας ότι τα τελευταία του λόγια απευθυνόμενος στους δικούς του 

ανθρώπους ήταν «…να μου το φέρετε στον τάφο μου όταν ανακαλυφθεί ότι είχα δίκιο». 

H παρουσία σπειροειδών μικροοργανισμών στο στομάχι ζώων αναφέρεται βιβλιογραφικά 

από τα τέλη του 19ου και τις αρχές του 20ού αιώνα [4]. Λίγο αργότερα παρόμοια βακτήρια 

σπειροειδούς σχήματος παρατηρήθηκαν σε γαστρικές βιοψίες ανθρώπων [5-7], μερικοί από τους 

οποίους, νοσούσαν από πεπτικό έλκος ή γαστρικό καρκίνο. Ο αιτιολογικός ρόλος αυτών των 

βακτηρίων στην ανάπτυξη της νόσου του πεπτικού έλκους και του γαστρικού καρκίνου λήφθηκε 

υπόψη την περίοδο εκείνη και  κάποιοι ασθενείς έλαβαν ακόμα και αντιβακτηριακή θεραπεία με 

υψηλές δόσεις αλάτων βισμουθίου [7]. Η πιθανότητα αυτή αργότερα απορρίφθηκε ως άνευ 

σημασίας, πιθανώς λόγω της μεγάλης συχνότητας παρατήρησης αυτών των σπειροειδών 

βακτηρίων σε άτομα χωρίς κλινικά συμπτώματα. Το 1982, οι Warren και Marshall  

πραγματοποίησαν τα πρωτοποριακά πειράματά τους, που οδήγησαν στην απομόνωση 

σπειροειδών βακτηρίων σε 58 από τους 100 διαδοχικούς ασθενείς που εξέτασαν, ύστερα από  

καλλιέργεια γαστρικών βιοψιών που είχαν ληφθεί με γαστροσκόπηση [8]. Στη συνέχεια απέδειξαν 

και την θεραπεία της λοίμωξης μετά από την χορήγηση αντιβακτηριακής θεραπείας με  

βισμούθιο και αμοξικιλλίνη ή τινιδαζόλη (Tinidazole) [9-12]. Το βακτήριο που απομονώθηκε 

αρχικά ονομάστηκε «Campylobacter-like organism», «gastric Campylobacter-like organism», 

«Campylobacter pyloridis» και «Campylobacter pylori», αλλά η σημερινή του ονομασία είναι 

Helicobacter pylori σε αναγνώριση του γεγονότος ότι αυτός ο μικροοργανισμός είναι διακριτός από 

μέλη του γένους Campylobacter [13]. Σύντομα έγινε σαφές ότι ο εν λόγω μικροοργανισμός 

σχετίζεται στενά με την εκδήλωση χρόνιας ενεργού γαστρίτιδας, η οποία σε μία υποομάδα των 

ασθενών μπορεί να προχωρήσει υπό διαφορετικές συνθήκες, σε δημιουργία πεπτικού έλκους, 

γαστρικού αδενοκαρκινώματος, ή Β-κυτταρικού MALT λεμφώματος [14]. Το 2005 το Νόμπελ 
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Φυσιολογίας ή Ιατρικής απονεμήθηκε από κοινού στους Robin Warren και Barry Marshall για 

την «ανακάλυψη του βακτηρίου Helicobacter pylori και του ρόλου του στην γαστρίτιδα και το 

πεπτικό έλκος». Στην ιστορία των βραβείων Νόμπελ, αυτή είναι μόνο η τρίτη φορά που η 

ανακάλυψη ενός βακτηρίου βραβεύεται [15]. Από τότε, ο αριθμός των δημοσιεύσεων σχετικά με 

το H. pylori έχει αυξηθεί, από λιγότερες από 200 το 1990 σε περίπου 1.500 ανά έτος κατά τα 

τελευταία χρόνια (PubMed) (Εικόνα 1). Παρά το ευρύ ερευνητικό ενδιαφέρον, σημαντικά θέματα 

σχετικά με την παθογένεια και την βιολογία του H. pylori είναι ακόμα ανεπαρκώς κατανοητά.  

 Παγκοσμίως, η λοίμωξη από το H. pylori παρουσιάζει υψηλό επιπολασμό στο 50%, με τα 

ποσοστά να κυμαίνονται από 20% έως περισσότερο από 80% [16-18]. Ως επιπολασμός ορίζεται 

ο συνολικός αριθμός των κρουσμάτων μιας ασθένειας σε ένα δεδομένο πληθυσμό ανά χρονική 

στιγμή. Τα υψηλότερα ποσοστά απαντώνται στην Ανατολική Ευρώπη, την Ασία, και σε πολλές 

αναπτυσσόμενες χώρες [16] (Εικόνα 2). Ο επιπολασμός της λοίμωξης από H. pylori σε μια χώρα 

συσχετίζεται έντονα με τις κοινωνικοοικονομικές συνθήκες [16]. Στις αναπτυσσόμενες χώρες 

παρατηρείται να είναι πάνω από 80%, ενώ στις ανεπτυγμένες χώρες το ποσοστό κυμαίνεται από 

20 έως 50% [16]. Στις Ηνωμένες Πολιτείες, ο επιπολασμός σε εύπορους Καυκάσιους είναι 20%. 

Αντίθετα, σε μειονότητες ηλικιωμένων Αφροαμερικανών, στους Λατινοαμερικάνους μετανάστες 

και στους προερχόμενους από χώρες της Ανατολικής Ευρώπης κυμαίνεται από 40 έως 60%, [16-

Εικόνα 1: Ραβδόγραμμα του αριθμού δημοσιεύσεων ανά έτος που έχουν καταχωρηθεί στην  βάση δεδομένων 
βιοϊατρικών δημοσιεύσεων PubMed. 
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18]. Στην Ελλάδα, σύμφωνα με τις τελευταίες μελέτες, ο επιπολασμός κυμαίνεται στο 34% το 

2010 [19] βαίνοντας μειούμενος από το 50% που είχε υπολογισθεί το 2002 [20]. Επιπλέον, στη 

χώρα μας, παρατηρούνται υψηλότερα ποσοστά επιπολασμού σε πληθυσμούς μεταναστών από 

αναπτυσσόμενες χώρες, όπως σε αυτούς που προέρχονται από την Αλβανία όπου το ποσοστό 

εκτιμήθηκε στο 54% [19]. Το φαινόμενο της μείωσης του επιπολασμού της λοίμωξης από H. 

pylori είναι κοινό ανάμεσα στις αναπτυγμένες χώρες, αποδιδόμενο στις καλύτερες συνθήκες 

υγιεινής και αποχέτευσης καθώς και στη μείωση των ενήλικων φορέων τις λοίμωξης [21]. 

Σημαντική παράμετρος της επιδημιολογίας του H. pylori, αποτελεί η πρωτολοίμωξη1  η οποία 

προκύπτει κατά κανόνα στην παιδική ηλικία και διατηρείται συνήθως εφ’ όρου ζωής εκτός και εάν 

αντιμετωπιστεί [22,23]. Στις αναπτυσσόμενες χώρες ο επιπολασμός αυξάνεται γρήγορα τα πρώτα 

πέντε χρόνια της ζωής και εν συνεχεία παραμένει σταθερός, σε αντίθεση με τις αναπτυγμένες 

χώρες όπου ο επιπολασμός παραμένει χαμηλός στις μικρές ηλικίες και βραδέως αυξάνει μαζί με 

την άνοδο της ηλικίας [23,24].   

  

                                                 
1 Η πρώτη προσβολή ενός οργανισμού από ένα παθογόνο μικροοργανισμό 

Εικόνα 2: Απεικόνιση της κατανομής του επιπολασμού στις γεωγραφικές περιοχές του κόσμου με βάσει τα 
δημοσιευμένα αποτελέσματα [14-16] 
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1.2. ΚΛΙΝΙΚΕΣ ΕΚΦΑΝΣΕΙΣ ΤΗΣ ΜΟΛΥΝΣΗΣ ΜΕ H. pylori 

 

Η λοίμωξη από H. pylori δεν οδηγεί στην άμεση εκδήλωση μιας ασθένειας, αλλά αυξάνει 

τον σχετικό κίνδυνο ανάπτυξης διαφόρων κλινικών διαταραχών του ανώτερου γαστρεντερικού 

σωλήνα και ενδεχομένως, της ηπατοχολικής οδού. Παρά το γεγονός ότι ο αποικισμός του 

στομάχου με Η. pylori επάγει ιστολογική εικόνα γαστρίτιδας σε όλους τους φορείς, μόνο ένα 

τμήμα αυτών θα αναπτύξει οποιαδήποτε εμφανή κλινικά συμπτώματα της λοίμωξης [25]. 

Εκτιμάται ότι οι ασθενείς με Η. pylori λοίμωξη έχουν 10 έως 20% διά βίου κίνδυνο ανάπτυξης της 

νόσου του πεπτικού έλκους και 1 έως 2% κίνδυνο ανάπτυξης γαστρικού καρκίνου [14,26,27]. Ο 

κίνδυνος ανάπτυξης αυτών των ασθενειών, παρουσία λοίμωξης από H. pylori εξαρτάται από μια 

ποικιλία παραγόντων που συσχετίζονται αφενός με το βακτήριο, το ξενιστή και το περιβάλλον του 

και αφετέρου με την κατανομή και τη βαρύτητα της γαστρίτιδας (Εικόνα 3).  

Ο αποικισμός με Η. pylori οδηγεί σε ανάπτυξη γαστρικής φλεγμονής που χαρακτηρίζεται 

από διήθηση του γαστρικού βλεννογόνου, τόσο του άντρου όσο και του σώματος με 

ουδετερόφιλα και μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα. Η χρόνια ενεργός γαστρίτιδα είναι η πρωταρχική 

παθολογία σχετιζόμενη με αποικισμό από το Η. pylori και οι υπόλοιπες παθολογικές καταστάσεις 

απορρέουν από αυτή τη χρόνια φλεγμονώδη διαδικασία.  

Εικόνα 3: Γραφική απεικόνιση των παραγόντων που καθορίζουν την εξέλιξη της νόσου στην Η. pylori λοίμωξη. 
(Επεξεργασμένο σχήμα [23] ) 
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1.2.1. Οξεία γαστρίτιδα 

 

Δεδομένα για την οξεία φάση της λοίμωξης είναι σπάνια και σε μεγάλο βαθμό προέρχονται 

από τις αναφορές ατόμων που προχώρησαν εσκεμμένα ή ακούσια στην κατάποση H. pylori ή 

υποβλήθηκαν σε ιατρικές διαδικασίες με μολυσμένα υλικά [10,28-30]. Πρόσφατα παρουσιάστηκε 

ένα ανθρώπινο πειραματικό μοντέλο πρόκλησης μόλυνσης με Η. pylori. Σε αυτό επετράπησαν 

ελεγχόμενες μελέτες της οξείας φάσης της λοίμωξης με την εσκεμμένη μόλυνση υγιών εθελοντών 

με ένα καλά-χαρακτηρισμένο εργαστηριακό στέλεχος αναφοράς [31]. Συνολικά οι μελέτες αυτές 

έδειξαν ότι η οξεία φάση του αποικισμού με Η. pylori μπορεί να σχετίζεται με παροδικά μη ειδικά 

δυσπεπτικά συμπτώματα, όπως πληρότητα, ναυτία και έμετο, και με σημαντική φλεγμονή τόσο 

του εγγύς όσο και του άπω βλεννογόνου του στομάχου, ή με πανγαστρίτιδα. Η φάση αυτή 

συνδέεται συχνά με υποχλωρυδρία, η οποία μπορεί να διαρκέσει για μήνες. Δεν είναι σαφές αν ο 

αρχικός αυτός αποικισμός μπορεί να ακολουθηθεί από αυτό-ίαση και εξάλειψη της γαστρίτιδας 

και πόσο συχνά μπορεί αυτό να συμβαίνει. Μελέτες παρακολούθησης (follow-up studies) παιδιών 

με ορολογικές εξετάσεις ή εξετάσεις αναπνοής πρότειναν ότι η μόλυνση μπορεί να αυτό-ιαθεί  σε 

ορισμένους ασθενείς, αυτής της ηλικιακής ομάδας [32-34]. Αντίστοιχες παρατηρήσεις όμως δεν 

έχουν γίνει σε ενήλικες, με εξαίρεση μεμονωμένες περιπτώσεις υπό συγκεκριμένες συνθήκες, όπως 

είναι η ανάπτυξη ατροφικής γαστρίτιδας. Ωστόσο μελέτες σε ομοζυγωτικούς διδύμους έδειξαν μια 

αντιστοιχία όσον αφορά την παθολογία που προκλήθηκε από την μόλυνση με H. pylori, 

ανεξάρτητα από το αν είχαν μεγαλώσει μαζί ή χώρια, ενώ αντιστοιχία δεν παρατηρήθηκε μεταξύ 

των ετεροζυγωτικών δίδυμων [35]. Αυτό σημαίνει ότι ορισμένα άτομα μπορεί να είναι επιρρεπή 

σε αποικισμό με H. pylori, ενώ άλλα μπορεί να είναι σε θέση να αποτρέψουν τον αποικισμό ή να 

αυτο-ιαθούν. Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται επίσης από την παρατήρηση ότι σε πολλές 

αναπτυσσόμενες χώρες, όπου το επίπεδο έκθεσης στο βακτήριο είναι πολύ υψηλό στις νεαρές 

ηλικίες (δηλαδή ≥ 90%), υπάρχουν κάποια άτομα που ποτέ δεν έχουν αναπτύξει χρόνια λοίμωξη 

από H. pylori [25]. 

 

1.2.2. Χρόνια γαστρίτιδα 

 

Όταν η λοίμωξη έχει εγκατασταθεί, παρατηρείται μια στενή συσχέτιση μεταξύ του 

επιπέδου της έκκρισης γαστρικών οξέων και της κατανομής της γαστρίτιδας (Εικόνα 4). Αυτή η 

συσχέτιση είναι αποτέλεσμα του λόγου, της αρνητικής επιδράσεως του οξέος στην βακτηριακή 
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ανάπτυξη εναντίον, της αρνητικής επίδρασης της βακτηριακής ανάπτυξης και της συναφούς 

φλεγμονής του βλεννογόνου, στην έκκριση και τη ρύθμιση του γαστρικού οξέος [25]. Η 

αλληλεπίδραση αυτή είναι ζωτικής σημασίας για τον προσδιορισμό της έκβασης της χρόνιας 

λοίμωξης από Η. pylori.  

Σε άτομα με φυσιολογική έκκριση οξέος το Η. pylori αποικίζει κυρίως το γαστρικό άντρο, 

όπου λίγα οξύ-εκκριτικά αδένια είναι παρόντα. Αυτό το μοτίβο αποικισμού συνδέεται με μία 

χαμηλής δραστηριότητας κυρίαρχη γαστρίτιδα του άντρου. Ιστολογική αξιολόγηση των 

γαστρικών βιοψιών σώματος στις περιπτώσεις αυτές, αποκαλύπτει περιορισμένη χρόνια ανενεργή 

φλεγμονή και χαμηλούς αριθμούς επιφανειακών βακτηρίων [36]. Αντίθετα, άτομα στα οποία η 

έκκριση του οξέος είναι μειωμένη, έχουν μια ομοιόμορφη κατανομή των βακτηρίων σε άντρο και 

σώμα, όμως τα βακτήρια στο σώμα βρίσκονται σε στενότερη επαφή με το βλεννογόνο οδηγώντας 

σε μια κυρίαρχη γαστρίτιδα σώματος [37]. Η μειωμένη έκκριση οξέος μπορεί να οφείλεται σε 

απώλεια των οξύ-εκκριτικών αδενίων, ως αποτέλεσμα της ατροφικής γαστρίτιδας, αλλά μπορεί 

επίσης να προκύψει και όταν η οξύ-εκκριτική ικανότητα είναι άθικτη, αν η κυτταρική λειτουργία 

των οξύ-εκκριτικών αδενίων ανασταλεί από βαγοτομή ή από οξύ-κατασταλτικά φάρμακα, ιδίως 

αναστολείς της αντλίας πρωτονίων (PPIs) [37]. Η προκύπτουσα ενεργός χρόνια φλεγμονή του 

Κατανομή της 
Γαστρίτιδας 

Γαστρική 
ιστολογία 

Δωδεκαδακτυλική 
ιστολογία 

Έκκριση 
οξέων 

Κλινική εικόνα 

Πανγαστρίτιδα 

 Χρόνια 
γαστρίτιδα 

 Ατροφία 
 Εντερική 
μεταπλασία 

 Φυσιολογική  Μειωμένη 
 Έλκος στομάχου 
 Γαστρικός 
καρκίνος 

Κυρίαρχη 
γαστρίτιδα 
άντρου 

 Χρόνια 
φλεγμονή 

 Πολυμορφική 
ενεργότητα 

 Γαστρική 
μεταπλασία 

 Χρόνια ενεργή 
γαστρίτιδα 

 Αυξημένη  Δωδεκαδακτυλικό 
έλκος 

Εικόνα 4: Συσχέτιση της φλεγμονής με την ιστοπαθολογία, την έκκριση οξέος και την κλινική εκτίμηση. 
(Επεξεργασμένο σχήμα [25]) 
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βλεννογόνου του σώματος περαιτέρω επαυξάνει την υποχλωρυδρία, καθώς τοπικοί φλεγμονώδεις 

παράγοντες, όπως οι κυτοκίνες (συμπεριλαμβανομένης της ιντερλευκίνης-1β [IL-1β]), έχουν 

ισχυρή κατασταλτική επίδραση επί της λειτουργίας των οξύ-εκκριτικών αδενίων [25]. Η αδυναμία 

παραγωγής γαστρικών οξέων κατά την χρόνια φλεγμονή του βλεννογόνου σώματος υπό λοίμωξη 

από Η. pylori καταδεικνύεται από σειρά παρατηρήσεων. Πρώτον, η γαστρίτιδα σώματος από 

λοίμωξη με Η. pylori συνδέεται συχνά με υποχλωρυδρία με αποτέλεσμα η θεραπεία εκρίζωσης σε 

αυτά τα άτομα να οδηγεί σε αυξημένη έκκριση οξέος [38,39]. Δεύτερον, η γαστρίτιδα σώματος με 

Η. pylori αυξάνει τα οξύ-κατασταλτικά αποτελέσματα των PPIs [40]. Ως αποτέλεσμα οι Η. pylori 

θετικοί ασθενείς με νόσο γαστροοισοφαγικής παλινδρόμησης, ανταποκρίνονται κάπως ταχύτερα 

στη θεραπεία με ΡΡΙs, τόσο όσο αφορά την υποχώρηση των συμπτωμάτων, όσο και με την 

επούλωση της οισοφαγίτιδας [41]. Μια τρίτη παρατήρηση για την υποστήριξη των οξέων-

κατασταλτικών, αποτέλεσμα της ενεργούς γαστρίτιδας σώματος, προέρχεται από την σημαντικά 

πιο πρόσφατη έρευνα που δείχνει ότι τα άτομα με γονότυπους αυξημένης παραγωγής 

προφλεγμονωδών κυτοκινών, έχουν υψηλότερο κίνδυνο ανάπτυξης κυρίαρχης γαστρίτιδας 

σώματος, προδιαθέτοντάς τους σε ατροφική γαστρίτιδα, εντερική μεταπλασία και γαστρικό 

καρκίνο [42].  

Σε άτομα με υψηλή παραγωγή οξέος λόγω ελαττωματικού ανασταλτικού ελέγχου της 

έκκρισης του, τα βακτήρια κυρίως κατανέμονται στο άντρο του στομάχου οδηγώντας σε μια 

κυρίαρχη γαστρίτιδα του άντρου με ταυτόχρονη διάσωση των οξύ-εκκριτικών αδενίων του 

βλεννογόνου του σώματος. Συνολικά τα άτομα αυτά χαρακτηρίζονται από υψηλής βαρύτητας 

φλεγμονή, υψηλή παραγωγή γαστρίνης, σχετικά υγιή βλεννογόνο του σώματος και πολύ υψηλή 

έκκριση οξέος. Ο συνδυασμός των παθοφυσιολογικών αυτών εκδηλώσεων οδηγεί συνήθως στην 

ανάπτυξη δωδεκαδακτυλικού ή πυλωρικού έλκους [36]. 

 

1.2.3. Πεπτικό έλκος 

 

Τα γαστρικά ή δωδεκαδακτυλικά έλκη (που συνήθως αναφέρονται ως πεπτικά έλκη) 

ορίζονται ως ασυνέχειες του βλεννογόνου με διάμετρο τουλάχιστον 0,5 cm οι οποίες διεισδύουν 

μέσα στο μυϊκό βλεννογόνο. Η εξέλιξη ενός έλκους υπό την παρουσία λοίμωξης από Η. pylori 

επηρεάζεται από μία ποικιλία παραγόντων του ξενιστή και του βακτηρίου. Έλκη εμφανίζονται 

κυρίως σε θέσεις όπου η φλεγμονή του βλεννογόνου είναι πιο σοβαρή [43] (Εικόνα 5). Γαστρικά 

έλκη εμφανίζονται στα άτομα με χαμηλή παραγωγή οξέος κυρίως κατά μήκος της μικρότερης 
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καμπυλότητας του στομάχου, συγκεκριμένα κατά τη μετάβαση από το βλεννογόνο του σώματος 

προς τον βλεννογόνο του άντρου [43]. Σε άτομα με φυσιολογική ή υψηλή παραγωγή οξέος, 

παρατηρούνται δωδεκαδακτυλικά ή πυλωρικά έλκη, με πιο συνηθισμένα αυτά του βολβού του 

δωδεκαδακτύλου, ο οποίος είναι η περισσότερο εκτεθειμένη στο γαστρικό οξύ ανατομική 

περιοχή.  

Οι παθήσεις του γαστρικού και δωδεκαδακτυλικού έλκους είναι στενά συνδεδεμένες με την 

λοίμωξη με Η. pylori. Στις αρχικές μελέτες κατά την πρώτη δεκαετία μετά την ανακάλυψη του Η. 

pylori, περίπου το 95% του δωδεκαδακτυλικού έλκους και το 85% των γαστρικών ελκών 

συσχετίζονται με τη παρουσία λοίμωξης από Η. pylori [27]. Αρκετές μελέτες κοόρτης (cohort) 

έχουν αναδείξει ότι ο κίνδυνος για την ανάπτυξη έλκους, σε Η. pylori φορείς, στη διάρκεια της 

ζωής τους να είναι 3 έως 10 φορές υψηλότερος [44] και ακόμα ότι το 10 έως 15% των Η. pylori 

θετικών φορέων θα αναπτύξουν πεπτικό έλκος [45]. Αυτά τα δεδομένα προήλθαν από μελέτες σε 

αναπτυγμένες περιοχές του κόσμου και είναι άγνωστο αν φορείς H. pylori στις αναπτυσσόμενες 

χώρες παρουσιάζουν παρόμοιους κινδύνους. Η χρήση σχημάτων εκρίζωσης του Η. pylori 

ολοκλήρωσε την απόδειξη για την ύπαρξη αιτιολογικής σχέσης μεταξύ της λοίμωξης Η. pylori και 

της ανάπτυξης πεπτικού έλκους, δείχνοντας ότι η εκρίζωση του βακτηρίου μείωσε σημαντικά τον 

κίνδυνο επανεμφάνισης του [46]. Στο παρελθόν προ της ανακάλυψης των αντιβιοτικών, η ασθένεια 

αυτή ήταν μια χρόνια, υποτροπιάζουσα διαταραχή με υψηλή νοσηρότητα, όπου συχνά απαιτείτο 

οξύ-κατασταλτική θεραπεία συντήρησης ή χειρουργική επέμβαση. Περίπου το 50% των ασθενών 

με λοίμωξη Η. pylori και πεπτικό έλκος, που δεν εκρίζωσαν την λοίμωξη παρά την χορήγηση της 

θεραπείας, υπέστη υποτροπή του έλκους εντός ενός έτους [46,47]. Η εκρίζωση αλλάζει δραματικά 

τη φυσική πορεία της νόσου και σχεδόν προλαμβάνει εντελώς την υποτροπή του έλκους [46-49]. 

Υποτροπές του έλκους μετά από θεραπεία εκρίζωσης μπορεί να οφείλονται είτε σε επίμονη 

λοίμωξη, σε επαναλοίμωξη, σε χρήση μη στεροειδών αντιφλεγμονωδών φαρμάκων και σε 

ιδιοπαθή αιτιολογία. 

 

1.2.4. Μη ελκωτική δυσπεψία 

 

Η μη ελκωτική δυσπεψία, ορίζεται ως η παρουσία συμπτωμάτων και ενοχλήσεων του άνω 

γαστρεντερικού, χωρίς καμία αναγνωρίσιμη δομική ανωμαλία κατά τη διάρκεια του διαγνωστικού 

ελέγχου, συμπεριλαμβανομένων ιδιαίτερα της ενδοσκόπησης του ανώτερου γαστρεντερικού. 

Αδιερεύνητη δυσπεψία, ορίζεται ως η παρουσία των συμπτωμάτων δυσπεψίας για την οποία καμία 
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περαιτέρω διαγνωστική αξιολόγηση δεν έχει πραγματοποιηθεί [25]. Τα δυσπεπτικά συμπτώματα 

μπορεί να ομοιάζουν είτε με αυτά της γαστροοισοφαγικής παλινδρόμησης έχοντας τον καύσο και 

την παλινδρόμηση ως κυρίαρχα σημεία, είτε με αυτά της υποκινητικότητας του στομάχου με 

εκδηλώσεις πρώιμου κορεσμού και ναυτίας, είτε με αυτά του έλκους με εκδηλώσεις όπως ο πόνος 

και ο εμετός. Όλα τα παραπάνω συμπτώματα είναι πολύ κοινά, συχνά βιώνονται από το 20-40% 

του ενήλικου πληθυσμού σε χώρες της Δύσης [25]. Το 30-60% των ασθενών με λειτουργική 

δυσπεψία έχουν λοίμωξη από Η. pylori, αλλά ο επιπολασμός αυτός δεν είναι πολύ διαφορετικός 

από ότι ο επιπολασμός στον ασυμπτωματικό πληθυσμό [50]. Τέλος φαίνεται ότι η εκρίζωση της 

λοίμωξης σε ασθενείς τόσο με μη ελκωτική δυσπεψία όσο και με αδιερεύνητες δυσπεψίες, 

συσχετίζεται με μείωση του σχετικού κινδύνου επανεμφάνισης συμπτωμάτων σε σύγκριση με την 

ομάδα ελέγχου( 95% CI , 3% έως 12%) [51]. Παρά ταύτα, παραμένει ακόμη ασαφές κατά πόσον 

η εκρίζωση του H. pylori είναι μια οικονομικά αποδοτική στρατηγική για την αντιμετώπιση 

ασθενών με μη ελκωτική δυσπεψία όσο και με αδιερεύνητες δυσπεψίες [52,53]. 

Συνοψίζοντας, το H. pylori παίζει ρόλο στην αιτιολογία των δυσπεπτικών συμπτωμάτων 

[54], έτσι στρατηγικές ανίχνευσης και θεραπείας του H. pylori είναι αποτελεσματικές για μια 

υποομάδα των ασθενών με δυσπεψία. Για τους ασθενείς με αδιερεύνητες δυσπεψίες, οι ίδιες 

στρατηγικές μπορεί να αποτελέσουν κατάλληλη επιλογή, αν και οι εμπειρικές αντί-εκκριτικές 

θεραπείες μπορεί να αποβούν πιο αποτελεσματικές σε πληθυσμούς με χαμηλό επιπολασμό [54]. 

Επίσης, σε ασθενείς με διαπιστωμένη μη-ελκωτική δυσπεψία, η εκρίζωση του Η. pylori είναι μια 

ακόμα επιλογή. Εκτός από την έμφαση στην θεραπεία των συμπτωμάτων, η αποδοτικότητα του 

κόστους είναι επίσης ένα θέμα στην εφαρμογή της θεραπείας σε μεγαλύτερες ομάδες 

ασθενών[25].  

 
1.2.5. Γαστρικός καρκίνος 

 

Δύο ιστολογικά διακριτές μορφές γαστρικού αδενοκαρκινώματος έχουν περιγραφεί, η κάθε 

μία από τις οποίες χαρακτηρίζεται από διαφορετικά επιδημιολογικά και παθοφυσιολογικά 

στοιχεία. Το γαστρικό αδενοκαρκίνωμα διάχυτου τύπου απαντάται συνηθέστερα σε άτομα νεαρής 

ηλικίας, ανεξαρτήτως φύλου και χαρακτηρίζεται από διήθηση νεοπλασματικών κυττάρων που δεν 

συσχετίζονται με εντερική μεταπλασία και δημιουργία αδενίων. Αντίθετα, το γαστρικό 

αδενοκαρκίνωμα εντερικού τύπου συχνά εκδηλώνεται σε ασθενείς μεγαλύτερης ηλικίας, κυρίως σε 

άνδρες και εξελίσσεται προοδευτικά μέσω διακριτών ιστολογικών σταδίων από επιφανειακή 

χρόνια γαστρίτιδα του σώματος με εμφάνιση ατροφίας και εντερικής μεταπλασίας, σε δυσπλασία 
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και αδενοκαρκίνωμα [55,56]. Η ανάπτυξη ατροφίας φαίνεται να αποτελεί κομβικό σημείο στην 

πορεία για την ανάπτυξη εντερικού τύπου γαστρικού αδενοκαρκινώματος, καθώς νεότερα 

δεδομένα επισημαίνουν ότι η ατροφία μάλλον και όχι η εντερική μεταπλασία είναι πλέον 

στενότερα συνδεδεμένη με αυτή τη μορφή γαστρικού καρκίνου [57]. 

Χρόνια φλεγμονή από H. pylori μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια της φυσιολογικής 

αρχιτεκτονικής του γαστρικού βλεννογόνου, με την καταστροφή των γαστρικών αδένων και την 

αντικατάσταση αυτών από ινώδη και εντερικού τύπου επιθήλιο (Εικόνα 5). Αυτή η διαδικασία της 

ατροφίας και της εντερικής μεταπλασίας συμβαίνει σε περίπου το ήμισυ του μολυσμένου 

πληθυσμού, πρώτα σε εκείνους τους ασθενείς και σε εκείνες τις ανατομικές θέσεις του γαστρικού 

βλεννογόνου, όπου η φλεγμονή είναι πιο σοβαρή [58]. Ο κίνδυνος για ατροφία εξαρτάται από την 

κατανομή της χρόνιας ενεργού φλεγμονής. Ως εκ τούτου, τα άτομα με μειωμένη παραγωγή οξέος 

δείχνουν μια ταχύτερη εξέλιξη προς ατροφία [59] (Εικόνα 5). Σε περιοχές με απώλεια αδενίων 

και εντερική μετάπλαση διευρυνόμενη με το χρόνο σε πολυεστιακή, ο κίνδυνος για καρκίνο του 

στομάχου αυξάνεται μέχρι 90 φορές, ανάλογα με την έκταση και τη σοβαρότητα της ατροφίας 

[60]. Αποδείξεις ότι η λοίμωξη με H. pylori αυξάνει τον κίνδυνο της ανάπτυξης γαστρικού 

καρκίνου, μέσω της αλληλουχίας της ατροφίας και της εντερικής μεταπλασίας, προέρχονται από 

μια σειρά μελετών, όπου έχει αποδειχθεί ότι οι ασθενείς με Η. pylori λοίμωξη αναπτύσσουν αυτές 

τις αλλοιώσεις πιο συχνά από ότι οι μη μολυσμένοι [61]. Περαιτέρω υποστήριξη παρέχεται από 

στοιχεία που υποδεικνύουν γεωγραφική συσχέτιση μεταξύ του υψηλού ποσοστού του 

επιπολασμού του H. pylori και αυξημένων περιστατικών καρκίνου του στομάχου [62,63]. Με βάση 

τα παραπάνω στοιχεία, εκτιμήθηκε ότι η λοίμωξη από Η. pylori αυξάνει τον κίνδυνο εκδήλωσης 

καρκίνου του στομάχου περίπου δέκα φορές, έχοντας σαν αποτέλεσμα το Η. pylori να καταταγεί 

σαν καρκινογόνο κατηγορίας Ι από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας [64]. Επιπλέον, μελέτες με 

ομάδες ελέγχου (case-control) που εξέτασαν ενδελεχώς την πιθανότητα προγενέστερης μόλυνσης 

με Η. pylori σε ασθενείς με γαστρικό καρκίνο ανάφεραν ακόμη υψηλότερα ποσοστά πιθανοτήτων 

(odds ratios) έως 68, για την ανάπτυξη γαστρικού καρκίνου παρουσία λοίμωξης από Η. pylori 

[65].  

 Τα παραπάνω ενισχύονται από δεδομένα σε ζωικά μοντέλα, κυρίως βάσει του ζωικού 

μοντέλου λοίμωξης σε γερβίλους Μογγολίας (Mongolian gerbils), όπου παρατηρούνται 

φαινόμενα ατροφίας και γαστρικού καρκίνου [66-68]. Ο κίνδυνος ανάπτυξης της ατροφίας και 

καρκίνου παρουσία του Η. pylori και πάλι σχετίζεται με παράγοντες του ξενιστή και του 

βακτηρίου, οι οποίοι επηρεάζουν την σοβαρότητα της χρόνιας φλεγμονώδους απόκρισης. Ο 
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κίνδυνος αυξάνεται σε πειραματόζωα που μολύνθηκαν με CagA2-θετικά στελέχη [69,70], αλλά 

επίσης και σε πειραματόζωα με γενετική προδιάθεση υψηλότερης παραγωγής ιντερλευκίνης-1 (IL-

1) ως απόκριση προς τον αποικισμό [42].  

Ο κίνδυνος ανάπτυξης γαστρικού καρκίνου κατά την διάρκεια της ζωής μεταξύ των ατόμων 

με λοίμωξη εκτιμάται περίπου 1 έως 2% στις Δυτικές χώρες [27]. Στον ανεπτυγμένο κόσμο, το 

60% έως το 80% των γαστρικών καρκίνων σχετίζονται με την χρόνια λοίμωξη από Η. pylori. 

Ενδιαφέρον είναι ότι η συχνότητα εμφάνισης γαστρικού καρκίνου έχει μειωθεί σημαντικά κατά τις 

τελευταίες δεκαετίες στις αναπτυγμένες χώρες. Η μείωση αυτή είναι παράλληλη με την εν λόγω 

                                                 
2 Cytotoxin-associated gene A 

Εικόνα 5: Παρουσιάζεται σχηματικά η μέχρι σήμερα ευρέως αποδεκτή θεωρία σταδιακής πρόκλησης γαστρικού 
καρκίνου οφειλόμενου στην χρόνια φλεγμονή από H. pylori, ευρύτερα γνωστό και ως πρότυπο Correa. 
Παρουσιάζονται επίσης οι βασικοί παράγοντες (περιβάλλον, ξενιστής, βακτήριο) που φαίνεται να παίζουν ρόλο στην 
έκβαση της λοίμωξης. (Επεξεργασμένο σχήμα [72] ) 
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μείωση του επιπολασμού του H. pylori, ωστόσο αποτελεί μια αργή διαδικασία για δεκαετίες και 

γενιές και έτσι δεν επηρεάζει ένα συγκεκριμένο άτομο το οποίο είναι Η. pylori θετικό. Επιπλέον, 

παρά τη μείωση της συχνότητας εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου στις δυτικές χώρες, ο 

καρκίνος του στομάχου είναι η τέταρτη πιο κοινή μορφή καρκίνου στον κόσμο, καθώς η 

συχνότητα εμφάνισης της νόσου παραμένει πολύ υψηλή σε μεγάλες περιοχές του κόσμου, κυρίως 

στις περιοχές της Ανατολικής Ασίας και Νότιας Αμερικής [71-73]. Ως αποτέλεσμα της επίμονα 

υψηλής συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου σε αυτές τις χώρες και λόγω την αύξησης 

των πληθυσμών τους αναμένεται ότι ο σημερινός αριθμός των 850.000 περιστατικών καρκίνου 

του στομάχου που διαγιγνώσκονται κάθε χρόνο να αυξηθεί περαιτέρω τα επόμενα 20 χρόνια.  

Για αυτούς τους λόγους, μεγάλο μέρος της έρευνας επικεντρώνεται τώρα στο προληπτικό 

αποτέλεσμα της εκρίζωσης στον καρκίνο, εστιάζοντας τόσο στο γενικό πληθυσμό όσο και σε 

ασθενείς με προκαρκινικές καταστάσεις, ιδιαίτερα αυτές της ατροφίας και της εντερικής 

μετάπλασης. Ξεκινώντας με το τελευταίο, αρκετές ελεγχόμενες με εικονικό φάρμακο 

τυχαιοποιημένες μελέτες έχουν τώρα καταδείξει ότι η εκρίζωση μπορεί να σταματήσει την 

πρόοδο αυτών των αλλοιώσεων και ότι ακόμη και σε κάποιο βαθμό επάγουν μια υποχώρηση της 

ατροφίας [75-79]. Ωστόσο το αποτέλεσμα αυτών των παρεμβάσεων στην  πρόληψη του 

γαστρικού καρκίνου είναι λιγότερο προφανής. Σε αρκετές μελέτες, εκρίζωση H. pylori στα πρώτα 

στάδια της παρακολούθησης δεν είχε καμία σημαντική επίδραση στην εμφάνιση του καρκίνου 

του στομάχου [76,78,80]. Σε όλες αυτές τις μελέτες, δεν υπήρχε σημαντική διαφορά μεταξύ των 

ομάδων εκρίζωσης και ελέγχου σε σχέση με την συχνότητα εμφάνισης γαστρικού καρκίνου στα 

πρώτα 4 έως 12 έτη μετά τη θεραπεία. Ωστόσο η εντυπωσιακή παρατήρηση σε όλες αυτές τις 

μελέτες ήταν ότι η εκδήλωση γαστρικού καρκίνου μετά τη θεραπεία εκρίζωσης ήταν ιδιαίτερα 

περιορισμένη σε εκείνα τα άτομα που είχαν ήδη ατροφική γαστρίτιδα και εντερική μετάπλαση. 

Αυτό υποδεικνύει ότι το μείζων καρκίνο-προληπτικό αποτέλεσμα της εκρίζωσης του Η. pylori 

προκύπτει σε άτομα με απουσία προκαρκινικών αλλοιώσεων, εμφάνιση των οποίων αποτελεί 

«σημείο μη επιστροφής». Εάν τα αποτελέσματα επιβεβαιωθούν και από άλλες μελέτες, αυτό 

σημαίνει ότι η παρατηρούμενη υποχώρηση της βαρύτητας της ατροφίας δεν έχει καμία άμεση 

σχέση με τον κίνδυνο εκδήλωσης του καρκίνου. Στον αντίποδα μόνο μια μελέτη διέφερε, 

καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι εκρίζωση του Η. pylori, σε ασθενείς με γαστρικό έλκος, έχει 

σαν αποτέλεσμα την σημαντική μείωση του κίνδυνου ανάπτυξης γαστρικού καρκίνου [81]. 

Περαιτέρω μελέτες θα αναδείξουν ενδεχομένως το προστατευτικό αποτέλεσμα της θεραπείας 

εκρίζωσης του Η. pylori στην ανάπτυξη του γαστρικού καρκίνου και θα βοηθήσουν στον 
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ακριβέστερο προσδιορισμό του «σημείου μη επιστροφής» όσον αφορά την ανάπτυξη 

προνεοπλασματικής φύσεως αλλοιώσεων όπως η ατροφία και η εντερική μεταπλασία.  

 

1.2.6. Λέμφωμα MALT 

 

Ο γαστρικός βλεννογόνος δεν περιέχει λεμφικό ιστό, αλλά ειδικός λεμφικός ιστός των 

βλεννογόνων (MALT3) εμφανίζεται ως απάντηση στον αποικισμό με το H. pylori. Σε σπάνιες 

περιπτώσεις, ένας μονοκλωνικός πληθυσμός Β λεμφοκυττάρων μπορεί να προκύψει από αυτόν τον 

ιστό και αργά πολλαπλασιαζόμενος να σχηματίσει ένα λέμφωμα MALT. Τα ιστολογικά κριτήρια 

για τη διάγνωση του λεμφώματος MALT και την διαφοροποίηση του από τις πολυκλωνικές 

δραστικές διηθήσεις παραμένουν αμφιλεγόμενα. Η διάγνωση βασίζεται στην ιστολογική 

παρατήρηση κατά τη διάρκεια ελέγχου ρουτίνας και δέον όπως γίνεται σε συνάρτηση με την 

επίδειξη κλωνικότητας με ανοσοϊστοχημεία ή μέσω μοριακών τεχνικών, όπως η PCR4. Σχεδόν 

όλοι οι ασθενείς με λέμφωμα MALT είναι Η. pylori θετικοί [82] και οι Η. pylori θετικοί ασθενείς 

παρουσιάζουν ένα σημαντικά αυξημένο κίνδυνο για την ανάπτυξη γαστρικού MALT λεμφώματος 

[83]. Λόγω των διαγνωστικών διαφωνιών και τη σχετική σπανιότητα αυτής της διαταραχής, η 

ακριβής συχνότητα σε άτομα θετικά για H. pylori είναι άγνωστη, αλλά MALT λεμφώματα 

εμφανίζονται σε λιγότερο από το 1% των H. pylori θετικών ατόμων [84]. Οι τυχαιοποιημένες 

μελέτες για την επίδραση της εκρίζωσης του Η. pylori σε ασθενείς με MALT λέμφωμα είναι ως εκ 

τούτου ανέφικτες. Όμως, σειρά μελετών καταδεικνύουν ότι η εκρίζωση μπορεί να οδηγήσει σε 

πλήρη ύφεση σε ασθενείς με MALT λέμφωμα το οποίο περιορίζεται στο στομάχι [85-89]. 

Συνολικά, περίπου το 60 με 80% των ασθενών αυτών φθάνουν σε πλήρη ύφεση μετά την 

εκρίζωση, περίπου το 10% συνεχίζουν να έχουν σημάδια της ελάχιστης υπολειμματικής νόσου, 

και το υπόλοιπο δεν δείχνουν απόκριση ή εξέλιξη της νόσου. Η διακύμανση στην απόκριση 

μεταξύ διαφορετικών σειρών μπορεί εν μέρει να οφείλεται σε διαφορετικά κριτήρια για τη 

διάγνωση του MALT λεμφώματος, ενδεχομένως συμπεριλαμβάνονται μερικοί ασθενείς με 

καλοήθη λεμφοειδή συσσωματώματα. Το  10-35% των ασθενών που φθάνουν αρχικά σε πλήρη 

ύφεση μετά την εκρίζωση του H. pylori παρουσιάζουν υποτροπή της νόσου κατά τη διάρκεια της 

περαιτέρω παρακολούθησης. Για το λόγο αυτό, η μακροχρόνια παρακολούθηση των ασθενών με 

MALT λέμφωμα είναι υποχρεωτική [90]. Ένα σημαντικός προγνωστικός παράγοντας για την 

εξέλιξη της νόσου φαίνεται να είναι η παρουσία της χρωμοσωμικής μετατόπισης t(11;18) 

                                                 
3 Mucosa Associated Lymphoid Tissue 
4 Polymerase Chain Reaction 
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(q21;q21). Αυτή η μετατόπιση σχετίζεται με τη γονιδιακή σύντηξη API2-MALT1, με το πρώτο 

γονίδιο να συμμετέχει στη ρύθμιση της απόπτωσης και το δεύτερο να προσομοιάζει με μια 

κασπάση πρωτεΐνη αλλά με ακόμη άγνωστη βιολογική λειτουργία. ένας αριθμός μελετών έχουν 

δείξει ότι MALT λεμφώματα με αυτές τις μετατοπίσεις δεν ανταποκρίνονται καθόλου ή μόνο 

σπάνια στη εκρίζωση [91,92]. 

 

1.2.7. Εξωγαστρικές παθήσεις 

 

Το H. pylori έχει προταθεί ότι ενδεχομένως συμβάλει σε ένα ιδιαίτερα ευρύ φάσμα 

εξωγαστρικών παθήσεων. Αυτές περιλαμβάνουν στους ενήλικες, παθήσεις του αιμοποιητικού 

συστήματος, όπως η σιδηροπενική αναιμία και η ιδιοπαθής θρομβοπενική πορφύρα, αγγειακά 

νοσήματα όπως η ισχαιμική καρδιοπάθεια, το αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο, το πρωτοπαθές 

φαινόμενο Raynaud και η ιδιοπαθής κεφαλαλγία, αυτοάνοσα νοσήματα όπως το σύνδρομο 

Sjogren, η πορφύρα Henoch-Schonlein, η αυτοάνοση θυρεοειδίτιδα, ιδιοπαθείς αρρυθμίες, η 

νόσος του Parkinson, η οπτική ισχαιμική νευροπάθεια και δερματικά νοσήματα όπως ροδόχρους 

ακμή.  Στα παιδιά αντίστοιχα έχουν προταθεί νοσήματα, όπως η αναστολή αναπτύξεως και το 

σύνδρομο αιφνίδιου θανάτου των βρεφών, η αυτοάνοση ασθένεια θυρεοειδούς και η 

θρομβοπενική πορφύρα, αναιμία σιδήρου, το φαινόμενο Raynaud, η σκληροδερμία, ημικρανίες 

και το σύνδρομο Guillain-Barré [93]. Οι υποκείμενοι υποθετικοί μηχανισμοί πρόκλησης των 

ασθενειών περιλαμβάνουν την χρόνια χαμηλού βαθμού ενεργοποίηση του καταρράκτη της πήξης 

του αίματος, την επιτάχυνση της αθηροσκλήρωσης και τον αντιγονικό μιμητισμό μεταξύ Η. pylori 

και υποδοχέων των επιτόπων που οδηγούν σε αυτοάνοσες διαταραχές [94]. Σημαντική 

υποστήριξη για την συμβολή της εκρίζωσης του  Η. pylori στην υποστροφή της νόσου έχει 

επιτευχθεί μόνο για την σιδηροπενική αναιμία, την ανθεκτική σιδηροπενία και την ιδιοπαθή 

θρομβοπενική πορφύρα. Στις μελέτες αυτές αποδείχθηκε ότι σε ασθενείς με λοίμωξη από H. 

pylori η θεραπεία εκρίζωσης είχε σημαντική επίδραση έναντι της ομάδας ελέγχου για τη βελτίωση 

των θρομβοκυττάρων [95-97]. Έτσι ο έλεγχος για Η. pylori και κατόπιν η θεραπεία εκρίζωσης 

πρέπει να εξετάζεται για αυτούς τους ασθενείς. Στις υπόλοιπες παθήσεις που αναφέρονται 

παραπάνω, δεν φαίνεται να υπάρχει μελέτη που να υποστηρίζει εκρίζωση του H. pylori και 

απαιτούνται περαιτέρω επαρκείς, τυχαιοποιημένες μελέτες [98-100]. 
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1.3. ΜΕΘΟΔΟΙ ΔΙΑΓΝΩΣΗΣ ΤΗΣ ΛΟΙΜΩΞΗΣ 

 

Οι μέθοδοι που εφαρμόζονται στην διάγνωση του H. pylori χωρίζονται σε επεμβατικές και 

μη επεμβατικές [101]. Η προγνωστική αξία της κάθε μιας εξαρτάται από την ευαισθησία και την 

ειδικότητα της. Οι μεταβλητές που μπορούν να επηρεάσουν την ερμηνεία μιας δοκιμασίας 

ανίχνευσης του H. pylori είναι ο επιπολασμός της λοίμωξης σε ένα δεδομένο πληθυσμό, τα 

φάρμακα που λαμβάνει ο ασθενής πριν και κατά την διάρκεια της δοκιμασίας και η φύση του υπό 

εξέταση κλινικού προβλήματος [101]. 

 

1.3.1. Επεμβατικές μέθοδοι  

 

Οι επεμβατικές μέθοδοι ήταν οι πρώτες που χρησιμοποιήθηκαν για την διάγνωση του H. 

pylori και κοινό τους μεθοδολογικό γνώρισμα αποτελεί η λήψη δειγμάτων βιοψιών με την χρήση 

ενδοσκοπίου οπτικών ινών. Κατά τη διάρκεια της ενδοσκόπησης αξιολογείται η μορφολογία του 

στομάχου και του δωδεκαδακτύλου. Με την κλασική ενδοσκόπηση δεν είναι δυνατή η άμεση 

ανίχνευση του H. pylori, ενώ πληροφορίες δίνονται από έμμεσα στοιχεία της επισκόπησης του 

βλεννογόνου όπως η παρουσία ερυθρότητας, οιδήματος, ελκών, πολυπόδων. Εντούτοις, 

πρόσφατες τεχνολογικές εξελίξεις στον τομέα των ενδοσκοπίων, όπως η ενδοσκόπηση 

περιορισμένου φάσματος (Narrow Band Imaging) [102], η ενδοκυτταροσκόπηση [103] και η 

συνεστιακή ενδομικροσκοπία [104], μεγεθύνουν πιθανές βλεννογονικές βλάβες κάνοντάς τις 

ορατές από τον ενδοσκόπο, δίνοντας νέες δυνατότητες στη διαγνωστική του μικροβίου.  

Για την αποφυγή της ενδοσκόπησης άλλες λιγότερο επεμβατικές μεθοδολογίες έχουν 

χρησιμοποιηθεί για την πρόσβαση του στομάχου. Μια επιλογή αποτελεί η συλλογή γαστρικού 

υγρού μετά την τοποθέτηση ρινογαστρικού καθετήρα και η επακόλουθη ανάλυση του με 

καλλιέργεια, χρώση, δοκιμασία ουρεάσης και PCR, εντούτοις η αξιοπιστία της εξέτασης του 

γαστρικού υγρού είναι υποδεέστερη των ιστολογικών δειγμάτων. Ακόμα η χρήση νήματος για την 

συλλογή δείγματος από τον γαστρικό βλεννογόνο αποτελεί μια επιλογή πλην όμως, με πενιχρά 

αποτελέσματα [105]. Η πιο αποτελεσματική εναλλακτική μέθοδος έναντι της γαστροσκόπησης 

φαίνεται να είναι η χρήση γαστρικής βούρτσα (oro-gastric brush). Η βούρτσα μετά από την 

κατάποση της από τον ασθενή λαμβάνει δείγμα από το στομάχι μέσω βουρτσίσματος του 

βλεννογόνου και αφαιρείται από τον ασθενή μέσα σε ένα προστατευτικό κέλυφος. Η μέθοδος 

είναι ταχεία και εμφανίζεται να είναι αξιόπιστη για τη διάγνωση της λοίμωξης από Η. pylori [106]. 
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1.3.1.1. Kαλλιέργεια 

 

Τα καταλληλότερα δείγματα για καλλιέργεια H. pylori είναι δείγματα βιοψίας στομάχου 

που λαμβάνονται κατά τη διάρκεια της ενδοσκόπησης. Ο αριθμός των βιοψιών που απαιτούνται 

για την καλλιέργεια είναι αμφιλεγόμενος, εντούτοις συνιστάται η λήψη δύο βιοψιών από το άντρο 

και δύο βιοψιών από το σώμα (πρόσθιο και οπίσθιο τοίχωμα) [107]. Ένα βασικό σημείο 

προσοχής είναι η μεταφορά των δειγμάτων βιοψίας από το ενδοσκοπικό ιατρείο στο εργαστήριο. 

Προβλήματα σε αυτό το στάδιο είναι σίγουρα η αιτία πολλών αποτυχιών καλλιέργειας [108-110]. 

Τα συστατικά των θρεπτικών υλικών περιλαμβάνουν μια αρχική βάση από άγαρ, συμπληρώματα 

ανάπτυξης, και εκλεκτικό μείγμα αντιβιοτικών. Μία σειρά θρεπτικών μέσων που περιέχουν άγαρ 

είναι κατάλληλα για την απομόνωση με καλλιέργεια του Η. pylori, υπό μικροαερόφιλες συνθήκες, 

όπως τα Brain Heart Infusion, Columbia, και Chalgren Wilkins [111]. Όσον αφορά τα 

συμπληρώματα ανάπτυξης είναι αναγκαία η προσθήκη αίματος ή ορού που περιέχουν 

πολυάριθμα θρεπτικά συστατικά (βιταμίνες, ιχνοστοιχεία, κλπ.) τα οποία αυξάνουν την ανάπτυξη 

του Η. pylori. Η χρησιμοποίηση ορού ή αίματος ζώων (π.χ. αίμα αλόγου ή προβάτου) είναι 

δυνατή αλλά η χρήση ανθρώπινου αίματος φαίνεται να προσδίδει ένα επιπλέον πλεονέκτημα 

[112]. Μείγμα αντιβιοτικών το οποίο ανέπτυξαν οι Dent και συν. (βανκομυκίνη 10,0 mg/lt, 

τριμεθοπρίμη 5,0 mg/lt, κεφσουλοντίνη 5,0 mg/lt, αμφοτερικίνη Β 5,0 mg/lt)  χρησιμοποιείται 

για την εκλεκτική καλλιέργεια του Η. pylori [113]. Η βέλτιστη θερμοκρασία καλλιέργειας είναι 

37°C, υπό μικροαερόφιλες συνθήκες (90% N2, 5% CO2, 5% O2) [114]. Για καλλιέργεια από 

βιοψία, οι αποικίες είναι ορατές μετά από 3 ημέρες και είναι στο βέλτιστο σημείο ανάπτυξης μετά 

από 4 ημέρες. Ωστόσο, στην περίπτωση που το βακτηριακό φορτίο είναι χαμηλό στα δείγματα 

μπορεί να είναι απαραίτητη η πάροδος έως και επτά ημερών για την εμφάνιση των αποικιών 

[115]. Η ειδικότητα της καλλιέργειας είναι 100%, ενώ η ευαισθησία μπορεί να φτάσει 95% με 

κυριότερους λόγους αποτυχίας την ανεπάρκεια του βιοπτικού υλικού, τις συνθήκες μεταφοράς των 

δειγμάτων και τέλος την κατανάλωση αντιβιοτικών ή ΡΡΙς δύο εβδομάδες πριν την λήψη των 

βιοψιών [101]. Σημαντικό πλεονέκτημα της καλλιέργειας αποτελεί η δυνατότητα  διεξαγωγής 

αντιβιογράμματος παρέχοντας πληροφορίες για την αντοχή του Η. pylori σε ένα ευρύ φάσμα 

αντιβιοτικών [101]. 

  



Εισαγωγή 
 

~ 19 ~ 
 

1.3.1.2. Ιστολογική διάγνωση 

 

Η παρατήρηση του Η. pylori σε ιστολογικά παρασκευάσματα από βιοψία στομάχου ήταν 

που οδήγησε τους Warren και Marshall στην προσπάθεια καλλιέργειας του [116].  Η ιστολογική 

διάγνωση αποτελεί σήμερα την ποιο διαδεδομένη επεμβατική μέθοδο διάγνωσης της λοίμωξης 

από Η. pylori παρέχοντας επιπρόσθετα πληροφορίες για την γαστρική φλεγμονή. Σύμφωνα με τις 

κατευθυντήριες οδηγίες κατά Sydney ο απαραίτητος αριθμός βιοψιών είναι τέσσερις, δύο 

προερχόμενες από το άντρο και δύο από το σώμα [117,118]. Ακόμα συνιστάται χρήση 

τουλάχιστον δύο χρώσεων, αιματοξυλίνης-εωσίνης για την εκτίμηση των φλεγμονωδών κυττάρων 

και Giemsa ή Genta για την ανίχνευση του βακτηρίου [117,118]. Η τυπική μορφολογία του Η. 

pylori είναι καμπυλωτό ή σπειροειδές με μέγεθος 2,5-4 μm μήκος και 0,5-1 μm πάχος. Η 

παρατήρηση τους γίνεται στο παρασκεύασμα με χρήση μεγάλη μεγέθυνσης, να ευρίσκονται 

προσκολλημένα στην εξωτερική μεμβράνη των κυττάρων του βλεννογόνου, είτε ελεύθερα μέσα 

στην βλέννα, είτε σπανιότερα στον διακυτταρικό χώρο των κυττάρων του βλεννογόνου. Δύο είναι 

τα κύρια μειονεκτήματα της μεθόδου, πρώτον, απαιτείται η λήψη καλής ποιότητας γαστρικών 

βιοψιών προϋπόθεση η οποία δεν είναι δυνατή για πολλές κατηγορίες ασθενών. Δεύτερον, η 

παρατήρηση καθίσταται πολλή δυσχερής όταν το βακτηριακό φορτίο στα δείγματα είναι μικρό 

και τα βακτήρια δεν παρουσιάζουν την τυπική μορφολογία [101]. Επιπλέον, η μέθοδος εξαρτάται 

από τις ικανότητες του ιστοπαθολόγου καθώς και από τον χρόνο που θα αφιερώσει στην 

αξιολόγηση του κάθε παρασκευάσματος, με αποτέλεσμα να υπάρχουν σημαντικές αποκλίσεις 

ακόμα και μεταξύ εξειδικευμένων κέντρων στην διάγνωση της νόσου [119,120]. Οι ιστολογικές 

εκθέσεις κατά Sydney [118] περιέχουν αφενός πληροφορίες για τον βακτηριακό αποικισμό 

δηλαδή, την παρουσία των μικροβίων στο άντρο και στο σώμα ημιποσοτικά, σύμφωνα με 

κλίμακα από το 0 έως το 3. Αφετέρου με χρήση αντίστοιχης κλίμακας, εκτιμούν λεπτομερώς τα 

ιστολογικά χαρακτηριστικά, δηλαδή τη βαρύτητα της φλεγμονής (βαθμός διήθησης στο χόριο 

από μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα), τη δραστηριότητα της φλεγμονής (βαθμός διήθησης 

ουδετεροφίλων πολυμορφοκυττάρων) καθώς και την ύπαρξη ατροφίας (καταστροφή οξυντικών 

επιθηλιακών κυττάρων) και τη εντερική μεταπλασία (αντικατάσταση των οξυντικών επιθηλιακών 

κυττάρων από αντίστοιχα με εντερικό φαινότυπο) [118].  
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1.3.1.3. Ταχεία δοκιμασία ουρεάσης (CLO τεστ) 

 

Η ταχεία δοκιμασία ουρεάσης έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως, επειδή είναι απλή, φθηνή και 

εύκολη στη διεξαγωγή [121,122], μπορεί να διεξαχθεί άμεσα στο ενδοσκοπικό ιατρείο και να 

δώσει ταχέα αποτελέσματα. Το Η. pylori παράγει μεγάλες ποσότητες του ενζύμου της ουρεάσης, 

το οποίο παρουσιάζει την υψηλότερη ειδική δραστικότητα (36±28 μmol/min /mg πρωτεΐνης) 

μεταξύ των διαφορετικών βακτηριακών ουρεασών [123]. Αποτελεί εξελικτική προσαρμογή του 

βακτηρίου στο ιδιαίτερο περιβάλλον του γαστρικού βλεννογόνου όπως αναλυτικά περιγράφεται 

στην §1.8.2.1. Τα υπόλοιπα θετικά σε ουρεάση βακτήρια που υπάρχουν στο γαστρικό βλεννογόνο 

όπως οι στρεπτόκοκκοι και οι σταφυλόκοκκοι, παράγουν μικρότερη ποσότητα της ουρεάσης, η 

οποία δεν οδηγεί στην γρήγορη ανίχνευση (<2 ώρες), καθιστώντας τη μέθοδο ειδική για το H. 

pylori [101].  

Όταν ένα δείγμα βιοψίας που περιέχει H. pylori εισάγεται σε ένα μέσο πλούσιο σε ουρία 

αυτή διασπάται από την ουρεάση σε διοξείδιο του άνθρακα και αμμωνία. Το ιόν αμμωνίου 

αυξάνει το pΗ του διαλύματος, έτσι παρουσία ενός χημικού δείκτη, π.χ., ερυθρό της φαινόλης, 

παρατηρείται αλλαγή του χρώματος του, στην προκειμένη περίπτωση από κίτρινο σε κόκκινο ή 

ιώδες. Για να βελτιωθεί η ευαισθησία της μεθόδου είναι δυνατόν να μειωθεί ο συνολικός όγκος 

του ρυθμιστικού διαλύματος [124], να αυξηθεί η συγκέντρωση της ουρίας από 2 έως 10% [125] 

και η θερμοκρασία επώασης (37°C) [126,127], ενώ το μέγεθος της βιοψίας δεν επηρεάζει το 

αποτέλεσμα [128,129]. Στο εμπόριο υπάρχουν πολλά τεστ ουρεάσης, που περιλαμβάνουν είτε 

γέλη (CLO test, HpFast), είτε χαρτί (PyloriTek, ProntoDry, HpOne), είτε υγρό (CPtest, 

EndoscHp). Όλες οι εμπορικά διαθέσιμες δοκιμασίες ουρεάσης διαθέτουν ευαισθησία 85-95% 

και ειδικότητα 95-100% [130,131]. 

 

1.3.1.4. Μοριακές δοκιμασίες 

 

Η PCR είναι μια ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος μοριακής διάγνωσης. Η εφαρμογή 

της σε γενετικό υλικό που έχει απομονωθεί από γαστρικές βιοψίες επιτρέπει την ανίχνευση του Η. 

pylori ακόμα και όταν το βακτηριακό φορτίο είναι πολύ χαμηλό [132,133]. Βασικά της 

πλεονεκτήματα αποτελούν η ταχύτητα διεξαγωγής της δοκιμασίας καθώς και η δυνατότητα 

ταυτόχρονης γενετικής ανάλυσης των παραγόντων παθογένειας του βακτηρίου [134,135]. Κρίσιμο 

στοιχείο για την επιτυχή εφαρμογή της μεθόδου αποτελεί η επιλογή του γονιδίου-στόχου το 
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οποίο πρέπει να είναι ειδικό για το Η. pylori, και συντηρημένο σε όλα τα διαφορετικά στελέχη 

[101]. Συνεπώς, είναι αναγκαίο να γνωρίζουμε την αλληλουχία του γονιδίου-στόχου μεγάλου 

αριθμού στελεχών Η. pylori καθώς και πολλών στελεχών άλλων βακτηριακών ειδών [101]. Τα 

γονίδια που αρχικά χρησιμοποιήθηκαν για διαγνωστικούς σκοπούς ήταν τα γονίδια του 

οπερονίου της ουρεάσης ureA [132] και glmM (παλαιότερα γνωστού ως ureC) [133] τα οποία όμως 

απαντώνται και σε άλλα βακτήρια με παρόμοιες αλληλουχίες εγείροντας θέμα ειδικότητας της 

μεθόδου και το γονίδιο του 16S rRNA [136,137] (Πίνακας 2). Εντούτοις, η ειδικότητα και αυτής 

της PCR έχει αμφισβητηθεί διότι η 109 bp πολλαπλασιαζόμενη περιοχή λαμβάνεται με εκκινητές 

οι οποίοι μπορεί να υβριδίζουν και σε δείγματα DNA από ανθρώπινο ιστό [138]. Τέλος άλλα 

γονίδια με άγνωστη λειτουργία, (π.χ., το γονίδιο που κωδικοποιεί μια 26-kDa πρωτεΐνη που 

προσδιορίζεται ως γονίδιο tsaA [139]), ή τυχαίες αλληλουχίες έχουν χρησιμοποιηθεί [140] για 

την ανίχνευση του βακτηρίου. 

Μεταξύ των μειονεκτημάτων της PCR είναι αφενός η πιθανή ύπαρξη αναστολέων της Taq 

πολυμεράσης που μπορεί να μειώσει την ευαισθησία της αντίδρασης [141] και η πιθανή 

επιμόλυνση του δείγματος με εξωγενές DNA Η. pylori, η οποία μεταβάλλει την ειδικότητα της 

μεθόδου, συνήθως λόγω χρήσης μολυσμένων ενδοσκοπίων κατά την λήψη της βιοψίας [142]. 

Βασικό χαρακτηριστικό των μοριακών μεθόδων διάγνωσης αποτελεί η υψηλότερη ευαισθησία σε 

σύγκριση με όλες τις άλλες μεθόδους, με δυνατότητα ανίχνευσης έως ένα αντίγραφό του γονιδίου-

στόχος. Όμως πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει ότι η ευαισθησία της PCR στην διάγνωση του 

Η. pylori δεν υπερβαίνει αυτήν της καλλιέργειας, εφαρμοζόμενη σε ασθενείς που δεν έχουν λάβει 

θεραπεία [143-148]. 

Η PCR πραγματικού-χρόνου (Real-Time PCR) αποτελεί τεχνολογική εξέλιξη της PCR και 

η εφαρμογή της στην διάγνωση του Η. pylori επιτρέπει όχι μόνο την γρήγορη και ακριβή 

ανίχνευση του βακτηρίου αλλά επίσης την ποσοτικοποίηση του βακτηριακού φορτίου [149-152] 

καθώς και την ανίχνευση σημειακών μεταλλάξεων οι οποίες συνδέονται με την αντοχή του 

στελέχους στα αντιβιοτικά [153,154].  

 

1.3.2. Μη επεμβατικές μέθοδοι  

 

Η επεμβατική φύση της γαστροσκόπησης, το υψηλό κόστος, καθώς και η ελάχιστη 

πιθανότητα επιμόλυνσης με HCV5, οδηγεί πολλούς ασθενείς να καταφύγουν σε εναλλακτικές 

                                                 
5 Hepatitis C Virus 
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μεθόδους διάγνωσης της λοίμωξης από H. pylori [101]. Για τους παραπάνω λόγους πολλές μη 

επεμβατικές μέθοδοι που παρακάμπτουν την απαίτηση για γαστροσκόπηση έχουν αναπτυχθεί. Η 

πρώτη μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο ορολογικός έλεγχος αντισωμάτων, αλλά λόγω της 

χαμηλής ειδικότητας της μεθόδου, άλλες διαγνωστικές μέθοδοι έχουν προταθεί όπως το τεστ 

αναπνοής ουρεάσης, η ανίχνευση αντιγόνου στα κόπρανα και πιο πρόσφατα, η ανίχνευση ειδικών 

αντισωμάτων στα ούρα ή το σάλιο[101]. 

 

1.3.2.1. Τεστ αναπνοής ουρεάσης (urea breath test, UBT) 

 

Η διαδικασία εκτέλεσης του τεστ αναπνοής ουρεάσης περιλαμβάνει την κατάποση από τον 

ασθενή διαλύματος σημασμένης ουρίας η οποία διασπάται ταχέως από την ουρεάση του Η. pylori 

σε διοξείδιο του άνθρακα και αμμωνία, εάν το βακτήριο υφίσταται στο στομάχι του ασθενούς. Το 

σημασμένο διοξείδιο του άνθρακα απορροφάται από το αίμα και αποβάλλεται στον εκπνεόμενο 

αέρα όπου και ανιχνεύεται. Εάν ο ασθενής δεν έχει μολυνθεί το μεγαλύτερο μέρος του ισοτόπου 

αποβάλλεται στα ούρα χωρίς τροποποίηση [101]. Για την σήμανση της ουρίας έχουν 

χρησιμοποιηθεί τα ισότοπα 13C [155] και 14C [156] με το πρώτο να πλεονεκτεί, λόγω του ότι 

αποτελεί ένα φυσικό σταθερό ισότοπο χωρίς ραδιενεργούς περιορισμούς, που μπορεί να 

χορηγηθεί σε παιδιά και σε εγκύους. Η ευαισθησία και η ειδικότητα κυμαίνεται από 95%-97%, 

εντούτοις τα αποτελέσματα δεν είναι αξιόπιστα όταν ο ασθενής λαμβάνει ΡΡΙς ή ρανιτιδίνη [157]. 

 

1.3.2.2. Ανίχνευση αντιγόνου στα κόπρανα (H. pylori stool antigen test HpSA) 

 

Η πρώτη μελέτη επιτυχούς ανίχνευσης αντιγόνου H. pylori σε δείγμα κοπράνων έγινε το 

1997 μέσω τις χρήσης ELISA6 στην οποία χρησιμοποιήθηκαν ακινητοποιημένα πολυκλωνικά 

αντισώματα για την ανίχνευση του Η. pylori αντιγόνου. Πολυάριθμες μελέτες που διεξήχθησαν 

στη συνέχεια, επιβεβαίωσαν την αξία του HpSA ως διαγνωστικού εργαλείου με ευαισθησία 94.1% 

και ειδικότητα 94,5%. [158-160]. Πρόσφατα δεδομένα μετανάλυσης αναγνωρίζουν την υπεροχή 

της χρήσης μονοκλωνικού αντισώματος για την ανίχνευση του αντιγόνου σε δείγμα κοπράνων 

[161]. Σύμφωνα με τις Ευρωπαϊκές κατευθυντήριες οδηγίες το μονοκλωνικό τεστ κοπράνων και η 

δοκιμασία αναπνοής της ουρίας είναι οι προτεινόμενες δοκιμασίες ελέγχου της επιτυχούς ή 

ανεπιτυχούς θεραπείας εκρίζωσης του Η. pylori [162].  

                                                 
6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
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1.3.2.3. Ανίχνευση αντισωμάτων έναντι Η. pylori στον ορό 

 

Η λοίμωξη με Η. pylori προκαλεί άμεση ειδική συστημική ανοσολογική απόκριση η οποία 

απηχεί τα αντισώματα που παράγονται στο επίπεδο του γαστρικού βλεννογόνου. Η ανοσολογική 

απόκριση ποικίλει ανάλογα με τον ξενιστή και τα αντιγόνα που εκφράζονται στα στελέχη. Ο 

προσδιορισμός των αντισωμάτων αυτών στο αίμα γίνεται με ορολογικές μεθόδους ELISA  και 

ανοσοστύπωσης  [163,164]. Ωστόσο το 2% των ασθενών αδυνατούν να παρουσιάσουν ορό-

μετατροπή [165]. Το Η. pylori χαρακτηρίζεται από γενετική ποικιλομορφία, με διαφορετικές 

ομάδες στελεχών να εντοπίζονται μεταξύ της Ασίας και της Δύσης [166,167] με αποτέλεσμα τα 

χαρακτηριστικά των αντισωμάτων να εμφανίζονται διαφοροποιημένα μεταξύ διαφορετικών 

πληθυσμών [168]. Μερικοί συγγραφείς έχουν τονίσει την ανάγκη να χρησιμοποιούνται τοπικά 

στελέχη ως η πηγή του αντιγόνου για την καλύτερη απόδοση της δοκιμασίας, το οποίο εκτιμάται 

ότι ισχύει ιδιαίτερα στην Ασία [169,170]. Ωστόσο, άλλοι επιμένουν στη σημασία κοινών 

αντιγόνων μεταξύ των στελεχών [171] και προτείνουν τη συγκέντρωση και χρήση αντιγόνων από 

στελέχη που αντιπροσωπεύουν τις διάφορες ομάδες ανά τον κόσμο [172,173].  

Έχει προταθεί η επικύρωση του ορίου θετικότητας σε τοπική ομάδα στελεχών αναφοράς 

ανά διαφορετικό πληθυσμό [174]. Η ευαισθησία κυμαίνεται από 90% έως 97% και η ειδικότητα 

από 50% έως 96% [175,176]. Πλεονεκτήματα των ορολογικών μεθόδων αποτελεί το γεγονός ότι 

δεν επηρεάζονται από τη λήψη αντιβιοτικών και ΡΡΙς και δεν υπόκεινται σε δειγματοληπτικό 

έλεγχο [162]. Το μεγαλύτερο μειονέκτημα των ορολογικών εξετάσεων είναι ότι δε μπορούν να 

διακρίνουν μεταξύ ενεργού λοίμωξης και προηγούμενης έκθεσης στο Η. pylori. Αντισώματα 

μπορεί να ανιχνευθούν στο αίμα ασθενών που έχουν εκριζώσει το μικρόβιο για μεγάλα χρονικά 

διαστήματα [177]. Μετά από επιτυχή θεραπεία συνήθως ο τίτλος των ειδικών IgG αντισωμάτων 

ελαττώνεται, αλλά η καθυστέρηση με την οποία γίνεται η ελάττωση αυτή, αποτρέπει τη 

γενικευμένη εφαρμογή τους στην παρακολούθηση της ανταπόκρισης μετά από θεραπεία 

εκρίζωσης [177]. 

Ειδικά IgG αντισώματα μπορούν να ανιχνευτούν στα ούρα [178,179] και στο σάλιο 

[180,181] ασθενών με λοίμωξη από  Η. pylori αλλά σε χαμηλές συγκεντρώσεις, μέσω της χρήσης 

διαγνωστικών δοκιμασίων ELISA. Το πλεονέκτημα των δοκιμασιών αυτών είναι η ευκολία λήψης 

των δειγμάτων. Για την ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων σε δείγμα σιέλου η ευαισθησία κυμαίνεται 

στα 65-94% και η ειδικότητα στα 58-95%, ενώ αντίστοιχα σε δείγμα ούρων κυμαίνεται στα 82-

100% και η ειδικότητα στα 68-100% [101]. 
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1.4. ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΗΣ H. pylori ΛΟΙΜΩΞΗΣ 

 

1.4.1. Εκρίζωση H. pylori με την χορήγηση σχημάτων αντιβιοτικών  

 

Διάφοροι συνδυασμοί διάρκειας θεραπείας, δόσεων και φαρμάκων έχουν μελετηθεί, αλλά 

καμία δεν έχει φθάσει με συνέπεια στα επιθυμητά ποσοστά εκρίζωση από 90 έως 95%. Οι αιτίες 

αποτυχίας αφορούν κυρίως την ανεπαρκή τήρηση της θεραπείας, συχνά λόγω των παρενεργειών, 

και την ύπαρξη υψηλής μικροβιακής αντοχής. Η ανάπτυξη αντοχής είναι συχνή σε ασθενείς που 

έχουν υποβληθεί σε προηγούμενη θεραπεία με αντιβιοτικά για οποιοδήποτε νόσημα [182]. 

Μολονότι το Η. pylori είναι ευαίσθητο σε ένα ευρύ φάσμα αντιβιοτικών in vitro, όλα αποτυγχάνουν 

ως μονοθεραπεία in νίνο. Σε μολυσμένους ασθενείς, το πιο αποτελεσματικό μονό φάρμακο είναι η 

κλαριθρομυκίνη, η οποία οδηγεί σε ένα περίπου ποσοστό εκρίζωση του 40%, όταν χορηγείται 

δύο φορές την ημέρα για 10 έως 14 ημέρες [183-185]. Η έλλειψη αποτελεσματικότητας της 

μονοθεραπείας σχετίζεται με το ενδιαίτημα του Η. pylori ένα ιξώδες στρώμα βλέννας με χαμηλό 

pΗ. Η διπλή θεραπεία, συνδυάζοντας δύο ημερήσιες δόσεις PPI, συνήθως με αμοξυκιλλίνη, είναι 

ακόμη σε χρήση σε ορισμένες χώρες, αλλά οι διπλές θεραπείες ως επί το πλείστων έχουν 

αντικατασταθεί από τριπλές θεραπείες ως θεραπευτικό σχήμα πρώτης γραμμής. Αυτές 

συνδυάζουν δύο αντιβιοτικά είτε με ενώσεις του βισμουθίου ή PPI. Μία περαιτέρω εναλλακτική 

λύση παρέχεται από θεραπείες τετραπλού σχήματος, οι οποίες συνδυάζουν ενώσεων βισμουθίου 

και ΡΡΙ με δύο αντιβιοτικά. Ο ακριβής τρόπος δράσης των ενώσεων του βισμούθιου είναι 

άγνωστος, αλλά το Η. pylori είναι ευαίσθητο σε αυτές τις ενώσεις τόσο in vivo όσο και in vitro 

[186,187]. Τετρακυκλίνη, αμοξικιλλίνη, ιμιδαζόλες (κυρίως μετρονιδαζόλη και τινιδαζόλη), και 

μερικά επιλεγμένα μακρολίδια (ιδίως κλαριθρομυκίνη, ενίοτε αζιθρομυκίνη) είναι πιθανόν τα 

φάρμακα τα οποία χρησιμοποιούνται πιο ευρέως για την θεραπεία εκρίζωσης του Η. pylori [188]. 

Πρόσφατα, η χρήση της ριφαμπουτίνης [189] και φουραζολιδόνης [190,191] έχει προταθεί. 

Ωστόσο, καθώς η αποτελεσματικότητά τους είναι περιορισμένη και πολλοί ασθενείς δεν 

ανέχονται την φουραζολιδόνη, η κύρια χρήση αυτών των δύο αντιβιοτικών είναι σε μια δεύτερης 

γραμμής θεραπεία διάσωσης των ασθενών που έχουν στελέχη μετρονιδαζόλης ανθεκτικά [192]. 

Περιστασιακά η χρήση της σιπροφλοξασίνης και συναφών φθοριοκινολόνων [193], και άλλα 

αντιβιοτικά, όπως η ριφαμπίνη και στρεπτομυκίνη [194] έχουν χρησιμοποιηθεί, αλλά αυτά τα 

φάρμακα φαίνεται να μην έχουν κανένα σοβαρό πλεονέκτημα έναντι των προαναφερθέντων.  
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1.4.1.1. Κατευθυντήριες οδηγίες για την θεραπεία της H. pylori λοίμωξης στην Ευρώπη 

 

Η Ευρωπαϊκή Ομάδα Μελέτης του Ελικοβακτηριδίου (EHSG), ιδρύθηκε το 1987 και 

σκοπός της είναι η προώθηση της διεπιστημονικής έρευνας σχετικά με την παθογένεια του 

ελικοβακτηριδίου του πυλωρού. Οργανώνει ετήσιες συναντήσεις, διοργανώνει ομάδες εργασίας 

σχετικά με τα παιδιατρικά ζητήματα και κλινικές μελέτες. Ακόμα συγκαλούνται συναντήσεις 

Συναίνεσης που έχουν σαν αντικείμενο το ποιος θα πρέπει να θεραπευτεί, πώς και πότε θα λάβουν 

την θεραπεία οι ασθενείς με λοίμωξη από H. pylori. Η τέταρτη διάσκεψη συναίνεσης του 

Μάαστριχτ συγκλήθηκε για να ενημερώσει τις κατευθυντήριες γραμμές σχετικά με τη διαχείριση 

της λοίμωξης [162]. Οι κατευθυντήριες γραμμές αυτές αποτελούν το σημείο αναφοράς για την 

επιλογή της κατάλληλης θεραπείας από τους γιατρούς για την θεραπεία του στις χώρες τις 

Ευρώπης. 

Η τέταρτη διάσκεψη συναίνεσης του Μάαστριχτ [162] όσο αναφορά τις κατευθυντήριες 

οδηγίες  για την θεραπεία της λοίμωξης διαπιστώνει την μείωση της αποτελεσματικότητας του 

τριπλού σχήματος θεραπείας, (PPI-κλαριθρομυκίνη και αμοξικιλλίνη ή μετρονιδαζόλη) στο 70% 

σε αρκετές περιοχές της Ευρώπης, ποσοστό χαμηλότερο από το 80% που αποτελεί τον στόχο 

παγκόσμια και πολλή χαμηλότερα από την αποτελεσματικότητα που αναμένεται για μια 

μολυσματική ασθένεια [195].  

Υπάρχουν διάφορες εξηγήσεις για τη μείωση της αποτελεσματικότητας της τριπλής 

θεραπείας: η συμμόρφωση, η υψηλή οξύτητα του στομάχου, το υψηλό βακτηριακό φορτίο, το 

είδος των στελεχών, αλλά η πιο σημαντική είναι η αύξηση της αντοχής του H. pylori στην 

κλαριθρομυκίνη [162]. Η μέση τιμή του ποσοστού ανθεκτικότητας στην κλαριθρομυκίνη στην 

Ευρώπη αυξήθηκε από 9% το 1998 [196] σε 17,6% το 2008-9 [197]. Η αντοχή αυξήθηκε στα 

περισσότερα μέρη της Ευρώπης, έχει πλέον φτάσει σε επίπεδο μεγαλύτερο του 20% στις 

περισσότερες χώρες της Κεντρικής, Δυτικής και Νότιας Ευρώπης, το οποίο αποτελεί υψηλό 

ποσοστό αντοχής. Στις χώρες της Βόρειας Ευρώπης είναι μικρότερο από 10%, το οποίο 

θεωρείται χαμηλό ποσοστό αντοχής [198]. Προκειμένου να ληφθούν υπόψιν τα διαφορετικά 

ποσοστά αντοχής στην κλαριθρομυκίνη ανά χώρα της Ευρώπης ένα κατώτατο όριο αντοχής στο 

15-20% συστήθηκε για τον διαχωρισμό των περιοχών χαμηλής και υψηλής αντοχής [162]. 

Στις περιοχές με χαμηλή αντοχή στην κλαριθρομυκίνη ως πρώτης γραμμής θεραπεία 

συστήνεται η χρήση PPI, κλαριθρομυκίνη και αμοξικιλλίνη ή μετρονιδαζόλη. Εναλλακτικά 

μπορεί να χρησιμοποιηθούν άλατα βισμουθίου [162]. Μετά την αποτυχία της θεραπείας με το 
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πρώτο σχήμα συνιστάται η εμπειρική θεραπεία με αντικατάσταση της κλαριθρομυκίνης  σε ένα 

τριπλό σχήμα το οποίο περιλαμβάνει PPI, λεβοφλοξασίνη και αμοξικιλλίνη ή μετρονιδαζόλη  ή 

ένα τετραπλό σχήμα των φαρμάκων PPI, άλατα βισμουθίου, τετρακυκλίνη και αμοξικιλλίνη ή 

μετρονιδαζόλη [162]. Σε περίπτωση αποτυχίας και του δεύτερου σχήματος δεν συνιστάται η 

εμπειρική θεραπεία αλλά η αξιολόγηση της αντοχής με την διεξαγωγή αντιβιογράμματος [162]. 

Στις περιοχές με υψηλή αντοχή στην κλαριθρομυκίνη κρίνεται κρίσιμη η αποφυγή χρήσης 

της στα σχήματα θεραπείας. Ως πρώτης γραμμή θεραπεία συστήνεται η χρήση PPI, άλατα 

βισμουθίου, τετρακυκλίνη και μετρονιδαζόλη. Σε περιοχές όπου τα άλατα βισμουθίου δεν είναι 

διαθέσιμα μπορούν να αντικατασταθούν από κλαριθρομυκίνη σε διαδοχικής χορήγησης 

στρατηγική θεραπείας, όπου τα αντιβιοτικά δεν χορηγούνται όλα ταυτόχρονα αλλά διαδοχικά 

[162]. Αν και η επιλογή αυτή δεν είναι ιδανική επειδή περιέχει κλαριθρομυκίνη, έχει δειχθεί ότι η 

αντοχή στην κλαριθρομυκίνη θα μπορούσε να ξεπεραστεί σε έναν αριθμό περιπτώσεων με 

ποσοστό επιτυχίας σε κλαριθρομυκίνη-ανθεκτικά στελέχη στο 75% [199]. Τέλος το κλασικό 

τετραπλό σχήμα με κλαριθρομυκίνη αποτελεί ακόμα μια πιθανή επιλογή. Μετά την αποτυχία 

θεραπείας με το πρώτο σχήμα συνιστάται η χορήγηση PPI, λεβοφλοξασίνη και αμοξικιλλίνη ως 

σχήμα δεύτερη γραμμής. Σε περίπτωση αποτυχίας και του δεύτερου σχήματος δεν συνιστάται η 

εμπειρική θεραπεία αλλά η αξιολόγηση της αντοχής με την διεξαγωγή αντιβιογράμματος [162]. 

 

1.4.1.2. Κατευθυντήριες οδηγίες για την θεραπεία της λοίμωξης από H. pylori από το 

American College of Gastroenterology (ACG) & της δεύτερης συνδιάσκεψης συναίνεσης 

της περιοχή της Ασία & του Ειρηνικού Ωκεανού 

 

Η αποστολή της ACG είναι η προώθηση της ιατρικής περίθαλψης και της επιστημονικής 

μελέτης των γαστρεντερικών διαταραχών στην περιοχή της Αμερικής και περισσότεροι από 

12.000 γιατροί από 86 χώρες είναι μέλη της. Σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες της ACG 

στην περιοχή της Βόρειας Αμερικής ως  πρώτης γραμμής θεραπεία προτείνεται η χορήγηση PPI, 

κλαριθρομυκίνη και αμοξικιλλίνη ή μετρονιδαζόλη και εναλλακτικά PPI, άλατα βισμουθίου, 

τετρακυκλίνη και μετρονιδαζόλη. Ακόμα διαδοχική θεραπεία που αποτελείται από PPI και 

αμοξικιλλίνη για 5 ημέρες ακολουθούμενη από PPI, κλαριθρομυκίνη και τινιδαζόλη για επιπλέον 

5 ημέρες μπορεί να παρέχει μια εναλλακτική λύση [200]. Σε ασθενείς με εμμένουσα λοίμωξη από 

H. pylori, κάθε προσπάθεια θα πρέπει να γίνει για να αποφευχθούν τα αντιβιοτικά που έχουν ήδη 

ληφθεί από τον ασθενή. Σαν σχήμα διάσωσης προτείνονται τα: PPI, άλατα βισμουθίου, 
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τετρακυκλίνη και μετρονιδαζόλη και εναλλακτικά PPI, λεβοφλοξασίνη και αμοξικιλλίνη. Λόγω 

του κόστους και της έλλειψης διαθεσιμότητας της καλλιέργειας και του αντιβιογράμματος 

συνήθως δεν εφαρμόζεται εκτός εάν ο ασθενής έχει αποτύχει σε τουλάχιστον δύο θεραπείες 

εκρίζωσης [200]. Ακόμη και σε αυτή την περίπτωση, η χρησιμότητα τέτοιων δοκιμών είναι 

αμφισβητήσιμες, καθώς δεν υπάρχουν στοιχεία που να υποδηλώνουν ότι η επιλογή ενός σχήματος 

διάσωσης βασιζόμενο σε  αντιβιόγραμμα είναι περισσότερο επιτυχημένο [200].  

Η συνδιάσκεψη συναίνεσης στην περιοχή της Ασίας και του Ειρηνικού για την θεραπεία 

της H. pylori λοίμωξης συγκλήθηκε για δύο κύριους λόγους: πρώτον την αλλαγή της 

επιδημιολογίας και των ενδείξεων για τη θεραπεία της λοίμωξης από H. pylori από την τελευταία 

συνδιάσκεψη συναίνεσης και δεύτερον την ανασκόπηση της θεραπεία της λοίμωξης από H. pylori 

στην περιοχή [201]. Η συνδιάσκεψη συναίνεσης πραγματοποιήθηκε στις 14-15 Ιουνίου 2008 στην 

Μπανγκόκ της Ταϊλάνδης και χρηματοδοτήθηκε από την Asia–Pacific Association of 

Gastroenterology (APAGE). Στην Ασία, η συνιστώμενη θεραπεία πρώτης γραμμής για τη 

λοίμωξη από H. pylori είναι η PPI, αμοξυκιλλίνη και κλαριθρομυκίνη [201]. Ως θεραπεία 

διάσωσης για την εκρίζωση του H. pylori προτείνονται μια από τις παρακάτω: μια επιλογή μετά 

την αποτυχία της πρώτης γραμμής θεραπείας είναι μια τριπλή θεραπεία που περιέχει ένα 

αντιβιοτικό που δεν έχει χρησιμοποιηθεί στο πρώτο σχήμα. Στην Ιαπωνία, για παράδειγμα, όπου 

η αντοχή στην μετρονιδαζόλη είναι χαμηλή, σε περίπτωση αποτυχίας της τριπλή θεραπείας με 

PPI, αμοξυκιλλίνη και κλαριθρομυκίνη, η χρήση του σχήματος PPI, αμοξυκιλλίνη και 

μετρονιδαζόλη είναι μια βιώσιμη εναλλακτική λύση. Ακόμα μια επιλογή  αποτελεί το τετραπλό 

σχήμα από PPI, άλατα βισμουθίου, τετρακυκλίνη και μετρονιδαζόλη. Επίσης εναλλακτικά μπορεί 

να χορηγηθεί PPI, λεβοφλοξασίνη και αμοξικιλλίνη και τέλος τριπλή θεραπεία των PPI, 

ριφαμπουτίνη και αμοξικιλλίνη [201]. Ο ρόλος του αντιβιογράμματος δεν αξιολογήθηκε, αλλά 

δηλώνεται ότι θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψιν για την παρακολούθηση των τάσεων της αντοχής 

στα αντιβιοτικά, καθώς και σε επιλεγμένες περιπτώσεις ως οδηγός για μια θεραπεία διάσωσης. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις, όμως, δεν συνίσταται να επηρεάζει την επιλογή της δεύτερης ή 

τρίτης γραμμής θεραπείες [201]. 
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1.5. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ H. pylori  

 

1.5.1. Ταξινόμηση & μορφολογία 

 

Το είδος Helicobacter pylori ανήκει στο γένος Helicobacter, της οικογένειας των 

Helicobacteraceae, της τάξης των Campylobacterales, ομοταξία των ε-πρωτεοβακτηρίων (ε-

Proteobacteria), στη συνομοταξία των πρωτεοβακτηρίων (Proteobacteria), του βασιλείου των 

βακτηρίων (Bacteria), της επικράτειας των ευβακτηρίων (Eubacteria). H οικογένεια των 

Helicobacteraceae περιλαμβάνει επίσης τα γένη Wolinella, Flexispira, Sulfurimonas, Thiomicrospira, και 

Thiovulum. Μέχρι σήμερα, το γένος Helicobacter αποτελείται από περισσότερα από 20 

αναγνωρισμένα είδη, με αρκετά ακόμα να αναμένουν την επίσημη αναγνώριση τους [202]. Τα 

μέλη του γένους Helicobacter είναι όλα μικροαερόφιλοι οργανισμοί οι οποίοι στις περισσότερες 

περιπτώσεις δίνουν θετικές ενζυματικές αντιδράσεις για την παραγωγή καταλάσης, οξειδάσης και 

ουρεάσης. Το γένος Helicobacter μπορεί να διαιρεθεί σε δύο μείζονες καταγωγές (lineages), τα 

γαστρικά είδη Helicobacter και τα εντεροηπατικά (εξωγαστρικά) είδη Helicobacter. Και οι δύο 

ομάδες δείχνουν ένα υψηλό επίπεδο εξειδίκευσης οργάνου, με αποτέλεσμα τα γαστρικά 

Helicobacter σε γενικές γραμμές να μην αποικίζουν το έντερο ή το ήπαρ και το αντίστροφο [203] 

(Πίνακας 1). 

Το Η. pylori είναι ένα κατά gram-αρνητικό βακτήριο σε σχήμα ελικοειδούς βακίλου, με 

μήκος 2 έως 4 μm και πλάτος 0,5 έως 1 μm. Ο μικρο-οργανισμός έχει 2 έως 6 μαστίγια περίπου 

3 μm σε μήκος, συνήθως μονοπολικά εάν και έχουν αναφερθεί και ετεροπολικά στελέχη, με 

ιδιαίτερη δομή στις απολήξεις τους [204]. Τα μαστίγια παρέχουν κινητικότητα και επιτρέπουν 

την ταχεία κίνηση σε ιξώδη διαλύματα, όπως το υπερκείμενο στρώμα βλέννης των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων [204]. Σε αντίθεση με πολλά άλλα παθογόνα του γαστρεντερικού σωλήνα, 

στερείται ινιδίων προσκόλλησης. Κάτω από συνθήκες στρες, όπως η έλλειψη θρεπτικών υλικών 

και η παρουσία αντιβιοτικών, το σχήμα του βακτηρίου μπορεί μεταβληθεί σε κοκκώδες [205]. 

Αυτή η κοκκοειδής μορφή δεν μπορεί να καλλιεργηθεί in vitro και πιστεύεται ότι αντιπροσωπεύει 

νεκρά βακτήρια [205], αν και έχει προταθεί ότι η κοκκοειδής μορφή μπορεί να αποτελεί μια 

βιώσιμη αλλά μη καλλιεργήσιμη μορφή του βακτηρίου [206] η οποία εντούτοις μπορεί να 

συμβάλει στην μετάδοση της λοίμωξης, καθώς εντοπίζεται σε πληθώρα περιβαλλοντικών 

δειγμάτων [207-210].  
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Ένα βασικό χαρακτηριστικό του Η. pylori είναι ότι για την ανάπτυξη του απαιτούνται  

υποχρεωτικά μικροαερόφιλες συνθήκες, με βέλτιστη ανάπτυξη σε επίπεδα O2 από 2 έως 5%, 

πρόσθετη ανάγκη για 5 έως 10% CO2 και υψηλή υγρασία. Δεν υπάρχει καμία ανάγκη για 

υδρογόνο, αν και δεν είναι επιζήμιο για την ανάπτυξη του. Πολλά εργαστήρια χρησιμοποιούν 

πρότυπες μικροαερόβιες συνθήκες που περιλαμβάνουν 85% Ν2, 10% CO2, και 5% Ο2 για την 

καλλιέργεια του και θερμοκρασία ανάπτυξης στους 34 έως 40 °C, με βέλτιστη τους 37 °C. Αν και 

το φυσικό του ενδιαίτημα είναι ο όξινος γαστρικός βλεννογόνος, το H. pylori είναι ουδετερόφιλος 

οργανισμός. Έτσι ενώ ο οργανισμός επιβιώνει μετά από σύντομη έκθεση σε pH4, αναπτύσσεται 

μόνο στο σχετικά στενό εύρος τιμών pH από 5,5 έως 8,0, με βέλτιστη ανάπτυξη σε ουδέτερο pH 

[211,212]. 

 

1.5.2. Γονιδίωμα 

 

Το μέγεθος του γονιδιώματος του H. pylori είναι περίπου 1,7 Μbp με την περιεκτικότητα 

σε G+C να κυμαίνεται από 35 έως 40%. Σύγκριση του γονιδιώματος του στελέχους αναφοράς  

P12 με τα γονιδιώματα άλλων δημοσιευθέντων στελεχών H. pylori  (στελέχη 26695 [213], J99 

Πίνακας 1: Οι βασικές βιολογικές πληροφορίες για το γένος των Helicobacter. (Μεταφρασμένος πίνακας [25]) 

Είδος Πρωτεύοντα 
θηλαστικά- ξενιστής Παθολογία Ζωικά μοντέλα 

Γαστρικά Helicobacter είδη  

H. pylori Άνθρωπος, πρωτεύοντα

Γαστρίτιδα, πεπτικό 
έλκος, γαστρικό 
αδενοκαρκίνωμα, MALT 
λέμφωμα 

Ποντικού, Mongolian 
gerbil,  ινδικού χοιριδίου, 
αξενικό χοιρίδιο 

H. felis Γάτα, σκύλος, ποντικός

Γαστρίτιδα,  ίσως να 
προκαλεί  πεπτικό έλκος  
ή  γαστρικό 
αδενοκαρκίνωμα στα 
ποντίκια 

Ποντικού 

H. mustelae Νυφίτσα 

Γαστρίτιδα,  πεπτικό 
έλκος, γαστρικό 
αδενοκαρκίνωμα, MALT 
λέμφωμα 

Κανένα 

H. acinonychis 
 

Τσιτάχ, τίγρης, άλλα 
μεγάλα αιλουροειδή 
 

Γαστρίτιδα, peptic  
πεπτικό έλκος 

Ποντικού 
 

H. heilmannii 
Άνθρωπος, σκυλί, γάτα, 
πίθηκος,  Τσιτάχ,  
Αρουραίος 

Γαστρίτιδα, δυσπεπτικά 
ενοχλήματα, MALT 
λέμφωμα 

Ποντικού 

Εντερικά Helicobacter είδη  

H. hepaticus 
Ποντικός, άλλοι 
τρωκτικά 
 

υπερπλαστική 
τυφοκολίτιδα, Ηπατίτιδα, 
ηπατοκυτταρικό καρκίνο 

Κανένα 
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[214], HPAG1 [215], Shi470 [216], G27 [217] και B128 [218]) αποκάλυψε την παρουσία 1223 

κοινών γονιδίων σε όλα τα στελέχη. Το μέγεθος του βασικού αυτού γονιδιώματος που 

υπολογίστηκε λαμβάνοντας υπόψιν πέντε πλήρη γονιδιώματα Η. pylori [218], μπορεί ενδεχομένως 

να μειωθεί σε περίπου 1100-1150 γονίδια, αν συμπεριληφθούν στην ανάλυση περισσότερα 

γονιδιώματα [219]. Το παν-γονιδίωμα (pan-genome) Η. pylori, δηλαδή ο συνολικός αριθμός των 

διακριτών γονιδίων σε σύγκριση προς τα ορθόλογα7 γονίδια, επτά πλήρων αλληλουχιών 

γονιδιώματος συμπεριλαμβάνει 2.070 γονίδια. Έτσι, 847 γονίδια απουσιάζουν από τουλάχιστον 

ένα γονιδίωμα και θα μπορούσαν να θεωρηθούν ως γονίδια στελέχους-ειδικά. Δύο μεμονωμένα 

στελέχη μπορεί να διαφέρουν μεταξύ τους μέχρι και 13% σε γονιδιακό επίπεδο. Σε κάθε 

διαφορετικό στέλεχος, ένα κλάσμα της τάξεως 5-12% των αλληλουχιών κωδικοποίησης 

απουσιάζει από τουλάχιστον τέσσερα άλλα γονιδιώματα στελεχών Η. pylori. Τέλος, ένα ποσοστό 

της τάξεως του 2-9% είναι μοναδικό για το κάθε στέλεχος. Ωστόσο, δεδομένου ότι πολλά από τα 

μοναδικά γονίδια δεν έχουν ορθόλογα7 παραπάνω δεν είναι σαφές επί του παρόντος, πόσα από 

αυτά είναι στην πραγματικότητα ψευδογονίδια. Πολλά στελέχη φέρουν ένα ή περισσότερα 

κρυπτικά πλασμίδια, τα οποία κατά κανόνα, δεν φέρουν γονίδια αντοχής σε αντιβιοτικά ή γονίδια 

μολυσματικότητας [220]. Μερικά από αυτά τα πλασμίδια αποτελούν τη βάση των πλασμιδιακών 

φορέων που χρησιμοποιούνται για τη μοριακή τροποποίηση στελεχών H. pylori [221]. Έχει 

αναφερθεί [222,223] η ύπαρξη και πολύ πρόσφατα ο χαρακτηρισμός βακτηριοφάγων που 

προσβάλλουν στελέχη H. pylori. 

Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της γονιδιωματικής οργάνωσης είναι ότι περίπου το 1% 

του γονιδιώματος του Η. pylori κωδικοποιεί μία οικογένεια 32 πρωτεϊνών της εξωτερικής 

μεμβράνης που είναι καλά διατηρημένη μεταξύ των στελεχών [213,224]. Ορισμένα μέλη αυτής 

της οικογένειας,  μπορεί να διαδραματίσει σημαντικό ρόλο στην ευαισθησία του Η. pylori έναντι 

των αντιβιοτικών [225]. Το δεύτερο χαρακτηριστικό είναι ότι το γονιδίωμα Η. pylori περιέχει 

περισσότερα από 20 ορθόλογα γονίδια που συνδέονται με δραστηριότητα περιορισμού και 

τροποποίησης, που έχουν χαρακτηριστεί σε άλλα βακτήρια, συμπεριλαμβανομένων των τύπου Ι, 

II και III συστημάτων περιορισμού [213,214]. Μικρές διαφορές σε αυτά τα συστήματα 

παρατηρούνται μεταξύ των στελεχών [214]. 

Τα στελέχη 26695 και J99 ήταν τα δύο πρώτα στελέχη Η. pylori των οποίων 

αποκρυπτογραφήθηκε το γονιδίωμα. Η σύγκριση τους αποκάλυψε αρκετές περιοχές των οποίων η 

περιεκτικότητα σε G+C ήταν μικρότερη από εκείνη του υπόλοιπου γονιδιώματος του Η. pylori 

                                                 
7 Γονίδια με μεγάλη νουκλεοτιδική ομολογία που εντοπίζονται σε διαφορετικούς οργανισμούς στις βάσεις δεδομένων 
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(35% σε σύγκριση με 39%), υποδηλώνοντας οριζόντια μεταφορά DNA από άλλα είδη [213,226]. 

Η πρώτη σχετική περιοχή είναι το νησίδιο παθογένειας cag (αναλύεται στην §1.8.3.1) και η 

δεύτερη έχει ονομαστεί περιοχή πλαστικότητας δεδομένης της μεταβλητότητας σε περιεχόμενο 

γονιδίων μεταξύ διαφορετικών στελεχών. Σχεδόν το ήμισυ (46-48%) των γονιδίων που είναι 

ειδικά για ένα στέλεχος Η. pylori βρίσκονται στην περιοχή πλαστικότητας [226]. To Ρ12 είναι το 

μόνο μέχρι στιγμής γνωστό στέλεχος που περιέχει δύο πρόσθετες περιοχές πλαστικότητας (ΡΖ1, 

PZ2 και PZ3) [227]. Τόσο η ΡΖ1 όσο και η PZ3 εδράζουν σε περιοχές του γονιδιώματος όπου 

τα συστήματα περιορισμού και τροποποίησης γονιδίων είναι απενεργοποιημένα  και αμφότερα 

κωδικοποιούν πλήρη βακτηριακά συστήματα έκκρισης τύπου IV [227]. Επιπροσθέτως τα γονίδια 

και των δύο περιοχών κωδικοποιούν ομόλογες πρωτεΐνες σύζευξης, ρελαξάσες, και άλλα ένζυμα 

επεξεργασίας DΝΑ όπως: τοποϊσομεράσες, ελικάσες και XerCD- ανασυνδυάσες (recombinases) 

τυροσίνης [227].  

Τέλος είκοσι έξι γονίδια του γονιδιώματος του Η. pylori έχει δειχθεί να περιέχουν 

επαναλήψεις [213,214,228] ομοπολυμερών, δηλαδή μικρά τμήματα αλληλουχίας DNA 

μικρότερα από 9 bp με διαδοχικά επαναλαμβανόμενο το ίδιο νουκλεοτίδιο και δινουκλεοτίδιο. 

Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν πρωτεΐνες της κυτταρικής επιφανείας, ένζυμα που εμπλέκονται στη 

βιοσύνθεση των λιποπολυσακχαριτών και συστήματα περιορισμού και τροποποίησης του DNA. 

Οι επαναλήψεις αυτές ενδεχομένως ρυθμίζουν την μεταγραφή των αντίστοιχων γονιδίων και ως εκ 

τούτου θα μπορούσαν να συμβάλουν στο μηχανισμό ποικιλομορφίας φάσης (phase variation) του 

βακτηρίου που αποτελεί μηχανισμό ρύθμισης της έκφρασης γονιδίων για την αντιμετώπιση του 

ταχέως μεταβαλλόμενου περιβάλλοντος, χωρίς να απαιτείται η μετάλλαξη των γονιδίων  

[213,228-230]. Όπως έχει μελετηθεί σε άλλα βακτηριακά είδη η διακύμανση της έκφρασης των 

πρωτεϊνών της κυτταρικής επιφάνειας του Η. pylori αναμένεται να επηρεάζει την βακτηριακή 

κινητικότητα, τον επιτυχή αποικισμό και την αλληλεπίδραση του παθογόνου με τον ξενιστή [228]. 

 

1.6. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΟΙΚΙΛΟΜΟΡΦΙΑ 

 

Ταυτόχρονα με την ανακάλυψη του Η. pylori, παρατηρήθηκε ότι το παθογόνο αυτό είχε 

εξαιρετική γενετική ετερογένεια και ότι σχεδόν κάθε στέλεχος προερχόμενο από μη 

συνδεδεμένους ξενιστές φαίνεται να έχει ένα μοναδικό γενετικό «δακτυλικό αποτύπωμα» [231-

234]. Επιπλέον κατέστη σαφές ότι ένα άτομο μπορεί να αποικιστεί με περισσότερα του ενός 

στελέχη Η. pylori [235] και ότι το γονιδίωμα του στελέχους δύναται να μεταβάλλεται ως 
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αποτέλεσμα της περιβαλλοντικής πίεσης, κατά τη διάρκεια του χρόνιου αποικισμού [236,237]. Η 

γενετική ετερογένεια του Η. pylori είναι εξαιρετικά εντυπωσιακή στο επίπεδο των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών μια και η ανάλυση της αλληλουχίας μερικών εκατοντάδων ζευγών βάσεων ενός μόνο 

διατηρημένου γονιδίου ή γονιδίου μολυσματικότητας είναι επαρκής, για να αποκτηθεί μια 

μοναδική «υπογραφή» για ένα απομονωμένο Η. pylori, φανερώνοντας μια πρωτοφανή 

ποικιλομορφία αλληλομόρφων [238,239]. Αυτή η ποικιλομορφία κατέστη σαφής μετά την μελέτη 

στελεχών από μέλη της ίδιας οικογένειας σε Δυτικού τύπου κοινωνίες ή στελεχών της κοινότητας  

σε κοινωνίες Ασιατικής ή Αφρικανικής προέλευσης υποδεικνύοντας γενετικό συσχετισμό των 

στελεχών και κλωνική μετάδοση [240,241].  

Η γενετική ποικιλομορφία προκύπτει σε ένα βακτηριακό πληθυσμό με μεταλλάξεις ή με 

ανασυνδυασμό μεταξύ διαφορετικών στελεχών. Λόγω του απλοειδούς γονότυπου και τρόπου 

αντιγραφής, τα βακτήρια είναι εξ ορισμού κλωνικά και η ποικιλομορφία προκύπτει από τη 

διαδοχική απόκτηση των μεταλλάξεων. Ωστόσο ο ανασυνδυασμός που οφείλεται σε φυσικό 

μετασχηματισμό με μεταφορά μέσω σύζευξης, είτε μέσω φάγων, ο οποίος μπορεί να μεταθέτει 

πολυμορφικά νουκλεοτίδια μεταξύ κλώνων διαφορετικής καταγωγής, φαίνεται να επηρεάζει σε 

μεγάλο βαθμό τη δομή των βακτηριακών πληθυσμών [242]. Ο ανασυνδυασμός είναι σε θέση να 

παράγει ένα μεγάλο αριθμό αλληλόμορφων από σχετικά λίγα πολυμορφικά νουκλεοτίδια. Η 

πρώτη απόδειξη του κυρίαρχου αποτελέσματος του ανασυνδυασμού για τη δομή του πληθυσμού 

του Η. pylori προήλθε από δεδομένα ηλεκτροφορήσεως πολυτοπικών ενζύμων (multilocus 

enzyme electrophoresis) [243]. Η γενετική πληθυσμιακή ανάλυση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 

από μικρές συλλογές στελεχών που προέρχονται από την ίδια γεωγραφική περιοχή (δοκιμασία 

Homoplasy [244]) παρέχουν ισχυρές αποδείξεις για τις επιπτώσεις του ανασυνδυασμού 

επιτρέποντας ταυτόχρονα την ποσοτικοποίηση του. Αυτές οι μελέτες έδειξαν ότι η ποικιλομορφία 

των αλληλόμορφων εντός των πληθυσμών Η. pylori δημιουργείται κατά κύριο λόγο από 

ανασυνδυασμό μεταξύ των στελεχών κατά τις μικτές μολύνσεις και ότι στη δομή του πληθυσμού 

είναι σχεδόν ανύπαρκτη η κλωνική δόμηση [239]. Μια μεγάλη μελέτη που συνέκρινε τα ποσοστά 

μετάλλαξης και ανασυνδυασμού μεταξύ των διαφόρων παθογόνων βακτηρίων με βάση  δεδομένα 

από ανάγνωση ακολουθιών επιβεβαίωσε ότι το H. pylori ξεχωρίζει ως το βακτηριακό είδος με το 

υψηλότερο ποσοστό ανασυνδυασμού εντός του πληθυσμού [245]. 

Ο ρυθμός μετάλλαξης του H. pylori είναι σημαντικά υψηλότερος από εκείνο πολλών άλλων 

βακτηρίων. Επί παραδείγματι, σημαντικά υψηλότερα ποσοστά μεταλλάξεων από το μέσο όρο 

που παρατηρείται στην οικογένεια των Enterobacteriaceae, παρατηρήθηκαν σε 26 από 29 στελέχη 
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Η. pylori, στα οποία έγινε προσδιορισμός αντοχής στην ριφαμπικίνη. Επιπλέον δε στα 25% των 

στελεχών παρατηρήθηκαν ρυθμοί μετάλλαξης μεγαλύτεροι ακόμα και από εκείνο το στέλεχος 

αναφοράς που χρησιμοποιείται για την τεχνητή πρόκληση μεταλλάξεων του Escherichia coli [246]. 

Η ανάλυση του γονιδιώματος αποκάλυψε ότι το Η. pylori στερείται πολλών ορθόλογων γονιδίων 

που συμβάλλουν στην επιδιόρθωση του DNA στο Ε. coli, συμπεριλαμβανομένου του πλήρους 

μονοπατιού επιδιόρθωσης αναντίστοιχων βάσεων (mismatch repair pathway) (mutS1/mutL/ 

mutH) και διάφορα ένζυμα που εμπλέκονται στην επιδιόρθωση μέσω της εκτομής βάσεων [247]. 

Η έλλειψη αυτών των ενζύμων θα μπορούσε να εξηγήσει τον συνολικό υψηλότερο ρυθμό 

μετάλλαξης. Εκτός από το συνολικό υψηλό ρυθμό μετάλλαξης, το H. pylori έχει γονίδια [248] που 

περιέχουν ομοπολυμερικές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων ή επαναλήψεις δινουκλεοτιδίων που είναι 

επιρρεπείς σε συχνές αλλαγές μήκους με τη μεσολάβηση μεταλλαξιγένεσης [249]. Αλλαγές στο 

μήκος μπορεί να οδηγήσουν σε αναστρέψιμη απενεργοποίηση γονιδίων που οφείλονται σε 

αλλαγές του πλαισίου μεταγραφής ή στην ρύθμιση της γονιδιακής μεταγραφής, εάν οι 

επαναλήψεις βρίσκονται στις ρυθμιστικές περιοχές του γονιδίου. Το μεγάλο ρεπερτόριο των 

υπερ-μεταβλητών γονιδίων συνεπάγεται ότι κάθε μεγάλος πληθυσμός Η. pylori θα αποτελείται από 

πολλούς διαφορετικούς υποπληθυσμούς, ο καθένας με έναν ειδικό συνδυασμό των ενεργών και 

ανενεργών γονιδίων. Αν και η αδρανοποίηση ορισμένων γονιδίων που περιέχουν αλληλουχίες 

υπερ-ευμεταβλητότητας είναι πιθανόν να επιλεχθούν ξανά in vivo, ένα μεγάλος αριθμός 

αποδεικτικών στοιχείων καταδεικνύει ότι η μεταλλαξιγένεση λόγω εκ παραδρομής αναντιστοιχίας 

βάσεων της μιας αλυσίδας (slipped-strand mispairing mediated mutagenesis) και ανασυνδυασμού 

μεταξύ στελεχών (intrastrain)  πράγματι παράγουν πολύ διαφορετικούς πληθυσμούς του H. pylori 

σε έναν δεδομένο ξενιστή [236,248,250,251]. Συνεπώς ο βακτηριακός πληθυσμός μπορεί να 

προσαρμοστεί γρήγορα στις μεταβαλλόμενες συνθήκες μέσω της εξάπλωσης ενός συγκεκριμένου 

υποπληθυσμού με μεγαλύτερη προσαρμογή. Ο μηχανισμός αυτός θα μπορούσε ακόμη και να 

επιτρέψει στα βακτήρια να ρυθμίζουν τον ρυθμό μετάλλαξης τους, για παράδειγμα το γονίδιο 

mutY (γονίδιο που συμβάλει στην ρύθμιση του ρυθμού μετάλλαξης), περιέχει μια 

επαναλαμβανόμενη αλληλουχία η μεταβολή του μήκους της οποίας θα μπορούσε να οδηγήσει 

στην απενεργοποίηση του γονιδίου [247,251,252].  

Τέλος, το γονιδίωμα του Η. pylori περιέχει πολυάριθμες επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 

διαφορετικών μηκών που επιτρέπουν ενδογονιδιακές απαλείψεις ή αναδιατάξεις. Έχει μελετηθεί η 

κατανομή αυτών των επαναλήψεων και έχει αποδειχθεί ότι η διαγραφή των θραυσμάτων στο 
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ενδιάμεσο των επαναλήψεων, με μήκος έως 100 bp, ήταν ανεξάρτητη από τη δράση της RecA8. 

Σημειωτέων ότι η RecA είναι η κύρια πρωτεΐνη απαραίτητη για την επιδιόρθωση, συντήρηση και 

ανασυνδυασμό του DNA και η συχνότητα διαγραφής αυξάνεται με την αύξηση του μήκους των 

επαναλήψεων [253]. Παραδείγματα γονιδίων που δείχνουν ενδο-γονιδιακές συχνές αναδιατάξεις 

αποτελούν τα cagY,  cagA, amiA γονίδια. Αυτά είναι είτε γονίδια που κωδικοποιούν αμιδάση που 

εμπλέκεται στην βιοσύνθεση των πεπτιδογλυκάνων [248] είτε γονίδια που εμπλέκονται στην 

φουκοσυλίωση των λιποπολυσακχαριτών (LPS) [251].  

 

1.7. ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΠΛΗΘΥΣΜΟΥ ΤΟΥ Ηelicobacter pylori 

ΚΑΙ ΑΝΘΡΩΠΟΛΟΓΙΚΗ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ  

 

Σημαντική πρόοδος στην ανάλυση της δομής του πληθυσμού του Η. pylori ήρθε με την 

εφαρμογή της μεθόδου MLST (Multilocus Sequence Typing) [254], που αποτελεί μια μέθοδο 

σύγκρισης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας για τον χαρακτηρισμό των απομονωθέντων στελεχών 

μικροοργανισμών. Η μέθοδος περιλαμβάνει την ανάλυση μερικών αλληλουχιών από επτά  

οικογενή γονίδια. Στις μοναδικές αλληλουχίες που παρατηρούνται για κάθε θραύσμα γονιδίου 

αποδίδεται ένας αριθμός αλληλόμορφων και ο συνδυασμός των αριθμών των αλληλόμορφων για 

όλα τα θραύσματα καθορίζει τον τύπο της αλληλουχίας (sequence type ST). Η προσέγγιση αυτή, 

αναπτύχθηκε αρχικά για τους μηνιγγιδόκοκκους [255] και έκτοτε έχει εφαρμοστεί σε ένα ευρύ 

φάσμα παθογόνων, χρησιμοποιεί δε ένα μικρό αριθμό διατηρημένων γονιδίων σαν 

αντιπροσωπευτικό δείγμα του γονιδιώματος. Γονίδια που κωδικοποιούν διατηρημένες πρωτεΐνες 

με λειτουργίες όπως αυτές της βιοσύνθεσης των νουκλεϊνικών οξέων και των πρωτεϊνών που είναι 

συντηρημένες στα περισσότερα βακτήρια σε σύγκριση με γονίδια μολυσματικότητας, είναι 

λιγότερο πιθανό να είναι υπό πίεση διαφοροποίησης λόγω θετικής επιλογής [256]. Η MLST σε 

συνδυασμό με τα σύγχρονα γενετικά εργαλεία ανάλυσης πληθυσμών όπως το Structure [257], 

έχουν αποδειχθεί εξαιρετικά ισχυρές μέθοδοι για την ανάλυση των ανασυνδυασμένων πληθυσμών 

του Η. pylori. Μια απλοτυπική πολύ-εστιακή ανάλυση του πληθυσμού του Η. pylori 

συμπεριλαμβάνει τμηματικές αλληλουχίες από 7 συντηρημένα γονίδια (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, 

ureI και yphC) δίνοντας ένα συνολικό μήκος 3.406 bp. Δύο μεγάλες αναλύσεις της δομής του 

πληθυσμού των Η. pylori έχουν δημοσιευθεί, με βάση την MLST αναλύοντας δεδομένα στελεχών 

από διαφορετικές γεωγραφικές και εθνικές πηγές [231,258]. 

                                                 
8 Recombination Protein A 
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 Παρά την μεγάλη συχνότητα ανασυνδυασμού, το είδος H. pylori μπορεί να υποδιαιρεθεί σε 

έξι κύριους πληθυσμούς με διαφορετικές γεωγραφικές κατανομές (Εικόνα 6). Τέσσερεις από 

αυτούς είναι σχετικά ομοιογενείς (hpEurope, hpAsia2, hpAfrica2 και hpNEAfrica) και δύο 

αποτελούνται από υποπληθυσμούς. Οι υποπληθυσμοί hspWAfrica και hspSAfrica μαζί 

σχηματίζουν ένα πληθυσμό που ονομάζεται hpAfrica1 και οι υποπληθυσμοί hspEAsia, hspMaori 

και hspAmerind μαζί αποτελούν τον πληθυσμό hpEastAsia. Αυτοί οι σύγχρονοι πληθυσμοί είναι 

το αποτέλεσμα των δεκάδων χιλιάδων χρόνων της κοινής συμβίωσης των ανθρώπων και των 

βακτηρίων, της γεωγραφικής απομόνωσης και του ενδοστελεχιακού βακτηριακού ανασυνδυασμού 

[259]. 

Το λογισμικό εργαλείο Structure επιτρέπει επίσης οι πέντε προγονικοί πληθυσμοί από τους 

οποίους έχουν προκύψει οι σύγχρονοι πληθυσμοί να ανακατασκευαστούν και κάθε στέλεχος 

μπορεί να αναλυθεί και να εκτιμηθεί πώς η νουκλεοτιδική σύνθεση του σχετίζεται με τους πέντε 

προγονικούς πληθυσμούς. Ενδιαφέρον είναι ότι κανένα από τα σύγχρονα στελέχη Η. pylori δεν 

περιλαμβάνει νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που προέρχονται από ένα μόνο προγονικό πληθυσμό. 

Όλα τα στελέχη έδειξαν μια νουκλεοτιδική σύνθεση που προέρχεται από ένα μίγμα των 

προγονικών πληθυσμών. Η κατανομή των πληθυσμών του H. pylori σε όλο τον κόσμο και η 

κατανομή των πολυμορφισμών σε σχέση με τους πατρογονικούς πληθυσμούς του Η. pylori είναι 

σε συμφωνία με τις γνωστές αρχαίες και πιο πρόσφατες ανθρώπινες μεταναστεύσεις. Για 

παράδειγμα τα στελέχη που απομονώνονται από τους Ιθαγενείς Αμερικανούς στη Βενεζουέλα ή 

από τους ιθαγενείς  Ίνουιτ (Inuit) περιέχουν ένα υψηλό ποσοστό νουκλεοτιδίων των προγόνων της 

Εικόνα 6: Γεωγραφική γενετική δομή του ανθρώπινου πληθυσμού  όπως αυτή έχει προκύψει μετά MLST αναλύσεις
του Η. pylori [252].) 
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Ασίας, το οποίο συνάδει με το ιστορικό γεγονός της μετανάστευσης των προγονικών αυτών 

ανθρώπινων πληθυσμών στην Αμερική, διαμέσου του Βερίγγειου πορθμού, περίπου πριν από 

13.000 χρόνια [258]. Ένα υψηλό ποσοστό των hpAfrica1 στελεχών και στελεχών hpEurope 

περιέχουν μεγάλο ποσοστό νουκλεοτιδίων από το προγονικό hpAfrica1 το οποίο συνδυάζεται με 

το εμπόριο σκλάβων μεταξύ της Αφρικής και της Αμερικής. Ομοίως, η κατανομή των στελεχών 

τόσο του προγονικού Europe 1 όσο και του προγονικού Ευρώπη 2, είναι σύμφωνη με τον 

αποικισμό της Ευρώπης από μεταναστεύσεις προερχόμενες από την Εγγύς Ανατολή και την 

Κεντρική Ασία. Αυτές οι μελέτες παρέχουν ισχυρές αποδείξεις ότι η σχέση του Η. pylori με τους 

ανθρώπους προηγείται της μετανάστευσης του σύγχρονου ανθρώπου από την Αφρική και ότι το 

Η. pylori έχει συνοδεύσει στις μετακινήσεις τους όλες τις ανθρώπινες εθνοτικές ομάδες [231]. 

Άλλωστε, η γενετική ποικιλομορφία μέσα σε δείγματα πληθυσμών H. pylori δείχνει να μειώνεται 

με την αύξηση της απόστασης από την ανατολική Αφρική, το λίκνο του σύγχρονου ανθρώπου, με 

ένα εντυπωσιακό τρόπο παρόμοιο με αυτόν που περιγράφεται για τη γενετική ποικιλομορφία των 

ανθρώπων, δείχνοντας μια παλιά και στενή σχέση μεταξύ των δύο. Προσομοιώσεις από τα 

υπάρχοντα στοιχεία δείχνουν ότι το H. pylori είναι πιθανόν να έχει μεταναστεύσει από την Αφρική 

πριν από 58.000 ± 3.500 χρόνια, γεγονός που συμπίπτει με τις εκτιμήσεις για την έξοδο του 

σύγχρονου ανθρώπου από την Αφρική [231]. 

Η παρατήρηση ότι οι αλληλουχίες του H. pylori αντανακλούν στις μεταναστεύσεις 

πληθυσμών έχει καταδείξει τη δυνατότητα της χρήσης της απλοτυπικής πολύ-εστιακής ανάλυσης 

στελεχών για την χαρτογράφηση των ανθρώπινων μετακινήσεων ανά τους αιώνες. Πράγματι, ο 

Wirth και συν. κατέδειξαν ότι η απλοτυπική πολύ-εστιακή H. pylori ανάλυση μπορεί να αποβεί πιο 

κατατοπιστική για τη μελέτη των ανθρώπινων μεταναστεύσεων από ότι άλλοι διαθέσιμοι 

ανθρώπινοι γενετικοί δείκτες, όπως το μιτοχονδριακό DNA και 17 αυτοσωματικοί δείκτες 

μικροδορυφόρων[260].  

 
1.8. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑΣ 

 

Ο όρος παράγοντας παθογένειας ενός μικροοργανισμού αναφέρεται στα προϊόντα των 

γονιδίων του που επιτρέπουν την εδραίωση της λοίμωξης στον ξενιστή και της ενίσχυσης στην 

ικανότητα του να προκαλέσει ασθένεια, σύμφωνα με την βάση δεδομένων παραγόντων 

παθογένειας  
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 (Virulence Factor Database-VFD) [296]. Στους βακτηριακούς παράγοντες παθογένειας 

περιλαμβάνονται τοξίνες, πρωτεΐνες κυτταρικής επιφάνειας οι οποίες διαμεσολαβούν για την 

προσκόλληση στα κύτταρα του ξενιστή, υδατάνθρακες της βακτηριακής κυτταρικής επιφάνειας,  

πρωτεΐνες προστασίας και υδρολυτικά ένζυμα που μπορούν να συμβάλλουν στην παθογένεια.  

Αξιοσημείωτη πρόοδος έχει σημειωθεί στην κατανόηση των παραγόντων παθογένειας του 

H. pylori καθώς και της λειτουργικής τους αλληλεπίδρασης με συστατικά των κυττάρων του 

γαστρικού επιθηλίου. Οι παράγοντες αυτοί είτε εκκρίνονται, είτε παραμένουν συνδεδεμένοι με την 

μεμβράνη, είτε μεταφέρονται στο εσωτερικό των κυττάρων του ξενιστή, όπου μπορούν να 

Πίνακας 2: Συνοπτική παράθεση των παραγόντων παθογένειας του H. pylori και της επίδρασης τους στην κυτταρική 
ομοιόσταση. 

Παράγοντες 
παθογένειας 

Αλληλεπιδρών μόριο του ξενιστή Απορυθμισμένη Κυτταρική λειτουργία 

Μεμβρανικοί   

BabA Lewis B [261], Lewis A[262],
Globo H εξαγλυκοσυλκεραμίδιο 

[263] 

Προσκόλληση στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή 
[261-263] 

SabA 
Σιαλυλιωμένες μορφές των Lewis X 

και Lewis A [264] 

Προσκόλληση στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή
[264],  αυξημένη πρόσδεση μέσω επαγωγής της β3GnT5 

[265] 
AlpA/B 

Collagen IV, laminin [266,267] 
Προσκόλληση στην ECM [266,267],  ενισχύει την  

ενεργοποίηση NF-кB και MAPK [268] 

OipA Άγνωστο Προσκόλληση στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή
[269-271], επαγωγή φλεγμονώδους απόκρισης [269,270] 

HopZ Άγνωστο Προσκόλληση στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή 

HorB Άγνωστο Προσκόλληση στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή 

Εκκρινόμενοι   
Urease 

Άγνωστο 
Επιβίωση υπό όξινο pΗ [272,273],  αποδιοργάνωση

στενοσυνδέσμων [274,275] 
VacA EGFR [276,277], RPTPα [278], 

RPTPβ [279], σφιγκομυελίνη  [280], 
LRP1 [281] 

Σχηματισμός κενοτοπίων  [282,283], απόπτωση [284,285],  
διατάραξη των στενοσυνδέσμων [286] 

HtrA E-cadherin [282] Αποδιοργάνωση  των  συμφυτικών συνδέσμων [282] 

CagL β1-Ιντεγκρίνη [287,288], (β3) β5-
Ιντεγκρίνη  [289] 

Διαμεσολαβεί στην  μεταφορά της CagA [288], 
ενεργοποίηση των κινασών του ξενιστή [288,289] 

CagA β1- Ιντεγκρίνη  [287] Άγνωστη 

Μεταφερόμενοι   
CagA c-Met, p120, E-κατχερίνη, Grb-2, 

Par1, PLC-γ, TAK, ZO-1, κ.λ.π. 
[290] 

Διατάραξη διακυτταρικών συνδέσμων και κυτταρικής 
πολικότητας, του πολλαπλασιασμού και επαγωγή της 

φλεγμονής [290] 
phospho-CagA Src, SHP-2, Csk, c-Abl, Crk, Grb2, 

Grb7, PI3K, Ras-GAP, SHP-1,  
κ.λ.π. [290] 

Επαγωγή κυτταρικού φαινοτύπου επιμήκυνσης και διασποράς 
[290-292], επαγωγή καρκινογένεσης [293] 

Peptidoglycan 
NOD1 [294,295] Ενεργοποίηση NF-κB [294], AP-1 και MAPK [295] 
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παρεμβαίνουν άμεσα σε λειτουργίες του κυττάρου ξενιστή (Πίνακας 2). Συνεπεία του 

διαφορετικού χωροταξικού εντοπισμού των παραγόντων παθογένειας του βακτηρίου κατά τη 

διάρκεια της διαδικασίας μόλυνσης, το H. pylori είναι σε θέση να εκμεταλλευτεί ένα πλήθος 

μηχανισμών για την χειραγώγηση των κυτταρικών διεργασιών του ξενιστή και την απορρύθμιση 

των σηματοδοτικών μονοπατιών. Η επίδραση του H. pylori σε αυτά τα μονοπάτια σηματοδότησης 

έχει σαν αποτέλεσμα την προσκόλληση του στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή, την 

επαγωγή των προφλεγμονωδών αποκρίσεων μέσω της απελευθέρωσης κυτοκινών και χημειοκινών, 

την απόπτωση, τον πολλαπλασιασμό και την έντονη μιτογονική απόκριση, όπως έχουν 

χαρακτηριστεί in vitro [297]. 

 

1.8.1. Μεμβρανικοί παράγοντες παθογένειας 

 

Παρά τις περισταλτικές κινήσεις του στομάχου και τη συνεχιζόμενη μεταφορά του χυλού 

(chyme), το H. pylori εδραιώνει μια ισχυρή αλληλεπίδραση με τα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα. 

Η προσκόλληση του Η. pylori είναι το πρώτο σημαντικό βήμα της παθογένειας στο στομάχι. Η 

μεγάλη ομάδα των πρωτεϊνών εξωτερικής μεμβράνης OMPs9 αποτελείται από προσκολλητίνες, 

όπως η προσκολλητίνη αντιγόνου ομάδας αίματος (Blood group antigen binding Adhesin-

BabA), η προσκολλητίνη σιαλικού οξέος (Sialic acid binding Adhesin-SabA), οι λιποπρωτεΐνες 

προσκόλλησης Α και Β (Adherence associated lipoprotein A and B-AlpA/B), η εξωτερική 

πρωτεΐνη φλεγμονής Α (outer inflammatory protein A-OipA) οι οποίες διαμεσολαβούν για την 

πρόσδεση του Η. pylori στην μεμβράνη του κυττάρου του ξενιστή και από άλλους παράγοντες, 

όπως ο λιποπολυσακχαρίτης (LPS) και οι μαστιγίνες (flagellin), που είναι σε θέση να 

ενεργοποιήσουν φλεγμονώδεις αποκρίσεις στον ξενιστή.  

Αν και η βακτηριακή προσκόλληση είναι ζωτικής σημασίας για την παθογένεια του H. 

pylori, δεδομένα που να αποδεικνύουν τις άμεσες επιπτώσεις των ανωτέρω παραγόντων 

προσκόλλησης στην  μεταγωγή σήματος των ενδοκυττάριων μονοπατιών στα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα σπανίζουν. Αυτό δείχνει ότι η προσκόλληση μπορεί να μην ενεργοποιεί 

άμεσα την κυτταρική σηματοδότηση των κυττάρων του ξενιστή, αλλά μάλλον διαμεσολαβεί για 

μια στενότερη αλληλεπίδραση ανάμεσα στο Η. pylori και τα κύτταρα του ξενιστή, πιθανώς 

δίνοντας την δυνατότητα σε πρόσθετους βακτηριακούς παράγοντες να αλληλεπιδράσουν με τους 

συγγενείς υποδοχείς τους. Εκτός από ΟΜΡs και τις προσκολλητίνες, η φλαγγελίνη (flagellin) και 

                                                 
9 Outer Membrane Proteins 
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οι λιποπολυσακχαρίτες έχουν ευρέως διερευνηθεί για την αποκάλυψη του ρόλου τους στην 

παθογένεια του Η. pylori, μια και αποτελούν σημαντικούς παράγοντες παθογένειας σε πολλές 

άλλες βακτηριακές λοιμώξεις [298]. Σε γενικές γραμμές, η φλαγγελίνη και οι λιποπολυσακχαρίτες 

είναι σημαντικοί παράγοντες παθογένειας σε πολλές βακτηριακές λοιμώξεις, αλλά δεν είναι σαφές 

σε ποιο βαθμό οι δύο παράγοντες διεγείρουν την κυτταρική σηματοδότηση στην H. pylori 

λοίμωξη [299]. Η φλαγγελίνη του Η. pylori έχει μόνο μια πολύ μικρή δυνατότητα να διεγείρει τον 

υποδοχέα TLR510  και να προκαλεί την επαγωγή της έκκρισης της ιντερλευκίνη-8 (IL-8) [300]. 

Πειραματικά έχει επιβεβαιωθεί ότι η απομονωμένη από H. pylori  φλαγγελίνη (flagellin) συνδέεται 

ασθενώς με τον υποδοχέα TLR5 [301]. Σχετικά με τους λιποπολυσακχαρίτες του H. pylori, λίγες 

πληροφορίες είναι διαθέσιμες όσον αφορά τις επιπτώσεις αυτών στην φυσιολογική λειτουργία των 

γαστρικών επιθηλιακών κύτταρων. Ωστόσο, έχει προταθεί ότι οι λιποπολυσακχαρίτες  του H. 

pylori μπορεί να είναι ανταγωνιστές των TLR211 υποδοχέων, συμβάλλοντας στην ενεργοποίηση 

του πυρηνικού παράγοντα NF-кB και επακόλουθα στην επαγωγή έκφραση χημειοκινών [302]. 

Ακόμα έχει διαπιστωθεί ότι η ενεργοποίηση της έκκρισης των χημειοκινών είναι ανεξάρτητη από 

την λειτουργία του έως τώρα γνωστού  υποδοχέα των λιποπολυσακχαριτών του TLR412 [302].  

 

1.8.1.1. Προσκολλητίνη Αντιγόνου Ομάδας αίματος BabA  

 

Η προσκόλληση του Η. pylori συσχετίστηκε με την παρουσία του φουκοζυλιωμένου 

(fucosylation) αντιγόνου ομάδος αίματος [303] και στη συνέχεια η BabΑ (Blood group antigen 

binding Adhesin) προσδιορίσθηκε ως η πρώτη προσκολλητίνη του Η. pylori που συνδέεται με το 

φουκοζυλιωμένο αντιγόνο 0 της ομάδας αίματος Lewis Β (LeB) και των σχετικών H1 αντιγόνων 

στο γαστρικό επιθήλιο [261]. Ωστόσο, η εξιδεικευμένη δέσμευση της BabΑ με το  αντιγόνο 0 της 

ομάδας αίματος  περιορίζεται σε ορισμένα στελέχη του H. pylori, ενώ στα περισσότερα στελέχη η 

Baba μπορεί να δεσμεύεται εξίσου καλά και με το φουκοζυλιωμένο αντιγόνο Α της ομάδας 

αίματος [262]. Πρόσφατα το Globo H εξαγλυκοσυλκεραμίδιο προτάθηκε ως ένας πρόσθετος  

εταίρος στο σύμπλοκο σύνδεσης της BabΑ [263]. Ενδιαφέρον είναι ότι τα στελέχη που 

συνδέονται ειδικά μόνο με το αντιγόνο 0 της ομάδας αίματος βρέθηκαν κυρίως σε χώρες της 

Νότιας Αμερικής, όπου η ομάδα αίματος 0 αποτελεί τον κυρίαρχο φαινότυπο στον τοπικό 

πληθυσμό. Η εξελικτική αυτή προσαρμογή στη δεσμευτική ικανότητα της BabΑ θα μπορούσε να 
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αποδοθεί στην απώλεια της επιλεκτικής πιέσεως για δέσμευση με τις ομάδες αίματος Α και Β, 

αντί της ενεργού εξελικτικής επιλογής των στελεχών αυτών, για την ικανότητα τους να συνδέονται 

ισχυρότερα στην ομάδα αίματος 0 [262]. Η ανάλυση της γενετικής βάσης της BabΑ αποκάλυψε 

δύο γενετικούς τύπους της  BabΑ, babA1 και babA2, εκ των οποίων η μορφή babA1 δεν 

εκφράζεται [304] και έναν στενά συνδεόμενο γονιδιακό παράλογο13 γενετικό τύπο babb [261]. 

Έχει προταθεί ότι η έκφραση της BabΑ ρυθμίζεται μέσω της μεταβολής φάσης (phase variation) 

και ανασυνδυασμού με το babb, καθώς αρκετές μελέτες έχουν δείξει τόσο αύξηση όσο και μείωση 

της λειτουργικότητας της πρωτεΐνης μετά από μεταλλάξεις τόσο in vitro όσο και in vivo [261,305-

307]. Επιπλέον, η γενετική διάταξη των γονιδίων bab έχει δειχθεί ότι συσχετίζεται με την 

κατανομή των στελεχών στο στομάχι και επιπλέον οι πολυμορφισμοί το BabΑ/B έχουν 

συσχετιστεί με τον υψηλότερο κίνδυνο για την εκδήλωση καρκίνου του στομάχου [308].  

Η διαμεσολαβούμενη BabΑ πρόσφυση του Η. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα 

είναι πιθανόν να ενισχύει την μεταφορά της CagA και την επαγωγή της φλεγμονής [309]. 

Επιπλέον, κλινικά στελέχη H. pylori θετικά για Baba, VacAs1 και CagA εμφανίζουν μεγαλύτερη 

πυκνότητα εποικισμού, αυξημένα επίπεδα της γαστρικής φλεγμονής και υψηλότερη συχνότητα 

εντερικής μεταπλασίας σε ασθενείς με H. pylori λοίμωξη [310]. Επιδημιολογικά, τα τριπλά-θετικά 

στελέχη συσχετίζονται με την υψηλότερη συχνότητα του έλκους και γαστρικού καρκίνου [311]. 

 

1.8.1.2. Προσκολλητίνη δέσμευσης του σιαλικού οξέος SabA   

 

Η SabΑ (Sialic acid binding Adhesion) διαμεσολαβεί τη σύνδεση με γλυκοσυζεύγματα που 

περιέχουν σιαλικό οξύ [264,312]. Η γαστρική φλεγμονή που προκαλείται από το Η. pylori καθώς 

και η εμφάνιση γαστρικού καρκίνου, επιδημιολογικά έχουν δειχθεί ότι συνδέονται με την 

αντικατάσταση των αντιγόνων Lewis από σιαλυλιωμένες μορφές των Lex και Lea [264,313,314] 

υποδηλώνοντας τον σημαντικό ρόλο της SabΑ στη δημιουργία της χρόνιας φλεγμονής και της 

ατροφίας [264]. Επιπλέον, η φλεγμονή που προκαλείται από το H. pylori οδηγεί σε αυξημένη 

έκφραση της γλυκοζυλοτρανσφεράσης β3GnT514, η οποία ενεργεί ως ένας σημαντικός 

παράγοντας στη βιοσύνθεση του σιαλυλιωμένου Lex αντιγόνου. Η επαγωγή της β3GnT5 έχει 

δειχθεί ότι εξαρτάται από τον TNF-α15, αλλά όχι από την IL-8, ενώ κύτταρα που εκφράζουν 

έκτοπα β3GnT5 δίνουν υψηλότερα ποσοστά πρόσφυσης H. pylori στελεχών που εκφράζουν SabΑ 

                                                 
13 Ομόλογα γονίδια που βρίσκονται στον ίδιο οργανισμό και όχι σε διαφορετικό όπως τα ορθόλογα γονίδια 
14 β1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 
15 Tumor Necrosis Factor-Alpha 
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[265]. Όπως με τις OipA και BabΑ, η μεταγραφή της SabA υπόκειται σε ρύθμιση μέσω της 

μεταβολής φάσης και γονιδιακής αλληλεπίδρασης με το παράλογο sabb [315]. Επιπλέον, 

σηματοδοτικό μονοπάτι του H. pylori το οποίο ανταποκρίνεται στην αύξηση του οξέος, δείχνει να 

περιορίζει την μεταγραφή της SabΑ, γεγονός που δείχνει ότι η πρόσφυση του H. pylori είναι μια 

δυναμική και οργανωμένη διαδικασία [316,317]. Ανθρώπινα κοκκιοκύτταρα φέρουν επίσης 

σαλικυλικούς υδατάνθρακες στην επιφάνειά τους και κατά συνέπεια, τα κύτταρα αυτά 

αναγνωρίζονται ειδικά από την SabΑ. Η in vitro δέσμευση του Η. pylori σε κοκκιοκύτταρα έχει ως 

αποτελέσματα την μη οψωνική ενεργοποίηση τους επιτρέποντας πιθανώς το βακτήριο να ελέγχει 

αυτά τα κύτταρα [318]. Η SabΑ φαίνεται επίσης να εμπλέκεται στην πρόσδεση με την 

εξωκυττάρια πρωτεΐνη λαμινίνη [319]. Με τον τρόπο αυτό μπορεί να προάγεται μια στενότερη 

επαφή με το κύτταρο ξενιστή που όχι μόνο βοηθά στην παράκαμψη της ανοσολογικής 

απόκρισης, αλλά μπορεί στην πραγματικότητα να επιτρέπει στο βακτήριο να ελέγχει την 

ανοσολογική απόκριση, μέσω της άμεσης μεταφοράς και άλλων λοιμογόνων παραγόντων. 

 

1.8.1.3. Λιποπρωτεΐνες Α και Β AlpA/B που συσχετίζονται με προσκόλληση  

 

Οι AlpΑκαι AlpB (Adherence associated lipoprotein) αρχικά περιγράφησαν ως πρωτεΐνες 

που διευκολύνουν την σύνδεση του H. pylori στην κυτταρική σειρά Kato-III και στην κορυφαία 

επιφάνεια των γαστρικών κυττάρων [320,321]. Οι δύο αυτές πρωτεΐνες μοιράζονται ένα υψηλό 

βαθμό ομολογίας και μεταγράφονται από το ίδιο οπερόνιο. Επιπλέον και οι δύο πρωτεΐνες έχουν 

δειχθεί ότι είναι απαραίτητες για την προσκόλληση του H. pylori σε γαστρικές βιοψίες [321]. Σε 

αντίθεση με άλλες προσκολλητίνες, οι AlpΑ και AlpB δεν υπόκεινται σε μεταβολή φάσης (phase 

variation) και ουσιαστικά όλα τα κλινικά στελέχη τις εκφράζουν [268,322]. Μεταλλάξεις στελεχών 

στα οποία είχαν απαλείψει τα γονίδια alpΑ/B  έδειξαν σοβαρή αδυναμία γαστρικού αποικισμού 

ποντικών και χοίρων [268,323]. Αντίθετα, πρόσφατη μελέτη σε γερβίλους Μογγολίας 

καταδεικνύει ότι στελέχη που δεν εκφράζουν AlpΑ/B οδηγούν σε εκτεταμένη γαστρική 

φλεγμονή, σε σύγκριση με τα ισογονιδιακα αντίστοιχα στελέχη άγριου τύπου [266]. Ο λόγος για 

αυτά τα αντικρουόμενα αποτελέσματα παραμένει ασαφής και αποδίδεται μάλλον στις 

διαφορετικές πειραματικές συνθήκες. Είναι ενδιαφέρον ότι περιγράφονται σημαντικές διαφορές 

στην ενεργοποίηση των επαγόμενων από το H pylori σηματοδοτικών μονοπατιών (MAPKs16, c-

                                                 
16 Mitogen-Activated Protein Kinases 
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Fos17, και c-Jun18, CREB19, ΑΡ-120, και ΝF-κΒ21) μετά από την  απαλοιφή των alpA/B [268]. 

Αυτά τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι προσκόλληση που διαμεσολαβούν οι πρωτεΐνες AlpΑ/B 

επάγει ισχυρότερη ενεργοποίηση ορισμένων οδών μεταγωγής σήματος. Ωστόσο μεταφορά και 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA, καθώς η επαγωγή της IL-8, δεν φαίνεται να επηρεάζονται 

σημαντικά από την διαγραφή των alpA/B [324]. Το H. pylori έχει αποδειχθεί ότι προσκολλάται 

σε συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, ιδιαίτερα στο κολλαγόνο IV και την λαμινίνη [267], τα 

οποία έχουν προταθεί ως υποψήφιοι παράγοντες του ξενιστή που δρουν ως υποδοχείς πρόσδεσης. 

Στο πλαίσιο αυτό, οι AlpA/Β έχουν εμπλακεί στην προσκόλληση του βακτηρίου στη λαμινίνη 

[266]. 

 

1.8.1.4. Παράγοντας προσκολλήσεως OipA  

 

Η OipA (Outer inflammatory protein A) έχει προταθεί ότι ενισχύει την έκκριση IL-8 

μέσω των ISRE22 ενεργώντας παράλληλα προς τους μηχανισμούς που φαίνεται να εξαρτώνται από 

το νησίδιο παθογένειας cag [269,270]. Αυτό είναι σε αντίθεση με περαιτέρω μελέτες που δείχνουν 

ότι κύρια λειτουργία της OipA είναι η προσκόλληση του Η. pylori σε κύτταρα του ξενιστή, ενώ τα 

επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8 παραμένουν ανεπηρέαστα [271,324]. Ο λόγος για αυτές τις 

αντιτιθέμενες παρατηρήσεις δεν είναι σαφής. 

Η OipA στο H. pylori υπόκειται σε έλεγχο έκφρασης μέσω μηχανισμών μεταβολής φάσης 

(phase variation) και εσφαλμένης συζεύξεως μέσω ολίσθησης αλυσίδας (slipped strand 

mispairing) κατά τη διάρκεια της αντιγραφής [228,269,325]. Η έκφρασης της OipA συνδέεται με 

την παρουσία των cagPAI23, VacAs1 και VacAm1 αλληλόμορφων σε δυτικού τύπου κλινικά 

στελέχη [271,326,327]. Ως εκ τούτου, είναι δύσκολο να υπάρξουν συσχετίσεις μεταξύ της OipA 

και της κλινικής εκδήλωσης. Ωστόσο, όπως και με άλλες συγκολλητίνες, η OipA φαίνεται να είναι 

ένας σημαντικός παράγοντας μόλυνσης στο πειραματικό μοντέλο γερβίλων Μογγολίας, 

δεδομένου ότι στελέχη με απενεργοποιημένη OipA απέτυχαν να εγκαθιδρύσουν επιτυχώς 

μόλυνση, με αποτέλεσμα την απουσία χρόνιας φλεγμονής και γαστρικής μεταπλασίας [328,329]. 

                                                 
17 Human Feline osteosarcoma virus protein 
18 Human c-Jun gene product 
19 cAMP Response Element-Binding protein 
20 Activator Protein 1 
21 Nuclear Factor kappa of activated B cells 
22 Interferon Stimulated Response Element 
23 Cytotoxin-associated gene-Pathogenicity Island 
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Μέχρι σήμερα, κανένας ειδικός υποδοχέας ή μόριο επιφανείας του ξενιστή δεν έχει περιγραφεί ως  

εταίρος δέσμευσης της OipA. 

Παρ’ όλα ταύτα, πειράματα μόλυνσης γαστρικών κυττάρων από στελέχη με 

απενεργοποιημένη OipA καταδεικνύουν ότι αυτή η πρωτεΐνη επάγει φωσφορυλίωση της κινάσης 

FΑΚ24, που οδηγεί σε ενεργοποίηση της κινάσης Erk1/225 και τον σχηματισμό ινιδίων ακτίνης 

(actin stress fibers) [330]. Αυτά τα δεδομένα προϋποθέτουν την ύπαρξη ενός υποδοχέα του 

κυττάρου ξενιστή με ικανότητα να προβαίνει στην μεταγωγή σήματος σε απόκριση της 

ενεργοποίησης της OipA. Επίσης, πειράματα με απενεργοποιημένη OipA δείχνουν ότι η 

ενεργοποίηση της FAK μπορεί να είναι συνέπεια της σηματοδοτικής τροποποίησης του EGFR26  

υποδοχέα[330,331]. Ωστόσο, η ενεργοποίηση του EGFR έχει πειστικά αποδειχθεί ότι απαιτεί 

την παρουσία ενός λειτουργικού cag-T4SS27 [332] και ακόμα η ανασυνδυασμένη CagL είναι σε 

θέση από μόνη της να ενεργοποιήσει τον υποδοχέα EGFR [333]. Επιπροσθέτως το H. pylori με 

ανεπάρκεια OipA δεν ήταν σε θέση να προκαλέσει τον EGFR καταρράκτη σηματοδότησης που 

αφορούν τα μόρια ΡΙ3Κ28→PDK129→Akt30, ο οποίος έχει προταθεί να συμβάλει στην ρύθμιση 

του μεταγραφικού παράγοντα FoxO [334]και τέλος με την επαγωγή της έκκρισης της IL-8 [331]. 

Σε μια πρόσφατη μελέτη, προτάθηκε ότι η EGFR/FAK/Akt σηματοδότηση οδηγεί στην 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης των εστιακών συνδέσμων πρόσφυσης paxillin, που προκαλεί 

κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση και στη συνέχεια επιμήκυνση του κυττάρου [335]. 

Εν συντομία η OipA είναι μια ενδιαφέρουσα προσκολλητίνη του H. pylori, δεδομένου ότι 

παρεμβαίνει απευθείας σε οδούς μεταγωγής σήματος που ενεργοποιούνται κατά κύριο λόγο από 

παράγοντες Cag-T4SS. Αυτό μπορεί να υποδεικνύει ότι η OipA συμβάλλει στην Cag-T4SS 

εξαρτώμενη κυτταρική απόκριση, είτε μέσω της άμεσης ενεργοποίησης ενός ακόμη αγνώστου 

υποδοχέα ή έμμεσα διαμεσολαβώντας στην στενότερη πρόσφυση μεταξύ H. pylori και των 

κύτταρων του ξενιστή, που οδηγεί σε ισχυρότερη Cag-T4SS σηματοδότηση.  

  

                                                 
24 Focal Adhesion tyrosine Kinase 
25 External signal-regulated kinase 1 & 2 
26 Epithelial Growth Factor Receptor 
27 Cag Type IV Secretion System 
28 Phosphatidylinositol 3-Kinase 
29 Phosphoinositide Dependent Kinase-1 
30 Protein kinase B (PKB) 
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1.8.1.5. Άλλοι παράγοντες προσκολλήσεως 

 

Εκτός από την προαναφερθείσα ομάδα των μορίων προσκόλλησης, αρκετοί άλλοι 

παράγοντες έχουν εμπλακεί στην προσκόλληση του H. pylori στον γαστρικό βλεννογόνο. Η 

πρωτεΐνη μεταβαλλόμενης φάσης (phase variable) HopZ31 έχει προταθεί να παίζει ρόλο στην 

βακτηριακή προσκόλληση [336] καθώς, πρόσφατες μελέτες της αποδίδουν σημαντικό ρόλο στην 

πρώιμη φάση του αποικισμού. Πιο συγκεκριμένα, ξανά-απομονωθέντα στελέχη από υγιείς 

εθελοντές που μολύνθηκαν αρχικά με H. pylori βακτήρια που περιείχαν HopZ σε «off» 

διαμόρφωση έδειξαν ισχυρή in vivo επιλογή για στελέχη HopZ-θετικά σε διαμόρφωση «on» [337]. 

Μια άλλη πρωτεΐνη που προτείνεται ότι σχετίζεται με την προσκόλληση του βακτηρίου είναι η 

HorB32 [338]. Επιπρόσθετα, η πρωτεΐνη HopQ33 θα μπορούσε επίσης να έχει επίδραση στην 

βακτηριακή προσκόλληση. Σε ένα υποσύνολο στελεχών H. pylori, όπου το hopQ γονίδιο 

απαλείφθηκε, παρατηρήθηκε αύξηση της ικανότητας προσκόλλησης του H. pylori σε AGS 

κύτταρα οδηγώντας σε έναν υπερ-προσκολλητικό φαινότυπο και κατά συνέπεια σε αυξημένη 

φωσφορυλίωση της CagA, ενώ η επαγωγή της IL-8 δεν επηρεάστηκε [339]. Αντίθετα, άλλες 

μελέτες έχουν δείξει ότι δράση της HopQ μπορεί να προκαλέσει σημαντική μείωση της 

ενιόμενης CagA σε πειράματα συνλοίμωξης γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων [340]. Το ερώτημα 

αν η HopQ παρεμβαίνει στην λειτουργία άλλων προσκολλητινών σε ορισμένα στελέχη H. pylori 

παραμένει ασαφές. Συνεπώς, πρόσφατα ευρήματα τα οποία δείχνουν ότι απομονωθέντα κλινικά 

στελέχη H. pylori με δυσλειτουργική πρωτεΐνη HopQ δεν παρουσιάζουν πρόβλημα στη 

βακτηριακή τους προσκόλληση δεν είναι κατά ανάγκη αντιφατικά. Στα στελέχη αυτά, 

επανέκφραση του hopQ γονιδίου έδειξε ότι μπορεί να συμβάλλει στην cagPAI-εξαρτώμενη 

σηματοδότηση και στην μεταφορά της πρωτεΐνης CagA ενδοκυττάρια [341]. Αυτά τα δεδομένα 

υποδηλώνουν ότι οι H. pylori προσκολλητίνες μπορεί να δράσουν, είτε συνεργατικά τρόπο είτε 

συμπληρωματικά. 

 
1.8.2. Εκκρινόμενοι παράγοντες παθογένειας 

 

Οι εκκρινόμενοι παράγοντες παθογένειας έχουν ιδιαίτερη σημασία, δεδομένου ότι 

μπορούν να δράσουν στα αρχικά στάδια της μόλυνσης, χωρίς να απαιτείται η άμεση επαφή ή 

                                                 
31 H.  pylori outer membrane protein Z 
32 H. pylori outer membrane protein B 
33 H.  pylori outer membrane protein Q 
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προσκόλληση των βακτηρίων στα κύτταρα του ξενιστή. Σε αναλύσεις του συνόλου του 

εκκρινόμενου πρωτεϊνικού φορτίου του H. pylori, έχει εντοπιστεί ένα ευρύ φάσμα των 

εκκρινόμενων ή εξωκυτταρικών παραγόντων [342-344]. Αν και οι περισσότεροι εξωκυττάριες 

πρωτεΐνες του H. pylori παραμένουν σε μεγάλο βαθμό μη χαρακτηρισμένες, η γνώση μας για τους 

παράγοντες όπως η γ-γλουταμυλ-τρανσπεπτιδάση (GGT), η HP-NAP34, η ουρεάση, η VacA35 

και η HtrA36 αυξάνονται σταθερά. Η GGT37 έχει εντοπιστεί στο διαλυτό κλάσμα του H. pylori 

[342], και έχει αποδειχθεί ότι συμβάλει στην ενίσχυση του αποικισμού σε πειραματικά μοντέλα 

λοίμωξης στα ποντίκια [345]. Είναι ενδιαφέρον ότι ανασυνδυασμένη GGT μπορεί να διεγείρει 

την απόπτωση και να αναστείλει τον κυτταρικό κύκλο των κυττάρων AGS [346,347], αλλά ο 

μοριακός μηχανισμός δεν έχει ακόμη διαλευκανθεί. Η HP-NAP είναι ένας ισχυρότατος 

χημειοτακτικός παράγοντας του H. pylori,  που κατά κύριο λόγο αφενός κατευθύνει την διήθηση 

των πολυμορφοπύρηνων ουδετεροφίλων στο χόριο και αφετέρου συνεισφέρει στην ενεργοποίηση 

τους [348]. Ωστόσο δεν φαίνεται να παίζει έναν εξέχοντα ρόλο στην αλληλεπίδραση με τα 

επιθηλιακά κύτταρα. Επιπλέον πολλές άμεσες επιδράσεις της ουρεάσης, της VacA και της HtrA 

στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα έχουν περιγραφεί, συμπεριλαμβανομένης της επαγωγής της 

κυτταρικής απόπτωσης και της καταστροφής της ακεραιότητας των διακυτταρικών συμφύσεων. 

 

1.8.2.1. Ουρεάση 

 

Το σύμπλεγμα της ουρεάσης έχει συχνά περιγραφεί ως ένας επιφανειακός λοιμογόνος 

παράγοντας του H. pylori. Η πρωταρχική λειτουργία του μοριακού μηχανισμού της ουρεάσης 

είναι η αλκαλοποίηση του όξινου pΗ με τη μετατροπή της ουρίας προς CO2 και αμμωνία, η 

οποία απαιτείται για την εξουδετέρωση του γαστρικού οξέος πέριξ των βακτηρίων. Η κρατούσα 

υπόθεση είναι ότι η ουρεάση εκκρίνεται ή εντοπίζεται επιφανειακά συμβάλλοντας σημαντικά 

στην ικανότητα του H. pylori να αποικίζει και να παραμένει στο στομάχι, δεδομένου ότι στην 

πραγματικότητα θεωρείται ότι είναι ένα βακτήριο ευαίσθητο στο όξινο περιβάλλον [272]. Η 

σημασία της ουρεάσης για τον επιτυχή αποικισμό έχει επισημανθεί σε αρκετές μελέτες 

[272,349,350] ωστόσο, άλλες αναφέρουν ότι στελέχη H. pylori με ανεπάρκεια παραγωγής 

ουρεάσης εξακολουθούν να είναι σε θέση να αποικίσουν το στομάχι γερβίλων Μογγολίας [351]. 

                                                 
34 H.  pylori Neutrophil-Activating Protein 
35 Vacuolating cytotoxin toxin A 
36 High temperature requirement protein A 
37 Gamma-glutamyltransferase 
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Επί τη βάσει παρατηρήσεων σε μεγάλο αριθμό πλήρως προσδιορισμένων γονιδιωμάτων 

στελεχών H. pylori φαίνεται ότι για την παραγωγή ουρεάσης είναι υπεύθυνο ένα σύμπλεγμα 

γονιδίων που αποτελείται από επτά συντηρημένα γονίδια (ureA–B and E–I). Οι εκφραζόμενες 

πρωτεΐνες UreA και UreB αντιπροσωπεύουν τις δομικές υπομονάδες ενός Ni2+-εξαρτώμενου 

εξαμερούς ενζυμικού συμπλόκου, ενώ αντίθετα οι UreE, UreF, UreG και UreH είναι βοηθητικές 

πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην ενσωμάτωση του νικελίου και την συναρμολόγηση του ενζυμικού 

συμπλόκου. Τέλος σε συνδυασμό με την αργινάση, η UreI είναι υπεύθυνη για την συνεχή παροχή 

ουρίας κάτω από τις όξινες συνθήκες περιβάλλοντος [273]. Σε αντίθεση με την υπόθεση του 

επιφανειακού-μεμβρανικού εντοπισμού της ουρεάσης, ένα σύγχρονο μοντέλο προϋποθέτει ότι ο 

κύριος χώρος δραστηριότητας της ουρεάσης είναι στο βακτηριακό κυτταρόπλασμα [352]. 

Εκτός από το ρόλο της στον επιτυχή αποικισμό του H. pylori, η ουρεάση μπορεί επίσης 

έμμεσα να παρεμβαίνει στις λειτουργίες του κυττάρου ξενιστή. Η παραγωγή αμμωνίας που 

εξαρτάται από την δράση του συστήματος της ουρεάσης συμβάλλει στην απώλεια της 

ακεραιότητας των στενοσυνδέσμων του επιθηλίου, όπως αποδεικνύεται από μειωμένα επίπεδα 

τρανς-επιθηλιακής ηλεκτρικής αντίστασης (TEER), καθώς και στην εσωτερίκευση 

(internalization) και περιορισμένη πρωτεολυτική επεξεργασία της πρωτεΐνης occludin σε in vitro 

καλλιέργειες επιθηλιακών κυττάρων [274]. Προφανώς, στις παραπάνω μελέτες, η διατάραξη της 

ακεραιότητας των στενοσυνδέσμων θεωρήθηκε ότι ήταν ανεξάρτητη των πρωτεϊνών VacA και 

CagA γεγονός που βρίσκεται σε ευθεία αντίθεση με προηγούμενες αναφορές [286,353]. Η 

επίδραση της ουρεάσης στους στενοσυνδέσμους έχει επιβεβαιωθεί και από δεύτερη έκθεση η 

οποία έδειξε ότι διαγραφή της UreB ακυρώνει την ικανότητα του H. pylori  να διαταράσσει τους 

στενοσυνδέσμους, με μηχανισμό ανεξάρτητο της CagA ή της VacA,  μέσω ρύθμισης των κινασών 

MLCK38 και Rho39 ενώ η έκφραση της UreB φαίνεται να απαιτείται για την φωσφορυλίωση της 

MLCK [275]. Ακόμη και αν ο λεπτομερής μηχανισμός μέσω του οποίου η ουρεάση του H. pylori 

ενεργοποιεί αυτό το σηματοδοτικό μονοπάτι παραμένει ασαφής, τα δεδομένα αυτά παρέχουν 

εξήγηση για το πώς η ουρεάση μπορεί να συμβάλλει στη δημιουργία φλεγμονής. 

 

1.8.2.2. Πρωτεΐνη θερμικού στρες HtrA  

 

Ο ρόλος της πρωτεΐνης HtrA (High temperature requirement A) έχει μελετηθεί εκτενώς 

στο Escherichia coli, και έχει δειχθεί ότι αποτελεί μία περιπλασμική πρωτεάση σερίνης η οποία 

                                                 
38 Myocin Light Chain Kinase 
39 Ras homologous protein 



Εισαγωγή 
 

~ 47 ~ 
 

μπορεί και να δρα και ως συνοδός πρωτεΐνη. Έχει συχνά περιγραφεί ως ένας βακτηριακός 

παράγοντας που συμβάλλει στην παθογένεια ενός ευρέως φάσματος βακτηρίων μέσω της αύξησης 

της βιωσιμότητας τους υπό συνθήκες στρες [354]. Η παραγωγή και έκκριση πρωτεΐνης HtrA από 

το H. pylori έχει ανιχνευθεί πάνω από 10 χρόνια τώρα, σε αναλύσεις ολικού εκκριτικού φορτίου 

[343,344]. Στην πραγματικότητα, η HtrA είναι πολύ σταθερή υπό ακραίες όξινες συνθήκες στρες, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι θα μπορούσε να συμβάλλει στη δημιουργία παραμένουσας λοίμωξης 

[355]. Όπως και η HtrA πρωτεάσες άλλων Gram-αρνητικών βακτηρίων,  η HtrA του H. pylori 

περιέχει ένα άμινο-τελικό πεπτίδιο σηματοδότησης, ένα τμήμα πρωτεάσης της σερίνης με μία 

άκρως συντηρημένη καταλυτική τριάδα και δύο τμήματα PDZ40. Μολονότι ο εξωκυττάριος 

εντοπισμός της έχει προσδιοριστεί προ πολλού, ήταν άγνωστο για μεγάλο χρονικό διάστημα εάν 

η HtrA διαδραμάτιζε ένα λειτουργικό ρόλο στην λοίμωξη από H. pylori. Βασική αιτία αυτού ήταν 

το γεγονός ότι, όλες οι προσπάθειες για να δημιουργηθεί μία απαλοιφή του γονιδίου htrA ή μία 

ανενεργή του μορφή αναφορικά με την δράση της πρωτεάσης στο γονιδίωμα του H. pylori έχουν 

μέχρι σήμερα αποτύχει [356]. 

Παρά ταύτα πρόσφατα, μια εντελώς νέα λειτουργία της πρωτεΐνης HtrA περιγράφηκε, 

καθώς εκκρινόμενη εντός του εξωκυττάριου χώρου ως δραστική πρωτεάση σερίνης [357], 

δείχθηκε ότι είναι ικανή να αποκόπτει το κύριο μόριο της διακυτταρικής προσκόλλησης και 

αναγνωρισμένο ογκοκατασταλτικό παράγοντα την Ε-καδερίνη (E-cadherin) [282]. Αυτό που δεν 

έχει όμως διευκρινιστεί είναι αν η HtrA διαμεσολαβούμενη διάσπαση της Ε-καδερίνης έχει 

επίδραση στην ακεραιότητα και την όγκο-κατασταλτική λειτουργία του ενδοκυτταρικού 

συμπλέγματος σηματοδότησης της Ε-καδερίνης, το οποίο αποτελείται από την β-κατενίνη (β-

catenin) και την P120 κατενίνη (p120 catenin). Η τροποποίηση των δομικών στοιχείων του 

εξωκυττάριου χώρου κατά την H. pylori λοίμωξη έχει δειχθεί ότι προϋποθέτει και την 

ενεργοποίηση ιστικών μεταλλοπρωτεϊνασών από τα γαστρικά και τα μακροφάγα κύτταρα του 

ξενιστή [282,358]. Από την άποψη του μηχανισμού η διάρρηξη των διακυτταρικών δεσμών 

επιτρέπει την είσοδο των βακτηρίων στο μεσοκυττάριο χώρο [282], γεγονός το οποίο έχει 

επιβεβαιωθεί και ιστολογικά σε βιοψίες ασθενών με γαστρικό καρκίνο [359]. 

Η ικανότητα της πρωτεΐνης HtrA να διασπά την Ε-καδερίνη και σε in vitro συστήματα 

γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων έχει επίσης δειχθεί για άλλα παθογόνα του γαστρεντερικού 

όπως στα εντεροπαθογόνα Ε. coli (EPEC) [360], στη Shigella flexneri [360] και στο Campylobacter 

jejuni [360,361], αλλά όχι για το παθογόνο του ουρογεννητικού σωλήνα Neisseria gonorrhoeae [360]. 

                                                 
40 PDZ: ακρωνύμιο που συνδυάζει τα πρώτα γράμματα 3 πρωτεϊνών P: μετασυναπτική πρωτεΐνη πυκνότητας 

[PSD95], D: Drosophila  μεγάλο ογκοκατασταλτικό του δίσκου [Dlg1] και Z: zonula occludens-1 πρωτεΐνη [ΖΟ-1] 
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Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η διάσπαση της Ε-καδερίνης μέσω της δράσης της HtrA δεν 

είναι μοναδική για το H. pylori, αλλά αντιπροσωπεύει ανά πιο γενικό μηχανισμό βακτηριακής 

παθογένειας μέσω της συνδυασμένης δράσης πραγματικών παραγόντων παθογένειας που 

διευκολύνουν την λύση της συνέχειας του επιθηλίου. Έτσι η διαπίστωση ότι η πρωτεΐνη HtrA 

διασπά την Ε-καδερίνη  δείχνει ότι η HtrA δεν επηρεάζει μόνο έμμεσα την μικροβιακή 

παθογένεια μέσω της βελτίωσης της βακτηριακής προσαρμογής κάτω από συνθήκες στρες, αλλά 

εμφανίζει επίσης και άμεσες επιπτώσεις στην ομοιοστασία των επιθηλιακών κυττάρων του ξενιστή. 

 

1.8.2.3. Εξοτοξίνη VacA  

 

Αμέσως μετά την ανακάλυψη του Η. pylori αναφέρθηκε ότι μια πρωτεΐνη από διηθήματα 

υγρής καλλιέργειας Η. pylori μπορούσε να προκαλέσει το σχηματισμό μεγάλων ενδοκυτταρικών 

κενοτοπίων σε κυτταρικές σειρές επιθηλιακών κυττάρων θηλαστικών [362]. Η πρωτεΐνη του Η. 

pylori υπεύθυνη για την ίδια δράση ονομάστηκε vacuolating cytotoxin (VacA) και απεδείχθη ότι 

κωδικοποιείται από το γονίδιο vacA [363-366]. Η αλληλουχία αμινοξέων της VacA δεν εμφανίζει 

ομοιότητα με οποιαδήποτε άλλη γνωστή βακτηριακή ή ευκαρυωτική πρωτεΐνη. Τα ώριμα μόρια 

τοξίνης 88-kDa εκκρίνονται ως διαλυτή πρωτεΐνη στον εξωκυττάριο χώρο [363], αλλά μπορεί 

επίσης να παραμείνουν προσκολλημένα στην επιφάνεια του Η. pylori [367]. Τα μόρια της 

εκκρινόμενης τοξίνης έχουν δειχθεί ότι μπορούν να συναθροίζονται σε υδατο-διαλυτά ολιγομερή 

[368-371] τα οποία εισχωρούν σε επίπεδες λιπιδικές διπλοστιβάδες για τον σχηματισμό 

μεμβρανικών καναλιών τα οποία είναι επιλεκτικά στη δίοδο ανιόντων [372-374]. 

Η VacA είναι μια τοξίνη που ασκεί πλειοτροπική δράση τόσο in vitro όσο και in vivo, και 

για τον λόγο αυτό έχει προταθεί ως πρότυπο πολυλειτουργικής τοξίνης [375]. Ωστόσο ένας 

αυξανόμενος όγκος στοιχείων υποδεικνύει ότι η VacA μπορεί μάλλον να είναι το πρωτότυπο μιας 

νέας κατηγορίας μονολειτουργικών Α-Β τοξινών [376]. Δεδομένα πρωτεϊνικής δομής της VacA 

από μελέτες υψηλής ανάλυσης δεν είναι διαθέσιμα, αλλά μια πρώτη εικόνα έχει αποκτηθεί με 

μικροσκοπική ανάλυση των ολιγομερών συμπλόκων της [371] (Εικόνα 7). Τα υδατο-διαλυτά 

ολιγομερή της VacA είναι σχετικά αδρανή σε δοκιμασίες κυτταροτοξικότητας και δημιουργίας 

κενοτοπίων [279]. Όταν όμως εκτεθούν σε όξινες ή αλκαλικές συνθήκες pΗ, τα ολιγομερή 

σύμπλοκα διίστανται στα μονομερή συστατικά τους αυξάνοντας ταυτόχρονα σημαντικά την 

δραστηριότητα της VacA [369,377,378]. Συνεπώς, η κυτταροτοξικότητα της VacA απαιτεί μια 

αρχική αλληλεπίδραση των μονομερών μορφών της με τα κύτταρα, και ακολούθως ο 
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ολιγομερισμός συμβάλλει στην ικανότητα της VacA να σχηματίζει διαύλους στις κυτταρικές 

μεμβράνες [378].  

Η ώριμη, εκκρινόμενη τοξίνη VacA μεγέθους 88-kDa έχει δειχθεί ότι μπορεί να υποβληθεί 

σε περιορισμένη πρωτεολυτική διάσπαση και να δώσει δύο θραύσματα το p33 και το p55 

[365,379-382] (Εικόνα 7). Αυτά τα δύο θραύσματα θεωρείται ότι αντιπροσωπεύουν δύο περιοχές 

ή υπομονάδες της VacA [383]. Αρκετές μελέτες υποδεικνύουν ότι η p55 υπομονάδα έχει ένα 

σημαντικό ρόλο στη σύνδεση της VacA στο κύτταρο-ξενιστή [383-387]. Επιπλέον, η ώριμη 

VacA προβλέπεται να περιέχει μόνο μία έντονα υδρόφοβη περιοχή, η οποία εντοπίζεται εντός 

του τομέα p33 κοντά στο άμινο-τελικό άκρο της VacA [388,389], και περιέχει τρία παράλληλα 

GXXXG μοτίβα, που ορίζονται από κατάλοιπα γλυκίνης στις θέσεις 14, 18, 22 και 26 [389,390], 

οι οποίες αποτελούν χαρακτηριστικές διαμεμβρανικές αμινοξικές ακολουθίες διμερισμού 

πρωτεϊνών. Μεταλλαξογένεση αρκετών κατάλοιπων εντός της άμινο-τελικής υδρόφοβης περιοχής 

της VacA, συμπεριλαμβανομένων και των Gly14, Gly18, έχουν σαν αποτέλεσμα την αναστολή 

αφενός της ικανότητας της VacA για τον σχηματισμό διαύλων μεμβράνης σε επίπεδες 

διπλοστοιβάδες λιπιδίων και αφετέρου της ικανότητας δημιουργίας κενοτοπίων [380,389,391]. Tα 

δεδομένα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η μοναδική υδρόφοβη περιοχή στο άμινο-τελικό 

άκρο της VacA παίζει εξαιρετικά σημαντικό ρόλο στο σχηματισμό διαμεμβρανικών διαύλων και 

ότι ο σχηματισμός τους απαιτείται για την δημιουργία κενοτοπίων [376]. 

Εικόνα 7: Συνοπτική αποτύπωση των διαφόρων λειτουργικών περιοχών της VacA πρωτείης καθώς και του
τρόπος διάταξης και δράσης κατά την επαφή της με την λιπιδική διπλοστιβάδα. (Επεξεργασμένο [357].) 
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Μία σειρά VacA αλληλόμορφων έχουν αναγνωρισθεί, όπως τα s1, s2, για την s περιοχή-

σήματος στο 5’ άκρο της VacA, τα m1, m2 για την m μεσαία-περιοχή του γονιδίου και τα 

τελευταία χρόνια τα i1, i2 αναφορικά με μια νέα περιοχή γνωστή σαν i ενδιάμεση-περιοχή 

[167,392] (Εικόνα 8). Μόρια VacA του τύπου s2 δεν επάγουν τον σχηματισμό κενοτοπίων in 

vitro [392-395], οι μορφές τύπου s1/ml επάγουν εκτεταμένο σχηματισμό κενοτοπίων σε πολλούς 

διαφορετικούς τύπους κυττάρων, ενώ τέλος, μορφές τύπου s1/m2 επάγουν τον σχηματισμό 

ανιχνεύσιμων κενοτοπίων σε ένα πιο περιορισμένο φάσμα  διαφορετικών κυττάρων 

[383,385,396,397]. Επιπλέον, το i1 αλληλόμορφο έχει δειχθεί ότι επάγει τον σχηματισμό 

σημαντικά περισσότερων κενοτοπίων in vitro σε σχέση με το i2 αλληλόμορφο. Πρωτεΐνες VacA 

που φέρουν τους s1/m1 πολυμορφισμούς είναι συνήθως τύπου i1, ενώ οι s2/m2 VacA είναι όλες 

τύπου i2, ενώ η ομάδα s1/m2 μπορεί να φέρει οποιαδήποτε από τα δύο i-αλληλόμορφα. Οι 

περισσότερες μελέτες για την διαλεύκανση της δράσης in vitro της VacA έχουν διεξαχθεί 

χρησιμοποιώντας εξαιρετικά δραστικές μορφές της τοξίνης της μορφής s1/i1/m1 [398].  

 Στελέχη Η. pylori που περιέχουν VacA αλληλόμορφα του τύπου s1 έχουν επιδημιολογικά 

συνδεθεί με αυξημένο κίνδυνο για την ανάπτυξη πεπτικού έλκους και γαστρικού καρκίνου σε 

σύγκριση με στελέχη που φέρουν αλληλόμορφα VacΑ του s2 τύπου [167,392,399,400]. Η 

παρατήρηση αυτή μπορεί να συσχετισθεί με την αποτυχία των μορφών VacA τύπου s2 να 

προκαλέσουν τον σχηματισμό κενοτοπίων in vitro [393-395]. Αντίστοιχα, στελέχη που εκφράζουν 

VacΑ τύπου m1 αλληλόμορφα έχουν δειχθεί ότι συνδέονται επιδημιολογικά με αυξημένο κίνδυνο 

ανάπτυξης γαστρικού έλκους και του γαστρικού καρκίνου σε σύγκριση με τα στελέχη που 

περιέχουν αλληλόμορφα Vaca τύπου m2 [400,401].  

 

Εικόνα 8: Οι γενετικοί πολυμορφισμοί της VacA. (Επεξεργασμένο σχήμα [377].) 
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1.8.3. Μεταφερόμενοι παράγοντες παθογένειας 

  

Μια άλλη ομάδα παραγόντων παθογένειας του H. pylori  έχει δειχθεί ότι ενίεται μέσα στο 

κυτταρόπλασμα των επιθηλιακών κυττάρων του ξενιστή μέσω ενός επαγόμενου βακτηριακού 

συστήματος έκκρισης τύπου IV (T4SS). Τα μέχρι σήμερα αναγνωρισθέντα μόρια που έχουν 

δειχθεί ότι μπορούν να μεταφερθούν ενδοκυττάρια μέσω αυτού του συστήματος είναι η 

ενδοτοξίνη CagA και οι πεπτιδογλυκάνες του μεμβρανικού τοιχώματος των βακτηρίων. Και τα 

δύο ανωτέρω μόρια, λόγω της δυνατότητας τους να τροποποιούν και να ρυθμίζουν την 

ενδοκυττάρια σηματοδότηση στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, έχουν χαρακτηριστεί ως μόρια 

τελεστές (effectors). Η μεν CagA αρχικά, είχε δειχθεί ότι μπορεί να επεμβαίνει στη ρύθμιση της 

κυτταρικής πολικότητας και μορφολογίας, με επαγωγή του χαρακτηριστικού φαινοτύπου 

διασποράς [402,403], οι δε πεπτιδογλυκάνες έχουν αναγνωριστεί ως ο κυριότερος παράγοντας, 

που επάγει την ενεργοποίηση του κεντρικού διακόπτη της φλεγμονής ΝF-κΒ (αναλύεται στην 

§1.9.1 & 1.9.3),  μέσω αναγνώρισης των από τον ενδοκυττάριο υποδοχέα NOD141 [294,404]. 

 

1.8.3.1. Νησίδιο παθογένειας cag 

 

Στην πλειονότητα των έμβιων μικρο-οργανισμών συστήματα μεταφοράς έχουν δειχθεί ότι 

είναι υπεύθυνα για την διαμεμβρανική μεταφορά μακρομορίων κατά μήκος των κυτταρικών 

μεμβρανών τους, συνήθως με ταυτόχρονη κατανάλωση ενέργειας [405]. Τα βακτήρια 

χρησιμοποιούν τα συστήματα μεταφοράς για να επιτελέσουν διάφορες σημαντικές λειτουργίες 

προκειμένου αφενός να προσαρμοστούν στις συνθήκες του περιβάλλοντος του ξενιστή και 

αφετέρου για να εκδηλώσουν την παθογένεια τους [406]. Σε αντιπαραβολή με τα υπόλοιπα 

συστήματα μεταφοράς που έχουν περιγραφεί, το πλέον λειτουργικά ευέλικτο έχει δειχθεί ότι είναι 

το τύπου IV εκκριτικό σύστημα, το οποίο απαντάται σε Gram-θετικά και –αρνητικά βακτήρια 

και χρησιμεύει αφενός, για την μεταφορά ή την ανταλλαγή γενετικού υλικού με άλλα βακτήρια 

του ιδίου ή διαφορετικού είδους, μύκητες, φυτικά κύτταρα και κύτταρα θηλαστικών και αφετέρου 

την μεταφορά πρωτεϊνικής φύσεως παραγόντων παθογένειας στο εσωτερικό των κυττάρων του 

ξενιστή [405]. 

Το H. pylori χρησιμοποιεί διαφορετικά τύπου IV εκκριτικά συστήματα για οριζόντια 

μεταφορά γονιδίων καθώς και το cytotoxin-associated gene (cag) τύπου IV εκκριτικό σύστημα 

                                                 
41 Nucleotide Oligomerization Domain 1 receptor 
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(Cag-T4SS) για την αλληλεπίδραση του με διάφορους τύπους κυττάρων του ξενιστή. To Cag-

T4SS κωδικοποιείται από τα γονίδια του νησιδίου παθογένειας cag (cytotoxin associated gene 

pathogenicity island-cagPAI). Το cagPAI έχει μέγεθος ~37 Kbp και περιέχει περίπου 30 γονίδια 

(Εικόνα 9) και εάν και παρουσιάζει εξελικτικές ομοιότητες με τα υπόλοιπα τύπου IV εκκριτικά 

συστήματα, ωστόσο περιέχει μόνο λίγες πρωτεΐνες των οποίων η αλληλουχία μοιάζει με τις 

αντίστοιχες άλλων τύπου IV εκκριτικών συστημάτων, ενώ πολλά σημαντικά εξαρτήματα που 

κωδικοποιεί είναι μοναδικά [407].  

Τα πρωτότυπα T4SS, όπως το Τ-DΝΑ σύστημα μεταφοράς του Α. tumefaciens, συνήθως 

περιέχουν 11 βασικά εξαρτήματα (VirB1-VirB11) και μια πρωτεΐνη σύζευξης (VirD4) η οποία 

διαμεσολαβεί την αναγνώριση του υποστρώματος [408]. Μόνο λίγα γονίδια του cagPAI 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες με σαφείς ομοιότητες αλληλουχιών με γνωστές πρωτεΐνες του T4SS. 

Εμφανείς ομοιότητες υπάρχουν μόνο για περιορισμένο αριθμό όπως τα CagΕ (VirB4), CagX 

(VirB9), CagY (VirB10), CagΑ (VirB11) και Cagβ (VirD4), αν και ακόμη και αυτές οι πρωτεΐνες, 

ιδιαίτερα οι CagY και CagX, είναι εντυπωσιακά διαφορετικές από τις αντίστοιχες των 

πρωτότυπων συστημάτων. Ωστόσο, προβλέψεις της πρωτεϊνικής τοπολογίας, τόσο σε μελέτες 

εντοπισμού όσο και λειτουργικότητας έδειξαν ότι οι Cagγ (VirB1), CagC (VirB2), CagL (VirB5), 

CagW (VirB6), CagT (VirB7) και CagV (VirB8) είναι επιπλέον ομόλογα της VirB [409-413] 

(Εικόνα 9). 

Πολλά προϊόντα των γονιδίων του cagPAI δεν φαίνεται να έχουν λειτουργία η οποία να 

σχετίζεται με την λειτουργικότητα του Cag-T4SS [213]. Μπορεί να έχουν άλλες μέχρι στιγμής 

Εικόνα 9: Τα γονίδια που αποτελούν το cagPAI όπως αυτά χαρτογραφήθηκαν από την πρώτη ανάγνωση του
πλήρους γονιδιώματος του H. pylori στελέχους αναφοράς 26695. (Επεξεργασμένο από [252]. 
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άγνωστες λειτουργίες ή ακόμα ίσως απλά ο τρόπος δράσης τους να είναι άσχετος με το Cag-

T4SS. Ενδιαφέρον ωστόσο παρουσιάζει ένα από αυτά τα γονίδια το cagf, το οποίο βρέθηκε να 

είναι μεταξύ των πλέον συχνά μεταγραφόμενων γονιδίων μεταξύ όλων των cagPAI γονιδίων in vitro 

και in νίνο, όπως επίσης έντονα βρέθηκαν να  μεταγράφονται και τα γονίδια cagQ, cagS και cagP 

[414]. Επιπλέον μια πρόσφατη μελέτη προσδιόρισε το πλήρες μεταγράφημα του Η. pylori 

εντοπίζοντας ορισμένες θέσεις έναρξης της μεταγραφής επί του cagPAI, υποδεικνύοντας τη 

μεταγραφή του γονιδίου cagB, τη μεταγραφή ενός οπερονίου που περιλαμβάνει τα cagf, cage, cagd 

και cagc, τη μεταγραφή ενός ακόμα οπερονίου που περιλαμβάνει τα cagQ, cagS και ενδεχομένως το 

μικρό ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) hp0533 -το οποίο δεν είναι παρόν σε πολλά κλινικά 

στελέχη ή στελέχη αναφοράς - και τέλος τη μεταγραφή του γονιδίου cagP, πιθανότατα μαζί με ένα 

μικρό μη κωδικοποιούμενο RNA ανάντη του cagP [415]. Αυτές οι παρατηρήσεις υποδηλώνουν 

ότι εκφράζονται πολλά μη-ουσιαστικά γονίδια του cagPAI και ότι η οργάνωση τους σε οπερόνια 

καταδεικνύει μια λειτουργική σχέση με το cag-T4SS [416].  

 

1.8.3.1.1. Δομή του cag-T4SS  

 

Η T4SS συσκευή αποτελείται από δώδεκα πρωτεΐνες που ονομάζονται VirB1-11 και VirD4 

επί τη βάσει της ονοματολογίας που χρησιμοποιείται για το Α. tumefaciens T4SS. Όλες μαζί 

συγκροτούνται για να σχηματίσουν τρία αλληλοσυνδεόμενα τμήματα: ένα κυτταροπλασματικό 

εσωτερικό σύμπλοκο μεμβράνης, ένα δια-μεμβρανικό πόρο που εκτείνεται κατά μήκος των δύο 

μεμβρανών του βακτηρίου και ένα εξωτερικό δίαυλο (pilus) (Εικόνα 10). Παραλλαγές υφίστανται 

μεταξύ των διαφόρων τύπων T4SS αλλά η σύνθεση των τμημάτων είναι γενικά διατηρημένη. Το 

σύμπλεγμα της εσωτερικής κυτταροπλασματικής μεμβράνης αποτελείται από τρεις NTPases 

(VirB4, VirB11 και VirD4), το VirB6 και το VirB8. Ο δια-μεμβρανικός πόρος αποτελείται από 

τα VirB7, VirB9 και VirB10 (ονομάζεται επίσης και «το σύμπλοκο πυρήνα») σχηματίζοντας ένα 

κανάλι από την εσωτερική προς την εξωτερική μεμβράνη και ο εξωτερικός δίαυλος αποτελείται 

κατά κύριο λόγο από τις VirB2 και VirB5 πρωτεΐνες. 

Το συγκρότημα του δια-μεμβρανικού πόρου του Cag-T4SS σχηματίζει ένα μεγάλο 

σύμπλοκο περίπου 1 MDa το οποίο εκτείνεται τόσο στην εσωτερική όσο και στην εξωτερική 

μεμβράνη περιλαμβάνοντας 14 αντίγραφα κάθε μίας από τις τρεις πρωτεΐνες VirB7, VirB9 και 

VirB10 [417]. Η δομή είναι κυλινδρική (μήκος 185 Å, διαμέτρου 185 Å), με δύο διακριτές 

στοιβάδες μία εσωτερική «Ι» και μία εξωτερική «Ο», οι οποίες συνδέονται μεταξύ τους με στενούς 
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συνδέτες και ένα κεντρικό κανάλι που εκτείνεται στο σύνολο της δομής (Εικόνα 10Β). Το κανάλι 

είναι ανοικτό στην κυτταροπλασματική πλευρά (55 Å άνοιγμα), αλλά στενό από την πλευρά της 

εξωτερικής μεμβράνης (10 Å). Η εσωτερική (Ι) και εξωτερική (Ο) στοιβάδα συνδέονται με την 

εσωτερική και την εξωτερική μεμβράνη αντίστοιχα και οι δυο παρουσιάζουν αρχιτεκτονική 

διπλών τοιχωμάτων αλλά εμφανίζουν διαφορετική σύνθεση και δομή [417].  

Ο Cag-T4SS εξωτερικός δίαυλος (pilus) είναι εξαιρετικά ασυνήθιστος και η σύνθεσή του 

φαίνεται πιο περίπλοκη σε σύγκριση με τον πρωτότυπο VirB2/Β5 εξωτερικό δίαυλο που 

παράγεται από άλλα T4SS. Ο Cag-T4SS δίαυλος περιλαμβάνει όχι μόνο τις πρωτεΐνες HP0546 

και HP0539, αλλά επίσης τις HP0527(VirB10), HP0528 (VirB9), HP0532 (VirB7), καθώς και 

την CagA. Σε αντίθεση με άλλα T4SS, δεν υπάρχουν στοιχεία που να δείχνουν ότι η HP0546 

(VirB2 ομόλογο) είναι το κύριο συστατικό της βελονοειδούς δομής που περιγράφεται σε δύο 

μελέτες [418,419]. Ίσως το πιο ενδιαφέρον εύρημα είναι ότι ένα μέρος του διαμεμβρανικού 

πόρου εμπλέκεται επίσης στην εξωτερική δομή του διαύλου. Πράγματι οι πρωτεΐνες HP0527 

Εικόνα 10: (Α) Θεωρητικό γραφικό μοντέλο της δομής και λειτουργίας του cag-T4SS βασισμένος στα πιο πρόσφατα
μοριακά και κρυσταλλογραφικα δεδομένα. (Β) Η δομή του συγκροτήματος του δια-μεμβρανικού πόρου
(Επεξεργασμένο από [396].) 
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(VirB10) και HP0532 (VirB7) εντοπίζονται στην βάση του εξωτερικού δίαυλου [413]. Η HP0527 

(VirB10)είναι σε θέση για ενδο-μοριακές αλληλεπιδράσεις με τον εαυτό της [413]. Η κεντρική 

περιοχή του HP0527(VirB10) αλληλεπιδρά με την καρβόξυ-τελική περιοχή και αυτή η 

αλληλεπίδραση μπορεί να παρέχει ένα μέσο ολιγομερισμού προς σχηματισμό μιας υπερ-δομής 

σε άμεση συνέχεια του δια-μεμβρανικού πόρου (Εικόνα 10).  

 

1.8.3.1.2. Αλληλεπιδράσεις του cag-T4SS με την κυτταρική μεμβράνη του γαστρικού 

επιθηλίου 

 

Η επαγωγή σχηματισμού του εξωτερικού διαύλου θα μπορούσε να είναι συζευγμένη με 

κάποιο υποδοχέα δέσμευσης στο ευκαρυωτικό κύτταρο διότι η επαγωγή της συγκρότησης του 

Cag-T4SS, απαιτεί πρώτα μια επαφή με τα επιθηλιακά κύτταρα [418]. Αυτός ο υποδοχέας 

οικάζεται ότι είναι  η a5β1 ιντεγκρίνη. Πράγματι, πολλές πρωτεΐνες του Cag-T4SS, 

συμπεριλαμβανομένων των HP0527 (VirB10), HP0539-CagL (VirB5), HP0540 και η ίδια η 

CagA, δείχθηκαν να συνδέονται σε διαφορετικά μοτίβα της a5β1 ιντεγκρίνης [287,288]. Αυτό 

υποδηλώνει ότι η HP0540 θα μπορούσε επίσης να εκτίθεται στην επιφάνεια του Cag-T4SS 

εξωτερικού διαύλου. Μερικά από αυτά τα αποτελέσματα είναι αντικρουόμενα και μία γενική 

συναίνεση δεν έχει ακόμη προκύψει. Ωστόσο, όλες οι μελέτες δίνουν έμφαση στο ρόλο των Cag-

T4SS πρωτεϊνών του εξωτερικού διαύλου στη διαμεσολάβηση της αλληλεπίδρασης με την a5β1 

ιντεγκρίνη [407].  

Η καλύτερα χαρακτηρισμένη αλληλεπίδραση εμφανίζεται να είναι αυτή μεταξύ της 

πρωτεΐνης CagL του Cag-T4SS και της α5β1-ιντεγκρίνης στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [288]. 

Η CagL φιλοξενεί ένα κλασσικό μοτίβο ενεργοποίησης της ιντεγκρίνης Αργινίνης-Γλυκίνης-

Ασπαραγίνης  (RGD), το οποίο απαντάται επίσης σε φυσικούς συνδέτες της ιντεγκρίνης, όπως 

ινωδονεκτίνη (fibronectin) ή βιτρονεκτίνη (vitronectin) [288,420]. Έχει προταθεί ότι η σύνδεση 

CagL και β1-ιντεγκρίνης οδηγεί στην ενεργοποίηση της β1-ιντεγκρίνης και στη συνέχεια σε 

ενεργοποίηση άλλων κινασών του ξενιστή συμπεριλαμβανομένων των FAK, c-Src42, EGFR και 

HER343 /ErbB344 σε μια διαδικασία που εξαρτάται από την σύνδεση μέσω του RGD μοτίβου 

[288,333]. Ωστόσο, η ρύθμιση αυτών των οδών μεταγωγής σήματος μπορεί να είναι πιο 

περίπλοκη, δεδομένου ότι έχει πρόσφατα προταθεί ότι μια αλληλεπίδραση CagL/β5-

                                                 
42 Sarcoma kinase 
43 Heregulin Receptor 3 
44 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 
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integrin/ILK διεγείρει την σηματοδοτική οδό EGFR →Raf→ΜΑΡΚ, ανεξάρτητα από το 

RGD μοτίβο [289]. Στην ίδια μελέτη, παρατηρήθηκε επίσης μια αδύναμη αλληλεπίδραση μεταξύ 

CagL και της β3-υπομονάδας της ιντεγκρίνης, αν και δεν έχει μέχρι σήμερα αποδοθεί βιολογική 

σημασία σε αυτή την αλληλεπίδραση [289]. Τέλος έχει δειχθεί ότι η σύνδεση της CagL με την 

β1-ιντεγκρίνη είναι απαραίτητη για την επιτυχή ενδοκυττάρια μεταφορά της CagA μέσα στα 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [288].  

Λαμβάνοντας υπόψη τον in vivo εντοπισμό της α5β1-ιντεγκρίνης στην βάση του επιθηλίου, 

η οποία δεν είναι προσβάσιμη χωρίς ρεαλιστικά την διακοπή της επιθηλιακής ακεραιότητας, η 

ιδέα μιας πανταχού παρούσας CagA αποτελεί ιδιαίτερα ελκυστική. Ο Murata-Kamiya και συν. 

παρατήρησαν ότι η σύνδεση της CagA με φωσφατιδυλοσερίνη αποτελεί προϋπόθεση για την 

μεταφορά της CagA σε όλη την κορυφαία μεμβράνη παλλομένων κυττάρων [421]. Επιπλέον η 

χοληστερόλη φαίνεται επίσης να είναι ένα κρίσιμο συστατικό της μεμβράνης για τη μεταφορά της 

CagA. Αρκετές μελέτες δείχνουν ότι το H. pylori στοχεύει πλούσιες σε χοληστερόλη σχεδίες 

λιπιδίων (lipid rafts) [422] και ότι η εξάντληση της χοληστερόλης εξασθενίζει την μεταφορά της 

CagA  [423]. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι σχεδίες λιπιδίων αποτελούν σημεία συγκέντρωσης αVβ5 

ιντεγκρίνης  [424].  

Μια άλλη υπόθεση αναφέρει ότι η CagA κυρίως μετατοπίζεται σε όλη την βασεοπλευρική 

μεμβράνη πολωμένων κύτταρων, η οποία υποστηρίζεται από την ανίχνευση της φωσφορυλιωμένης 

σε κατάλοιπα τυροσίνης CagA (CagApY) στην βασεοπλευρική μεμβράνη σε σημεία όπου 

εκφραζόταν η β1-ιντεγκρίνη των εστιακών συνδέσμων [288]. Στο πλαίσιο αυτό, η διαπίστωση ότι 

οι εκκρινόμενοι παράγοντες παθογένειας του H. pylori, ουρεάση, VacA και HtrA μπορούν να 

διασπάσουν τους στενοσυνδέσμους υποστηρίζει αυτή την υπόθεση, διότι το H. pylori αποσυνθέτει 

έτσι άμεσα το πολωμένο επιθήλιο και επιτρέπει την άμεση επαφή μεταξύ CagL και β1-ιντεγκρίνης 

στην βασεοπλευρική μεμβράνη των επιθηλιακών κυττάρων. 

 

1.8.3.2. Ενδοτοξίνη CagA 

 

Η CagA αποτελεί τον πιο καλά μελετημένο παράγοντα παθογένειας του Η. pylori. Τα 

ιδιαίτερα της μοριακά χαρακτηριστικά [425] καθώς και η επιδημιολογική συσχέτιση των CagA-

θετικών στελεχών με την αύξηση της πιθανότητας εκδήλωσης γαστρικού αδενο-καρκινώματος 

[12] έστρεψαν πολλές ερευνητικές ομάδες στην ενδελεχή μελέτη τόσου του μοριακού τρόπου 

δράσης της, όσο και της κατανομής των γονοτυπικών πολυμορφισμών της, σε σχέση με την 
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βαρύτητα των ιστοπαθολογικών αλλοιώσεων. Παρά τις πολλές και καλά σχεδιασμένες μελέτες 

γύρω από αυτό το ερώτημα ακόμα ο ακριβής μηχανισμός δράσης της CagA παραμένει 

συγκεχυμένος. Επιπλέον, η χρήση πολλών διαφορετικών πειραματικών προσεγγίσεων, χωρίς 

ακόμα να έχει συμφωνηθεί κάποιος «πρότυπος» τρόπος σχεδιασμού και διεξαγωγής πειραμάτων, 

έχει οδηγήσει την έρευνα γύρω από αυτό το μόριο, σε σύγχυση λόγω της υπερπαραγωγής 

συγκρουόμενων πειραματικών δεδομένων. Στην βιβλιογραφία ήδη έχουν αρχίσει να προτείνονται 

δόκιμοι τρόποι διεξαγωγής και αξιολόγησης των αποτελεσμάτων σε σχέση με την CagA με 

σκοπό τα πειραματικά αποτελέσματα να παρουσιάζουν μεγαλύτερη νοηματική συνοχή [404]. 

Η CagA (cytotoxin-associated gene A) είναι μια πρωτεΐνη μεγέθους  από 120 έως 140 

kDa, κωδικοποιείται από ένα γονίδιο το οποίο εδράζεται στο τέλος του cagPAI και δια μέσω του 

Cag-T4SS μεταφέρεται στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων [426-428]. Εκεί έχει 

δειχθεί ότι φωσφορυλιώνεται από κινάσες του κυττάρου ξενιστή σε κατάλοιπα τυροσίνης που 

εντοπίζονται στην μεταβλητή καρβοξυ-τελική περιοχή της πρωτεΐνης [429]. Τα αμινοξικά 

κατάλοιπα της τυροσίνης μετέχουν σε επαναλαμβανόμενους πεπτιδικούς σχηματισμούς της 

μορφής Γλουταμικό-Προλίνη-Ισολευκίνη-Τυροσίνη-Αλανίνη (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala, EPIYA) [166]. Οι 

θέσεις αυτές, σε στελέχη από Δυτικούς πληθυσμούς (Ευρώπη, Β. Αμερική, Αυστραλία), 

διακρίνονται σε τρεις χαρακτηριστικούς τύπους βάσει της αμινοξικής αλληλουχίας που τις 

περιβάλλει (EPIYA-Α: EPIYAKVNKKK(A/T/V/S)GQ, EPIYA-B: EPIY(A/T)(Q/K) 

VAKKVNAKI, EPIYA-C: FPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPIYATIDDLGGP) [430]. 

Εικόνα 11: H πρωτεΐνη CagΑ διαθέτει μια μεταβλητή καρβόξυτελικη περιοχή. Η περιοχή αυτή αποτελεί από
επαναλαμβανόμενες θέσεις φωσφορυλίωσης τυροσίνης. Στο παρόν σχήμα παρουσιάζονται οι διαφορετικοί τύποι των
μοτίβων φωσφορυλίωσης καθώς και οι διαφορετικοί πιθανοί συνδυασμοί τους. (Επεξεργασμένο και μεταφρασμένο
σχήμα το οποίο έχει ληφθεί από [413].) 
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Σε στελέχη από την Ανατολική Ασία παρατηρούνται οι ίδιες θέσεις EPIYA-Α και –Β, όχι όμως 

οι θέσεις EPIYA-C οι οποίες αντικαθίστανται από μία επανάληψη της μορφής EPIYA-D: 

AINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPIYATIDFDEANQAG[431]. Ο αριθμός 

και τύπος των θέσεων EPIYA-Α και -Β παραμένει κατά κανόνα σταθερός, ενώ των EPIYA-C, 

στα Δυτικού τύπου στελέχη, εμφανίζει υψηλή ποικιλομορφία μεταξύ των στελεχών (Εικόνα 11) 

και συνδέεται άμεσα με την έκταση των φαινοτυπικών κυτταρικών αλλαγών διασποράς του 

χαρακτηριστικού “ραμφοειδούς φαινοτύπου” (hummingbird phenotype) που επάγονται στα 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα μετά από in vitro πειραματική μόλυνση με CagA-θετικά στελέχη H. 

pylori (Εικόνα 12).  

Επιπλέον, ο αριθμός φαίνεται ότι καθορίζει τα επίπεδα τοξικότητας της πρωτεΐνης 

CagA[432], αλλά και του στελέχους γενικότερα, δεδομένου ότι ο κίνδυνος για ανάπτυξη 

γαστρικού καρκίνου αυξάνει ευθέως ανάλογα με τον αριθμό των EPIYA-C θέσεων[433].  Στη 

χώρα μας έχουν διεξαχθεί εκτεταμένες μελέτες για τη χαρτογράφηση των EPIYA θέσεων 

φωσφορυλίωσης σε στελέχη που απομονώνονται από ενήλικες και παιδιά με συμπωματική H. 

pylori λοίμωξη [134,434,435]. Οι μελέτες αυτές κατέδειξαν, ότι CαgA-θετικά στελέχη με 

περισσότερες από δύο επαναλήψεις των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA-C απομονώνονται 

αποκλειστικά από ενήλικες και όχι από παιδιά [134]. Επιπλέον, ενώ στα παιδιά η βαρύτητα των 

ιστοπαθολογικών δεδομένων δεν φαίνεται ότι συσχετίζεται με την πολυμορφικότητα των 

βακτηριακών λοιμοτοξικών παραγόντων CagA και VacA[435], αντίθετα στους ενήλικες, οι 

πολυμορφισμοί τόσο της VacA όσο και της CagA επηρεάζουν σημαντικά τη βαρύτητα και τις 

κλινικές εκδηλώσεις της νόσου, αντίστοιχα. Ειδικότερα, οι πολυμορφισμοί της CagA ως προς τις 

θέσεις EPIYA-C, διαπιστώθηκε ότι σχετίζονται σημαντικά με την κλινική εκδήλωση της 

γαστρικής νόσου[436]. Πιο συγκεκριμένα, η παρουσία μίας λειτουργικής θέσης EPIYA-C (τύποι 

ABC) στην CagA διαπιστώθηκε ότι αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για την ανάπτυξη 

πεπτικού έλκους (OR: 4.647, 95% CI: 2.037-10.602, P=0.015), ενώ ο κίνδυνος διπλασιάζεται επί 

εδάφους μικτών λοιμώξεων από ισογονιδιακά στελέχη H. pylori με διαφορετικό αριθμό θέσεων 

EPIYA-C στην CagA (OR: 9.111, 95% CI: 2.085-39.810, P<0.001 αντίστοιχα). Επίσης, σε 

περιπτώσεις μικτών λοιμώξεων, όπου από το στομάχι ασθενών απομονώνονται δύο ή 

περισσότερα CagA-θετικά στελέχη με διαφορετικό αριθμό επαναλήψεων EPIYA-C, 

παρατηρήθηκε εκλεκτική παρουσία των στελεχών με αυξημένο αριθμό EPIYA-C θέσεων στο 

σώμα και το θόλο, σε σύγκριση με το γαστρικό άντρο [434]. Όλες οι παραπάνω παρατηρήσεις 

συντείνουν στην άποψη, ότι CagA-θετικά στελέχη με αυξημένο αριθμό EPIYA-C επαναλήψεων 
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απομονώνονται συνηθέστερα στο σώμα και το θόλο και η παρουσία τους συνδέεται με την 

εμφάνιση πανγαστρίτιδας και αυξανόμενου κινδύνου για γαστρικό καρκίνο, ενώ τα στελέχη με 

περιορισμένο αριθμό EPIYA-C θέσεων εντοπίζονται κυρίως στο άντρο και η παρουσία τους 

συσχετίζεται με εμφάνιση δωδεκαδακτυλικού έλκους.  

Αρχικά είχε διαπιστωθεί ότι υπεύθυνη για την φωσφορυλίωση του καταλοίπου τυροσίνης 

στα EPIYA μοτίβα ήταν η κινάση c-Src, αλλά αργότερα παρατηρήθηκε ότι η αναστολή 

έκφρασης της κινάσης c-Abl45 στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση 

των επιπέδων φωσφορυλίωσης της CagA. Εν τέλει δύο ανεξάρτητες μελέτες επιβεβαίωσαν την 

συμμετοχή της κινάσης c-Abl στην φωσφορυλίωση της CagA [437,438]. Μόλις πρόσφατα 

αποκαλύφθηκε ο συνεργικός μηχανισμός δράσης αυτών των κινασών υποδεικνύοντας τόσο 

χρονική όσο και ποιοτική ρύθμιση της φωσφορυλίωσης της CagA (Εικόνα 12). Πιο 

συγκεκριμένα, η CagA φωσφορυλιώνεται ιεραρχικά από τις δύο αυτές κινάσες, καθόσον στις 

πρώτες δύο ώρες μετά την μόλυνση, η Src κινάση φαίνεται να φωσφορυλιώνει  μόνο τις EPIYA-C 

και EPIYA-D θέσεις και στη συνέχεια ενεργοποιείται η κινάση c-Abl  η οποία δυνητικά μπορεί 
                                                 

45 Human abelson murine leukemia kinase 

Εικόνα 12: Αναπαράσταση της χωροχρονικής κατανομής της φωσφορυλίωσης της CagA στις διάφορες EPIYA
θέσεις από τις κινάσες Src και c-Abl. (Επεξεργασμένο και μεταφρασμένο σχήμα το οποίο έχει ληφθεί από [419].) 
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να φωσφορυλιώσει  όλους τους τύπους των EPIYA θέσεων[439]. Όμως σύμφωνα με τη μελέτη 

αυτή κάθε δεδομένη χρονική στιγμή, η CagA δεν μπορεί ποτέ να έχει ταυτόχρονα 

φωσφορυλιωθεί σε όλες τις διαφορετικές EPIYA θέσεις που διαθέτει. Παρόλα ταύτα θολό 

παραμένει το τοπίο στην περίπτωση ύπαρξης πολλαπλών θέσεων EPIYA-C, σε ένα μόριο CagA 

πρωτεΐνης, διότι τέτοιου είδους CagA δεν χρησιμοποιήθηκαν κατά την διεξαγωγή της μελέτης και 

επιπλέον ο πειραματικός σχεδιασμός δεν ήταν σε θέση να διερευνήσει αυτού του είδους το 

ερευνητικό ερώτημα. Μετά την ενδοκυττάρια μεταφορά της η CagA έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά 

με πλειάδα ενδοκυττάριων μορίων του κυττάρου ξενιστή και να μετέχει σε διαδικασίες οι οποίες 

για χάριν συντομίας μπορούν να χωριστούν σε δυο γενικές κατηγορίες, σε αυτές που εξαρτώνται 

από την φωσφορυλίωσης της CagA και σε αυτές που είναι ανεξάρτητες της φωσφορυλίωσης της 

[439].  

 

1.8.3.2.1. Αλληλεπιδράσεις της CagA εξαρτώμενες από φωσφορυλίωση σε EPIYA θέσεις 

 

Η πρώτη αλληλεπίδραση της φωσφορυλιωμένης-CagA (pY-CagA) που παρατηρήθηκε 

ήταν με την φωσφατάση τυροσίνης SHP-246 [430]. Η SHP-2, αποτελεί μια πιθανολογούμενη 

ογκοπρωτεΐνη, μετά από την αναγνώριση συσσώρευσης λειτουργικών μεταλλάξεων στο γονίδιο 

της σε πολλές διαφορετικές ανθρώπινες κακοήθειες [440]. Ειδική αλληλεπίδραση των SH2 

περιοχών της SHP-2 με τις φωσφορυλιωμένες EPIYA-C ή EPIIYA-D θέσεις της CagA έχει σαν 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της SHP-2 φωσφατάσης, η οποία επάγει την εκδήλωση του 

ραμφοειδούς φαινοτύπου διασποράς στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [441]. Ο συγκεκριμένος 

φαινότυπος είναι συνδυασμός επαγωγής δύο διαδοχικών διαδικασιών, αφενός κυτταρικής 

κινητικότητας και αφετέρου κυτταρικής επιμήκυνσης και εκδηλώνεται ενδεχομένως σαν 

αποτέλεσμα της δυσλειτουργίας των εστιακών κυτταρικών δεσμών, που ελέγχουν την σύνδεση του 

επιθηλιακού κυττάρου με την θεμέλια ουσία [442,443]. Για τον σταθερό σχηματισμό του 

συμπλόκου μεταξύ της φωσφορυλιωμένης CagA και της SHP-2 απαιτείται ο σχηματισμός 

διμερών της CagA (Εικόνα 13) [441]. Μελέτες διαμόλυνσης γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων  

έδειξαν ότι η δραστικότητα της SHP-2 φωσφατάσης συμβάλλει στην επιμήκυνση των κυττάρων 

διεγείροντας την μεταγωγή σήματος της οδού Rap147→Raf48→Erk [431] και στην άμεση 

αποφωσφορυλίωση και αδρανοποίηση της κινάσης εστιακής προσκόλλησης  FΑΚ [444].  

                                                 
46 Src Homology Phosphatase-2 
47 Repression activator protein 1 
48 Rheumatoid Arthritis Factor 
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Ωστόσο, η συμβολή της FΑΚ στο φαινοτυπικό αποτέλεσμα δεν είναι ακόμη σαφής. Στην 

βιβλιογραφία έχουν εμφανιστεί αποκλίνοντα πειραματικά δεδομένα που παρήχθησαν από 

διαφορετικές ερευνητικές ομάδες, τα οποία μπορούν να εξηγηθούν είτε λόγω διαφορετικής 

πειραματικής προσέγγισης είτε λόγω χρήσης διαφορετικών στελεχών H. pylori. Η πρώτη μελέτη 

υποστηρίζει ότι η CagA μειώνει τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης σε κατάλοιπα τυροσίνης FAK  

κινάσης στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [444]. Η μείωση αυτή πιθανολογείται ότι οφείλεται σε 

SHP-2-διαμεσολαβούμενη αποφωσφορυλίωση της FAK η οποία δεν οφείλεται σε Csk-

εξαρτώμενη αναστολή των κινασών της οικογενείας Src (SFKs) οι οποίες φωσφορυλιώνουν την 

FAK. Συνέκφραση διαρκώς ενεργού FAK μαζί με την CagA, ανέστειλε την έκφραση του 

ραμφοειδούς φαινοτύπου, ενώ η έκφραση κυρίαρχα αρνητικών κατασκευών της FAK, προκάλεσε 

ένα χαρακτηριστικό επίμηκες σχήμα κυττάρων που προσομοίαζε με αυτό του ραμφοειδούς 

φαινοτύπου διασποράς. Η μελέτη αυτή καταλήγει στο συμπέρασμα ότι η ανάπτυξη βαρύτερων 

γαστρικών βλαβών που σχετίζονται με τη λοίμωξη CagA-θετικών H. pylori είναι αποτέλεσμα της 

διαταραχής στην διακυτταρική συνέχεια και την αυξημένη κινητικότητα των επιθηλιακών 

κυττάρων υπό την επήρεια της CagA πρωτεΐνης [444]. 

 Η δεύτερη θεωρία καταδεικνύει ότι το H. pylori  στοχεύει στην κορτακτίνη, μια πρωτεΐνη 

του κυτταροπλάσματος η ενεργοποίηση της οποίας οδηγεί στην προώθηση του πολυμερισμού 

της ακτίνης και στην αναδιάταξη του κυτταροσκελετού, από δύο ανεξάρτητες διεργασίες οι οποίες 

οδηγούν αφενός σε αποφωσφορυλίωση κατάλοιπων τυροσίνης της κορτακτίνης και 

φωσφορυλίωσης της σε κατάλοιπα σερίνης ρυθμίζοντας έτσι την διασπορά και την επιμήκυνση 

των κυττάρων [445]. Η φωσφορυλίωση της κορτακτίνης υπαγορεύει τον υποκυτταρικό της 

εντοπισμός και τα αλληλεπιδρώντα μόρια. Κατά τη μόλυνση η κορτακτίνη αλληλεπιδρά και 

διεγείρει την δραστικότητα της κινάσης FAK. Αυτή η αλληλεπίδραση απαιτεί τις SH3 περιοχές 

και την φωσφορυλίωση της κορτακτίνης στην σερίνη 405 και μιας πλούσιας σε προλίνη 

αλληλουχίας στην FAK. Χρησιμοποιώντας το H. pylori ως πειραματικό μοντέλο, αυτή η μελέτη 

αναδεικνύει μια νέα οδό ενεργοποίησης της FAK. Σύμφωνα με την μελέτη αυτή το H. pylori 

στοχεύει στην κορτακτίνη και προστατεύει το γαστρικό επιθήλιο από την υπερβολική κυτταρική 

αποκόλληση εξασφαλίζοντας την παρατεταμένη λοίμωξη στο στομάχι [445]. Η CagA είναι επίσης 

ικανή να αλληλεπιδρά με την κινάση Csk49 που αποτελεί ένα απαραίτητο ανασταλτικό ρυθμιστικό 

μόριο για τις κινάσες της οικογένειας Src (SFKs). Όπως και στην περίπτωση της SHP-2, η Csk 

συνδέεται εκλεκτικά στην φωσφορυλιωμένη CagA μέσω των SH2 περιοχών της [430]. Μετά το 

                                                 
49 Carboxyl-terminal Src kinase 
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σχηματισμό του συμπλόκου η CagA ενεργοποιεί την Csk, η οποία με τη σειρά της δρα 

ανασταλτικά στις SFK κινάσες [446]. Επειδή οι SFK κινάσες είναι υπεύθυνες για τη 

φωσφορυλίωση της CagA, αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση ο σχηματισμός του CagA-SHP-2 

συμπλόκου και η επακόλουθη επαγωγή του ραμφοειδούς φαινοτύπου διασποράς, διότι η 

αλληλεπίδραση CagA-Csk ρυθμίζει αρνητικά της μεταγωγή σήματος μέσω του CagA-SHP-2 

μονοπατιού τόσο αναστέλλοντας ανταγωνιστικά τον σχηματισμό του CagA-SHP-2 συμπλόκου 

όσο και μειώνοντας τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της CagA [446].  

Επιπλέον, κατά τη διάρκεια της λοίμωξης από Η. pylori η φωσφορυλιωμένη σε κατάλοιπα 

τυροσίνης CagA έχει δειχθεί ότι μπορεί να δεσμεύει τις Crk κινάσες (Crk-ΙΙ, Crk-Ι, και Crk-L) 

και η αλληλεπίδραση αυτή βρέθηκε να αποτελεί σημαντική συνθήκη, τόσο για τις αποκρίσεις του 

ξενιστή στις οποίες διαμεσολαβεί η CagA όσο και για την επαγωγή του ραμφοειδούς φαινοτύπου 

[447]. Συγκεκριμένα η προκαλούμενη από Η. pylori διασπορά των γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων μπλοκάρεται τόσο από υπερέκφραση κυρίαρχα-αρνητικών Crk μεταλλαγμάτων όσο και 

από αναστολή της ενδογενούς Crk με χρήση siRNA50 τεχνολογίας. Τα ανωτέρω υποδηλώνουν ότι 

ότι κυτταροσκελετική αναδιάταξη της ακτίνης, επάγεται είτε λόγω της αποφωσφορυλίωσης 

πρωτεϊνών όπως η κορτακτίνη, που αλληλοεπιδρούν με την ακτίνη, μέσω CagA εξαρτώμενης 

αδρανοποίησης των SFK κινασών [448] ή λόγω ενεργοποίησης της οδού μεταγωγής σήματος  

Rac151/WAVE52  μέσω CagA-Crk αλληλεπίδρασης [438,447] που είναι σημαντική για την 

επιμήκυνση του κυττάρου μέσω της φωσφορυλιωμένης CagA. Η αλληλεπίδραση της 

φωσφορυλιωμένης CagA με την CrkII επιβεβαιώθηκε περαιτέρω με πειράματα ταυτόχρονης 

μόλυνσης του P. aeruginosa με το H. pylori. Διαπιστώθηκε λοιπόν ότι η έγχυση των τοξινών ExoT 

ή ExoS του P. aeruginosa εμπόδισε αποτελεσματικά το H. pylori να προκαλέσει την εκδήλωση του 

ραμφοειδούς φαινοτύπου [449]. Τόσο η Rho-GAP53 όσο και οι ADPRT περιοχές της ExoS54 

ήταν αναγκαίες για να εμποδίσει τις ανακατατάξεις του κυτταροσκελετού της ακτίνης που 

προκαλούνται από το H. pylori, ενώ περιοχές της ExoT55 ήταν απαραίτητες για την εν λόγω 

δραστηριότητα [449]. Εντοπίστηκε ότι οι πρωτεΐνες Crk, Rac1 και Η-Ras56, αλλά όχι RhoA ή 

Cdc4257 αποτελούν βασικές συνιστώσες του επαγόμενου ραμφοειδούς φαινοτύπου διασποράς που 

σχετίζονται με την δράση της πρωτεΐνης CagA[449]. Επιπλέον η ADP-ριβοζυλίωση των CrkII 

                                                 
50 Small Interfering RNA 
51 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
52 WASP family Verprolin-homologous protein 
53 Ras homologous GTPase activating protein 
54 Exoenzyme S 
55 Exoenzyme T 
56 Harvey Rat Sarcoma viral oncogene homolog 
57 Cell division control protein 42 homolog 
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από φωσφορυλιωμένη ExoT μπλοκάρει  την  ενεργοποίηση της CrkII στην τυροσίνη 221, η 

οποία είναι επίσης σημαντική για την μεταγωγή σήματος μέσω της CagA. Φαίνεται ακόμα ότι η 

ενεργοποίηση της c-Abl από την φωσφορυλιωμένη CagA επάγει την φωσφορυλίωση κατάλοιπου 

τυροσίνης στην θέση 122 της CrkII ([449]. Πράγματι η έκφραση της CrkII με  ανεπάρκεια 

φωσφορυλίωσης στην θέση 122 ανέστειλε την Η. pylori επαγόμενη κυτταρική επιμήκυνση [449].  

Το πεδίο των μελετών πάνω στις συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις έχει δημιουργήσει πολλά 

αντικρουόμενα συμπεράσματα καθώς η πρώτη μελέτη που εντόπισε τις αλληλεπιδράσεις των Crk-

ΙΙ, Crk-Ι και Crk-L με την CagA βασίστηκε κυρίως στην αναστολή  της δράσης των μορίων 

αυτών είτε μέσω της siRNA τεχνολογίας είτε με χρήση κυρίαρχα-αρνητικών μεταλλαγμάτων. 

Όμως η αναστολή πρωτεϊνών όπως οι Crk οι οποίες έχουν επανειλημμένα εμπλακεί στη ρύθμιση 

μιας ποικιλίας μονοπατιών μεταγωγής σήματος, πρέπει να αξιολογείται με μεγάλη προσοχή 

[450]. Για παράδειγμα, η Crk διαμεσολαβεί την κυτταρική μετανάστευση στην εξωκυττάρια 

θεμέλια ουσία (ECM) μέσω της σύνδεσής της με την οικογένεια πρωτεϊνών εζρίνης (ezrin), 

ραντιξίνης (radixin) και μοεσίνης (moesin) [451], υποδεικνύοντας ότι η αναστολή της Crk από 

siRNA ή κυρίαρχα-αρνητικά (dominant negative) μεταλλάγματα μπορεί να προκαλέσει γενική 

καταστολή της κυτταρικής κίνησης. 

Δύο μελέτες όπου γίνεται λεπτομερής εξέταση της επαγωγής του ραμφοειδούς φαινοτύπου 

από CagA θετικά στελέχη Η. pylori με τη χρήση μικροσκοπίας πραγματικού χρόνου 

υποδεικνύουν ότι οι μορφολογικές αλλαγές του κυττάρου, οφείλονται σε αναστολή της διάσπασης 

των κυτταρικών εστιακών συμφύσεων, παρά στην δημιουργία προεξεχόντων φιλοποδίων, η οποία 

επάγεται από την ενεργοποίηση της αλληλεπίδρασης με τις Crk και κατόπιν ενεργοποίησης της 

Cdc42 ή/και της Rac1 [442]. Σύμφωνα λοιπόν με τις μελέτες αυτές η επαγωγή του ραμφοειδούς 

φαινοτύπου ούτε εξαρτάται από τις Rac1 ή Cdc42, ούτε απαιτεί την Arp2/358 [431,442] και 

οφείλεται στην αναστολή της επανάταξης των περιφερικών άκρων του κυττάρου, λόγω της 

επιλεκτικής σταθεροποίησης εστιακών συμφύσεων μέσω της FAK [442,444]. 

Επιπλέον μια πρωτεομική μελέτη πραγματοποιήθηκε για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν με τη CagA και οι οποίες εξαρτώνται από την φωσφορυλίωση της [452]. Για το 

σκοπό αυτό, φωσφοπεπτίδια που αντιστοιχούν στις θέσεις φωσφορυλίωσης της CagA 

χρησιμοποιήθηκαν ως δόλωμα για να εντοπιστούν αλληλεπιδρούσες πρωτεΐνες σε ολικά 

κυτταρολύματα κυττάρων θηλαστικών. Τα ίδια πεπτίδια χρησιμοποιήθηκαν επίσης στην μη-

φωσφορυλιωμένη μορφή τους ως εσωτερικός έλεγχος για την ειδικότητα της μεθόδου. Ποσοτική 

                                                 
58 Actin-related protein 2/3 
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φασματομετρία μάζας χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που συνδέθηκε με την 

φωσφορυλιωμένη μορφή του πεπτιδίου, αλλά όχι με την μη φωσφορυλιωμένη μορφή [452].  

Τα πειράματα αυτά επαλήθευσαν τις περισσότερες, αλλά όχι όλες τις αναφερόμενες 

αλληλεπιδράσεις τις φωσφορυλιωμένης CagA. Επιπλέον, ταυτοποιήθηκαν νέες αλληλεπιδράσεις 

με πρωτεΐνες συμπεριλαμβανομένων των SHP-159, RasGAP60, PI3-kinase, Grb261 και Grb762 

[452]. Η πιθανή συνεισφορά τους στη μοριακή παθογένεια της H. pylori λοίμωξης παραμένει 

άγνωστη και πρέπει να διερευνηθεί σε μελλοντικές μελέτες. Κοινό δομικό στοιχείο των δέκα 

ενδοκυττάριων παραγόντων που αλληλεπιδρούν με την φωσφορυλιωμένη CagA είναι η παρουσία 

                                                 
59 Src Homology Phosphatase-1 
60 Ras GTPase activating protein 
61 Growth factor receptor-bound protein 2 
62 Growth factor receptor-bound protein 7 

Εικόνα 13: Γραφική αποτύπωση των έως τώρα γνωστών από μελέτες αλληλεπιδράσεων της φωσφορυλιωμένης
μορφής της CagA με μόρια του ξενιστή. (Επεξεργασμένο και μεταφρασμένο σχήμα το οποίο έχει ληφθεί από [426].)
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θέσεων αλληλεπίδρασης φωσφο-τυροσίνης SH2 (Src homology 2) οι οποίες αποτελούν κύρια 

δομικά στοιχεία αλληλεπίδρασης μεταξύ των πρωτεϊνών στους ανώτερους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς [452].  

 

1.8.3.2.2. Επιδράσεις της CagA στην μεταγωγή σήματος ανεξάρτητες της φωσφορυλίωσης 

 

Μέχρι σήμερα, έχουν περιγραφεί τουλάχιστον 11 αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης CagA με 

ενδοκυττάριους παράγοντες των επιθηλιακών κυττάρων, χωρίς όμως να προϋποτίθεται 

φωσφορυλίωση της στις θέσεις EPIYA (Εικόνα 14), αν και αυτή η αλληλεπίδραση περιλαμβάνει 

το καρβόξυ-τελικό άκρο της CagA που εμπεριέχονται οι θέσεις EPIYA. Καταρχήν, η μη-

φωσφορυλιωμένη CagA έχει δειχθεί ότι μπορεί να αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη ΖΟ-1, μία από 

τις πρωτεΐνες του ικριώματος των στενοσυνδέσμων μεταξύ των επιθηλιακών κυττάρων, αλλά και 

με την διαμεμβρανική πρωτεΐνη των συνεκτικών δεσμών JAM-A63, με αποτέλεσμα τον έκτοπο και 

ατελή σχηματισμό των στενοσυνδέσμων στο σημείο της επαφής του βακτηρίου με το επιθηλιακό 

κύτταρο [353].  

Η μη-φωσφορυλιωμένη CagA έχει επίσης αναφερθεί να αλληλεπιδρά με την διαμεμβρανική 

κυτταρική πρωτεΐνη E-cadherin [453]. Αυτή η αλληλεπίδραση μπορεί να διαταράξει τους 

διακυτταρικούς δεσμούς μεταξύ πολωμένων επιθηλιακών κυττάρων με την απελευθέρωση β-

κατενίνης από τα συνδετικά σύμπλοκα και προκαλεί αύξηση της πυρηνικής β-κατενίνης που 

οδηγεί σε μεταγραφική ενεργοποίηση μιτογονικών γονιδίων που εμπλέκονται στην καρκινογένεση 

[454]. Πρόσφατη μελέτη κατέδειξε ότι η CagA σχηματίζει ένα σύμπλοκο με τις E-cadherin, την 

p120 catenin και το ενδοκυττάριο τμήμα του υποδοχέα c-Met64 [455]. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές 

δεν παρατηρήθηκαν στην ευρέως χρησιμοποιούμενη  κυτταρική σειρά γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων AGS, η οποία δεν εκφράζει την e-cadherin [455]. Ωστόσο, το προαναφερθέν 

πολυπρωτεϊνικό σύμπλοκο παρατηρήθηκε στη κυτταρική σειρά γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων 

NCI-N87 η οποία εκφράζει ενδογενώς E-cadherin αλλά και σε AGS κύτταρα που εξέφραζαν 

σταθερά E-cadherin μετά από σταθερή διαμόλυνση τους με το κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα 

έκφρασης E-cadherin [455]. Φαίνεται ότι όταν το σύμπλοκο CagA/E-cadherin/p120-catenin 

/c-Met είναι συγκροτημένο, στα επιθηλιακά κύτταρα, καταστέλλεται η διεισδυτικότητα και ο 

φαινότυπος διασποράς που επάγεται από την μόλυνση Η. pylori [455] . Ωστόσο τι επακολουθεί 

όταν ο υποδοχέας c-Met  φωσφορυλιωθεί και ενεργοποιηθεί μετά από Η. pylori λοίμωξη δεν είναι 
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ξεκάθαρο, γιατί αν και η ενεργοποίηση του c-Met έχει επανειλημμένα αναφερθεί σε αρκετές 

κυτταρικές σειρές επιθηλιακών κυττάρων μολυσμένες με Η. pylori [456,457], μια πιο πρόσφατη 

μελέτη απέδειξε ότι το αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε σε αυτές τις μελέτες, δεν αναγνωρίζει την 

φωσφορυλιωμένη μορφή του c-Met μεγέθους 135 kDa, αλλά μια κατά 10 kDa μικρότερη 

πρωτεΐνη, που ταυτοποιήθηκε ως η φωσφορυλιωμένη μορφή της CagA [458]. Επιπλέον  

αλληλεπίδραση αυτή της CagA με τον c-Met  μπορεί να οδήγησε εσφαλμένα τους συγγραφείς να 

παρερμηνεύουν την φωσφορυλιωμένη CagA ως φωσφορυλιωμένο c-Met [458]. Έτσι, ο ρόλος του 

c-Met στην Η. pylori επαγόμενη μεταγωγή σήματος δεν είναι απόλυτα σαφής και πρέπει να 

διερευνηθεί πιο διεξοδικά στο μέλλον. 

 Η μη-φωσφορυλιωμένη CagA πρωτεΐνη έχει επίσης βρεθεί να αλληλεπιδρά με την  Grb2 

[459], και η Grb2 είναι ο μόνος παράγοντας του ξενιστή που περιγράφεται να αλληλεπιδρά τόσο 

με μη φωσφορυλιωμένη όσο και με φωσφορυλιωμένη CagA [452]. Ειδικότερα, η μη-

φωσφορυλιωμένη μορφή της CagA δείχθηκε να αλληλεπιδρά με την Grb2 τόσο in vitro όσο και in 

vivo, παρέχοντας ένα μηχανισμό αντίστοιχο με αυτό με τον οποίο η πρωτεΐνη Sos αλληλεπιδρά 

με την Grb2  στην κυτταροπλασματική μεμβράνη [459]. Το σύμπλοκο CagA/Grb2/SOS65 

μπορεί να προωθήσει τον σχηματισμό του συμπλόκου Ras-GTP66, το οποίο με τη σειρά του 

διεγείρει την μεταγωγή σήματος Raf→Mek→Erk η οποία οδηγεί στην διασπορά των κυττάρων 

                                                 
65Son of Sevenless protein  
66 Rat sarcoma guanosine triphosphate 

Εικόνα 14: Γραφική αποτύπωση των έως τώρα γνωστών από μελέτες αλληλεπιδράσεων της μη-φωσφορυλιωμένης
μορφής της CagA με μόρια του ξενιστή. (Επεξεργασμένο σχήμα [426].) 
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καθώς και στην ενεργοποίηση πυρηνικών παραγόντων μεταγραφής, που εμπλέκονται στον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων [460]. Η ανακάλυψη αυτή οδήγησε τους Hirata και συν. να 

συμπεράνουν ότι η έκφραση της CagA μέσω διαμόλυνσης, είχε σαν αποτέλεσμα την μεταγραφική 

ενεργοποίηση  των SRE όσο και των SRF στοιχείων [461]. Σαν αποτέλεσμα αυτού δείχθηκε ότι η 

έκφραση της CagA μέσω διαμόλυνσης, προκαλεί αύξηση της φωσφορυλίωσης του πυρηνικού 

παράγοντα μεταγραφής Elk-1 καθώς και αύξηση της σύνδεση του στο DΝΑ. Η ενεργοποίηση 

του SRE βρέθηκε ότι εξαρτάται από τις αλληλουχίες στο καρβοξυ-τελικό τμήμα της CagA 

(αμινοξέα 873-1002 στο στέλεχος του Η. pylori 26695), αλλά ότι είναι ανεξάρτητη της 

φωσφορυλίωσης της CagA [461] .  Ταυτόχρονα η έκφραση των Ras και MΕΚ φαίνεται να είναι 

απαραίτητη υποδηλώνοντας ότι το σύμπλοκο CagA/Grb2/SOS ενεργοποιεί την μεταγωγή 

σήματος Ras→Raf→Mek→Erk ανεξάρτητα από την φωσφορυλίωση της CagA πρωτεΐνης. Σε 

συμφωνία με τα παραπάνω ευρήματα, η CagA δείχθηκε επίσης ότι μπορεί να δρα μιμούμενη 

πρωτεΐνες προσαρμογείς των ευκαρυωτικών πρωτεϊνών, όπως η Grb2, σε διαγονιδιακό πρότυπο 

της Drosophila melanogaster το οποίο μπορεί να εξηγήσει πώς η CagA πυροδοτεί αυτή τη μεταγωγή 

σήματος [462].  

Η εξήγηση για το ρόλο της CagA στην επαγωγή της απώλειας της κυτταρικής πολικότητας 

είναι πιο απλή. Η κινάση PAR1b67/MARK268, ένας κεντρικός ρυθμιστής της κυτταρικής 

πολικότητας, βρέθηκε να παίζει σημαντικό ρόλο στην Η. pylori επαγόμενη μεταγωγή σήματος 

[463]. Η μη-φωσφορυλιωμένη CagA δεσμεύει άμεσα την PAR1b και αναστέλλει την 

δραστηριότητα της ως κινάσης, με αποτέλεσμα την προαγωγή της απώλειας της πολικότητας στα 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [463,464]. Η αλληλεπίδραση της CagA με την PAR1b απαιτεί την 

παρουσία των κατάλοιπων 1009-1086 της CagA Δυτικού τύπου, περιοχής που είναι ευρέως 

γνωστή ως περιοχή διμερισμού των CagA μορίων, οι οποίες περιβάλλουν τις θέσεις EPIYA 

[463].  Η CagA στελεχών τύπου Ανατολικής Ασίας, δεσμεύεται επίσης στην PAR1b μέσω της 

αντίστοιχης περιοχής 922-1012 [463]. Αυτή η περιοχή αλληλεπίδρασης της ανθρώπινης  PAR1b 

και MARK2 χαρτογραφήθηκε με ανάλυση διαγραφής των θέσεων 250-276 της CagA [463]. Πιο 

πρόσφατες μελέτες έδειξαν επίσης ότι η CagA όχι μόνον προσδένεται στην PAR1b αλλά επίσης 

και σε άλλα μέλη αυτής της οικογένειας κινασών και ότι αυτές οι αλληλεπιδράσεις συμβάλλουν 

στον χαρακτηριστικό φαινότυπο διασποράς [465]. Σε υγιείς ιστούς, η PAR1b/MARK2 

φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες των μικροσωληνίσκων που σχετίζονται με τη ρύθμιση της πολικότητας 

των κυττάρων [466]. Είναι σημαντικό ότι αυτή η κινάση συμμετέχει επίσης στο σχηματισμό της 
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μιτωτικής ατράκτου [466]. Έτσι, προτάθηκε ότι η CagA μπορεί να προκαλέσει χρωμοσωμική 

αστάθεια μέσω της διατάραξης των μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου [466]. Πράγματι, 

πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η CagA μπορεί να μεσολαβεί στην αναστολή της PAR1b, η οποία 

έχει σαν αποτέλεσμα τη δυσλειτουργία της ατράκτου που οφείλεται στη διατάραξη των 

μικροσωληνίσκων, με αποτέλεσμα την καθυστέρηση της μετάβασης από την πρόφαση στην 

μετάφαση και επακόλουθο αποπροσανατολισμό της ατράκτου [466]. 

Πιο πρόσφατες μελέτες σε πειραματικά κυτταρικά και ζωικά πρότυπα H. pylori λοίμωξης 

καταδεικνύουν την δυνατότητα της CagA να συνεισφέρει στο μηχανισμό αναστολής της 

δραστηριότητας του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p5369 κατά την λοίμωξη από H. pylori [467]. 

Ποιο συγκεκριμένα το H. pylori φαίνεται ικανό να μειώνει την έκφραση του p53, αυξάνοντας την 

ουβικιτινιλίωση του, με αποτέλεσμα την εντονότερη αποικοδόμηση του p53 από το πρωτεάσωμα, 

μέσω ενεργοποίησης της κινάσης AKT1, η οποία φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί τη λιγάση της 

ουβικιτίνης HDM2. Αυτές οι επιδράσεις διαμεσολαβούντα από την πρωτεΐνη CagA, ανεξάρτητα 

από την φωσφορυλίωση της στις θέσεις EPIYA. Έκτοπη έκφραση της CagA σε γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα, είχε σαν αποτέλεσμα την αυξημένη φωσφορυλίωση της HDM270, μαζί με 

την εντονότερη ουβικιτινιλίωση της p53και αποικοδόμηση από το πρωτεάσωμα [467]. Η μείωση 

στα επίπεδα δραστηριότητας και έκφρασης της p53 συνοδεύτηκε από ταυτόχρονη αύξηση της 

επιβίωσης των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων που είχαν υποστεί βλάβη στο DNA [467].  

Πρόσφατα αποκαλύφθηκε ότι η άμεση επαφή του Η. pylori με τα γαστρικά επιθηλιακά 

κύτταρα προκαλεί την εξωκυττάρια προβολή μέρους της φωσφατιδυλοσερίνης που φυσιολογικά 

εδράζεται στο εσωτερικό στρώμα των φωσφολιπιδίων της κυτταροπλασματικής μεμβράνης του 

επιθηλιακού κυττάρου [421]. Ακόμα πιο σημαντικά, δείχθηκε ότι κατά τη στιγμή της σύνδεσης 

του βακτηρίου στο κύτταρο, η πρωτεΐνη CagA εντοπίζεται στην απώτερη βακτηριακή επιφάνεια 

του βακτηριακού εκκριτικού συστήματος και μέσω της αλληλεπίδρασης με την 

φωσφατιδυλοσερίνη, πυροδοτεί την είσοδο της στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων [421]. Στην μελέτη έγινε προσπάθεια να προσδιοριστή ποιος γνωστός μοριακός 

μηχανισμός ενδοκύττωσης διαμεσολαβεί την είσοδο της CagA, καταλήγοντας στο συμπέρασμα 

ότι ενώ η αλληλεπίδραση αυτή απαιτεί την δαπάνη ενέργειας δεν προκύπτει να διαμεσολαβείτε 

από τους ως τώρα γνωστούς μοριακούς μηχανισμούς ενδοκύττωσης [421]. Πράγματι, 

χρησιμοποιώντας συστήματα καλλιεργειών πολωμένων επιθηλιακών κυττάρων, η CagA βρέθηκε 

να είναι συνδεδεμένη στο εσωτερικό φύλλο της κυτταροπλασματικής μεμβράνης μέσω της 
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αλληλεπίδρασης της με φωσφατιδυλοσερίνη, αποδίδοντας έτσι ιδιαίτερη σημασία στο ρόλο της  

φωσφατιδυλοσερίνης στον ενδοκυττάριο εντοπισμό και ρόλο της CagA [421].  

 Πρόσφατα επίσης, αποσαφηνίστηκε ένα μεγάλο μέρος της τριτοταγούς δομής της 

πρωτεΐνης CagA από δύο ανεξάρτητες μελέτες, μιας Ευρωπαϊκής [468] και μιας Ιαπωνικής [469] 

οι οποίες κατέληξαν σε ταυτόσημα συμπεράσματα. Συγκεκριμένα, διαπιστώθηκε ότι το καρβόξυ-

τελικό άκρο της πρωτεΐνης έχει πάρα πολύ ασταθή δομή, που υποδηλώνει ότι  αυτή η περιοχή 

Εικόνα 15: Η τριτοταγής δομή της CagA (Α) όπως αυτή προέκυψε από πειράματα κρυστάλλωσης σε αντιπαραβολή με
την αμινοξική της αλληλουχία (Β). (Επεξεργασμένο από [449].) 
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της πρωτεΐνης παραμένει ευέλικτη για τη σύναψη αλληλεπιδράσεων σε σημείο που η 

κρυστάλλωση της να καθίσταται εξαιρετικά δύσκολη (Εικόνα 15). Στο σύνολο του το μόριο της 

CagA περιλαμβάνει μία δομημένη άμινο-τελική περιοχή (κατάλοιπα 1-876) της οποίας η δομή 

αποτελείται από τρεις διακριτές περιοχές. Η περιοχή Ι (κατάλοιπα 24-221) συνιστά ένα 

κινούμενο άμινο-τελικό άκρο η δομή του οποίου αποτελείται από δέκα α-έλικες και διαθέτει μια 

μικρή αλληλεπιδρώσα περιοχή με την περιοχή ΙΙ, ενώ δεν βρέθηκε να αλληλεπιδρά με την 

περιοχή ΙΙΙ. Η περιοχή ΙΙ (κατάλοιπα 303-644) προσδένει την CagA στην μεμβράνη του 

κυτταροπλάσματος μέσω της αλληλεπίδρασης της με την φωσφατιδυλοσερίνη και δομικά 

αποτελείται από μια μεγάλη αντιπαράλληλη β-πτυχωτή επιφάνεια. Η περιοχή III (κατάλοιπα 645-

824) δομικά αποτελείται από μια τετράδα α-ελίκων και αλληλεπιδρά ενδομοριακά με την 

ευέλικτη καρβόξυ-τελική περιοχή όσο και με την περιοχή ΙΙ, ενισχύοντας την παθογόνο δράση 

της CagA, μέσω της δημιουργίας ενός βασικού πυρήνα σε σχήμα ικρίωματος/κύφωματος, ο 

οποίος αποτρέπει την πρωτεόλυση της πρωτεΐνης, προσδίδοντας διαρθρωτική  αρχιτεκτονική μια 

σχήματος Ν [468,469].  

Αναφορικά με την παρουσία των επαναλαμβανόμενων θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA 

στην CagA, πρέπει να αναφερθεί ότι μέχρι σήμερα μόνο 9 περιπτώσεις αντίστοιχων μορίων 

τελεστών που περιέχουν EPIYA θέσεις προσδιοριστεί σε άλλα βακτήρια (Πίνακας 3) [470]. Οι 

πρωτεΐνες αυτές δεν παρουσιάζουν ομολογία αλληλουχίας έξω από το μοτίβο EPIYA, 

υποδεικνύοντας ότι δεν έχουν προκύψει από κοινούς προγόνους [469,471]. Η παρουσία κινασών 

στο βακτηριακό πρωτέωμα θα μπορούσε ενδεχομένως να οδηγήσει στην φωσφορυλίωση των 

EPIYA τελεστών στο κυτταρόπλασμα των βακτηρίων [472]. Όμως πρωτεΐνες που να περιέχουν 

SH2 μοτίβα δεν απαντώνται στα βακτήρια και επιπλέον οι EPIYA τελεστές έχουν βρεθεί να 

αλληλεπιδρούν με μια σειρά 

παραγόντων των κυττάρων 

θηλαστικών. Λαμβάνοντας τα 

παραπάνω υπόψιν δυο 

βιβλιογραφικές ανασκοπήσεις έχουν 

προτείνει ότι οι EPIYA τελεστές 

μπορούν να δρουν ως προτιμητέοι 

SH2-συνδέτες [290,470]. Η πρώτη 

θεωρία προτείνει ότι η 

αλληλεπίδραση αυτή εξυπηρετεί την 

Πίνακας 3: Οι εννέα βακτηριακές πρωτεΐνες που έχον ως σήμερα 
προσδιοριστεί να φέρουν EPIYA μοτίβα φωσφορυλίωσης  

Βακτηριακό είδος EPIYA Τελεστές 

Anaplasma phagocytophilum AnkA 

Helicobacter pylori  CagA 

Chlamydia trachomatis  Tarp 

Bartonella henselae  BepD, BepE and BepF 

Haemophilus ducreyi  LspA1 and LspA2 

Enteropathogenic Escherichia  coli Tir 
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όσο μεγαλύτερη επιρροή από το βακτήριο στην μεταγωγή σήματος μέσω της χρήσης μιας 

τοξίνης [290]. Η δεύτερη θεωρία αναφέρει ότι οι EPIYA τελεστές των βακτηρίων μπορούν να 

δουν ως γενικευμένοι αναστολείς των SFKs [470]. Η θεωρία αυτή  

βασίζεται στο γεγονός ότι μόνο μία πρωτεΐνη υπάρχει στο πρωτέωμα των θηλαστικών 

κυττάρων που περιέχει θέσεις EPIYA, η Pragmin [473]. Η πρωτεΐνη αυτή εντοπίζεται στην 

κυτταροπλασματική μεμβράνη κυττάρων θηλαστικών και δρα ως μια ψευδοκινάση 

(pseudokinase) περιέχοντας ένα μοναδικό μοτίβο EPIYA που φωσφορυλιώνεται από SFKs 

[473]. Η φωσφορυλιωμένη Pragmin συνδέεται με την Csk, μετατοπίζοντας την στο 

κυτταρόπλασμα, εμποδίζοντας με αυτό το τρόπο τον εντοπισμό της στην κυτταροπλασματική 

μεμβράνη με αποτέλεσμα την αναστολή της φυσιολογικής δράσης της που είναι να 

φωσφορυλιώνει και απενεργοποιεί τις SFKs [473]. Συνεπώς η Pragmin εφόσον φωσφορυλιωθεί 

στις EPIYA θέσεις, δημιουργεί ένα βρόγχο θετικής ανάδρασης της ενεργοποίησης των SFK. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι, η Csk φαίνεται να είναι συχνά στόχος των βακτηριακών τελεστών EPIYA 

[446,452] και, μάλιστα, η CagA αναστέλλει ανταγωνιστικά την αλληλεπίδραση Pragmin-Csk 

οδηγώντας στην στρατολόγηση της Csk στην πλασματική μεμβράνη, όπου φωσφορυλιώνει τις 

SFKs αναστέλλοντας την δραστηριότητα κινάσης. Φαίνεται λοιπόν, ότι είναι δυνατή η 

λειτουργική αναστολή των SFK να δίνει ένα σημαντικό πλεονέκτημα στα βακτήρια για την 

εγκατάσταση επιτυχούς μόλυνσης, πιθανώς καταστέλλοντας αποκρίσεις του έμφυτου 

ανοσολογικού συστήματος του ξενιστή όπως προτείνεται στην λοίμωξη από Η. ducreyi [474]. 

Όλο και περισσότερα στοιχεία καταδεικνύουν μια λειτουργική σχέση μεταξύ των  

λοιμογόνων παραγόντων της CagA και της VacA κατά τη διάρκεια της βακτηριακής λοίμωξης, 

που αποτελεί ενδιαφέρουσα στρατηγική προκειμένου να επιτύχει την καλύτερη αλληλεπίδραση 

μεταξύ του Η. pylori και γαστρικού περιβάλλοντος. Με τον τρόπο αυτό αποφεύγεται η υπερβολική 

κυτταρική βλάβη και βελτιστοποιούνται οι συνθήκες για την ανάπτυξη του βακτηρίου. Έχει 

δειχθεί ότι αν και η CagA ενεργοποιεί το μεταγραφικό παράγοντα NFAT71  η VacA τον 

αναστέλλει [475]. Παρά το γεγονός ότι η CagA μειώνει την επαγωγή κενοτοπίων από την VacA, 

η VacA μειώνει την εκδήλωση του ραμφοειδούς φαινοτύπου που προκαλείται από την CagA 

[476].  Επιπλέον, έχει πρόσφατα δειχθεί ότι η VacA μπορεί να ρυθμίζει ανασταλτικά τις 

επιδράσεις της CagA παρεμβαίνοντας στην ενεργοποίηση και την ενδοκυττάρωση του υποδοχέα 

του EGFR στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [477]. Αυτό βλάπτει την σηματοδοτική οδό που 

παίζει βασικό ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στον σχηματισμό του ραμφοειδούς 
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φαινοτύπου [477]. Επιπλέον έχει δεχθεί ότι η CagA μπορεί να εξουδετερώνει την αποπτωτική 

δραστηριότητα της VacA, αλλοιώνοντας την ενδοκυττάρια διακίνηση της και ενισχύοντας την 

έκφραση αντιαποπτωτικών γονιδίων [387]. Τέλος έχει επίσης προταθεί και εμπλοκή της CagA 

στην αναστολή ενδοκύτωσης της VacA στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα [392]. Σημειωτέων ότι 

πρόσφατα έχει δειχθεί ότι σε πολωμένη μονοστιβάδα επιθηλιακών κυττάρων οι πρωτεΐνες VacA 

και CagA μπορούν να ενεργούν από κοινού για να παρέχουν στο H. pylori, συγκεκριμένα θρεπτικά 

συστατικά, όπως ο σίδηρος, κατά την σύνδεση τους στο κορυφαίο πόλο των κυττάρων [390]. 

Αφενός η CagA δείχνει να αυξάνει στη βασοπλευρική κυτταρική πλευρά, την πρόσληψη 

τρανσφερρίνης που αποτελεί την κυριότερη πρωτεΐνη του πλάσματος για τη μεταφορά σιδήρου 

και επάγει την πορεία της διαμέσων του κυττάρου (transcytosis) στο κορυφαίο πόλο. Αντίστοιχα, 

η VacA έχει δειχθεί ότι συμβάλλει στην διατάραξη της ανακύκλωσης της τρανσφερίνης, με την 

εμπλοκή της στον εντοπισμό του υποδοχέα της τρανσφερίνης στις θέσεις προσκόλλησης των 

βακτηρίων [390].  

 
1.9. EΚΚΡΙΣΗ ΤΗΣ IL-8 ΑΠΟ ΓΑΣΤΡΙΚΑ ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΛΟΙΜΩΞΗ ΑΠΟ H. pylori 

 

Η παρουσία ουδετερόφιλων πολυμορφοπύρηνων κυττάρων στο χόριο του γαστρικού 

βλεννογόνου, σε υπόβαθρο χρόνιας φλεγμονής, αποτελεί το σήμα κατατεθέν της λοίμωξης από 

H. pylori. Πράγματι ιστοπαθολογικές μελέτες υποστηρίζουν ότι η ουδετεροφιλική δραστηριότητα 

είναι ένα σχεδόν καθολικό φαινόμενο στην χρόνια γαστρίτιδα από Η. pylori [117]. Τα 

ουδετερόφιλα εντοπίζονται σε δείγματα γαστρικών βιοψιών, σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις 

ασθενών με λοίμωξη από H. pylori και είναι ένα πολύ ευαίσθητος δείκτης της παρουσίας ή της 

απουσίας του βακτηρίου, διότι εξαφανίζονται εντός ημερών μετά από επιτυχή εκρίζωση της 

λοίμωξης [30,117]. Η ιντερλευκίνη 8 (IL-8) εκκρίνεται από τα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα και 

αποτελεί τον κύριο παράγοντα χημειοταξίας των ουδετερόφιλων κοκκιοκυττάρων στο χόριο. Έχει 

παρατηρηθεί αύξηση της έκκρισης IL-8 σε ασθενείς με λοίμωξη Η. pylori [30,478] και 

συσχετίζεται σε επιδημιολογικές μελέτες με την ιστολογική βαρύτητα της γαστρίτιδας [479].  

Στην βιβλιογραφία υπάρχει πλειάδα μελετών που προσπάθησαν να εντοπίσουν τους 

παράγοντες παθογένειας που είναι υπεύθυνοι για την επαγωγή της έκκρισης IL-8 από τα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα, καθώς στη διαλεύκανση των οδών μεταγωγής σήματος μέσω των οποίων 

επιτυγχάνεται [404]. Παρά ταύτα, η ετερογένεια των αποτελεσμάτων είναι πολύ μεγάλη και πολλά 
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από αυτά τα αποτελέσματα είναι ευθέως αντικρουόμενα [404]. Οι παράγοντες του Η. pylori που 

έχουν αναφερθεί έως σήμερα να επηρεάζουν την έκκριση της IL-8 μπορούν να διαχωριστούν σε 

τρεις κατηγορίες, πρώτον, σε αυτούς που προϋποθέτουν την ύπαρξη ενός λειτουργικού cag-T4SS 

και δρουν ανεξάρτητα από την παρουσία της CagA, δεύτερον σε αυτούς που επηρεάζονται από 

την λειτουργία της CagA και τρίτον, στους παράγοντες που δρουν ανεξάρτητα του βακτηριακού 

συστήματος μεταφοράς και της CagA. 

 

1.9.1. Παράγοντες που επάγουν έκκριση της IL-8, που εξαρτώνται από το λειτουργικό 

σύστημα cag-T4SS, αλλά είναι ανεξάρτητοι από την δραστηριότητα της CagA 

 

Αρχικές μελέτες κατέδειξαν ότι η παραγωγή IL-8 από αρκετές επιθηλιακές κυτταρικές 

σειρές στην H. pylori λοίμωξη, εξαρτάτο από την παρουσία ενός λειτουργικού cag-T4SS και ήταν 

ανεξάρτητη άλλων γνωστών παραγόντων παθογένειας του βακτηρίου όπως η CagA, η VacA και η 

ουρεάση [480-482]. Τα συμπεράσματα αυτά ήταν σε συμφωνία με κλινικές μελέτες οι οποίες 

κατέδειξαν τη σχέση μεταξύ της έκκρισης της IL-8 και την παρουσία λειτουργικού συστήματος 

μεταφοράς cagPAI [483,484]. Επιπλέον, απεδείχθη ότι για την έκκριση της κυτοκίνης ήταν 

απολύτως αναγκαία η φυσική επαφή μεταξύ H. pylori και επιθηλιακών κυττάρων που οδηγούσε 

σχεδόν ταυτόχρονα σε ταχεία ενεργοποίηση του NF-kB ανεξάρτητα από την έκφραση της 

πρωτεΐνης CagA [294,480,485,486].  

 Συστηματική μεταλλαξιγένεση του cagPAI αποκάλυψε ότι τα 15 (ΗP022, ΗP023, ΗP025, 

ΗP027-033, ΗP037, ΗP039, ΗP041, ΗP044, ΗP046) από τα 27 γονίδια του απαιτούνται για 

την επαγωγή έκκρισης της IL-8 και επίσης υπέδειξε ότι η CagA δεν είναι απαραίτητη για την 

έκκριση της IL-8 [487]. Η συγκεκριμένη μελέτη αλλά και άλλες [480-482,488,489] απέκλεισαν 

την υπόθεση ότι υπάρχει ένας παράγοντας που μεταφέρεται διαμέσου του cag-T4SS προκαλώντας 

έκκριση της IL-8, υποδεικνύοντας ότι είτε o ίδιος ο Cag-T4SS δίαυλος (pilus) ή κάποιος 

παράγοντας  που κωδικοποιείται σε μια άλλη περιοχή του χρωμοσώματος προκαλεί την 

ενεργοποίηση της IL-8. Περαιτέρω μελέτες έδειξαν ότι τουλάχιστον έξι οδοί μεταγωγής σήματος 

θα μπορούσαν να συμμετέχουν σε ενεργοποίηση του NF-kB που να εξαρτάται από τη 

λειτουργικότητα του συστήματος μεταφοράς ανεξάρτητα της δράσης της CagA (Εικόνα 16Α).  

Το πρώτο μονοπάτι που περιγράφηκε λεπτομερώς ήταν αυτό της ενεργοποίησης από το H. 

pylori της κινάσης ΡΑΚ172 και την μετέπειτα ενεργοποίηση του ΝF-κΒ [490]. Η ΡΑΚ1 είναι μια 
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συγγενής πρωτεΐνη της κινάσης επαγωγής του NF-kB ΝΙΚ73, η οποία κατά την ενεργοποίηση της 

ρυθμίζει την δραστηριότητα των κινασών IkappaB (IKKS) 74 (Εικόνα 16Α). Επιπλέον στη 

συγκεκριμένη μελέτη, η δραστηριοποιούμενη TAK175 πρωτεϊνική κινάση κινάση κινάση 

(MAP3Ks) αναφερόταν ότι δεν είχε καμία επίδραση στην ενεργοποίηση του NF-kB [491]. Μια 

επόμενη μελέτη ερεύνησε την H. pylori επαγόμενη ενεργοποίηση του NF-kB, χρησιμοποιώντας 

δοκιμασίες κινάσης και ενεργοποίησης μορίων μάρτυρα (reporter and kinase assay), καθώς και 

πειράματα διαμόλυνσης [492]. Πιο συγκεκριμένα σε πειραματικές H. pylori λοιμώξεις γαστρικών 

κυττάρων, η χρήση κυρίαρχα αρνητικών (dominant-negative) μεταλλάξεων των πρωτεϊνών 

IkBa76, Ikkα77, IKKβ78, ΝΙΚ και των πρωτεϊνών προσαρμογέα TRAF279 και TRAF680, 

συνέτειναν στην αναστολή της ενεργοποίησης του NF-kB [492] (Εικόνα 16B). Ακόμα μια μελέτη 

η οποία διερεύνησε την έκκριση της χημειοτακτικής πρωτεΐνης MCP-181 από τα γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα, ανέφερε ότι μόλυνση από H. pylori οδηγούσε στην ειδική ενεργοποίηση 

συμπλοκών που περιείχαν τις υπομονάδες του NF-kB, p50 και p65 [493]. Επιπροσθέτως με 

πειράματα παροδικής σίγασης της έκφρασης κινασών και δοκιμασίες ενεργοποίησης μορίων 

μάρτυρα (reporter assays) κατέδειξαν ότι η H. pylori λοίμωξη προκαλεί την ενεργοποίηση του 

NF-kB δια μέσω του ΙΚΚ-ΝΙΚ συμπλόκου μεταγωγής σήματος, έχοντας ως παράπλευρο 

αποτέλεσμα την έκφραση της MCP-1 (Εικόνα 17B). Μία μελέτη ορόσημο, από τον Ferrero και 

συν., πρότεινε ότι μόρια υπεύθυνα για την ενεργοποίηση του NF-kB κατά την H. pylori λοίμωξη 

μπορεί να είναι οι πεπτιδογλυκάνες του κυτταρικού τοιχώματος, οι οποίες προτάθηκε ότι 

μεταφέρονται ενδοκυττάρια δια μέσου του Cag-T4SS [294]. Εντός του κυττάρου, οι 

πεπτιδογλυκάνες αναγνωρίζονται από τον ενδοκυττάριο υποδοχέα NOD1 ο οποίος μπορεί 

άμεσα να ενεργοποιήσει τον NF-kB (Εικόνα 16B). Ωστόσο μετέπειτα δημοσιεύσεις 

αμφισβήτησαν την εμπλοκή του NOD1 στη ενεργοποίηση του NF-kB καθώς και των υπολοίπων 

μοντέλων ενεργοποίησης που έχουν περιγραφεί παραπάνω (Εικόνα 16B). Πιο συγκεκριμένα, 

διαπιστώθηκε ότι ακόμη και μετά την αναστολή της δράσης με siRNAs πολλών σηματοδοτικών 

μορίων στην οδό μεταγωγής σήματος του NF-kB δεν παρατηρείτο αναστολή στην 

φωσφορυλίωση του IkBa και την έκκρισή της IL-8 [485]. Σε αντίθεση, μείωση της έκφρασης των 
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μορίων TAK1, TRAF6 και μιας σημαντικής πρωτεΐνης προσαρμογέα της σηματοδότησης των 

TLRs, της MyD8882, μέσω siRNA μηχανισμών επέφερε σημαντική μείωση στα επίπεδα 

ενεργοποίησης NF-kB [485], ενώ αντίθετα αναστολή των TRAF2 και IL-1R-συναφών κινασών 

(ΙΚΑΚ-1 και IRAK-4) με μηχανισμούς siRNΑ, δεν επηρέασαν τις αποκρίσεις [77]. Είναι 

ενδιαφέρον ότι αναστολή με siRNA, της έκφρασης του Nod1 υποδοχέα και της κινάσης RIP-2, 

ενός σημαντικού μορίου το οποίο διαμεσολαβεί στην αλληλεπίδραση των Nod υποδοχέων με το 

σύμπλοκο των ΙΚΚ, δεν είχε επίσης κατασταλτικά αποτελέσματα στην ενεργοποίηση του NF-kB 

[77]. Αντ’ αυτού η H. pylori λοίμωξη ενίσχυσε σημαντικά το σχηματισμό, δύο πρωτεϊνικών 

συμπλόκων, των MyD88/TRAF6 και TAK1/TRAF6 σε γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, μέσω 

ενός Cag-T4SS εξαρτώμενου τρόπου (Εικόνα 16B), με ταυτόχρονη σταθεροποίηση του 

σχηματισμού του Nod1 και RIP-2 συμπλόκου.  

Τέλος μελέτη διερεύνησε το ρόλο του μονοπατιού των κινασών PI3K και Akt στην 

ενεργοποίηση του NF-kB  [493]. Φωσφορυλιωμένη Akt ανιχνεύθηκε κατά τη διάρκεια της 

μόλυνσης με cagPAI-θετικά, αλλά όχι με cagPAI-αρνητικά στελέχη. Το H. pylori προκάλεσε 

επίσης φωσφορυλίωση του p65, ενεργοποίηση του NF-kB και έκφραση της IL-8 με ένα 

                                                 
82 Myeloid Differentiation primary response gene 
Εικόνα 16: Αποτύπωση όλων των εως τώρα πιθανών μονοπατών ενεργοπίησης του NF-κB από το H. pylori σύμφωνα 
με βάση τα δεδομένα που έχουν έως τώρα προκύψει από τις μελέτες που έχουν διεξαχθεί (Επεξεργασμένο και 
μεταφρασμένο σχήμα το οποίο έχει ληφθεί από [382].) 
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μηχανισμό που φάνηκε ότι εξαρτάται από την ενεργοποίηση των PI3K και Akt [494] (Εικόνα 

16B). Συνοψίζοντας, οι παραπάνω αναφορές είναι είτε πολύ αμφιλεγόμενες ή δεν επιτρέπουν μια 

λογική μοριακή εξήγηση των δεδομένων με βάση ένα μόνο γνωστό μονοπάτι ενεργοποίησης του 

NF-kB. Για παράδειγμα, δεν είναι σαφές για ποιο λόγο η MyD88 αλλά όχι οι κινάσες IRAK183 

και IRAK484 που κλασικά συνδέονται με την MyD88 [485] θα πρέπει να είναι απαραίτητες για 

την H. pylori επαγόμενη ενεργοποίηση του NF-kB. 

  

1.9.2. Επαγωγή έκκρισης της IL-8 εξαρτώμενη από την έκφραση της πρωτεΐνης CagA  

 

Επειδή ισογονιδιακά στελέχη που δεν εκφράζουν CagA πρωτεΐνη, προκαλούν την έκκριση 

σημαντικών ποσοτήτων της IL-8, η CagA θεωρήθηκε για μεγάλο χρονικό διάστημα να παίζει 

επουσιώδη ρόλο στην επαγωγή των προφλεγμονωδών απαντήσεων [481,482,487,495]. Ωστόσο, 

πολλές μετέπειτα μελέτες έδειξαν ότι η CagA είτε μέσω φυσικής λοίμωξης είτε διαμόλυνσης είχε 

την δυνατότητα να επάγει την ενεργοποίηση του NF-kB και την έκκριση της IL-8 σε γαστρικά 

επιθηλιακά κύτταρα AGS και άλλους τύπους κυττάρων [496]. Η διαμόλυνση των 

κατασκευασμάτων της CagA οδήγησε στην μετατόπιση της υπομονάδας p65 του NF-kB εντός 

του πυρήνα, την ενεργοποίηση του προαγωγέα του γονιδίου της IL-8 και μετέπειτα την έκκριση 

IL-8 [496]. Μελέτες με αναστολείς και μια σειρά κυρίαρχα-αρνητικών (dominant negative) 

κατασκευών πρότειναν ότι η επαγόμενη απελευθέρωση της IL-8 που σχετίζεται με την ύπαρξη της 

CagA, φαίνεται να ρυθμίζεται κυρίως από το σηματοδοτικό μονοπάτι H-Ras→Raf→ΜΕΚ 

(Εικόνα 16Γ). Η έκφραση μη-φωσφορυλιωμένων μεταλλαγών της CagA οδήγησε επίσης στην 

ενεργοποίηση του NF-kB, υποδηλώνοντας ότι η επαγωγή και έκφραση της IL-8, είναι 

ανεξάρτητη της φωσφορυλίωσης της CagA [496,497]. Επιπλέον, μη-φωσφορυλιωμένη CagA 

αποδείχθηκε ότι αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα c-Met [455-457] που οδηγεί σε διαρκή 

ενεργοποίηση της κινάσης PI3K/Akt και NF-kB ενεργοποίηση σε απόκριση της H. pylori 

μόλυνσης [457]. Επιπρόσθετα, αναλύσεις συν-κατακρήμνισης και μελέτες φασματομετρίας μάζας 

έδειξαν ότι η ενιόμενη CagA αλληλεπιδρά με τον a-Pix, έναν παράγοντα γουανίνης για την 

ανταλλαγή μικρών GTPασών Rho [497,498]. Ακόμα, καταστολή της α-Pix85 με siRNA-

μηχανισμό κατέδειξε σημαντική αναστολή της ενεργοποίησης των ΡΑΚ1, ERK1/2 και ΝF-κΒ 

[124], υποδηλώνοντας ότι ο α-Pix απαιτείται για αυτές τις H. pylori μεσολαβούμενες αποκρίσεις 
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(Εικόνα 16Γ). Εκτός από την αλληλεπίδραση με α-Pix, η ενδοκυττάρια έκφραση της CagA είτε 

μετά από φυσική λοίμωξη είτε διαμόλυνση δείχθηκε να δεσμεύει και να ενεργοποιεί την κινάση 

TAK1 [499]. Η CagA δεσμεύεται στην TAK1 και μπορεί να διεγείρει την ενεργοποίηση της 

μέσω TRAF-6 και ουμπικιτινιλίωσης στο κατάλοιπο Lys63 της TAK1 έχοντας σαν συνέπεια την 

ενεργοποίηση του NF-kB (Εικόνα 16Γ). Συνολικά οι παραπάνω μελέτες αποδεικνύουν ότι 

ενδοκυττάρια έκφραση της CagA μπορεί να ενεργοποιήσει τον NF-kB και να συμβάλλει στις 

προφλεγμονώδεις αποκρίσεις, αλλά ενδεχομένως με έναν έμμεσο τρόπο. 

 

1.9.3. Ανεξάρτητη του Cag-T4SS επαγωγή έκκρισης της IL-8 

 

Εκτός της έντονης ενεργοποίησης του NF-kB με μηχανισμούς που προϋποθέτουν ένα 

λειτουργικό σύστημα Cag-T4SS, έχει παρατηρηθεί ότι βασικά επίπεδα της φλεγμονής επίσης 

επάγονται από cagPAI αρνητικά στελέχη, υποδηλώνοντας την παρουσία εναλλακτικών 

μηχανισμών οι οποίοι μπορούν να ενεργοποιήσουν την οδό του NF-kB ανεξάρτητα του Cag-

T4SS [484]. Ένας από αυτούς τους ανεξάρτητους παράγοντες φαίνεται να είναι η ουρεάση, καθώς 

έχει βρεθεί να συνκαταβυθίζεται με τον υποδοχέα επιφανείας CD7486, που ρυθμίζει την 

ενδοκυτταρική μεταφορά [500]. Στη συγκεκριμένη μελέτη, με χρήση μεταλλαγμάτων ουρεάσης 

και ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, δείχθηκε ότι η αλληλεπίδραση της ουρεάσης με τον CD74  

επάγει την ενεργοποίηση του NF-kB και την παραγωγή της IL-8 (Εικόνα 16Δ) [500]. Διέγερση  

του συστήματος NF-kB έχει επίσης παρατηρηθεί μέσω του συστήματος αναγνώρισης των 

πεπτιδογλυκάνων από τον ενδοκυττάριο υποδοχέα NOD1 in vitro μέσω ενός νέου μηχανισμού 

στον οποίο συμμετέχουν τα κυστιδία εξωτερικής μεμβράνης (ΟΜVs) τα οποία απελευθερώνονται 

συνεχώς από τα βακτήρια (Εικόνα 16Δ) [501]. Ανεξάρτητη μελέτη έχει καταδείξει ότι 

ενδογαστρική χορήγηση ΟΜVs σε ποντικούς μπορεί να προκαλεί έμφυτες και επίκτητες 

ανοσολογικές απαντήσεις μέσω ενός μηχανισμού εξάρτησης από τον NOD1 αλλά ανεξάρτητου 

από το σύστημα TLR [501]. Οι μελέτες αυτές δείχνουν ότι άλλοι παράγοντες ανεξάρτητα από την 

λειτουργία του cagPAI θα μπορούσαν επίσης να συμβάλουν στην ενεργοποίηση του NF-kB. 
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1.10. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διαλεύκανση του ρόλου των επαναλαμβανόμενων 

EPIYA  θέσεων φωσφορυλίωσης της CagA πρωτεΐνης στην ενεργοποίηση μηχανισμών 

πρόκλησης φλεγμονής στο γαστρικό επιθήλιο στην λοίμωξη από H. pylori. Στο πρώτο μέρος, 

περιγράφεται μία επιδημιολογικού περιεχομένου μελέτη για τη συσχέτιση της πολυμορφίας των 

θέσεων EPIYA της CagA με τα κλινικό-παθολογικά ευρήματα ασθενών. Η εν λόγω μελέτη 

διεξήχθη σε κλινικά στελέχη που απομονώθηκαν από ασθενείς Ασιατικών (Καμπότζη) και 

Αφρικανικών (Σενεγάλη) πληθυσμών, μέσω του Παγκόσμιου Δικτύου των Ινστιτούτων Παστέρ 

(RIIP), στηρίχθηκε σε τεχνογνωσία παρόμοιων ερευνών που διεξήγαγε το Εργαστήριο Ιατρικής 

Μικροβιολογίας στον Ελληνικό πληθυσμό [134,434,435] και για τις ανάγκες της αναπτύχθηκε νέα 

στρατηγική για την χαρτογράφηση των πολυμορφισμών EPIYA CagA. Στο δεύτερο μέρος της 

παρούσας μελέτης, διερευνήθηκε η ενδεχόμενη εμπλοκή της πρωτεΐνης CagA, μέσω της 

φωσφορυλίωσης στις θέσεις EPIYA, στην επαγωγή της Ιντερλευκίνης-8 και των μορφοκινητικών 

αλλαγών επιθηλιακού σε μεσεγχυματικό τύπο στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα στη λοίμωξη από 

H. pylori. Το φαινόμενο μελετήθηκε μετά από in vitro πειραματική μόλυνση γαστρικών 

επιθηλιακών κυτταρικών σειρών με γενετικά τροποποιημένα στελέχη H. pylori, που εξέφραζαν 

CagA πρωτεΐνη με μεταβλητό αριθμό μοτίβων EPIYA και των αντίστοιχων μη 

φωσφορυλιώσιμων μεταλλαγμένων μορφών τους (EPIFA). Τα στελέχη αυτά κατασκευάσθηκαν 

μετά από γενετική τροποποίηση του στελέχους αναφοράς  H. pylori P12. Αρχικά κλωνοποιήθηκε 

το γονίδιο  που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη CagA σε καταλλήλους πλασμιδιακούς φορείς και 

δημιουργήθηκαν οι μεταλλαγμένες μη φωσφορυλιώσιμες μορφές της. Κατόπιν έγινε 

μετασχηματισμός του στελέχους αναφοράς με τους παραπάνω πλασμιδιακούς φορείς για την 

παραγωγή των νέων ισογονιδιακών στελεχών με μεταβλητό αριθμό μοτίβων EPIYA (P12AB, 

P12ABC, P12ABCC, P12ABCCC) και των αντίστοιχων μη φωσφορυλιώσιμων μεταλλαγμένων 

μορφών τους (P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF). Για περαιτέρω μελέτες αναφορικά με τον 

χωροταξικό εντοπισμό της πρωτεΐνης CagA χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία φθορισμού FlAsH 

[502]. Συγκεκριμένα, η CagA εκφράστηκε σε σύνδεση με ένα έξα-πεπτίδιο Cys-Cys-Pro-Gly-

Cys-Cys τετρακυστεΐνης το οποίο μπορεί να επάγει φθορισμό της δι-αρσενικής 

οργανομεταλλικής ουσίας FlAsH, επιτρέποντας τον εντοπισμό της CagA, με συνεστιακή 

μικροσκοπία αλλά και μικροσκοπία πραγματικού χρόνου.  
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2.1. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ  

 

2.1.1. Καλλιέργεια στελεχών H. pylori  

 

Η καλλιέργεια των στελεχών H. pylori που συμπεριελήφθησαν στη μελέτη, 

πραγματοποιήθηκε σε στερεό θρεπτικό Columbia Blood Agar Base (CBA) (Oxoid) 

εμπλουτισμένο με 7% αίμα αλόγου και 1% Vitox (Oxoid), παρουσία αντιβιοτικών: 10 μg/ml 

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

μg/ml ναλιδιξικό οξύ, 30 μg/ml βασιτρασίνη, 5 μg/ml φθοροκυτοσίνη (όλα προμηθευόμενά 

από Sigma). Αναλυτικά, τα τρυβλία με το παραπάνω θρεπτικό υπόστρωμα (CBA πλήρες) τα 

οποία φυλάσσονταν στους 4°C, τοποθετούνταν 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 150 μl διαλύματος βακτηρίου που μόλις είχε αποψυχθεί από 

τους -80 °C. Οι βακτηριακές καλλιέργειες στην συνέχεια τοποθετούνταν μέσα σε ειδικά 

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. Απομόνωση κλινικών στελεχών H. pylori από γαστρικές βιοψίες. 

 

Βιοπτικό υλικό που είχε συλλεχθεί ενδοσκοπικά από το στομάχι ασθενών (άντρο, σώμα ή 

αμφότερα) μεταφερόταν ανά τακτά χρονικά διαστήματα, εντός 2-4 ωρών στο εργαστήριο από τις 

συνεργαζόμενες Γαστρεντερολογικές κλινικές των Νοσοκομείων Ευαγγελισμός και Αλεξάνδρα, 

μέσα σε αποστειρωμένο διάλυμα μεταφοράς θειογλυκολικού οξέος (Oxoid, Basingstoke, United 

Kingdom) περιεκτικότητας 29,5 gr/L. Ακολουθούσε μερική λύση του ιστού και αποκόλληση 

των βακτηρίων με ισχυρή ανάδευση, παρουσία αποστειρωμένων γυάλινων σφαιριδίων. 

Ακολούθως, 180μl εναιωρήματος επιστρωνόταν σε τρυβλίο (CBA πλήρες) για καλλιέργεια H. 

pylori, όπως περιγράφηκε παραπάνω. Για κάθε δείγμα βιοψίας φυλάσσονταν δύο τρυβλία, τα 

οποία επωάζονταν έως εφτά ημέρες σε μικροαερόφιλες συνθήκες. Μετά τον μακροσκοπικό 

εντοπισμό αποικιών που έμοιαζαν με H. pylori, γινόταν ανά-καλλιέργεια και ενζυμική δοκιμασία 

ουρεάσης για επιβεβαίωση της υπάρξεως H. pylori. Όλα τα νέα στελέχη καταψύχονταν στους -

80ºC όπως περιγράφεται αναλυτικά στην §2.2.2.  



Υλικά & Μέθοδοι 

 

~ 81 ~ 
 

2.1.3. Καλλιέργεια E. coli. 

 

Η καλλιέργεια των E. coli πραγματοποιήθηκε σε στερεό ή υγρό θρεπτικό υλικό Luria 

Broth Lenox modification (Becton, Dickinson B.D.) παρουσία των ανάλογων με το 

πειραματικό πρωτόκολλο κατάλληλων αντιβιοτικών: (α) αμπικιλίνης (100 μg/ml), (β) 

καναμυκίνης (50 μg/ml) και (γ) χλωραμφαινικόλης (20 μg/ml). Για τις καλλιέργειες σε στερεό 

θρεπτικό υλικό, τα τρυβλία, τα  οποία φυλάσσονταν στους 4°C, τοποθετήθηκαν σε κλίβανο 

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

τυχόν υγρασία που περιείχαν. Στην συνέχεια, έγινε ενοφθαλμισμός διαλύματος βακτηρίου έως 

200μl και τοποθετήθηκαν σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας στους 37 C για 16 ώρες. Για τις 

υγρές καλλιέργειες, σε δοκιμαστικούς σωλήνες των 50 ml χρησιμοποιήθηκαν 5ml υγρού 

θρεπτικού LB και εν συνεχεία έγινε εμβολιασμός με 10 μl διαλύματος βακτηρίου που μόλις είχε 

αποψυχτεί από τους -80 °C. Στη συνέχεια, οι σωλήνες τοποθετήθηκαν σε κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας στους 37 C, υπό σταθερή ανάδευση (200 rpm) για 16 ώρες. 

 

2.1.4. Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών ευκαρυωτικών κυττάρων. 

 

Οι κυτταρικές σειρές των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS και MKN45 

πραγματοποιήθηκαν με θρεπτικό υλικό RPMI 1640 Glutamax I (Gibco) και των εμβρυϊκών 

ινοβλαστών ποντικών (Mouse embryonic fibroblast, MEF) σε D-MEM με γλουταμίνη, 

εμπλουτισμένα με 10% βόειο ορό (Gibco) παρουσία αντιβιοτικών (πενικιλίνης και 

στρεπτομυκίνης 1% της Gibco) στους 37 °C, σε ατμόσφαιρα CO2 περιεκτικότητας 5%. 

Ειδικότερα, οι καλλιέργειες πραγματοποιούνταν σε φλάσκες των 75 cm2 έως ότου τα κύτταρα να 

καλύψουν το 90% της επιφάνειας καλλιέργειας. Για την επανα-καλλιέργεια τους, τα 

προσκολλημένα κύτταρα ξεπλένονταν με 5ml PBS (Gibco) και χρησιμοποιούνταν 2 ml τρυψίνης 

περιεκτικότητας 0.05% (Gibco), για να αποκολληθούν από την πλαστική επιφάνεια. Κατόπιν τα 

κύτταρα μεταφέρονταν σε νέες φλάσκες με θρεπτικό υλικό και ορό σε συνολικό όγκο 20ml, σε 

αραιώσεις σύμφωνες με τις οδηγίες της ATCC για την κάθε κυτταρική σειρά. 
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2.2. ΚΡΥΟ-ΣΥΝΤΗΡΗΣΗ 

 

2.2.1. Κρύο-συντήρηση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών 

 

 Η συντήρηση των ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών πραγματοποιείτο σε βαθιά κατάψυξη. 

Πιο συγκεκριμένα, τα κύτταρα αποκολλιούνταν από το πλαστικό υπόστρωμα της φλάσκας 

επιφάνειας 75 cm2 με την διαδικασία που αναφέρθηκε παραπάνω. Κατόπιν, τα κύτταρα 

αραιώνονταν σε τελική συγκέντρωση 4x106 κύτταρα/ml σε θρεπτικό υλικό RPMI, 

περιεκτικότητας 20% σε ορό και 5% σε DMSO. Το συνολικό εναιώρημα διαμοιραζόταν ανά 1.8 

ml σε αμπούλες κρύο-συντήρησης (cryotubes) της εταιρίας NUNC. Η διαδικασία της 

κατάψυξης πραγματοποιούνταν εντός 24h στους -80 C, με την χρήση ειδικών δοχείων που 

επέτρεπαν την αργή και σταδιακή ψύξη των κυττάρων και στην συνέχεια ακολουθούσε η 

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

 

2.2.2. Κρύο-συντήρηση στελεχών H. pylori  

 

Η φύλαξη των στελεχών H. pylori με κατάψυξη στους -80C πραγματοποιείτο σε αμπούλες 

κρύο-συντήρησης σε θρεπτικό υλικό Brain Heart Infusion Broth (BHIB), παρουσία 20% 

γλυκερόλης. Το σύνολο της βιομάζας ενός τρυβλίου εικοσιτετράωρης καλλιέργειας επαναιωρείτο 

σε BHIB με γλυκερόλη και κατόπιν διαμοιραζόταν ανά 1,8 ml σε αμπούλες κρύο-συντήρησης. 

 

2.3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

 

2.3.1. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA βακτηρίων 

 

Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA έγινε με το DNeasy Blood & Tissue kit της 

Qiagene. Εν συντομία, η βιομάζα μισής εικοσιτετράωρης καλλιέργειας επαναιωρείτο σε 1ml 

PBS. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση των βακτηρίων στις 13,000rpm 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 περιείχε 20μl πρωτεϊνάση Κ και 

επώαση κατά την διάρκεια της νύχτας στους 56 C. Την επόμενη ημέρα προθέτονταν 200 μl AL 
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διαλύματος του κιτ και 200μl απόλυτης αιθανόλης για την καταβύθιση του DNA. Ο συνολικός 

όγκος των 600μl τοποθετείτο σε μια στήλη πυριτίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 

8.000rpm, προκειμένου το DNA να προσκολληθεί στη στήλη. Ακολουθούσαν πλύσεις του DNA 

με 500μl διαλύματος AW1 και με 500μl διαλύματος AW2. Η τελική έκλουση του 

γονιδιωματικού DNA πραγματοποιείτο σε 200μl διαλύματος AE (10 mM TrisHCl, 0,5 mM 

EDTA, pH 9,0). 

 

2.3.2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας  

 

Η απομόνωση μικρής κλίμακας πλασμιδιακού DNA (έως 20 μg) από βακτηριακές 

καλλιέργειες E. coli γινόταν με χρήση του QIAprep Miniprep kit της Qiagene. Περιληπτικά, 

βιομάζα από δεκαεξάωρες βακτηριακές καλλιέργειες όγκου 5 ml, καταβυθιζόταν με 

φυγοκέντρηση για 3min σε 13.000 rpm, επαναιωρείτο σε 250μl διαλύματος P1, και ακολουθούσε 

προσθήκη 250μl διαλύματος P2 και 350μl διαλύματος Ν3, προκειμένου να πραγματοποιηθεί η 

λύση των βακτηριακών μεμβρανών. Κατόπιν φυγοκέντρησης για 10min σε 13.000 rpm, 

ακολουθούσε η μεταφορά του υπερκειμένου σε μια στήλη πυριτίου και προσκόλληση του DNA 

σε αυτή μετά από φυγοκέντρηση στις 8.000 rpm, και έκπλυση με 750μl διαλύματος PE. Τέλος, η 

τελική έκλουση του DNA πραγματοποιείτο σε 200 μl διαλύματος EΒ (10 mM TrisHCl, pH 

8,5). 

 

2.3.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μεγάλης κλίμακας 

 

Η απομόνωση μεγάλης κλίμακας πλασμιδιακού DNA (έως 100μg) γινόταν με τη χρήση 

QIAfilter Plasmid Midi kit της Qiagene. Εν συντομία, βακτήρια από δεκαεξάωρες καλλιέργειες 

E. coli συνολικού όγκου 25ml, συλλέγονταν με φυγοκέντρηση σε 6000xg για 15 min στους 4 °C, 

και επαναιωρούντο σε 4 ml διαλύματος P1. Ακολουθούσε προσθήκη 4ml διαλύματος P2 και 

350μl διαλύματος Ν3, προκειμένου να πραγματοποιηθεί η λύση των βακτηριακών μεμβρανών. 

Στην συνέχεια, γινόταν διαχωρισμός του διαλύματος από το ίζημα μέσω φιλτραρίσματος και 

μεταφορά του υπερκειμένου σε μια στήλη πυριτίου, προκειμένου το πλασμιδιακό DNA να 

προσκολληθεί στη στήλη. Ακολουθούσαν δύο πλύσεις με 10ml διαλύματος QC. Κατόπιν, 

γινόταν έκλουση του πλασμιδιακού DNA σε 5ml διαλύματος QF και ακολούθως καταβύθιση 

του DNA με την προσθήκη 3.5ml απόλυτης ισοπροπανόλης και φυγοκέντρηση σε 15,000xg για 
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30min στους 4°C.  Η τελική επαναδιαλυτοποίηση του DNA γινόταν σε 1ml AE (10 mM 

TrisHCl, pH 8,5). 

 

2.3.4. Απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

 

Για την απομόνωση τμημάτων DNA από πήκτωμα αγαρόζης για κατασκευαστικούς 

λόγους, χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό κιτ Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. Εν 

συντομία, η μέθοδος περιελάβανε την αποκοπή της ζώνης DNA από πήκτωμα αγαρόζης, με 

χρήση αποστειρωμένης λεπίδας, ζύγισή του και προσθήκη 10 μl εμπορικού διαλύματος 

Membrane Binding Solution για κάθε 10 mg πηκτώματος. Ακολουθούσε επώαση στους 50–65 

°C μέχρι την πλήρη διάλυση όλων των στερεών υπολειμμάτων. Στη συνέχεια το διάλυμα 

τοποθετείτο σε μια στήλη πυριτίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm, 

προκειμένου το DNA να προσκολληθεί στη στήλη. Ακολουθούσαν πλύσεις του DNA με 700 μl 

εμπορικού διαλύματος (Membrane Wash Solution) και κατόπιν με 500 μl εμπορικού 

διαλύματος AW2 (Membrane Wash Solution). Η τελική έκλουση του DNA πραγματοποιείτο 

σε 40 μl απιονισμένου νερού. 

Εναλλακτικά, για την απομόνωση ζώνης DNA από πήκτωμα αγαρόζης χαμηλού σημείου 

τήξεως (Low melting Agarose), μετά τη ζύγισή του, ακολουθούσε προσθήκη 50μl εμπορικού 

διαλύματος LMT (20mM Tris-HCl pH8,0, 1mM EDTA pH8,0) για κάθε 10mg πηκτώματος 

αγαρόζης και επώαση στους 65°C, μέχρι την πλήρη διάλυση του πηκτώματος. Στη συνέχεια, το 

διάλυμα αφηνόταν να φθάσει σε θερμοκρασία δωματίου και ακολουθούσε απομόνωση του DNA 

από την υδατική στοιβάδα με διαδοχική διαδικασία εκχύλισης με προσθήκη ίσου όγκου 

φαινόλης, φαινόλης : χλωροφόρμιου (1:1) και τελικά χλωροφόρμιου. Ο διαχωρισμός υδατικής 

και της εκάστοτε οργανικής στοιβάδας γινόταν με φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm. Κατόπιν, 

ακολουθούσε καταβύθιση του DNA με προσθήκη 0,2 όγκων 10Μ οξικού αμμωνίου και 2 όγκων 

απόλυτης παγωμένης αιθανόλης και επώαση του διαλύματος για 10 min στους -20°C. 

Ακολουθούσε καταβύθιση με φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 20 min στους 4 °C, απόρριψη 

της αιθανόλης, δύο πλύσεις του καταβυθισμένου DNA με 70% αιθανόλη και φυγοκέντρηση στις 

14.000 rpm για 20 min στους 4 °C, στέγνωμα του DNA στους 37 °C για 1 ώρα και τελική 

επαναδιάλυση σε 40 μl TE. 
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2.3.5. Απομόνωση ολικού RNA από γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα 

 

Η απομόνωση ολικού RNA έγινε με το RNAeasy Mini kit της Qiagene. Περιληπτικά, 

γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα πληθυσμού μικρότερου από 5x106 λύνονταν με την προσθήκη 

350μl εμπορικού διαλύματος κυτταρικής λύσης RTL, και κατόπιν ομογενοποίησης προστίθεντο 

350μl αιθανόλης περιεκτικότητας 70%. Το σύνολο του όγκου (700μl) διοχετευόταν σε στήλη 

πυριτίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 8.000rpm, προκειμένου το RNA να προσκολληθεί 

στη στήλη. Ακολουθούσε πλύση του RNA με 350μl εμπορικού διαλύματος RW1, επώαση για 

15min με 80μl DNase της Qiagene, προκειμένου να αποφευχθούν επιμολύνσεις από 

γονιδιωματικό DNA, και τελικές εκπλύσεις με 350μl εμπορικού διαλύματος RW1 και 500μl 

RPE. Η τελική έκλουση του RNA γινόταν σε 40μl νερού το οποίο είχε υποστεί διαδικασία 

επεξεργασίας με DEPC. 

 

2.4. ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΛΥΣΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 

 

2.4.1. Προσδιορισμός των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA στη πρωτεΐνη CagA 

 

Ο προσδιορισμός του αριθμού και του τύπου των θέσεων EPIYA στην CagA έγινε με 

PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές cagA2530S και cagA3000AS (Πίνακας 2) όπως 

περιγράφηκε στην εν λόγω δημοσίευση της μεθόδου [134]. Συνοπτικά, η αντίδραση διεξαγόταν 

σε διάλυμα αντίδρασης που περιείχε 10 mM Tris, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl, 0.01 % gelatin, 

1U Taq πολυμεράση (Fermentas), 200μM Δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια, 0.5μM εκκινητών και 

50ng από το μικροβιακό γονιδιωματικό DNA. Η διαδικασία της PCR αποτελούνταν από ένα 

αρχικό βήμα αποδιάταξης του DNA στους 94°C για 5min, ακολουθούμενο από 35 διαδοχικούς 

κύκλους αποδιάταξης στους 94°C για 30sec, ειδικού υβριδισμού στους 50°C για 40sec και 

επιμήκυνσης της αλυσίδας στους 72°C για 45sec, ακολουθούμενες από τελικό βήμα επιμήκυνσης 

στους 72°C για 7min.  
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2.4.2. Χαρακτηριστικά εκκινητών για την δημιουργία του μέγα-εκκινητή μεταλλαξιγένεσης.  

 

Σχεδιάστηκαν συνολικά πέντε εκκινητές για την δημιουργία του μέγα-εκκινητή της 

μεταλλαξιγένεσης, τα χαρακτηριστικά των οποίων παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω, ενώ οι 

αλληλουχίες αποτυπώνονται στον Πίνακας 6. 

 

 Ο εκκινητής F1 είχε αλληλουχία ομόλογη με την αρχή της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

που κωδικοποιεί την συνολική επαναλαμβανόμενη περιοχή EPIYA-C και δεν διέθετε 

επιπλέον θέσεις περιοριστικών ενζύμων. 

 Ο εκκινητής R1, η αλληλουχία του οποίου ήταν ομόλογη με το τέλος της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας που κωδικοποιεί την συνολική επαναλαμβανόμενη περιοχή του EPIYA-C, 

περιλάμβανε επιπλέον τις πέντε πρώτες βάσεις από την αλληλουχία που κωδικοποιεί το 

επόμενο EPIYA-C, προκειμένου να δημιουργηθεί μία θέση περιορισμού SmaI και στον 

οποίον επιπλέον είχε συμπεριληφθεί κατάντη αλληλουχία αναγνώρισης περιοριστικού 

ενζύμου XbaI.  

 Ο εκκινητής F2 είχε αλληλουχία ομόλογη με την περιοχή, η οποία ξεκινά πέντε 

νουκλεοτίδια μετά από την αρχή της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που κωδικοποιεί την 

περιοχή EPIYA-C και δεν διέθετε επιπλέον θέσεις περιοριστικών ενζύμων. 

 Ο εκκινητής R2 είχε αλληλουχία ομόλογη με την περιοχή του γονιδίου cagA, η οποία 

εκτείνεται για 140 bp μετά το τέλος του EPIYA-C και κωδικοποιούσε μια θέση 

περιορισμού για το περιοριστικό ένζυμο XbaI. 

 Τέλος, ο εκκινητής R3 ήταν ακριβώς ίδιος με τον R2 με την μόνη διαφορά ότι δεν 

διέθετε θέση περιορισμού. 

 

2.4.3. Κατασκευή του μέγα-εκκινητή της μεταλλαξιγένεσης 

 

Για τον πολλαπλασιασμό με PCR των αντίστοιχων τμημάτων DNA που απαιτούνταν για 

την κατασκευή του μέγα-εκκινητή της μεταλλαξιγένεσης χρησιμοποιήθηκαν 25 μl διαλύματος 

αντίδρασης, τα οποία περιείχαν 0.5U Vent DNA πολυμεράση (NEB) 0,5 μM των αντίστοιχων 

εκκινητών F1, F2, R1, R2 και R3, 1 μl DNA, 200 μM δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια 

(Fermentas), 20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0,1 % Triton 

X-100, pH 8,8 και 50ng DNA. Η διαδικασία πολλαπλασιασμού αποτελούνταν από ένα αρχικό 
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βήμα αποδιάταξης του DNA στους 95°C για 5min, ακολουθούμενο από 35 διαδοχικούς 

κύκλους αποδιάταξης στους 95°C για 30sec, ειδικού υβριδισμού στους 53°C για 30sec και 

επιμήκυνσης στους 75°C για 30sec και ένα τελικό βήμα επιμήκυνσης στους 75°C για 7min. 

 

2.4.4. Ανάπτυξη μεθόδου PCR για τον πολλαπλασιασμό του συνόλου του γονιδίου cagA 

 

Για τον πιστό πολλαπλασιασμό του συνόλου του γονιδίου cagA χρησιμοποιήθηκε η υψηλής 

πιστότητας DNA πολυμεράση Vent (New England Biolabs) και σχεδιάστηκαν εκκινητές βάσει 

της δημοσιευμένης αλληλουχίας του γονιδίου cagA του πρότυπου στελέχους H. pylori 26695. 

Κατά τον σχεδιασμό του πρόσθιου εκκινητή cagAKpnI (Πίνακας 2), συμπεριελήφθη θέση 

αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου KpnI και προσθήκη αλληλουχίας Kozak ενώ στον 

αντίστροφο εκκινητή cagApaI προβλέφθηκε η ύπαρξη θέσης αναγνώρισης περιοριστικού ενζύμου 

ApaI, προσθήκη κωδικονίου, με το οποίο παραβλέπετε το κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης και 

προσθήκη δύο επιπλέον νουκλεοτιδίων, ούτως ώστε στο καρβόξυ-τελικό άκρο της εκφραζόμενης 

πρωτεΐνης CagA να προστεθεί το ειδικό πεπτίδιο σήμανσης πρωτεϊνών c-myc προερχόμενο από 

τον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης pcDNA3.1/Myc-His B (Πίνακας 6). Επίσης, για τον 

πολλαπλασιασμό ολοκλήρου του γονιδίου cagA, χωρίς την προσθήκη αλληλουχιών αναγνώρισης 

περιοριστικών ενζύμων, χρησιμοποιήθηκε δημοσιευμένο ζευγάρι εκκινητών [503]. Η αντίδραση 

της PCR περιείχε 20 Mm Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 8 mM MgSO4, 0.1% 

Triton X-100, 0,5U Vent polymerase, 200 μM δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια, 0,5 μM εκκινητών 

και 10 ng DNA. Αποσκοπώντας σε ελαχιστοποίηση των παραπροϊόντων της αντίδρασης 

πραγματοποιήθηκε βελτιστοποίηση των συνθηκών αναφορικά με τη θερμοκρασία υβριδισμού των 

εκκινητών (50-70˚C), την συγκέντρωση MgSO4 (2, 4, 6 και 8 mM) και εκκινητών (100-1000μM) 

με χρήση του κυκλοποιητή Mastercycler Gradient (Eppendorf). Οι συνθήκες, κάτω από τις 

οποίες έγινε ο τελικός  πολλαπλασιασμός του επιθυμητού τμήματος ήταν 35 διαδοχικοί κύκλοι 

αποδιάταξης των 10sec στους 96°C, ειδικού υβριδισμού για10sec στους 59°C και επιμήκυνσης 

για 4min στους 72°C με μία τελική επιμήκυνση του προϊόντος για 7min στους 72°C. Για τον 

πιστό πολλαπλασιασμό του συνόλου του γονιδίου cagA χρησιμοποιήθηκε η υψηλής πιστότητας 

DNA πολυμεράση Vent (New England Biolabs).  
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2.4.5. Αντίστροφη μεταγραφή RNA σε DNA 

 

Για την αντίστροφη μεταγραφή RNA σε DNA χρησιμοποιήθηκαν 50 μl διαλύματος 

αντίδρασης, τα οποία περιείχαν 20 mM Tris (pH 8,4), 50 mM KCl, 3,75 mM MgCl2, 500 μM 

δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια, 0,4 μM εξαμερείς εκκινητές τυχαίου υβριδισμού (Invitrogen, Life 

Technologies), 80 U RNaseOUT ανασυνδυασμένου αναστολέα της ριβονουκλεάσης 

(Invitrogen, Life Technologies) και 22,2 μl RNA. Η αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής 

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

37°C για 60 δευτερόλεπτα  και μια τελική επώαση στους 95°C για 5 λεπτά. 

 

2.4.6. 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) 0,5 μM εκκινητές και 5 μl cDNA. Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν, έχουν στο παρελθόν περιγραφεί στην βιβλιογραφία τόσο για το ανθρώπινο 

γονίδιο της Ιντερλευκίνης-8 (IL-8) [480], όσο και για το γονίδιο της GAPDH [504]. 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 30 sec, 

ειδικού υβριδισμού στους 60 °C για 30 sec και επιμήκυνσης στους 72 °C για 30 sec. Μετά τον 

πολλαπλασιασμό ακολούθησε η μέτρηση της καμπύλης τήξης, αποτελούμενη από 95 °C για 1 

min, ψύξη στους 55 °C για 30 sec και τελικά μια αργή άνοδος της θερμοκρασίας στους 95 °C με 

συνεχή μέτρηση του φθορισμού. 

 

2.5. Κλωνοποίηση σε πλασμιδιακούς φορείς 

 

2.5.1. Πέψη πλασμιδίων και τμημάτων DNA 

 

Η πέψη των πλασμιδιακών φορέων έκφρασης και των ενθεμάτων με το περιοριστικό 

ένζυμο KpnI (10Units) έγινε στους 37°C για 1 ώρα σε διάλυμα 10 mM Bis-Tris-Propane-HCl, 
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10 mM MgCl2, 1mM διθειοθρεϊτόλης, pH 7,0 στους 25⁰C (New England Biolabs) και η πέψη 

με ApaI (50Units) στους 25⁰C για 1 ώρα, σε διάλυμα 20 mM οξικού-Tris, 50 mM οξικού 

καλίου, 10 mM οξικού μαγνησίου, 1 mM διθειοθρεϊτόλης, pH 7,9 (New England Biolabs). 

Όπου απαιτήθηκε πέψη με το περιοριστικό ένζυμο SmaI (10U), αυτή πραγματοποιήθηκε στους 

25 °C για 1 ώρα, σε διάλυμα 33 mM οξικού-Tris, 66 mM οξικού καλίου, 10 mM οξικού 

μαγνησίου, 0,5 mM διθειοθρεϊτόλης, pH 7,9 (Roche) ενώ η πέψη με το περιοριστικό ένζυμο 

SwaI (10U) έγινε στους 37 °C για μία ώρα, σε διάλυμα 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 100 

mM NaCl,0,1 mg/ml βόειας αλβουμίνης του ορού pH 7,5 (Fermentas). 

 

2.5.2. Πλήρωση κολλωδών άκρων και αποφοσφωρυλίωση άκρων DNA 

 

Η πλήρωση των κολλωδών άκρων έγινε με χρήση της DNA πολυμεράσης Ι (Klenow) 

(5U) στους 25 °C για μισή ώρα, σε διάλυμα 200 μM δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτιδίων, 10 mM 

Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM διθειοθρεϊτόλης, pH 7,9 (New England 

Biolabs). Για την αποφοσφωρυλίωση των ακραίων ολιγονουκλεοτιδίων πραγματοποιήθηκε 

επώαση με το ένζυμο φωσφατάση της Ανταρκτικής (5U) στους 25 °C για μισή ώρα, σε διάλυμα 

50 mM διυδροχλωρικού-προπανο-Tris,1 mM MgCl2,0,1 mM ZnCl2, pH 6,0 (New England 

Biolabs).  

 

2.5.3. Δεσμοποίηση τμημάτων DNA 

 

Η αντίδραση σύνδεσης πλασμιδιακού φορέα και ένθεση παρουσία κολλωδών άκρων έγινε 

με προσθήκη τους σε αναλογία 1:1 (30 fmoles έκαστο), η δε σύνδεσή τους παρουσία τυφλών 

άκρων με προσθήκη πλασμιδιακού φορέα και ένθεσης σε αναλογία 1:6 (30 fmoles και 180 

fmoles αντίστοιχα), σε διάλυμα 400 Units λιγάσης (ΝΕΒ), 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 

mM ATP, 10 mM διθειοθρεϊτόλης, pH7,5 (New England Biolabs). Ο υπολογισμός των moles 

DNA βασίστηκε στον τύπο: 

μg DNA = fmoles DNA x (1 μg/3000 fmol) x (μέγεθος DNA σε bp/1000 bp). 

Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης DNA των ενθεμάτων και των πλασμιδιακών φορέων 

πραγματοποιήθηκε με ανάλυση της έντασης των ζωνών των καθαρισμένων προϊόντων στο 

ηλεκτροφόρημα με το ειδικό λογισμικό ανάλυσης εικόνων Quantity One (BIO-RAD). Η 

αντίδραση σύνδεσης πραγματοποιήθηκε με προσθήκη όλων των τμημάτων DNA σε νερό, 
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επώαση στους 45°C για πέντε λεπτά, ψύξη σε πάγο, προσθήκη του διαλύματος λιγάσης και 

επώαση στους 16°C για δεκαέξι ώρες. 

 

2.5.4. Κατασκευή επιδεκτικών κυττάρων E. coli  

 

Το κατάλληλο στέλεχος E. coli (DH5a, JM110, BL21(DE3)pLysS) προς ανάπτυξη 

ενοφθαλμιζόταν σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υλικό LB και αφηνόταν να αναπτυχθεί για 16 

ώρες, δύο ημέρες πριν από την ημέρα του πειράματος. Αρχικά, μια αποικία επωαζόταν σε 5ml 

υγρού θρεπτικού υλικού LB σε δοκιμαστικούς σωλήνες των 50ml, οι οποίοι τοποθετούνταν σε 

κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας στους 37 C υπό σταθερή ανάδευση 200 rpm για 16 ώρες. 

Στην συνέχεια, 2,5 ml από την παραπάνω υγρή καλλιέργεια εμβολιάζονταν σε 250 ml υγρού 

θρεπτικού υλικού LB σε κωνική φιάλη του 1L. Ακολουθούσαν μετρήσεις θολερότητας της  

καλλιέργειας με δείγματα ανά τακτά διαστήματα 1 ώρας, σε μήκος κύματος 600nm έως ότου η 

θολερότητα να φτάσει στα 0,500. Εν συνεχεία όλος ο όγκος της καλλιέργειας φυγοκεντρείτο στις 

5.000 rpm για 10 min στους 4 °C, γινόταν απόρριψη του υπερκειμένου και διαδοχική 

επαναιώρηση του βακτηριακού ιζήματος σε 250ml χλωριούχου ασβεστίου 0,1M, φυγοκέντρηση 

στις 5.000 rpm για 10min στους 4°C, επαναιώρηση του βακτηριακού ιζήματος σε 250ml 

χλωριούχου ασβεστίου 0,1M και επώαση στους 4°C για 3h. Κατόπιν ακολουθούσε 

φυγοκέντρηση στις 5.000rpm για 10min στους 4°C, επαναιώρηση της βακτηριακής βιομάζας σε 

10ml 0.1M χλωριούχου ασβεστίου με 14% γλυκερόλη. Για την τελική φύλαξη γινόταν 

διαμοιρασμός 200 μl του βακτηριακού αιωρήματος σε αμπούλες κρύο-συντήρησης και κατάψυξη 

στους -80 °C. Μετά την πάροδο 4 ημερών, γινόταν έλεγχος της επιδεκτικότητας των βακτηρίων 

για μετασχηματισμό χρησιμοποιώντας 10 pg pUC19 για κάθε 50 μl Ε. coli, όπως περιγράφεται 

παρακάτω (§ 2.5.5), μέτρηση των αποικιών και υπολογισμός της απόδοσης του 

μετασχηματισμού (Transformation Efficiency TE) χρησιμοποιώντας τον τύπο: TE = αποικίες 

Ε. coli ανά µg pUC19. Σε κάθε περίπτωση η απόδοση δεν ήταν μικρότερη των 106 cfu/μg. 

 

2.5.5. Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E. coli 

 

Τα κλωνοποιημένα ενθέματα χρησιμοποιήθηκαν για μετασχηματισμό επιδεκτικών 

βακτηριακών κυττάρων E. coli DH5a και BL21 (DE3) pLysS. Τα βακτηριακά στελέχη 
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κατέστησαν επιδεκτικά μετασχηματισμού μετά από χημική κατεργασία με CaCl2. Για την 

αντίδραση μετασχηματισμού τα βακτηριακά κύτταρα επωάστηκαν αρχικά με το κατάλληλο 

κλωνοποιημένο ένθεση σε πάγο για 30 min και ακολούθησε θερμικό σοκ στους 42 °C για 45 sec, 

προσθήκη υγρού θρεπτικού LB, Lennox και επώαση των υγρών καλλιεργειών για 1 h στους 37 °C 

υπό ανάδευση. Εν συνεχεία, οι βακτηριακές καλλιέργειες χρησιμοποιήθηκαν για τον 

ενοφθαλμισμό στερεού θρεπτικού LB Agar, Lennox με κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής, 

παρουσία 5-βρώμο-4-χλώρο-3-indolyl β-D-γαλακτοζίτη (X-gal), στην περίπτωση πλασμιδιακών 

φορέων που φέρουν το πεπτίδιο α του τμήματος lacZα του γονιδίου lacΖ στη θέση κλωνοποίησης. 

Ως αντιβιοτικά επιλογής των μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli χρησιμοποιήθηκαν: (α) 

αμπικιλίνη (100 μg/ml), (β) καναμυκίνη (50 μg/ml) και (γ) χλωραμφενικόλη (20 μg/ml), μόνα ή 

σε συνδυασμό. Οι καλλιέργειες αφέθηκαν να αναπτυχθούν για 24 h στους 37 C και ακολούθησε 

συλλογή των μετασχηματισμένων αποικιών. 

 

2.5.6. Σάρωση με PCR για την ανίχνευση κλώνων που φέρουν ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

 

Ο εντοπισμός των κλώνων E. coli που περιείχαν στο πλασμίδιο τους το ένθεση, γινόταν με 

εξέταση 16 έως 24 αποικιών E. coli. Αναλυτικά, τρυβλία με στερεό θρεπτικό υλικό LB 

χωρίζονταν σε 8 πεδία και σε καθένα από αυτά ανακαλλιεργούνταν με κρίκο μιας χρήσεως μια 

αποικία. Κατόπιν ο κρίκος βυθιζόταν σε έτοιμο διάλυμα αντίδρασης PCR. Το διάλυμα PCR 

περιείχε εκκινητές ειδικούς για την περιοχή πολλαπλής κλωνοποίησης. Για την PCR 

χρησιμοποιήθηκαν 25μl διαλύματος της αντίδρασης, τα οποία περιείχαν 10 mM Tris, 50 mM 

KCl, 1,5 mM MgCl2, 0.01% ζελατίνη, 2,5 U Taq DNA πολυμεράση, 200 μM δεόξυ-

τριφωσφονουκλεοτίδια, 0,5 μM εκκινητών. Οι συνθήκες πολλαπλασιασμού αποτελούνταν από ένα 

αρχικό βήμα αποδιάταξης του DNA στους 94 °C για 5 min, ακολουθούμενο από 35 

διαδοχικούς κύκλους αποδιάταξης στους 94 °C για 30 sec, ειδικού υβριδισμού 50 °C για 30 sec 

και επιμήκυνσης στους 72 °C για 30 sec και από ένα τελικό βήμα επιμήκυνσης στους 72 °C για 7 

min. 
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2.6. ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗΣ 

 

2.6.1. Αντίδραση μεταλλαξιγένεσης για την προσθήκη ή την αφαίρεση EPIYA-C θέσεων 

 

Προκειμένου να προσθέσουμε ή να αφαιρέσουμε μοτίβα EPIYA-C στο cagA 

χρησιμοποιήθηκε το QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit. Ένας μέγα-εκκινητής 

κατασκευάστηκε, όπως περιγράφεται αναλυτικά στα αποτελέσματα (§3.2.2.2) [500]. Κατόπιν, ο 

μέγα-εκκινητής απομονώθηκε από πήκτωμα αγαρόζης, όπως περιγράφεται παραπάνω (§2.3.4). Η 

αντίδραση μεταλλαξιγένεσης είχε συνολικό όγκο 50 μl και περιείχε 250 ng από το πλασμίδιο 

pCA2, 75 ng μέγα-εκκινητή, 200 μM δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια (Fermentas), 2.5 U Pfu 

DNA πολυμεράση, 20 mM Tris-HCl (pH 8,8), 2 mM MgSO4, 10 mM KCl, 10 mM 

(NH4)2SO4, 0.1% Triton X-100, 0,5 mg/ml BSA. Οι κύκλοι πολλαπλασιασμού αποτελούνταν 

από ένα αρχικό βήμα αποδιάταξης του DNA στους 95 °C για 30 sec ακολουθούμενο από 18 

κύκλους στους 95 °C για 30 sec, 55 °C για 1 min και 68 °C για 8 min. Στην συνέχεια 10 U από 

το περιοριστικό ένζυμο DpnI προστέθηκε στην αντίδραση και ακολούθησε επώαση στους 37°C 

για 3 h. 10 μl από την αντίδραση αυτή χρησιμοποιήθηκαν, για να μετασχηματίσει επιδεκτικά 

κύτταρα DH5a E.coli. Κατόπιν 24 κλώνοι εξετάστηκαν με PCR για τον προσδιορισμό των 

θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA του cagA, όπως περιγράφεται παραπάνω (§2.4.1) [134].  

 

2.6.2. Αντίδραση μεταλλαξιγένεσης για σημειακές μεταλλάξεις νουκλεοτιδίου 

 

Για την κατευθυνόμενη σημειακή μεταλλαξιγένεση χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό προϊόν 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Εν 

συντομία, σχεδιάστηκαν ειδικοί εκκινητές μεταλλαξιγένεσης σύμφωνα με τις οδηγίες της 

εταιρείας. Η αντίδραση έγινε σε συνολικό όγκο 50 μl και περιείχε 250 ng από το πλασμίδιο 

pCA2, 75 ng μέγα-εκκινητή, 200 μM δεόξυ-τριφωσφονουκλεοτίδια (Fermentas), 2,5 U 

πολυμεράσης Pfu, 20 mM Tris-HCl (pH 8,8), 2 mM MgSO4, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 

0.1% Triton X-100, 0,5 mg/ml BSA. Οι κύκλοι πολλαπλασιασμού αποτελούνταν από ένα 

αρχικό βήμα αποδιάταξης του DNA στους 95 °C για 30 sec ακολουθούμενο από 18 

διαδοχικούς κύκλους αναδιάταξης στους 95 °C για 30 sec, ειδικού υβριδισμού στους 55 °C για 1 

min και τελικής επιμήκυνσης στους 68 °C για 8 min. Στην συνέχεια 10 U από το περιοριστικό 

ένζυμο DpnI προστέθηκαν στην αντίδραση και ακολούθησε επώαση στους 37 °C για 3 h. Για τον 
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μετασχηματισμό, 10μl από την αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν για να μετασχηματιστούν 

επιδεκτικά κύτταρα E.coli DH5a. Για την επιλογή των κατάλληλων κλώνων, εξετάστηκαν με PCR 

24 κλώνοι από κάθε αντίδραση για τον προσδιορισμό των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA του 

cagA, όπως περιγράφεται παραπάνω (§2.4.1) [134] και επακολούθησε προσδιορισμός της 

αλληλουχίας για την εξακρίβωση της πιστότητας της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. 

 

2.6.3. Μετασχηματισμός φυσικά επιδεκτικών στελεχών H. pylori 

 

Λόγω της ικανότητας των στελεχών H. pylori να προσλαμβάνουν DNA από το περιβάλλον 

χωρίς να απαιτείται η μετατροπή τους σε επιδεκτικά κύτταρα με μηχανικό τρόπο, ο 

μετασχηματισμός τους πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως, σε στερεό θρεπτικό υλικό CBA το 

οποίο ενοφθαλμίστηκε σε μικρές περιοχές εμβαδού περί το 1cm2 με 24 ώρες καλλιέργειες H. 

pylori. Τα βακτήρια αφέθηκαν να αναπτυχθούν για 4 h στους 37 °C υπό μικροαερόφιλες 

συνθήκες, ακολούθησε προσθήκη σε κάθε εμβόλιο 1,5 έως 2 μg DNA (ένθεση κλωνοποιημένη 

σε βακτηριακό φορέα) και τέλος επώαση στους 37 °C υπό μικροαερόφιλες συνθήκες για 24 h. Εν 

συνεχεία, πραγματοποιήθηκε επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηρίων με ανακαλλιέργεια των 

εμβολίων σε τρυβλία CBA παρουσία του κατάλληλου αντιβιοτικού επιλογής (50 μg/ml 

καναμυκίνη ή/και 20 μg/ml χλωραμφαινικόλης) και επώασή τους μέχρι την εμφάνιση αποικιών 

στους 37 °C υπό μικροαερόφιλες συνθήκες. 

 

2.7. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ 

 

2.7.1. Μέθοδος προσδιορισμού νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 

 

Λόγω της αυξημένης ευαισθησίας που απαιτεί η αντίδραση ανάγνωσης αλληλουχίας, 

προηγήθηκε καθαρισμός όλων των προς ανάλυση τμημάτων DNA για την απομάκρυνση τυχόν 

αναστολέων, με κατάλληλα εμπορικά διαθέσιμα κιτ, ανάλογα με το είδος του προϊόντος. Έτσι 

χρησιμοποιήθηκαν, για μεν τον καθαρισμό μονοσήμαντων τμημάτων DNA προερχόμενων από 

PCR το QIAquick PCR Purification Kit), για δε τμήματα DNA που αποκόπηκαν μετά από 

ηλεκτροφόρηση τους σε πήκτωμα αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξεως, το MiniElute gel 

extraction Kit, ενώ για πλασμιδιακούς φορείς  χρησιμοποιήθηκε το QIAprep Spin Miniprep 

Kit. Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης των τμημάτων DNA που αναλύθηκαν, έγινε είτε με 
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φωτομέτρηση στα 260 /280 nm, είτε με ανάλυση της έντασης των ζωνών ενδιαφέροντος στο 

ηλεκτροφόρημα με το ειδικό λογισμικό ανάλυσης εικόνων Quantity One. Η ανάγνωση 

αλληλουχιών πραγματοποιήθηκε με το αυτοματοποιημένο σύστημα τριχοειδούς 

ηλεκτροφόρησης Genetic Analyzer CEQ 8000 (Beckman Coulter). 

 

2.7.2. Σχεδιασμός εκκινητών για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

γονιδίου cagA 

 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάγνωση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

συνόλου του γονιδίου cagA, σχεδιάστηκαν λαμβάνοντας υπόψη πλήρεις αλληλουχίες του γονιδίου 

δημοσιευμένες στη διεθνή βάση γενετικών δεδομένων GenBank. Οι αλληλουχίες προέρχονταν 

αφενός από κλινικά στελέχη H. pylori απομονωμένα από ασθενείς στην Ευρώπη και την Αμερική, 

δεδομένου ότι στελέχη που απαντούν σε Ασιατικούς πληθυσμούς διαφέρουν σημαντικά από τα 

Δυτικής προέλευσης στελέχη, και αφετέρου από τα πρότυπα στελέχη H. pylori 26695, J99 και 

HPAG1. Μετά από ευθυγράμμιση των αλληλουχιών εντοπίστηκαν οι διατηρημένες περιοχές και 

σχεδιάστηκαν ειδικοί εκκινητές, ούτως ώστε τα πολλαπλασιαζόμενα τμήματα του γονιδίου να 

αλληλεπικαλύπτονται. Βάσει των παραπάνω, για την ανάγνωση αλληλουχίας του γονιδίου cagA 

σχεδιάστηκαν οι ακόλουθοι εκκινητές ScagA898F, ScagA1614F, ScagA2354F, ScagA3183F, 

ScagA787R, ScagA1533R, ScagA2410R, cagA3000AS. 

 

2.8. IN VITRO ΜΟΛΥΝΣΗ ΓΑΣΤΡΙΚΩΝ ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΩΝ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (AGS, MKN-45) μολύνθηκαν με H. pylori σε MOI87 100. 

Αναλυτικά 4x105 κύτταρα διαμοιράσθηκαν σε πιάτα των 6 κυψελίδων 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, το υπερκείμενο 

απορρίφθηκε, τα κύτταρα πλύθηκαν με 1ml PBS, προστέθηκαν 2ml πλήρους θρεπτικού υλικού 

(RPMI 1640, 10%FBS) χωρίς αντιβιοτικά και τα πιάτα μεταφέρθηκαν στον κλίβανο μέχρι τη 

χρήση τους (§2.1.3). Τα στελέχη H. pylori επαναιωρούνταν σε πλήρες θρεπτικό υλικό (RPMI 

1640, 10% FBS) χωρίς αντιβιοτικά, σε συγκέντρωση περίπου 108 cfu/ml μέσω ρύθμισης της 
                                                 

87 ΜΟΙ: Multiplicity of Infection, ο λόγος του αριθμού των βακτηρίων προς τον αριθμό των κυττάρων 
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θολερότητας του βακτηριακού εναιωρήματος μετά από μέτρηση σε φασματοφωτόμετρο σε 

μήκος κύματος 600nm στα 0,740 και ακολούθησε επώαση για 1 ώρα στους 37 °C υπό ανάδευση 

σε 200 rpm, προκειμένου να προσαρμοστούν στο νέο θρεπτικό υλικό. Βακτηριακό εναιώρημα 

όγκου 100 μl χρησιμοποιήθηκε, για κάθε κυψελίδα των πιάτων 6 κυψελίδων. 

 

2.9. ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

2.9.1. Λύση κυττάρων 

 

Η λύση των επιμολυσμένων γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων γινόταν αναλόγως της 

περιπτώσεως είτε σε συνθήκες πλήρως αποδιατακτικές για τη δευτεροταγή δομή των πρωτεϊνών 

είτε σε μη αποδιατακτικές συνθήκες. 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-διθειοθρεϊτόλης) 

και το μη αποδιατακτικό διάλυμα NP-40 (50 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 5 mM 

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

φωσφατασών (Πίνακας 5). Αναλυτικά, μετά την απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού 

ακολουθούσε πλύση των κυττάρων με PBS (1 ml για πιάτο 6-κυψελίδων, 2 ml για φλάσκα των 25 

cm2 και 5 ml για φλάσκα των 75 cm2) και προσθήκη της κατάλληλης ποσότητας διαλύματος 

λύσης (200 μl 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 30 min πάνω σε 

πάγο, για την πλήρη λύση των κυττάρων, φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 30 min, 

προκειμένου να καθιζάνουν τα νουκλεϊνικά οξέα και τελική μεταφορά του υπερκειμένου σε νέους 

κενούς μικροσωλήνες για φύλαξη στους -20°C.  

 

2.9.2. Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών 

 

Για τον προσδιορισμό της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης κυτταρολυμάτων χρησιμοποιήθηκε 

η εμπορική μέθοδος Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce). Συνοπτικά, σε πιάτο 96 κυψελίδων 

γίνονταν υποδιπλάσιες διαδοχικές αραιώσεις δείγματος ολικής πρωτεΐνης σε απεσταγμένο νερό, 

μετά από αρχική αραίωση του δείγματος κατά 1:10. Μετά την προσθήκη των αντιδραστηρίων 
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του εμπορικού κιτ ακολουθούσε επώαση των δειγμάτων στους 37 °C για δύο ώρες και 

φωτομέτρηση τους σε φασματοφωτόμετρο ανάγνωσης πλακών 96-κυψελίδων στα 540nm. Σε 

κάθε προσδιορισμό για την κατασκευή της καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιείτο πρότυπο δείγμα 

αλβουμίνης γνωστής συγκέντρωσης 2,0 mg/ml.  

 

2.9.3. Μέθοδος ανοσοστύπωσης κατά Western 

 

Ολική πρωτεΐνη προερχόμενη από μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα ή 

ευκαρυωτικά κύτταρα που υπέστησαν μόλυνση, διαχωρίστηκε στις επιμέρους πρωτεΐνες με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE) [505]. 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). 

 

2.9.4. Μέθοδος ELISA για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της IL-8 

 

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης της εκκρινόμενης IL-8 στα υπερκείμενα 

γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων χρησιμοποιήσαμε το εμπορικά διαθέσιμο ELISA κιτ 

(eBioscience). Υπερκείμενα καλλιέργειας κυττάρων AGS μολυσμένων με στελέχη Η. pylori σε 

αναλογία 1:100, συλλέχθηκαν σε επιλεγμένες χρονικές στιγμές και τα διάφορα στερεά κυτταρικά 

υπολείμματα απομακρύνθηκαν με φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 45 min. Στην συνέχεια 

ακολουθήθηκαν οι οδηγίες της εταιρίας. Εν συντομία έγινε προσρόφηση του πρωτοταγούς 

αντισώματος (100 μl διαλύματος, 5 μg/ml σε PBS) σε ειδικά πιάτα ELISA 96-κυψελίδων υψηλής 

προσροφητικής ικανότητας, μετά από ολονύκτια επώαση. Την επόμενη ημέρα ακολούθησε 

πλύσιμο του πιάτου με 300 μl διαλύματος αντίδρασης (PBS και 0,05% v/v Tween 20) και 

προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος αποκλεισμού μη-ειδικών αλληλεπιδράσεων (blocking buffer: 

PBS, 0,05% v/v Tween 20, 0,5% w/v BSA) για δύο ώρες. Ακολούθησε πλύση του πιάτου δύο 

φορές με 300 μl διαλύματος αντίδρασης και ακολούθησε επώαση με προσθήκη 50 μl διαλύματος 

αντίδρασης, 50 μl δείγματος και 50 μl διαλύματος βιοτίνης σε κάθε κυψελίδα για 2 ώρες. Μετά 

από πλύση του πιάτου δύο φορές με 300 μl διαλύματος αντίδρασης γινόταν προσθήκη 100 μl 
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διαλύματος στρεπταβιδίνης συνδεδεμένης με υπεροξειδάση του ραδικιού σε αναλογία 1:10.000 

σε διάλυμα αποκλεισμού μη-ειδικών αλληλεπιδράσεων, επώαση για μια ώρα και πλύση του 

πιάτου δύο φορές με 300 μl διαλύματος αντίδρασης. Η εμφάνιση γινόταν με προσθήκη 

χρωμογόνου υποστρώματος 100μl διαλύματος TMB (Pierce). Για τον τερματισμό της 

αντίδρασης χρησιμοποιείτο ίση ποσότητα (100 μl) διαλύματος  H2SO4 2M. Η ανάγνωση των 

αποτελεσμάτων γινόταν σε φασματοφωτόμετρο στα 450 nm.  

 

2.9.5. Επαγωγή έκφρασης πρωτεϊνών από πλασμιδιακούς φορείς σε βακτήρια E. coli 

BL21(DE3)pLysS 

 

Για να πιστοποιηθεί κατά πόσον η κλωνοποιημένη ένθεση οδηγεί στην έκφραση 

λειτουργικής πρωτεΐνης CagA, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli 

BL21(DE3)pLysS με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης που φέρουν τον υποκινητής του γονιδίου 

10 του βακτηριοφάγου Τ7 (T7 RNA Polymerase Promoterι). Η επαγωγή έκφρασης της 

πρωτεΐνης CagA έγινε με προσθήκη 1 mM ισοπροπυλ-β-D-θειογαλακτοπυρανοσιδίου 

(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, IPTG) σε υγρές καλλιέργειες βακτηρίων που 

βρίσκονταν σε εκθετική φάση ανάπτυξης (OD600nm≈0,5) και επώαση για 1 ώρα στους 37 °C υπό 

ανάδευση. Ακολούθησε φυγοκέντρηση μέρους της καλλιέργειας για 5 min στις 13.000 rpm και 

λύση των βακτηριακών κυττάρων (Laemmli buffer) για την εξαγωγή ολικής πρωτεΐνης. 

 

2.9.6. Διαμόλυνση ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών 

 

Η διαμόλυνση των ευκαρυωτικών κυττάρων AGS και HeLa (106 κύτταρα) με τους 

κατάλληλους πλασμιδιακούς φορείς πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο κρυστάλλων φωσφορικού 

ασβεστίου. Προ της μόλυνσης το θρεπτικό υλικό αντικαταστάθηκε με νέο θρεπτικό παρουσία 10 

mM Hepes. Οι κρύσταλλοι φωσφορικού ασβεστίου δημιουργήθηκαν με προσθήκη 10μg DNA 

(πλασμιδιακός φορέας έκφρασης και DNA-μεταφορέας) και 67 mM CaCl2 σε πολύ κρύο 

ρυθμιστικό διάλυμα (10,66 mM KCl, 0,88 mM H2PO4, 275,86 mM NaCl, 0,67 mM Na2PO4, 4 

mM Hepes, pH 7,2). Ακολούθησε επώαση των κυττάρων με τους κρυστάλλους για 4 ώρες, 

ωσμωτικό σοκ με διάλυμα γλυκερόλης για 1min (5,33 mM KCl, 0,44 mM H2PO4, 137,93 mM 

NaCl, 0,33 mM Na2PO4, 2 mM Hepes, 15% γλυκερόλη, pH 7,2), προσθήκη του κατάλληλου 
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θρεπτικού υλικού παρουσία 10% βόειου ορού και επώαση στους 37 °C για 24h σε ατμόσφαιρα 

5% CO2. 

Η απομόνωση ολικής πρωτεΐνης από τα ευκαρυωτικά κύτταρα πραγματοποιήθηκε μετά 

από λύση με ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα (RIPA buffer: 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-διθειοθρεϊτόλης) παρουσία αναστολέων πρωτεασών και φωσφατασών (Πίνακας 5). 

 

2.10. ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ & ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ 

 

2.10.1. Σήμανση H. pylori με CFDA-SE 

 

Η επισήμανση των βακτηρίων με CFDA-SE έγινε με την μέθοδο των Nolan και συν. [1]. 

Βακτηριακό εναιώρημα (108 cfu/ml) μετά από πλύση με PBS επωάστηκε στους 37 ºC 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.  

 

2.10.2. Ανοσοφθορισμός 

 

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, σημασμένων ή μη με CFDA-SE σε 

αναλογία μόλυνσης 100, τα κύτταρα πλένονταν δύο φορές με PBS και μονιμοποιούντο με 

διάλυμα παραφορμαλδεύδης 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 παρακάτω (Πίνακας 4). Η 

μικροσκοπική ανάλυση των δειγμάτων έγινε με το συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP 

κάνοντας χρήση μεγεθυντικού φακού 63×. 
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2.10.3. Σήμανση πρωτεϊνών που εκφράζουν το εξαπεπτίδιο Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys 

(4Cys-tag) με την χρωστική FlAsH 

 

 Στελέχη H. pylori, τα οποία εξέφραζαν χιμαιρική πρωτεΐνη CagA με 4Cys-tag 

εναιωρούνταν σε πλήρες θρεπτικό υλικό (RPMI 1640, 10%FBS) χωρίς αντιβιοτικά σε 

συγκέντρωση περίπου 108 cfu/ml μέσω ρύθμισης της θολερότητας του βακτηριακού διαλύματος 

μετά από μέτρηση σε φασματοφωτόμετρο σε μήκος κύματος 600nm στα 0,740. Ακολούθησε 

επώαση για 1 ώρα στους 37 °C υπό ανάδευση σε 200 rpm, προκειμένου τα βακτήρια να 

προσαρμοστούν στο νέο θρεπτικό υλικό. Στην συνέχεια στο βακτηριακό εναιώρημα προστίθετο 

για 20 min η χρωστική FlAsH, σε τελικές συγκεντρώσεις από 2-10 μM μαζί με 1 μM TCEP-

HCl, το οποίο δρούσε ως προστατευτικό αντιοξειδωτικό μέσω της χρωστικής. Ακολουθούσε 

απομόνωση των βακτηρίων με φυγοκέντρηση για 3 min σε 3.000 rpm, και πλύση τρεις φορές, με 

PBS για την απομάκρυνση της χρωστικής η οποία δεν είχε προσδεθεί ειδικά με το 4Cys-tag. Η 

τελική επαναιώρηση των βακτηρίων για χρήση σε in vitro μόλυνση γαστρικών κυττάρων γινόταν 

σε πλήρες θρεπτικό υλικό (RPMI 1640, 10%FBS) χωρίς αντιβιοτικά.  

 

2.10.4. Ανάλυση κυτταρομετρίας ροής 

 

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

σημασμένα με CFDA-SE βακτήρια H. pylori, για διάστημα έως 1 ώρα  στις κατάλληλες χρονικές 

στιγμές αποκολλώντο 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 13,000 rpm και τελική επαναιώρηση σε 1 ml PBS. Τα δείγματα αναλύθηκαν στον 

κυτταρομετρητή ροής FACS Calibur (Becton Dickinson) αναλύοντας 10.000 κύτταρα ανά 

δείγμα.  
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2.11. ΠΙΝΑΚΕΣ ΥΛΙΚΩΝ 

 

2.11.1. Αντισώματα  

 

Πίνακας 4: Συγκεντρωτικός πίνακας των αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στη διατριβή. 

Αντίσωμα Ξενιστής Εφαρμογές Συγκέντρωση Εταιρία 

α-phospho-IκBα Ser32/36 Ποντίκι W.B. 1:2.000 Cell Signaling  

α-IκBα Ποντίκι W.B. 1:2.000 Cell Signaling  

α-Akt Κουνέλι W.B. 1:2.000 Cell Signaling  

α-phospho-Akt Ser473 Κουνέλι W.B. 1:4.000 Cell Signaling  

α-phospho-Erk1/2 Thr202/Tyr204 Κουνέλι W.B. 1:2.000 Cell Signaling  

a-TAK1 Κουνέλι W.B. 1:1.000 Cell Signaling  

a-phospho-TAK1 Thr187 Κουνέλι W.B. 1:1.000 Cell Signaling  

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. 

*Ευγενική προσφορά Καθηγητή Steffen Backert
 

2.11.2. Aναστολείς 

 

Πίνακας 5: Οι αναστολείς που χρησιμοποιήθηκαν στη διατριβή

Αναστολέας Δραστικότητα 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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2.11.3. Εκκινητές 

 

 

 

 

Πίνακας 6: Χαρακτηριστικά των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή

Όνομα Αλληλουχία Θέσεις Πέψης 

F1 5’-TTCCCTTTGAAAAGGCATGATAAAGTT-3’  

F2 5’-TTTGAAAAGGCATGATAAAGTTGATGA-3’  

R1 5’-GATCTCGGCGGACCTTTCCCGGGACTAATCTAGACTGAT-3’ SmaI και XbaI 

R2 5’-TGCTCTAGATTGCCAAAAAAACCTTCTAGACTGAT-3’ XbaI 

R3 5’-TGCTCTAGATTGCCAAAAAAACCT-3’  

ScagA898F 5’-CACAATAACGCTCTGTCTTCTGTG-3‘  

ScagA1614F 5’-CAAGGTAGCTGTCTTTAATTTGCC-3’  

ScagA2354F 5’-TAACGGATAAAGTTGACAATCTCAAT-3’  

ScagA3183F 5’-CAGCCACACACGCATTAATAGC-3’  

ScagA787R 5’-TTAGAAAAATTACCCCTTTCATCAAG-3’  

ScagA1533R 5’-TCTTGGAGGCGTTGGTGTATTTG-3’  

ScagA2410R 5'-CTTGCTCTACCCTACTGAAATC-3'  

cagA3000AS 5'-TTTAGCTTCTGATACCGC-3'  

cagA2530S* 5'- GTTAARAATRGTGTRAAYGG-3'  

cagA3000AS 5'-TTTAGCTTCTGATACCGC-3'  

cagAKpnI 5΄-TATAGGGTACCGCCACCATGACTAACGAAACCATTAACCAACAA-3΄  

cagApaI 5΄-CCTTAGGGCCCAAAGATTTTTGGAAACCACCTTTTGTATTA-3  

cagSmaI 5’-ATATACCCGGGAAGATTTTTGGAAACCACCTTTTGTATTAAC-3’ SmaI 
atp1964 5’-GGACTAGCGTTAAACGCACG-3’  
atp1965 5’-CTTGAAACCGACAAGCCCAC-3’  
efp2044 5’-GGCAATTTGGATGAGCGAGCTC-3’  
efp2045 5’-CTTCACCTTTTCAAGATACTC-3’  
mut1979* 5’-GTGGTTGTAGYTGGAAACTTTACAC-3’  
mut1982* 5’-CTTAAGCGTGTGTYTTTCTAGG-3’  
ppa3238 5’-GGAGATTGCAATGAATTTAGA-3’  
ppa3241* 5’-GTGGGGTTAARATCGTTAAATTG-3’  
trp1370 5’-TAGAATGCAAAAAAGCATCGCCCTC-3’  
trp1372 5’-TAAGCCCGCACACTTTATTTTCGCC-3’  
ure2356 5’-AAGTTATTCGTAAGGTGCG-3’  
ure3151 5’-GTTTAAATCCCTTAGATTGCC-3’  
yph1960 5’-CACGCCTATTTTTTTGACTAAAAAC-3’  
yph1963* 5’-CATTYACCCTCCCAATGATGC-3’  
EPIFA-F 5’- CCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGAT-3’  
EPIFA-R 5’-ATCAATCGTAGCAAAAATGGGTTCAGG-3’  

*όπου R= Α ή G, και όπου Y= T ή C 
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2.11.4. Χαρακτηριστικά στελεχών, πλασμιδίων και κυτταρικών σειρών 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 8: Χαρακτηριστικά των πλασμιδίων που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή
Όνομα Πλασμιδίου Πλασμιδιακός φορέας Ένθεση
pCA0 pBCSK+ cagA(AB), alpha cassette, metacagA
pCA1 pBCSK+ cagA(ABC), alpha cassette, metacagA
pCA2 pBCSK+ cagA(ABCC), alpha cassette, metacagA
pCA3 pBCSK+ cagA(ABCCC), alpha cassette, metacagA
pCA1.1 pBCSK+ cagA(ABF), alpha cassette, metacagA
pCA2.2 pBCSK+ cagA(ABFF), alpha cassette, metacagA
pCA3.3 pBCSK+ cagA(ABFFF), alpha cassette, metacagA
pCA0+4Cys pBCSK+ cagA(AB+4cys), alpha cassette, metacagA
pCA1+4Cys pBCSK+ cagA(ABC+4cys), alpha cassette, metacagA 
pCA2+4Cys pBCSK+ cagA(ABCC+4cys), alpha cassette, metacagA 
pCA3+4Cys pBCSK+ cagA(ABCCC+4cys), alpha cassette, metacagA 
pCA1.1+4Cys pBCSK+ cagA(ABF+4cys), alpha cassette, metacagA 
pCA2.2+4Cys pBCSK+ cagA(ABFF+4cys), alpha cassette, metacagA 
pCA3.3+4Cys pBCSK+ cagA(ABFFF+4cys), alpha cassette, metacagA 

 

 

Πίνακας 9: Βασικά χαρακτηριστικά των κυτταρικών σειρών που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή 
Κυτταρική σειρά Προέλευση Ιστός Μορφολογία
AGS  Homo sapiens Γαστρικό επιθήλιο Προσκολλώμενα 
MKN45 Homo sapiens Γαστρικό επιθήλιο Προσκολλώμενα & αιωρούμενα 
HeLa Homo sapiens Επιθήλιο τραχήλου της μήτρας Προσκολλώμενα 
ΤΑΚ1-/- MEF Mus musculus Εμβρυικοί Ινοβλάστες Προσκολλώμενα 

Πίνακας 7: Χαρακτηριστικά των στελεχών που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή
Στέλεχος Κασέτες Αντοχής Χιμαιρικά γονίδια

P12CagAKO Χλωραφενικόλη cagA(knock out)
P12CagEKO Χλωραφενικόλη cagE(knock out)
P12AB Καναμυκίνη cagA(AB)
P12ABC Καναμυκίνη cagA(ABC)
P12ABCC  Αγρίου τύπου
P12ABCCC Καναμυκίνη cagA(ABCCC)
P12ABF Καναμυκίνη cagA(ABF)
P12ABFF Καναμυκίνη cagA(ABFF)
P12ABFFF Καναμυκίνη cagA(ABFFF)
P12AB+4Cys Καναμυκίνη cagA(AB+4Cys)
P12ABC+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABC+4Cys)
P12ABCC+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABCC+4Cys)
P12ABCCC+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABCCC+4Cys)
P12ABF+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABF+4Cys)
P12ABFF+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABFF+4Cys)
P12ABFFF+4Cys Καναμυκίνη cagA(ABFFF+4Cys)
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3.1. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 
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3.1.1. Συσχέτιση της πολυμορφίας των θέσεων EPIYA της CagA με τα κλινικό-παθολογικά 

ευρήματα και την κλινική εξέλιξη της νόσου. Μελέτη ασθενών από τη Καμπότζη 

 
O Γαστρικός καρκίνος (GC) είναι η τέταρτη πιο κοινή μορφή καρκίνου σε παγκόσμιο 

επίπεδο και αποτελεί τη δεύτερη κύρια αιτία θανάτου που σχετίζεται με καρκίνο, καθώς περίπου 

700.000 άνθρωποι ετησίως υποκύπτουν από γαστρικό αδενοκαρκίνωμα [73]. Η επίπτωση του 

γαστρικού καρκίνου διορθωμένη με βάση την ηλικία (GC-ASR88) είναι υψηλότερη στην 

Ανατολική Ασία, βαίνοντας μειούμενη σε όλο και νοτιότερα γεωγραφικά πλάτη. Οι διακυμάνσεις 

της GC-ASR δεν αντιστοιχούν στις αντίστοιχες διακυμάνσεις των ποσοστών επιπολασμού της 

λοίμωξης, με εξαίρεση την περιοχή της Μαλαισίας [506], υποδεικνύοντας ότι και άλλοι 

παράγοντες εμπλέκονται επίσης στην έκβαση της λοίμωξης. Η Μογγολία, η Ιαπωνία, η Κορέα, η 

Κίνα και το Βιετνάμ έχουν ταξινομηθεί ως χώρες με υψηλό κίνδυνο εμφάνισης γαστρικού 

καρκίνου (GC-ASR 18,9-41,4, ανά 100.000 ανθρώπους), ενώ η Καμπότζη (Νοτιοανατολική 

Ασία) έχει χαρακτηριστεί ως μια χώρα με ένα ενδιάμεσο κίνδυνο (GC-ASR 9,8), μαζί με τη 

Μιανμάρ (GC-ASR 11,0) και τη Σιγκαπούρη (GC-ASR 10,9). Ο κίνδυνος για GC είναι χαμηλός 

στο Μπαγκλαντές, το Λάος, την Ταϊλάνδη και την Ινδία (GC-ASR 3,5 έως 5.2). Η Καμπότζη 

συνορεύει με την Ταϊλάνδη στα δυτικά και βορειοδυτικά και το Βιετνάμ στα ανατολικά και 

νοτιοανατολικά, και ως εκ τούτου, βρίσκεται μεταξύ περιφερειών με χαμηλό και υψηλό κίνδυνο 

για την ανάπτυξη γαστρικού καρκίνου. Ο πληθυσμός της Καμπότζης αποτελείται κυρίως από 

Khmer και ομιλεί τη γλώσσα των Khmer που σχετίζεται με τη γλώσσα του Βιετνάμ (Vietnam), 

ανήκει συγκεκριμένα στην γλωσσική υπό-οικογένεια Mon-Khmer της Αυστραλό-ασιατικής 

γλώσσας [507]. Στην παρούσα μελέτη αναλύθηκαν κλινικά στελέχη H. pylori από την Καμπότζη 

σε σχέση με την ποικιλομορφία του γονιδίου της cagA στην καρβόξυ-τελική μεταβλητή περιοχή 

της πρωτεΐνης αλλά και τα αλληλόμορφα s, m, και i του γονιδίου της vacA, προκειμένου να 

διερευνηθεί η πιθανή συμβολή των παραγόντων αυτών στις γεωγραφικές διαφορές που 

παρατηρούνται όσον αφορά στη συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου σε περιοχές της 

Ανατολικής και της Νοτιοανατολικής Ασίας. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με το 

Διεθνές Δίκτυο των Ινστιτούτων Παστέρ (RIIP) 

Μελετήθηκαν 66 στελέχη H. pylori απομονωμένα από γαστρικές βιοψίες 66 διαφορετικών 

ασθενών από την Καμπότζη (36 άντρες, μέση ηλικία 44,7 χρόνια, μέση απόλυτη απόκλιση 46,0 

χρόνια και εύρος 18-76 έτη). Με βάση τα ενδοσκοπικά ευρήματα, 60 ασθενείς  διαγνώστηκαν με 
                                                 

88Gastric Cancer Αge-standardised rate 
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γαστρίτιδα, πέντε με ελκωτικές βλάβες και ένας είχε ενδείξεις νεοπλασίας. Ο γαστρικός καρκίνος 

για τον συγκεκριμένο ασθενή επιβεβαιώθηκε μέσω ιστολογικής διάγνωσης αργότερα [508]. 

Το γονίδιο cagA εντοπίστηκε σε 61 από τα 66 συνολικά απομονωθέντα στελέχη (92,4%) 

και η συχνότητα εμφάνισης του ήταν μεγαλύτερη στα hpEAsia στελέχη (100%) από ότι στα 

hpEurope στελέχη (85,3%), όπως έχει περιγραφεί στο παρελθόν [509]. Για τα 5 στελέχη που δεν 

ανιχνεύτηκε γονίδιο cagA έγινε επαλήθευση του αποτελέσματος με τη χρήση ειδικής PCR που 

ανιχνεύει την έλλειψη του συγκεκριμένου τμήματος που κωδικοποιεί το νησίδιο παθογένειας 

cagPAI [510]. Επιπλέον, αναλύθηκε η πολυμορφία των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο της πρωτεΐνης CagA και στα 61 απομονωθέντα στελέχη Η. pylori, μέσω 

PCR και εν συνεχεία ανάγνωση της αλληλουχίας. Παρατηρήθηκε παρουσία και των τεσσάρων 

διαφορετικών μοτίβων EPIYA, ήτοι EPIYA-Α (EPIYAQVNK), EPIYA-Β (EPIYAQVAK), 

EPIYA-C (EPIYATIDD/Ε) για τα στελέχη Δυτικού τύπου και EPIYA-D (EPIYATIDF) για 

τα στελέχη Ανατολικού τύπου. Οι κυρίαρχοι συνδυασμοί EPIYA μοτίβων στη πρωτεΐνη CagA, 

στα αναλυθέντα στελέχη ήταν ABC (n=30, 45,5%) που μαρτυρά ύπαρξη στελεχών Δυτικού τύπου 

και Πίνακας 10: Κατάταξη  στελεχών H. pylori, με βάση τους πολυμορφισμούς των θέσεων EPIYA στο 
καρβόξυ-τελικό άκρο του γονιδίου της cagA και των  πολυμορφισμών του γονιδίου της vacA στις περιοχές s, 
m, και i σε στελέχη Ευρωπαϊκής (hpEurope) και Νότιο-Ασιατικής  προέλευσης (hspEAsia) προερχόμενα 
από ασθενείς της  Καμπότζης 

  hpEurope 
(n = 34) 

hspEAsia 
(n = 32) 

Σύνολο 
(n = 66) 

cagA     
Θετικά  29 (85.3) 32 (100.0) 61 (92.4) 
Αρνητικά  5 (14.7) 0 5 (7.6) 

Θέσεις EPIYA       
AB  1 (2.9) 0 1 (1.5) 
BC  2 (5.9) 0 2 (3.0) 

ABC  23(67.7) 7(21.9) 30(45.5) 
ABCC  2(5.9) 2(6.2) 4(6.1) 
ABBD  0 1(3.1) 1(1.5) 
ABD  1(2.9) 22(68.8) 23(34.8) 

vacA s     
s1  31(91.2) 32(100.0) 63(95.5) 
 s1a 27(79.4) 11(34.4) 38(57.6) 
 s1c 4(11.8) 21(65.6) 25(37.9) 

s2  3(8.8) 0 3(4.5) 
vacA m     

m1  13(38.2) 19(59.4) 32(48.5) 
m2  21(61.8) 13(40.6) 34(51.5) 

vacA i     
i1  30(88.2) 32(100.0) 62(93.9) 
i2  4(11.8) 0 4(6.1) 

vacA smi     
s1a/i1/m1  13(38.2) 8(25.0) 21(31.8) 
s1a/i1/m2  13(38.2) 3(9.4) 16(24.2) 
s1a/i2/m2  1(3.0) 0 1(1.5) 
s1c/i1/m1  0 11(34.4) 11(16.7) 
s1c/i1/m2  4(11.8) 10(31.2) 14(21.2) 
s2/i2/m2  3(8.8) 0 3(4.6) 
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ΑΒD (n=23, 34,8%) που παραπέμπει σε στελέχη Ασιατικής προέλευσης. Όλα τα στελέχη με 

EPIYA-D μοτίβο δεν περιείχαν επανάληψη του μοτίβου αυτού, επιβεβαιώνοντας έτσι 

παλαιότερες μελέτες [489] που δείχνουν ότι σε στελέχη Ανατολικής Ασίας η πρωτεΐνη CagA 

περιέχει μόνο μία επανάληψη της συγκεκριμένης EPIYA-D μορφής. Τα υπόλοιπα στελέχη που 

αναλύθηκαν βρέθηκαν να είναι της μορφής ΑΒ (n=1), ABBD (n=1),  BC (n=2) και ABCC 

(n=4), αναφορικά με τον συνδυασμό των θέσεων EPIYA (Πίνακας 10). 

Προκειμένου να μελετηθεί η γενετική δομή του πληθυσμού όσον αφορά το γονίδιο της 

CagA σε στελέχη Η. pylori απομονωθέντα από ασθενείς της Καμπότζης, επιλέχθηκαν τυχαία 10 

CagA-θετικά στελέχη hpEurope, προερχόμενα από συμπτωματικούς ασθενείς Ευρωπαϊκής 

προέλευσης και 10 hpEAsia στελέχη από αντίστοιχους ασθενείς από την Ανατολική Ασία. 

Ακολούθησε ανάγνωση της  αλληλουχίας όλου του γονιδίου της CagA πρωτεΐνης  (Πίνακας 11). 

Πέντε στελέχη (4 hpEAsia, 1 hpEurope) από τα 10 hpEAsia στελέχη είχαν γονίδια cagA, στα 

οποία παρατηρήθηκε μια διαγραφή έκτασης 18 ζευγών βάσεων, η οποία έχει περιγραφεί 

προηγουμένως για στελέχη προερχόμενα από ασθενείς του Βιετνάμ [511], ενώ στα υπόλοιπα 5 

hspEAsia στελέχη παρατηρήθηκε διαγραφή έκτασης 39 ζευγών βάσεων, η οποία ανιχνεύεται 

συνήθως σε στελέχη τα οποία προέρχονται από πληθυσμούς της Ανατολικής Ασίας [512]. Και οι 

δύο διαγραφές εντοπίζονται σε απόσταση περίπου 300 ζεύγη βάσεων ανάντη της αλληλουχίας του 

EPIYA-Α μοτίβου. Περαιτέρω μελέτες απαιτούνται για τον προσδιορισμό της ογκογόνου 

επιρροής αυτών των υποτύπων.  

Οι 20 απλότυποι του cagA (Accession number GenBank: JF798688-JF798748) 

συγκρίθηκαν με 35 μοναδικούς απλότυπους του cagA προερχόμενοι από ένα παγκόσμιο σύνολο 

αντιπροσωπευτικών και καλά χαρακτηρισμένων στελεχών H. pylori από όλους τους γενετικούς 

πληθυσμούς, οι οποίοι φέρουν το νησίδιο παθογένειας cagPAI (hpAfrica1, hpNEAfrica, 

hpEurope, hpSahul, hpAsia2, hspEAsia, hspMaori) [509]. Στην συνέχεια κατασκευάστηκε 

γενετικό δέντρο με βάση τις αλληλουχίες του γονιδίου cagA με την χρήση του ειδικού 

αλγόριθμου Neighbor-joining, στο οποίο εμφανίζονται δύο ομαδοποιήσεις στελεχών, οι οποίες 

αντιστοιχούν είτε στο δυτικό τύπο CagA ή στο τύπο που συναντάται στην Ανατολική Ασία 

(Εικόνα 17). Το 100% των στελεχών δυτικού τύπου περιλάμβαναν EPIYA-C μοτίβα στη 

πρωτεΐνη CagA (hpAfrica1, hpNEAfrica, hpEurope) καθώς και μερικά hpAsia2 στελέχη 

(Πίνακας 11) μετά από ανασυνδυασμό. Αντίστοιχα παρατηρήθηκε το EPIYA-D μοτίβο στην 

CagA σε στελέχη τύπου Ανατολικής Ασίας (hspEAsia, hspMaori) και σε μερικά hpAsia2
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Πίνακας 11: Γενετικά χαρακτηριστικά των 20 στελεχών στα οποία έγινε ανάγνωση της αλληλουχίας ολοκλήρου του γονιδίου cagA.

Στελέχη Αλγόριθμος: Structure no linkage model Αλγόριθμος: Structure linkage model 
Θέσεις 
EPIYA 

Μέγεθος γονιδίου 
cagA (bp) 

Διαγραφέ
ς (bp) 

Τύπος vacA  

 (Υπό) πληθυσμός Τύπος CagA  Τύπος CagA     
CAM22 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3540 None s1a/i1/m1 
CAM23 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3543 None s1a/i1/m1 
CAM40 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3555 None s1a/i1/m1 
CAM27 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3543 None s1a/i1/m1 
CAM46 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3543 None s1a/i1/m1 
CAM25 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABCC 3642 None s1a/i1/m1 
CAM114 hpEurope Ανατολικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABD 3552 18 s1a/i1/m1 
CAM17 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3480 None s1a/i1/m2 
CAM14 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3543 None s1c/i1/m2 
CAM15 hpEurope Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3537 None s1c/i1/m2 
CAM113 hspEAsia Δυτικού Ευρωπαϊκής καταγωγής ABC 3549 None s1a/i1/m1 
CAM36 hspEAsia Δυτικού ntb 1 to 91 Ασιατικής καταγωγής ABC 3558 None s1a/i1/m1 

   nt 92 to 3558  Ευρωπαϊκής καταγωγής     
CAM16 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3546 18 s1a/i1/m2 

CAM29 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3492 39 s1c/i1/m1 
CAM47 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3528 39 s1c/i1/m1 
CAM32 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3531 18 s1c/i1/m1 
CAM26 hspEAsia Ανατολικού nt 1 to 147  Ευρωπαϊκής καταγωγής ABD 3537 18 s1c/i1/m1 

   nt 148 to 370  Ανατολικής Ασίας καταγωγή     
   nt 371 to 1159  Ευρωπαϊκής καταγωγής     
   nt 1160 to 3537  Ανατολικής Ασίας καταγωγή     

CAM112 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3549 18 s1c/i1/m2 
CAM33 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3531 39 s1c/i1/m2 
CAM37 hspEAsia Ανατολικού Ανατολικής Ασίας καταγωγή ABD 3531 39 s1c/i1/m2 
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 στελέχη. Χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό Structure, [257] για να προσδιορισθεί το ποσοστό των 

νουκλεοτιδίων τα οποία προέρχονται από τον αντίστοιχο προγονικό πληθυσμό (Ευρωπαϊκό ή 

από την Ανατολική Ασία) για καθεμιά από τις cagA αλληλουχίες. Στα 18 από τα 20 γονίδια cagA 

απομονωμένα από ασθενείς της Καμπότζης περιέχονται σε ποσοστό 100% νουκλεοτίδια, τα 

οποία προέρχονται είτε από Ευρωπαϊκές προγονικές πηγές είτε της Ανατολικής Ασίας ενώ σε δύο 

στελέχη εμφανίζεται εκτεταμένος ανασυνδυασμός εντός του γονιδίου cagA (Πίνακας 11). Το ένα 

από τα δύο στελέχη αποτελούνταν από αλληλουχία προερχόμενη από προγονική προέλευση 

Ανατολικής Ασίας έως το νουκλεοτίδιο 91 ενώ τα υπόλοιπα προέρχονταν από Ευρωπαϊκής 

καταγωγής προέλευση. Το δεύτερο στέλεχος περιείχε επάλληλες αλληλουχίες Ευρωπαϊκής  

καταγωγής (από 1-147 ζεύγη βάσεων και από 371-1159 ζεύγη βάσεων) και αντίστοιχα καταγωγής 

Ανατολικής Ασίας (από 148-370 ζεύγη βάσεων και 1160-τέλος). Βάσει αλληλουχιών 

διατηρημένων γονιδίων (MLST) και τα δύο παραπάνω στελέχη κατατάχθηκαν στη κατηγορία 

Εικόνα 17: Δένδρο γενετικών αποστάσεων 55 αλληλουχιών του γονιδίου της cagA με βάση τον αλγόριθμο 
Neighbor-joining, στελεχών H. pylori προερχόμενα από ασθενείς της Καμπότζη. 
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hspEAsia, γεγονός που υποδηλώνει ένα υποείδος γονιδίου cagA στελεχών Ανατολικής Ασίας, το 

οποίο έχει μετασχηματιστεί με DNA από cagA δυτικού τύπου (hpEurope). Αυτά τα ευρήματα, 

μαζί με την σχετικά υψηλού ποσοστού εμφάνιση του Δυτικού τύπου cagA σε hspEAsia στελέχη 

(28,1%), σε αντίθεση με τα ελάχιστα ποσοστά εμφάνισης προσμίξεων τύπου Ανατολικής Ασίας 

cagA σε Δυτικού τύπου (hpEurope) στελέχη, παρέχουν αποδείξεις για την εξάπλωση της Δυτικού 

τύπου cagA μεταξύ των στελεχών της Ανατολικής Ασίας σε ασθενείς από την Καμπότζη. Το 

γεγονός αυτό έχει μεγάλη σημασία, καθώς η CagA αλληλεπιδρά, μέσω συγκεκριμένων περιοχών 

της πρωτεϊνικής της αλληλουχίας, με ένα μεγάλο αριθμό ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών του ξενιστή 

[452]. Έτσι, η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη CagA πιθανώς αντανακλά τη λειτουργική προσαρμογή 

ή διαφοροποίησή της ως απάντηση στους πολυμορφισμούς των πρωτεϊνών του ξενιστή [509]. 

Η τυποποίηση των στελεχών ως προς τους γενετικούς πολυμορφισμούς του γονιδίου της  

vacA έδειξε ότι 63 στελέχη (95,5%) επί συνόλου 66 έφεραν το αλληλόμορφο s1, 32 (48.5%) το 

αλληλόμορφο m1 και 62 (93,9%) το αλληλόμορφο i1 (Πίνακας 10). Όλα τα στελέχη με vacA 

s1/m1 πολυμορφισμούς, έφεραν το αλληλόμορφο i1 ενώ όλα τα στελέχη vacA s2/m2 έφεραν το 

αλληλόμορφο i2. Επίσης τα CagA αρνητικά στελέχη ήταν vacA s2/m2/i2 διαμόρφωσης. Η 

πλειονότητα των στελεχών παρουσίασε τον γονότυπο vacA s1/i1/m1 (n=32, 48,5%) που 

συνδέεται με αυξημένη ικανότητα σχηματισμού κενοτοπίων (high vacuolation) ή vacA s1/i1/m2 

(n=30, 45,4%). Το αλληλόμορφο s1 έχει αναγνωριστεί ως καθοριστικός παράγοντας πρόκλησης 

γαστρικού καρκίνου σε άτομα από χώρες του δυτικού κόσμου [513], ενώ στελέχη με vacA i1 

αλληλόμορφο έχουν συσχετισθεί στενά με την εμφάνιση γαστρικού αδενοκαρκινώματος σε 

Ιρανούς ασθενείς [398]. Επειδή τα επίπεδα γαστρικού καρκίνου στη Καμπότζη παραμένουν 

χαμηλά σε σχέση με άλλες χώρες της Ανατολικής Ασίας και στη πλειονότητα των στελεχών 

παρατηρήθηκαν τα vacA s1/i1 αλληλόμορφα, γεγονός που ισχύει και για ασθενείς από άλλες 

χώρες της Νοτιοανατολικής και Ανατολικής Ασίας [513], σημαίνει ότι αυτά τα αλληλόμορφα δεν 

πρέπει να αποτελούν σημαντικούς παράγοντες κινδύνου για την εκδήλωση γαστρικού καρκίνου, σε 

ασθενείς προερχόμενους από την Καμπότζη. 

Ενδελεχής τυποποίηση των s1 αλληλόμορφων του γονιδίου vacA αποκάλυψε την 

παρουσία τόσο του s1a (38 στελέχη, 57,6%) όσο και του s1c (25 στελέχη, 37,9%) μεταξύ των 

στελεχών προερχόμενα από την Καμπότζη. Η πλειονότητα των hpEurope στελεχών από την 

Καμπότζη (27/34, 79.4%) κατείχαν το αλληλόμορφο s1a, (Πίνακας 10), το οποίο απαντάται 

συχνά στην βιβλιογραφία μεταξύ των ευρωπαϊκών στελεχών (hpEurope) [167] ενώ τα υπόλοιπα 
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στελέχη ήταν s1c (4/34, 11.8%) ή s2 (3/34, 8,8%). Το αλληλόμορφο s1c είχε προηγουμένως 

αποδειχθεί ότι συνδέεται με στελέχη H. pylori προερχόμενα από την Ανατολική Ασία, [514] όπου 

ως s1 χαρακτηρίστηκαν τα 449 από τα 474 (94,7%) στελέχη προερχόμενα από την Ανατολική 

Ασία και μόνο 4,7% ως s1a. Ωστόσο, το ποσοστό των αλληλομόρφων σε στελέχη από την 

Καμπότζη με διαμόρφωση s1c Ανατολικής Ασίας (hspEAsia) ήταν πολύ χαμηλότερο (21/32 

στελέχη, 65,6%), ενώ το υπόλοιπο 34,4% (11/32 στελέχη) τυποποιήθηκε ως s1a. Ο 

παρατηρούμενος υψηλός επιπολασμός των αλληλόμορφων s1a μεταξύ hspEAsia στελεχών από 

την Καμπότζη αντανακλά την συχνότητα, με την οποία τα ευρωπαϊκής προέλευσης αλληλόμορφα 

του vacA γονιδίου διεισδύουν στα στελέχη Ανατολικής Ασίας, η οποία συχνότητα είναι παρόμοια 

με αυτή της επέκτασης των ευρωπαϊκής καταγωγής γονιδίων της CagA. 

 

3.1.2. Φυλογενετική ανάλυση κλινικών στελεχών H. pylori  Ελλήνων φορέων για τον 

προσδιορισμό της προγονικής τους προέλευσης, αναφορικά με τις ομάδες προγονικών 

ευρωπαϊκών στελεχών.  

 

Παγκοσμίως και όπως περιγράφεται στην εισαγωγή της παρούσας διατριβής, έχουν 

προσδιοριστεί 5 προγονικοί τύποι στελεχών H. pylori που αντανακλούν στην κοινή πορεία και 

έξοδο του ανθρώπου και του συγκεκριμένου βακτηρίου από την Αφρική στη πορεία της εξέλιξης. 

Αυτοί είναι οι τύποι Αφρικής 1 και 2 (Ancestral Africa 1 & 2), Ανατολικής Ασίας (Ancestral 

East Asia) και Ευρώπης 1 & 2 (Ancestral European 1 & 2) [231,258], από τους οποίους 

Εικόνα 18: Γεωγραφική απεικόνιση των δύο, κύριων ενδοευρωπαϊκών μεταναστεύσεων πληθυσμών με βάση  
γενετική ανάλυση στελεχών H. pylori.  
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προέρχονται τα σύγχρονα στελέχη H. pylori. Τα ευρωπαϊκά στελέχη H. pylori χαρακτηρίζονται 

κυρίως από την ύπαρξη δύο προγονικών υποπληθυσμών των hpΑE1 και hpΑE2 [258]. Τα 

στελέχη που προέρχονται από το hpΑE1 ανήκουν στους προγονικούς νομαδικούς πληθυσμούς 

που ξεκινώντας από την κεντρική Ασία και περνώντας την Κασπία και τις Στέπες αποίκησαν 

κυρίως περιοχές της βόρειας Ευρώπης (Εικόνα 18). Τα hpΑE2 στελέχη κατατάσσονται στους 

προγονικούς γεωργικούς πληθυσμούς που ξεκινώντας από την Μέση Ανατολή μέσω της Τουρκίας 

αποίκησαν κυρίως την Νότια Ευρώπη κατά την Νεολιθική εποχή [231]. Στα στελέχη που 

απομονώνονται από ευρωπαϊκούς πληθυσμούς δεν έχει εντοπιστεί κανένα που να περιέχει κατ’ 

εκτίμηση, περισσότερο από 80% καταγωγή από οποιαδήποτε από αυτούς τους δύο προγονικούς 

πληθυσμούς [258]. Αντιθέτως, κάθε γονιδίωμα αποτελεί ένα μωσαϊκό από πολλαπλά μικρά 

κομμάτια από προγονικούς πληθυσμούς τόσο των δύο ευρωπαϊκών όσο και του συνόλου των 

προγονικών πληθυσμών. 

Για τον προσδιορισμό της προγονικής προέλευσης στελεχών H. pylori Ελλήνων φορέων 

επιλέχτηκαν 40 στελέχη από ενήλικες Έλληνες ασθενείς, με μέσο όρο ηλικίας τα 54 έτη. Σε αυτά 

έγινε ανάλυση με βάση την μέθοδο MLST (multi-locus sequence tagging) [258], η οποία 

περιλάμβανε την απομόνωση ολικού DNA και στην συνέχεια πολλαπλασιασμό με ειδικούς 

εκκινητές (Πίνακας 6) των περιοχών εφτά διατηρημένων γονιδίων (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, ureI 

και yphC). Ακολούθως, έγινε ανάγνωση της αλληλουχίας των περιοχών αυτών για κάθε στέλεχος 

και τελική βιοπληροφορική ανάλυση των δεδομένων.  

Πίνακας 12: Αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα από την κατανομή των στελεχών ανά προγονική ομάδα με χρήση  του 
λογισμικού STRUCTURE 

Στέλεχος 
Χώρα 

προέλευσης 
Κατανομή πιθανοτήτων 

hpAsia2 hpEastAsia hpAfrica2 hpAfrica1 hpEurope hpNEAfrica 

bask8130 Ισπανία 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 

Bf10A 
Μπουρκίνα 
Φάσο 

0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 

CAM101 Καμπότζη 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
D1a Σενεγάλη 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 
L79 Ινδία 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

501.9 Βόρ. Αφρική 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 
E108 Εσθονία 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 

G1005 Ελλάδα 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
G1006 Ελλάδα 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
G1009 Ελλάδα 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 
G1013 Ελλάδα 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 

G1061 Ελλάδα 0,000 0,000 0,000 0,000 0,445 0,555 



Αποτελέσματα 

 
 

~ 113 ~ 
 

Στην πρώτη φάση της βιοπληροφορικής ανάλυσης των δεδομένων, με χρήση του 

λογισμικού STRUCTURE [257], έγινε αρχική βασική κατάταξη των απομονωθέντων στελεχών 

μετά από σύγκριση των αλληλουχιών τους με αλληλουχίες άλλων 448 κλινικών στελεχών που 

έχουν ήδη καταταχθεί αναφορικά με την ομάδα προέλευσης τους, σε παγκόσμια κλίμακα 

(hpAsia2, hpEurope, hpEastAsia, hpAfrica1 and hpAfrica2, hpNEAfrica) [231,258]. Από τους 

πίνακες των πιθανοτήτων για την κατάταξη των στελεχών προκύπτει ότι 37 από τα 40 Ελληνικά 

στελέχη κατατάσσονται στην ομάδα Ευρωπαϊκού τύπου (hpEurope), με πιθανότητα 0,984-1,000 

(Πίνακας 12). Επιπλέον, 2 στελέχη κατετάγησαν  στην ομάδα προέλευσης Βόρειό-Ανατολικής 

Αφρικής (hpNEAfrica) και συγκεκριμένα, το G1013 με πιθανότητα 1,000 και το G1061 με 

οριακή πιθανότητα 0,555 (Πίνακας 12). 

Πίνακας 13: Κατανομή των πιθανοτήτων κατάταξης των στελεχών  

Στέλεχος 
Χώρα 

προέλευσης 

Κατανομή πιθανοτήτων 

Ancestral 
Africa 2 

Ancestral 
Africa 1 

Ancestral 
East Asia

Ancestral 
Europe 1 

Ancestral 
Europe 2 

bask8130 Ισπανία 0,004 0, 259 0,012 0,282 0,442 

Bf10A 
Μπουρκίνα 
Φάσο 

0,007 0,686 0,015 0,032 0,260 

CAM101 Καμπότζη 0,002 0,004 0,679 0,168 0,146 
D1a Σενεγάλη 0,003 0,774 0,004 0,003 0,215 
L79 Ινδία 0,013 0,005 0,525 0,433 0,023 

501.9 Βόρ. Αφρική 0,900 0,050 0,012 0,030 0,008 
E108 Εσθονία 0,008 0,096 0,058 0,416 0,422 

G1005 Ελλάδα 0,004 0,008 0,056 0,491 0,441 
G1006 Ελλάδα 0,004 0,006 0,012 0,413 0,565 
G1009 Ελλάδα 0,003 0,007 0,005 0,318 0,667 
G1013 Ελλάδα 0,003 0,052 0,007 0,178 0,761 
G1061 Ελλάδα 0,004  0,013  0.011  0,206  0,766 

 

Στην δεύτερη φάση της ανάλυσης έγινε επεξεργασία των αλληλουχιών των απομονωμένων 

στελεχών με το λογισμικό STRUCTURE και τον αλγόριθμο μοντέλου συσχέτισης (Τhe linkage 

model) που έχει την ικανότητα να διακρίνει τις πατρογονικές καταγωγές των πληθυσμών, ακόμη 

και μετά από σημαντική γενετική μείξη [257]. Από τους πίνακες των πιθανοτήτων για την 

κατάταξη των στελεχών προκύπτει ότι τα στελέχη της μελέτης παρουσιάζουν μεγαλύτερο 

ποσοστό καταγωγής από τον προγονικό πληθυσμό hpΑE2 (Πίνακας 13). Συγκεκριμένα, 38 από 

το σύνολο των στελεχών παρουσίασαν hpΑE2 χαρακτήρα σε αντίθεση με μόλις 2 που είχαν 

αυξημένο hpΑE1 χαρακτήρα. Στην συνέχεια χρησιμοποιώντας στελέχη προερχόμενα από την 
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Ευρώπη και από πληθυσμούς γειτονικούς της Ελλάδας, κατασκευάσθηκε δενδρόγραμμα 

χρησιμοποιώντας το λογισμικό MEGA και τον αλγόριθμο Νeighbor Joining. Από το 

δενδρόγραμμα διαπιστώθηκε ότι τα στελέχη του Ελληνικού πληθυσμού, ομαδοποιούνται με 

πληθυσμούς που παρουσιάζουν μεγαλύτερο ποσοστό συγγένειας με τους hpΑE2 προγονικούς 

πληθυσμούς, όπως αυτοί της Νότιας Ευρώπης και ειδικότερα της Ισπανίας, της Ιταλίας, της 

Γαλλίας και της χώρας των Βάσκων. Στην ίδια ομάδα κατατάχθηκαν και πληθυσμοί στελεχών 

που παρατηρούνται στην Παλαιστίνη, το Λίβανο και την Αλγερία. Αντίθετα, στελέχη που 

προέρχονταν από χώρες της Βορείου Ευρώπης, όπως Γερμανία, Εσθονία, Φιλανδία, Μεγάλη 

Βρετανία, Ρωσία, Καζακστάν και Ολλανδία ομαδοποιήθηκαν μαζί αφού εξέφραζαν μεγαλύτερο 

ποσοστό συγγένειας με τα προγονικά στελέχη hpΑE1. Με τα παραπάνω αποτελέσματα 

παρέχονται για πρώτη φορά οι ενδείξεις ότι η προέλευση στελεχών που απομονώθηκαν από 

Έλληνες ασθενείς κατατάσσονται στην ομάδα προγονικού χαρακτήρα hpΑΕ2 που απαντάται και 

στις υπόλοιπες χώρες της Νοτίου Ευρώπης, όπως Ισπανία, Ιταλία κ.λπ.  

Ακολούθησε περαιτέρω συγκριτική ανάλυση συμπεριλαμβάνοντας στελέχη από το Ιράν, 

τα οποία προέρχονται από διαφορετικές φυλές με διαφορετική προγονική προέλευση (Εικόνα 

19). Τα συγκεκριμένα στελέχη προέρχονταν από Ιρανούς συμπτωματικούς ασθενείς και ανήκαν 

σε 5 διαφορετικές πληθυσμιακές ομάδες.[515] Τρείς από αυτές τις ομάδες περιείχαν μη-Ιρανικά 

γενετικά χαρακτηριστικά, η πρώτη, στελέχη που προέρχονταν από Ιρανό-Αραβικούς πληθυσμούς 

και κατατάσσονταν μεταξύ Παλαιστινιακών και Ισραηλινών στελεχών, αλλά και Κουρδικής 

προέλευσης, από το Sanandaj στο Βορειοδυτικό Ιράν. Η δεύτερη ομάδα συμπεριελάμβανε τόσο 

στελέχη Κούρδων από το  Kermanshah και Lor από Khorramabad (δυτικό και κεντρικό Ιράν) 

όσο και στελέχη από την Τουρκία. Η τρίτη ομάδα μη-Ιρανικών χαρακτηριστικών αποτελείτο από 

στελέχη πληθυσμών Sari και Mashhad από το Βορειοανατολικό Ιράν, καθώς και στελεχών από το 

Ουζμπεκιστάν. Επίσης συμπεριελήφθησαν δύο άλλες ομάδες Ιρανικών στελεχών που έχουν 

χαρακτηρισθεί από το εσωτερικό του Ιράν και πιο συγκεκριμένα, η πρώτη ομάδα που 

περιλάμβανε τρεις πληθυσμούς, ένα από τα Δυτικά του Ιράν (Lor) και δύο από το βορειότερο 

τμήμα της χώρας (Azeri και Guilaki) και η δεύτερη ομάδα με στελέχη προερχόμενα από τον 

Ιρανικό Νότο (Yazd Fars και Hormozgan Fars).  Τα Ελληνικά στελέχη που αναλύθηκαν στην 

παρούσα διατριβή κατατάχθηκαν στενά με στελέχη προερχόμενα από αυτή την τελευταία Ιρανική 

πληθυσμιακή ομάδα στελεχών (Fars) και ειδικότερα με τους υπό-πληθυσμούς Yazd και 

Hormozghan από το νότιο Ιράν (Εικόνα 19) και όχι με τα υπόλοιπα στελέχη Ιρανικής και εξω-
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Ιρανικής προέλευσης. Τα εν λόγω αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι τα Ελληνικά στελέχη σε 

σύγκριση με τα Ιρανικά έχουν πολύ εντονότερο προγονικό χαρακτήρα hpΑΕ2, έναντι του 

ασθενέστερου ΑΕ2 χαρακτήρα των Ιρανικών στελεχών. 

 

  

Εικόνα 19: Φυλογενετικό δένδρο γενετικών αποστάσεων στελεχών προερχόμενα από την Ευρώπη και από 
πληθυσμούς γειτονικούς της Ελλάδας. 
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3.2. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΩΝ ΦΟΡΕΩΝ 
ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΧΙΜΑΙΡΙΚΗΣ CagA ΑΠΟ ΚΛΙΝΙΚΑ 

ΣΤΕΛΕΧΗ H. pylori 
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3.2.1. Επιλογή κλινικών στελεχών H. pylori για την κλωνοποίηση του γονιδίου cagA 

 

Επιλέχθηκαν τέσσερα ζεύγη κλινικών στελεχών H. pylori (Πίνακας 14), τα οποία είχαν 

απομονωθεί ανά ζεύγος, από τον ίδιο ασθενή σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου [134]. Τα 

στελέχη αυτά μετά από ανάλυση με την μέθοδο RAPD PCR βρέθηκαν να είναι απόλυτα 

ισογoνιδιακά, με μοναδική διαφορά τον διαφορετικό αριθμό επαναλήψεων των θέσεων 

φωσφορυλίωσης EPIYA-C στη πρωτεΐνη CagA. Στην επιλογή λήφθηκε επίσης υπόψη και η 

ικανότητα των συγκεκριμένων στελεχών να επάγουν έντονες μορφοκινητικές αλλαγές σε 

επιμολυσμένα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, σαν κριτήριο της καλής λειτουργίας του συστήματος 

έκκρισης τύπου IV και της ενδοκυττάριας μεταφοράς της CagA. Επιπλέον συμπεριελήφθησαν τα 

πρότυπα στελέχη H. pylori 26695 (NC_000915.1) και P12 (NC_011498.1). 

 

Πίνακας 14: Χαρακτηριστικά των επιλεγμένων κλινικών στελεχών H. pylori  

Περιστατικό Στελέχη Accession No EPIYA Status

Alcag4 alcag4-1 AM292554 ABC

 alcag4-4 AM292555 ABCCC

Alcag7 alcag7-5 AM295791 ABC

 alcag7-7 AM295790 ABCC

Alcag40 alcag40-2 AM292577 ABC

 alcag40-4 AM292578 ABCC

Hp77 Hp77-2 AM292594 AB

 Hp77-5 AM292595 ABC

 

3.2.2. Καθορισμός γενετικών σχέσεων με την μέθοδο MLST  

 

Προκειμένου να επιβεβαιωθεί περαιτέρω ότι τα επιλεχθέντα ζεύγη στελεχών που 

απομονώθηκαν από τον ίδιο ξενιστή είναι ισογονιδιακά, πραγματοποιήθηκε καθορισμός 

γενετικών σχέσεων μεταξύ των στελεχών με την μέθοδο αναφοράς MLST (multi-locus sequence 

tagging) [258]. Διαπιστώθηκε ότι πράγματι αυτά αποτελούν ισογονιδιακές μορφές του ίδιου 

αρχικού κλώνου, καθώς οι αλληλουχίες των εφτά διατηρημένων γονιδίων (atpA, efp, mutY, ppa, 

trpC, ureI και yphC) βρέθηκαν να είναι ταυτόσημες μεταξύ τους ανά ζεύγος (Εικόνα 20). 
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atpA Alcag7(7)AATGAGTTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCGGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTACAAACTGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGATAAACAAACC 
atpA Alcag7(4)AATGAGTTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCGGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTACAAACTGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGATAAACAAACC 
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              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(7) TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTAAGGTGGTTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCAATATCTCTAT  
efp Alcag7(5) TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTAAGGTGGTTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCAATATCTCTAT  
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trpC Alcag7(7)TGCATTTCAGTTTTAGCCGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAGACATTAAAATTGTCTCGCAGCATTCCACCAAGCCTATTTTATGCAAAGATTTTATCATTGATGCTTTTCAAATCAAACTCGCTAGGGTTATGGGAGCTAAT  
trpC Alcag7(5)TGCATTTCAGTTTTAGCCGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAGACATTAAAATTGTCTCGCAGCATTCCACCAAGCCTATTTTATGCAAAGATTTTATCATTGATGCTTTTCAAATCAAACTCGCTAGGGTTATGGGAGCTAAT  
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yph Alcag7(7) AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAACCTAATGTGGGGAAAAGTTCACTATTTAACCGCCTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAAACGAAAAATC  
yph Alcag7(5) AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAACCTAATGTGGGGAAAAGTTCACTATTTAACCGCCTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAAACGAAAAATC  
 
                       10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120       130       140       150 
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ppa Alcag7(7) ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGAGCGCAAAATTACCCCGCAAATTATGGTTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCGCTTGTTTTAA  
ppa Alcag7(5) ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGAGCGCAAAATTACCCCGCAAATTATGGTTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCGCTTGTTTTAA  
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mutYAlcag7(7) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCAATTAGAAGAGGTTTTATTGCTCTGGAGAGGGCTTGGTTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGTGAAAGAACAC  
mutYAlcag7(5) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCAATTAGAAGAGGTTTTATTGCTCTGGAGAGGGCTTGGTTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGTGAAAGAACAC  
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ureI Alcag7(7) ATGCTAGGTACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAAGTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGTCATCACTTA  
ureI Alcag7(5) ATGCTAGGTACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAAGTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGTCATCACTTA  
 

Εικόνα 20: Παράθεση των πρώτων 150 bp των 7 διατηρημένων γονιδίων (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, ureI και yphC) 
βάση των οποίων πραγματοποιήθηκε η ανάλυση MLST για τον καθορισμό των γενετικών σχέσεων στελεχών H. 
pylori. Διακρίνονται οι ταυτόσημες αλληλουχίες για το ζεύγος των στελεχών Alcag 7 (7) & (5) για όλα τα γονίδια 
υποδηλώνοντας ότι τα κλινικά αυτά στελέχη που απομονώθηκαν από τον ίδιο ξενιστή προήλθαν από ένα κοινό 
πρόγονο. 
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3.2.3. Κλωνοποίηση του γονιδίου cagA στον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης και σήμανσης 

πρωτεϊνών pcDNA3.1/Myc-His B 

 

 Για να επιτευχθεί ο πολλαπλασιασμός του συνόλου του γονιδίου cagA των επιλεγμένων 

στελεχών μετά τον σχεδιασμό των εκκινητών, όπως περιγράφηκε προηγουμένως (Μέθοδοι και 

υλικά §2.4.3), ακολούθησε βελτιστοποίηση των συνθηκών της PCR, αναφορικά με τη 

συγκέντρωση MgSO4, τη θερμοκρασία υβριδισμού και τη συγκέντρωση των εκκινητών. Τα 

πειράματα βελτιστοποίησης οδήγησαν στην επιλογή των συνθηκών αυτών, υπό τις οποίες τα 

παρατηρούμενα παραπροϊόντα, αν και δεν εξαλείφθηκαν, ελαττώθηκαν σημαντικά, ήτοι 

συγκέντρωση MgSO4 8mM, θερμοκρασία υβριδισμού 59⁰C και συγκέντρωση εκκινητών 0,25μM 

(Εικόνα 21). Εν συνεχεία, πραγματοποιήθηκε πέψη των προς κλωνοποίηση τμημάτων και του 

επιλεγμένου πλασμιδιακού φορέα έκφρασης (pcDNA3.1/Myc-His B) με τα κατάλληλα 

περιοριστικά ένζυμα (KpnI, ApaI) και ακολούθησε κλωνοποίηση του ενθέματος και 

μετασχηματισμός κυττάρων E. coli DH5a. Η επιλογή των περιοριστικών ενζύμων έγινε έτσι, ώστε: 

(α) να μην αναγνωρίζουν αλληλουχίες μέσα στο γονίδιο cagA, (β) τα επιλεγμένα ένζυμα να έχουν 

την ικανότητα να προκαλούν πέψη κοντά σε άκρες ολιγονουκλεοτιδίων και (γ) το παραχθέν 

πεπτίδιο να εκφράζει στο καρβοξυτελικό άκρο το ειδικό πεπτίδιο σήμανσης c-Myc. Αρχικά, οι 

αποικίες μετασχηματισμένων βακτηρίων που επιλέχθηκαν, ταυτοποιήθηκαν με PCR [516] για την 

ύπαρξη του γονιδίου cagA. Στην περίπτωση θετικών αποικιών ακολούθησε απομόνωση 

1. λ DNA-HindIII  
2. 51 ⁰C 
3. 51,3⁰C 
4. 52,3⁰C 
5. 54,2⁰C 
6. 56,5⁰C 
7. 59,1⁰C 
8. 61,8⁰C 
9. 64,5⁰C 
10. 67 ⁰C 
11. 69,1⁰C 
12. 70,6⁰C 

⁰

 1      2      3      4      5      6      7   8      9      10     11     12     13 

A	

1    2     3       2     3     2     3     2      3

B

1      2      3      4       5      6  
Γ 

1. λ DNA-HindIII 
2.  Hp77ABC 
3. Alcag4ABC 

2mM       4mM     6mM      8mM
Συγκέντρωση MgSO4 

1. λ DNA-HindIII 
2.  0,1μΜ 
3. 0,25μΜ 
4. 0,5μΜ 
5. 0,75μΜ 
6. 1μΜ 

Εικόνα 21: Βελτιστοποίηση των συνθηκών της αντίδρασης PCR πολλαπλασιασμού του γονιδίου cagA αναφορικά με 
(Α) θερμοκρασία υβριδισμού εκκινητών, (Β) συγκέντρωση MgSO4 και (Γ) συγκέντρωση εκκινητών. 
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πλασμιδιακού DNA και ανάγνωση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στα άκρα του ενθέματος με την 

χρήση των εκκινητών T7 και BGH, ώστε να πιστοποιηθεί η ένθεση του γονιδίου cagA στον 

πλασμιδιακό φορέα, σύμφωνα με τον αρχικό σχεδιασμό (Εικόνα 22). Συνολικά κλωνοποιήθηκαν 

τα γονίδια cagA από όλα τα στελέχη που επιλέχθηκαν (Πίνακας 14). 

 

3.2.4. Έκφραση του κλωνοποιημένου γονιδίου cagA 

 

 Τα κλωνοποιημένα ενθέματα που επιλέχθηκαν μετά την ανάγνωση αλληλουχίας, 

χρησιμοποιήθηκαν για την διαμόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS, από τα οποία 

μετά από 24ωρη επώαση, λήφθηκαν δείγματα ολικής πρωτεΐνης και ακολούθησε ανίχνευση με 

ανοσοστύπωση  κατά Western της έκφρασης πρωτεΐνης CagA, όπου διαπιστώθηκε μη παραγωγή 

της πρωτεΐνης σε όλες τις περιπτώσεις διαμόλυνσης. (Εικόνα 23A). Για να αποκλεισθεί ότι η 

αποτυχία οφειλόταν σε τυχόν περιορισμένη εν γένει απόδοση της διαμόλυνσης με τη μέθοδο των 

κρυστάλλων φωσφορικού ασβεστίου,  χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο αναφοράς pGTK24£ το 

οποίο εκφράζει την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (green fluorescent protein, GFP). 

Ακολούθησε υπολογισμός της απόδοσης της διαμόλυνσης στο 13,5%, με μικροσκοπική 

παρατήρηση (μικροσκοπία φθορισμού και αντίθεσης φάσης), ποσοστό αρκετά ικανοποιητικό για 

τη συγκεκριμένη μέθοδο. Για να διερευνηθεί η λειτουργικότητα ή μη του φορέα 

pCDNA3.1/Myc-His B, πραγματοποιήθηκε διαμόλυνση κυττάρων HeLa με τα ίδια 

κλωνοποιημένα ενθέματα, όπου διαπιστώθηκε, όπως και στην περίπτωση διαμόλυνσης κυττάρων 

AGS, μηδενική έκφραση πρωτεΐνης CagA (Εικόνα 23B).  

       10        20        30        40        50        60        70        80        90       100    

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

TAAGCTTGGTACCGCCACCATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGTA  

         10        20        30        40        50        60        70        80        90       100  

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 

AGGTGGTTTCCAAATATCTTTGGGCCCGCGGTTCGTAACAAATACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATATGCATACCGGTCATCATCATCATCATCATTGA 

 

A 

B 

Εικόνα 22: (Α) Αλληλουχία νουκλεοτιδίων στο σημείο σύνδεσης του 5’άκρου του γονιδίου cagA με τον 
πλασμιδιακό φορέα έκφρασης pCDNA3.1/Myc-His B στην οποία διακρίνονται το κωδικόνιο έναρξης της 
μετάφρασης (κίτρινο), η ειδική αλληλουχία Kozak (μπλε) και η θέση αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου 
KpnI (γκρι). (B) Αλληλουχία νουκλεοτιδίων στο σημείο σύνδεσης του 3’άκρου του γονιδίου cagA με τον 
pCDNA3.1/Myc-His B, στην οποία διακρίνονται το πρόσθετο κωδικόνιο με το οποίο παραβλέπετε το 
κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης (κίτρινο), τα δύο επιπλέον νουκλεοτίδια (μπλε), η θέση αναγνώρισης του 
περιοριστικού ενζύμου ApaI (γκρι), το ειδικό πεπτίδιο σήμανσης πρωτεϊνών c-Myc (πορτοκαλί), και το ειδικό 
πεπτίδιο σήμανσης και απομόνωσης πρωτεϊνών 6His (πράσινο). 
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Για τους παραπάνω λόγους επιλέχθηκε η χρήση του πλασμιδιακού φορέα pCI, ο οποίος 

αφενός είναι απλούστερος στο σχεδιασμό του, καθώς δεν περιέχει κάποιο ειδικό πεπτίδιο 

σήμανσης πρωτεϊνών και αφετέρου διαθέτει τον ίδιο υποκινητή με το φορέα pCDNA3.1/Myc-

His B. Διαθέτει επίσης, τις κατάλληλες θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύμων για την 

κλωνοποίηση του γονιδίου cagA. Επιπλέον, αμέσως μετά τον υποκινητή ακολουθεί χιμαιρικό 

εσώνιο σταθεροποίησης του προς έκφραση γονιδίου, προερχόμενο από το γονίδιο της 

ανθρώπινης β-σφαιρίνης, το οποίο επιτρέπει μεγαλύτερη παραγωγή της πρωτεΐνης. Για τον 

πολλαπλασιασμό του γονιδίου cagA χρησιμοποιήθηκε ως πρόσθιος εκκινητής ο cagAKpnI και ως 

αντίστροφος ο cagAL2(-) [503], ο οποίος δεν οδηγεί σε κατάργηση του κωδικονίου λήξης της 

μετάφρασης, ενώ ως μήτρα DNA χρησιμοποιήθηκε γονιδιωματικό  DNA προερχόμενο από το 

πρότυπο στέλεχος H. pylori 26695.  

 Προ της κλωνοποίησης πραγματοποιήθηκε πέψη του φορέα pCI με τα περιοριστικά 

ένζυμα KpnI και SmaI και του ενθέματος με KpnI, ώστε να είναι εφικτή η κατευθυνόμενη 

κλωνοποίησή του (directional cloning). Η λειτουργικότητα των κλωνοποιημένων ενθεμάτων 

πιστοποιήθηκε με μετασχηματισμό βακτηριακών κυττάρων E. coli BL21 (DE3) pLysS, τα οποία 

επιτρέπουν την έκφραση πρωτεϊνών από πλασμιδιακούς φορείς που φέρουν υποκινητή της Τ7 

RNA πολυμεράσης (T7 RNA Polymerase Promoter) μετά από επαγωγή τους με IPTG.  Εν 

συνεχεία, πραγματοποιήθηκε επαγωγή του γονιδίου cagA με προσθήκη IPTG και ανίχνευση της 

παραγόμενης πρωτεΐνης στα βακτηριακά κύτταρα με τη μέθοδο της ανοσοστύπωσης κατά 

Western, μέσω της οποίας διαπιστώθηκε έκφραση της CagA (Εικόνα 24A). 

A 

B 

Εικόνα 23: Ανίχνευση πρωτεϊνών CagA σε κυτταρολύματα διαμολυσμένων (A) γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων
AGS (B) κυττάρων HeLa με τη μέθοδο της ανοσοστύπωσης κατά Western μετά από απομόνωση ολικής πρωτεΐνης. 
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Οι κλωνοποιημένοι φορείς που οδηγούσαν σε υψηλότερη παραγωγή πρωτεΐνης, 

χρησιμοποιήθηκαν για διαμόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS. Μετά από επώαση 

24, 36 και 48 ωρών λήφθηκαν δείγματα ολικής πρωτεΐνης από τα διαμολυσμένα κύτταρα, στα 

οποία πραγματοποιήθηκε ανίχνευση εκφραζόμενης πρωτεΐνης CagA. Διαπιστώθηκε παραγωγή 

μεν της πρωτεΐνης από όλους τους κλώνους αλλά σε ιδιαίτερα χαμηλά επίπεδα, ανεξαρτήτως του 

χρόνου επώασης (Εικόνα 24B).   

  

3.2.5. Ανάγνωση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου cagA 

 

Παρόλο που στη διεθνή βιβλιογραφία, καθώς και σε ποικίλες βάσεις δεδομένων, είναι 

διαθέσιμος μεγάλος αριθμός νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της 3’ μεταβλητής περιοχής του 

γονιδίου cagA, οι περιπτώσεις πλήρων αλληλουχιών του γονιδίου είναι ιδιαίτερα περιορισμένες, 

καθώς και των μεθόδων για την επιτυχή ανάγνωσή του με την μέθοδο Sanger, κυρίως λόγω της 

μεγάλης προόδου τις τεχνολογίας στον τομέα της ανάγνωσης αλληλουχιών μεγάλης κλίμακας 

(High-throughput sequencing) και της διατηρημένης 5’ περιοχής του γονιδίου. Με αφορμή την 

έλλειψη αυτή, πραγματοποιήθηκε σχεδιασμός μιας νέας μεθόδου ανάγνωσης της πλήρους 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου cagA, (Εικόνα 25) όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 

«Μέθοδοι και υλικά» (§2.7.2). Στη συνέχεια, οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες εισήχθησαν στο 

Εικόνα 24: Ανίχνευση πρωτεϊνών CagA σε κυτταρολύματα, από (A) βακτήρια E. coli B21 (DE3) pLysS που φέρουν
κατάλληλα πλασμίδια έκφρασης και από (Β) AGS που έχουν διαμολυνθεί με τα αντίστοιχα πλασμίδια, με τη μέθοδο
της ανοσοστύπωσης κατά Western μετά από διαχωρισμό ολικής πρωτεΐνης.  

A 

B 
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Εικόνα 25: Σχηματική αναπαράσταση της αλληλοεπικάλυψης των αναγνωσμένων περιοχών από τους αντίστοιχους 
εκκινητές. 

λογισμικό seqMan του πακέτου DNASTAR, το οποίο επιτρέπει το χειρισμό μεγάλων 

αλληλουχιών, καθώς αναγνωρίζει την κατεύθυνση μιας αλληλουχίας σε σχέση με μία αλληλουχία 

αναφοράς, στοιχίζει, κάνει ποιοτική αξιολόγηση των αλληλουχιών και επισημαίνει τις 

ανακολουθίες μεταξύ τους. Η παραπάνω μέθοδος εφαρμόστηκε για την ανάγνωση του γονιδίου 

cagA του στελέχους P12 κλωνοποιημένου στον πλασμιδιακό φορέα pUC19 (Παράρτημα σελ. 

276.). Η ανάγνωση έγινε με επιτυχία για όλα τα επιμέρους τμήματα του γονιδίου αποδεικνύοντας 

την ορθότητα του σχεδιασμού. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε παρακάτω για την ανάγνωση 

του γονιδίου cagA, όπου απαιτήθηκε.  
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3.3. ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΙΣΟΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ 
ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ Helicobacter pylori 
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Εικόνα 26: Χαρτογράφηση περιοριστικών ενζύμων BstxI και NotI μετά από διαχωρισμό σε
πήκτωμα αγαρόζης 1%. Διακρίνεται καθαρά το διαφορετικό ηλεκτροφορητικό πρότυπο μεταξύ των
πλασμιδίων στα οποία το ένθεση έχει εισαχθεί κατά την ορθή κατεύθυνση (δείγματα 1-4) και σε αυτό
όπου το ενθεμα έχει εισαχθεί με αντίστροφη κατεύθυνση (δείγμα 5). 

3.3.1. Παραγωγή ισογονιδιακών μεταλλαγμένων στελεχών H. pylori χωρίς ενεργή έκφραση 

της CagA (στελέχη CagA knock Out) 

 

Για την παραγωγή των μεταλλαγμένων στελεχών το γονίδιο cagA κλωνοποιήθηκε στον 

πλασμιδιακό φορέα pUC19. O πολλαπλασιασμός πραγματοποιήθηκε με τους εκκινητές 

cagAKpnI (πρόσθιος) και cagAL2(-) (αντίστροφος) και ως μήτρα DNA χρησιμοποιήθηκε το 

γονιδιωματικό DNA του στελέχους, στο οποίο επρόκειτο να προκληθούν οι μεταλλάξεις. 

Ακολούθησε πέψη του πλασμιδιακού φορέα με το περιοριστικό ένζυμο XbaI, απενεργοποίηση 

του ενζύμου, δημιουργία τυφλών άκρων με το ένζυμο DNA πολυμεράση Ι (κλάσμα Klenow) και 

τέλος, πέψη με το περιοριστικό ένζυμο KpnI. Η ένθεση κόπηκε με το ένζυμο KpnI, ούτως ώστε να 

εισαχθεί στον πλασμιδιακό φορέα με ορισμένη κατεύθυνση και ακολούθησε μετασχηματισμός 

κυττάρων E. coli DH5a, στα οποία η παρουσία του γονιδίου cagA πιστοποιήθηκε με PCR σε 

επιλεγμένες αποικίες. Για την επιβεβαίωση της ορθής εισαγωγής των ενθεμάτων στο φορέα 

κλωνοποίησης πραγματοποιήθηκε απομόνωση πλασμιδιακού DNA από τους κλώνους που 

έφεραν το γονίδιο cagA και αναγνώστηκε η αλληλουχία στα σημεία σύνδεσης ενθέματος-

πλασμιδιακού φορέα. 

Για την απενεργοποίηση του γονιδίου cagA των επιλεγμένων κλινικών στελεχών 

επιλέχθηκε το κατάλληλο κλωνοποιημένο ένθεση, στο μέσο του οποίου εισήχθη κασέτα αντοχής 

σε αντιβιοτικό επιλογής. Ο φορέας υπέστη πέψη με το περιοριστικό ένζυμο SwaI, το οποίο 

αναγνωρίζει αλληλουχία νουκλεοτιδίων στο μέσον περίπου του γονιδίου cagA χωρίς να επηρεάζει 

το φορέα pUC19 ενώ δημιουργεί, μετά την πέψη, τυφλά άκρα. Αναλόγως με την αντοχή σε 

αντιβιοτικά των αγρίων στελεχών επιλέχθηκε η χρήση δύο διαφορετικών κασετών αντοχής, οι 

οποίες προήλθαν από τα πλασμίδια pAV35 (αντοχή σε Χλωραμφαινικόλη) και pJMK30 (αντοχή 
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σε Καναμυκίνη) [517]. Οι κασέτες εισήχθησαν στο μέσον του γονιδίου cagA διαταράσσοντας την 

αλληλουχία του και συνεπακόλουθα την παραγωγή της πρωτεΐνης. Η επιλογή των πλασμιδίων που 

έφεραν ορθώς κλωνοποιημένα ενθέματα, πραγματοποιήθηκε με χαρτογράφηση με τη χρήση 

περιοριστικών ενζύμων (Εικόνα 26), η οποία οδήγησε στην επιλογή των κατάλληλων πλασμιδίων 

που χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό των στελεχών H.pylori μέσω ομόλογου 

ανασυνδυασμού. Η πιστοποίηση της απενεργοποίησης του γονιδίου cagA πραγματοποιήθηκε με 

ανίχνευση της έκφρασης της CagA σε δείγματα ολικής πρωτεΐνης, προερχόμενα από τα 

μετασχηματισμένα βακτήρια με ανοσοστύπωση κατά Western, όπου και διαπιστώθηκε η 

παντελής  αδυναμία έκφρασης της πρωτεΐνης CagA (Εικόνα 27). 

 

3.3.2. Σχεδιασμός Μεθόδου για την προσθήκη μοτίβων φωσφορυλίωσης EPIYA-C. 

 

 Η διατάραξη πολλών σηματοδοτικών μονοπατιών του κυττάρου-ξενιστή, τα οποία 

ελέγχουν την δυναμική της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, τις διακυτταρικές συνδέσεις, την 

αναδιάταξη του κυτταροσκελετού, τον πολλαπλασιασμό καθώς και την ενεργοποίηση προ-

φλεγμονωδών και αντιαποπτωτικών πυρηνικών παραγόντων, έχουν συνδεθεί με την δράση της 

πρωτεΐνης CagA  καθώς και με την φωσφορυλίωση της στα EPIYA μοτίβα [290]. Οι 

περισσότερες από τις μελέτες αυτές έχουν βασιστεί σε σύγκριση κλινικών στελεχών που έχουν 

απομονωθεί από διαφορετικούς ξενιστές, λόγω όμως της εξαιρετικής γενετικής πολυμορφικότητας 

των στελεχών Η. pylori, οι συγκρίσεις αυτές είναι ατελείς. Για να ξεπεραστούν αυτού του είδους τα 

προβλήματα και για να υπάρξουν συγκρίσιμα αποτελέσματα, σε ένα ισογονιδιακό υπόβαθρο 

στελεχών, κατασκευάστηκαν Η. pylori ισογονιδιακά μεταλλαγμένα στελέχη, τα οποία εξέφραζαν 

πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C επαναλήψεων (AB, ABC, και ABCCC) και των 

Εικόνα 27: Ανοσοστύπωση κατά western κυτταρολυμάτων
AGS κυττάρων μετά από μόλυνση με μεταλλαγμένα
ισογονιδιακά στελέχη που δεν εκφράζουν πρωτεΐνη CagA
με  αντίσωμα α-CagA. 
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ομολόγων τους μη-φωσφορυλιώσιμων (AB, ABF , ABFF και ABFFF) με αντικατάσταση της 

τυροσίνης με φαινυλαλανίνη χρησιμοποιώντας ως πατρικό στέλεχος το στέλεχος αναφοράς Ρ12.  

Η κατασκευή περιελάβανε τέσσερα στάδια (Εικόνα 28). Στο στάδιο Ι, κλωνοποιήθηκε το 

γονίδιο cagA μαζί με την κασέτα αντοχής στην καναμυκίνη στο 5' άκρο του, ακολουθούμενη 

κατάντη από ένα τμήμα DNA 1200bp, το οποίο περιελάβανε την αλληλουχία αμέσως μετά το 

γονίδιο της cagA (metacagA περιοχή) του γονιδιώματος του P12. Στο στάδιο II κατασκευάστηκε 

ένας μέγα-εκκινητής, ο οποίος αποτελείτο από τρία συνεχόμενα αντίγραφα της EPIYA-C 

αλληλουχίας του γονιδίου της cagA, ακολουθούμενα στο 5’ άκρο του από ένα τμήμα 140bp του 

γονιδίου της cagA, η οποία εκτεινόταν μετά το δεύτερο EPIYA-C. Στο στάδιο III 

χρησιμοποιήθηκαν τα προϊόντα των σταδίων Ι και II μαζί, σε μια αντίδραση μεταλλαξογένεσης 

του Quikchange κιτ επιτυγχάνοντας με τον τρόπο αυτό να παραχθούνε όλοι οι επιθυμητοί 

συνδυασμοί των EPIYA-C μοτίβων του γονιδίου της cagA σε μία αντίδραση, ακολουθούμενα από 

την κασέτα αντοχής Kanr και αμέσως κατάντη την metacagA περιοχή. Στο τελικό στάδιο IV 

χρησιμοποιήθηκαν αυτές οι κατασκευές, για να τροποποιηθεί με φυσικό κατευθυντήριο ομόλογο 

ανασυνδυασμό το πατρικό στέλεχος αγρίου τύπου Ρ12.  

  

Στάδιο IV:  Φυσικός ομόλογος ανασυνδιασμός του 
πατρικού P12 με τα προιόντα του σταδίου III

Στάδιο III: Αντίδραση μεταλλαξογένεσης 
Quikchange χρησιμοποιόντας τα προιόντα των 

σταδίων I & II 

Στάδιο II: Κατασκευή του μέγα‐εκκινητή

(EPIYA‐C+EPIYA‐C+EPIYA‐C+140pb)

Στάδιο I : Κατασκευή του πλασμιδίου pCA2 
(cagA+Kanr+metacagA)

Εικόνα 28: Σχηματική παρουσίαση της πορείας κατασκευής των ισογονιδιακών στελεχών H. pylori τα οποία 
εκφράζουν πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C μοτίβων. 
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3.3.2.1. Κατασκευή του πλασμιδίου pCA2 (Στάδιο Ι) 

 

Η κασέτα ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη (Kanr) κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό 

φορέα pBCSK+, μετά από πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα HindIII και PstI (πλασμίδιο Α). 

Κατόπιν, η επιτυχής ένθεση επιβεβαιώθηκε με μετασχηματισμό Ε. coli σε θρεπτικό υλικό LB, το 

οποίο περιείχε καναμυκίνη (50μg/ml) (Εικόνα 29Α). Εν συνεχεία πολλαπλασιάστηκε με PCR η 

περιοχή metacagA, μία αλληλουχία DNA 1194bp (θέσεις 589226 έως 590419bp με βάση το 

γονιδίωμα του στελέχους αναφοράς P12), η οποία περιλαμβάνει το πρώτο νουκλεοτίδιο αμέσως 

κατάντη από το τέλος της αλληλουχίας του γονιδίου της cagA έως και 1194 bp κατάντη του 

γονιδίου της cagA. Η metacagA περιοχή πολλαπλασιάστηκε χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 

MetacagAF και MetacagAR. Στον εκκινητή MetacagAR έχει περιληφθεί μια θέση περιορισμού για 

το ένζυμο BamHI, έτσι ώστε να ήταν δυνατή η κατευθυνόμενη κλωνοποίηση του θραύσματος 

Εικόνα 29: Χάρτες των πλασμιδίων για τη σταδιακή κατασκευή του πλασμιδίου pCA2. Διακρίνεται με κίτρινο το 
γονίδιο της CagA, με πορτοκαλί η κασέτα αντοχής στην καναμυκίνη και με λαδί το θραύσμα metacagA, καθώς και οι 
θέσεις των περιοριστικών ενζύμων που χρησιμοποιήθηκαν κατά την διαδικασία της κατασκευής. 



Αποτελέσματα 

 

~ 129 ~ 
 

metacagA στο πλασμίδιο Α, το οποίο είχε προηγουμένως υποστεί πέψη με τα ένζυμα 

περιορισμού SmaI και BamHI. Μετά το μετασχηματισμό οι κλώνοι υποβλήθηκαν σε διαλογή με 

PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές MetacagAF και MetacagAR. Τέσσερις θετικοί κλώνοι 

αναλύθηκαν περαιτέρω, με ανάγνωση της αλληλουχίας, χρησιμοποιώντας στην αντίδραση τους 

εκκινητές MetacagAF και M13R, προκειμένου να επιβεβαιωθεί η ορθή εισαγωγή του metacagA 

θραύσματος (πλασμίδιο Β)  (Εικόνα 29Β). Ακολούθως, πολλαπλασιάστηκε το σύνολο της 

αλληλουχίας του γονιδίου cagA χρησιμοποιώντας πρόσθιο εκκινητή τον cagAKpnI, ο οποίος 

είναι ομόλογος με τα πρώτα 27 νουκλεοτίδια του γονιδίου της cagA  μετά το κωδικόνιο έναρξης 

ενώ περιλάμβανε μια τεχνητή θέση περιορισμού του περιοριστικού ενζύμου ΚρηΙ στο 5'-άκρο 

του. Ο ανάστροφος εκκινητής cagApaI ήταν ομόλογος με τα τελευταία 33 νουκλεοτίδια του 

γονιδίου της cagA και περιλάμβανε μια τεχνητή θέση περιορισμού ApaI. Το παραχθέν προϊόν 

απομονώθηκε από πήκτωμα αγαρόζης και συνδέθηκε με το πλασμίδιο Β μετά από πέψη με τα 

ένζυμα περιορισμού ΚpnΙ και ApaI (Εικόνα 29Γ). Έπειτα, ακολούθησε μετασχηματισμός 

επιδεκτικών Ε. coli και οι κλώνοι που προέκυψαν, υποβλήθηκαν σε διαλογή με την EPIYA PCR 

[134]. Η τελική κατασκευή που αποτελείτο από CagA-kanr-metacagA κλωνοποιημένα στον 

πλασμιδιακό φορέα pBCSK+, ονομάστηκε pCA2.  

 

3.3.2.2. Κατασκευή του μέγα-εκκινητή της μεταλλαξογένεσης (Στάδιο ΙΙ) 

 

Στο παρόν στάδιο δημιουργήθηκε μια κατασκευή στον πλασμιδιακό φορέα pUC19, η 

οποία αποτελείτο από τρία διαδοχικά αντίγραφα της EPIYA-C αλληλουχίας του γονιδίου cagA, 

έκτασης 102 bp, ακολουθούμενη αμέσως κατάντη από μια περιοχή 140 bp (θέσεις 588608 έως 

588748 του Ρ12 γονιδιώματος), η οποία εκτείνετο αμέσως κατάντη της δεύτερης EPIYA-C 

κωδικεύουσας περιοχής στο γονίδιο της cagA (πλασμίδιο III) (Εικόνα 31). Για να επιτευχθεί το 

αναφερθέν, κλωνοποιήθηκε πρώτα μια EPIYA-C κωδικεύουσα περιοχή στον πλασμιδιακό φορέα 

pUC19 (πλασμίδιο Ι), μετά τον πολλαπλασιασμό της με PCR χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο το 

pCA2 πλασμίδιο (στάδιο Ι) και τους εκκινητές F1 και R1 (πλασμίδιο Ι) (Εικόνα 30Α). Ο 

εκκινητής R1 σχεδιάστηκε έτσι, ώστε να περιλαμβάνει τα τελευταία 15 νουκλεοτίδια του πρώτου 

EPIYA-C και στην συνέχεια να συμπεριλαμβάνει τα πρώτα 5 νουκλεοτίδια του δεύτερου 

EPIYA-C (Εικόνα 31), προκειμένου να αξιοποιηθούν τα τρία τελευταία 5'-CCC- 3΄ αυτής της 

αλληλουχίας, για να παραχθεί μια τεχνητή θέση περιορισμού Smal, κατάντη στο 3΄άκρο 

περιλαμβάνεται επίσης μία θέση περιορισμού XbaI (Εικόνα 31). Ο πολλαπλασιασμός οδήγησε 
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στην παραγωγή δύο προϊόντων που περιείχαν είτε μία ή δύο EPIYA-C κωδικεύουσες περιοχές εν 

συνεχεία, το μικρότερου μοριακού βάρους προϊόν απομονώθηκε με πήκτωμα αγαρόζης, 

υποβλήθηκε σε πέψη με XbaI και κλωνοποιήθηκε στον pUC19 πλασμιδιακό φορέα, ο οποίος 

προηγουμένως είχε υποστεί πέψη με τα ένζυμα SmaI και XbaI (πλασμίδιο Ι) (Εικόνα 30Β). Για 

να προστεθεί μια δεύτερη και μια τρίτη EPIYA-C κωδικεύουσα περιοχή, επαναλήφθηκε ο 

πολλαπλασιασμός με PCR από το πλασμίδιο pCA2 αυτή τη φορά, χρησιμοποιώντας τους 

εκκινητές F2 και R1 (Εικόνα 31). Σε αυτήν την περίπτωση το μεγαλύτερο προϊόν (200bp), το 

οποίο περιέχει δύο εν συνεχεία EPIYA-C μοτίβα, υπέστη πέψη με το ένζυμο Xbal και 

Εικόνα 30: Σχηματική αναπαράσταση της στρατηγικής κατασκευής του μέγα-εκκινητή της μεταλλαξογένεσης. 
(Α) Πολλαπλασιασμός με PCR ολόκληρης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που κωδικοποιεί την EPIYA-C θέση 
φωσφορυλίωσης μαζί με πέντε νουκλεοτίδια από το επόμενο EPIYA-C,  πέψη με XbaI και κλωνοποίηση στον 
κομμένο με XbaI και SmaI pUC19. (Β) Το πλασμίδιο που προέκυψε από το στάδιο Α κόπηκε με XbaI και SmaI 
και σε αυτό κλωνοποιήθηκε PCR προϊόν το οποίο περιλαμβάνει την περιοχή της EPIYA-C θέση 
φωσφορυλίωσης χωρίς την παρουσία των πέντε πρώτων νουκλεοτιδίων και στο τέλος περιέχει και πέντε 
νουκλεοτίδια από το  επόμενο EPIYA-C. (Γ) Τέλος προστέθηκε αλληλουχία περίπου 104bp η οποία 
περιλαμβάνει την περιοχή αμέσως μετά το τέλος της αλληλουχίας του EPIYA-C. 
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κλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο Ι που προηγουμένως είχε υποστεί πέψη με τα ένζυμα περιορισμού 

SmaI και XbaI (πλασμίδιο II) (Εικόνα 30Γ).  

Για να παραχθεί το τελικό πλασμίδιο III, η περιοχή που εκτείνεται 140bp αμέσως μετά 

το τέλος της EPIYA-C κωδικεύουσας περιοχής, πολλαπλασιάστηκε με PCR χρησιμοποιώντας 

τους εκκινητές F1 και R2 (Εικόνα 31). Το προϊόν υποβλήθηκε σε πέψη με το ένζυμο περιορισμού 

XbaI και κλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο ΙΙ, το οποίο είχε προηγουμένως υποστεί πέψη με τα  

περιοριστικά ένζυμα XbaI και SmaI. Κατά τη διάρκεια ολόκληρης της διαδικασίας, 

πραγματοποιήθηκε διαλογή των θετικών κλώνων με PCR, ενώ η τελική πιστοποίηση των 

κατασκευασμάτων επιβεβαιώθηκε με ανάγνωση της αλληλουχίας χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 

M13F και M13R σε όλες τις περιπτώσεις. 

Τέλος, ο μέγας-εκκινητής πολλαπλασιάστηκε με PCR από το πλασμίδιο III 

χρησιμοποιώντας τους εκκινητές F1, R3 και την Vent DΝΑ πολυμεράση. Το μεγαλύτερο προϊόν 

(443bp) απομονώθηκε από πήκτωμα αγαρόζης. 

 

3.3.2.3. Τροποποιημένη αντίδραση μεταλλαξογένεσης Quikchange (Στάδιο ΙΙΙ) 

 

Χρησιμοποιώντας το πλασμίδιο pCA2 ως εκμαγείο και το μέγα-εκκινητή 

πραγματοποιήθηκε μια τροποποιημένη αντίδραση μεταλλαξογένεσης QuikChange. Στην 

συνέχεια οι κλώνοι που προέκυψαν ελέγχθηκαν για τον αριθμό των EPIYA-C επαναλήψεων που 

Εικόνα 31: Νουκλεοτιδική αλληλουχία του στελέχους αναφοράς P12 (588404 έως 588748 bp) τα οποία 
συμμετέχουν στην παραγωγή του μέγα-εκκινητή της μεταλλαξιγένεσης κατά τη διάρκεια του σταδίου II. 
Απεικονίζεται η θέση των εκκινητών που χρησιμοποιούνται για τον πολλαπλασιασμό των θραυσμάτων DNA στην 
παραγωγή του μέγα-εκκινητή. 
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έφεραν στο cagA  με την μέθοδο της EPIYA PCR.  Διαπιστώθηκε ότι ήταν κατορθωτό σε μία 

αντίδραση να παραχθούν όλοι οι επιθυμητοί συνδυασμοί EPIYA-C επαναλήψεων. Συγκεκριμένα, 

κατασκευάσθηκαν οι εξής συνδυασμοί: ΑΒ, ABC και ABCCC (Εικόνα 32). Η ορθότητα των 

αλληλουχιών σε όλες τις περιπτώσεις επαληθεύτηκε μετά από ανάγνωση της αλληλουχίας DNA 

των προϊόντων της EPIYA PCR (Παράρτημα σελ. 276). Με τον τρόπο αυτό δημιουργήθηκαν 

κλωνοποιημένες σε πλασμιδιακό φορέα, γονιδιακές αλληλουχίες του Ρ12 γονιδίου της cagA, οι 

οποίες περιείχαν τους αντίστοιχους EPIYA συνδυασμούς ως εξής: ΑΒ (πλασμίδιο pCA0), ABC 

(πλασμίδιο  pCA1) και ABCCC (πλασμίδιο pCA3).   

 

3.3.2.4. Δημιουργία μη φωσφορυλιώσιμων μοτίβων EPIFA στο γονίδιο cagA. 

 

Για την δημιουργία μη φωσφορυλιώσιμων μοτίβων (EPIFA) στο γονίδιο cagA 

πραγματοποιήθηκε σημειακή μετάλλαξη του κωδικόνιου που αντιστοιχεί στο αμινοξύ τυροσίνη σε 

κωδικόνιο φαινυλαλανίνης. Αυτό επετεύχθη αντικαθιστώντας το δεύτερο νουκλεοτίδιο του 

κωδικονίου τυροσίνης, από αδενίνη σε θυμίνη με αποτέλεσμα να προκύπτει το κωδικόνιο 

αμινοξέος φαινυλαλανίνης (TAT→TTT). Για την πραγματοποίηση της σημειακής αυτής 

μετάλλαξης ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit και 

με βάση αυτές σχεδιάστηκαν οι κατάλληλοι για την μέθοδο  εκκινητές (EPIFA-F και EPIFA-R). 

Η ορθότητα των αλληλουχιών σε όλες τις περιπτώσεις επαληθεύτηκε μετά από ανάγνωση της 

αλληλουχίας DNA (Παράρτημα σελ. 276). Με τον τρόπο αυτό δημιουργήθηκαν κλωνοποιημένες 

σε πλασμιδιακό φορέα, γονιδιακές αλληλουχίες του Ρ12 γονιδίου της cagA, οι οποίες περιείχαν 

Εικόνα 32: Διαλογή κλώνων με βάση τον αριθμό των EPIYA-C μοτίβων φωσφορυλίωσης στο πλασμίδιο pCA2 μετά 
από την πραγματοποίηση αντίδρασης μεταλλαξογένεσης στο στάδιο III. DNA από κλώνους Ε. coli υποβλήθηκαν σε 
EPIYA PCR [1] και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της αντίδρασης σε πήκτωμα περιεκτικότητας 1,5% 
σε αγαρόζη.  
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τους αντίστοιχους EPIFA συνδυασμούς ως εξής: ABF (πλασμίδιο pCA1.1), ABFF (πλασμίδιο 

pCA2.2), ABFFF (πλασμίδιο pCA3.3) 

 

3.3.2.5. Μετασχηματισμός στελεχών H. pylori και παραγωγή ισογονιδιακών CagA-θετικών 

στελεχών (Στάδιο ΙV)   

 

Όλα τα κατασκευασμένα πλασμίδια (pCA0, pCA1, PCA3, pCA1.1, pCA2.2 και pCA3.3) 

τροποποίησαν επιτυχώς το cagA στο πατρικό P12 στέλεχος, μέσω φυσικού ομόλογου 

ανασυνδυασμού. Περισσότερες από 150 αποικίες παρατηρήθηκαν σε κάθε περίπτωση 

μετασχηματισμού. Από αυτές οκτώ κλώνοι ελήφθησαν από κάθε περίπτωση, για περαιτέρω 

αξιολόγηση με την μέθοδο της EPIYA PCR (Εικόνα 16Α). Όλα τα μεταλλαγμένα H. pylori 

στελέχη παρουσίασαν ταυτόσημη κλωνικότητα σε σχέση με το πατρικό Ρ12 στέλεχος, όπως 

αποδείχθηκε από τα αποτελέσματα της RAPD PCR [233] (Εικόνα 16Β). Η ορθότητα της 

διαδικασίας μεταλλαξογένεσης επαληθεύτηκε σε όλες τις περιπτώσεις με ανάγνωση της 

αλληλουχίας νουκλεοτιδίων των γονιδίων cagA στα γενετικά μεταλλαγμένα ισογονιδιακά στελέχη 

(Εικόνα 16Γ, Δ &Παράρτημα σελ. 276)  
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Εικόνα 33: (Α) Διαλογή κλώνων με προσδιορισμό 
του αριθμού των EPIYA-C μοτίβων στo cagA από 
κλώνους Η. pylori μετά από φυσικό ομόλογο 
ανασυνδυασμό. Μετά από φυσικό μετασχηματισμό 
του πατρικού P12 στελέχους αναφοράς 
πραγματοποιήθηκε αντίδραση EPIYA PCR, 
ακολουθούμενη από ηλεκτροφόρηση των 
προϊόντων της αντίδρασης σε 1,5% πήκτωμα 
αγαρόζης. (Β) Αξιολόγηση της κλωνικής συγγένειας 
των μεταλλαγμένων στελεχών P12 με  RAPD-PCR 
χρησιμοποιώντας τον D11344 εκκινητή. (Γ) 
Παράθεση της αλληλουχίας των EPIYA περιοχών 
και σχηματική αναπαράσταση (Δ) της CagA των 
παραχθέντων ισογονιδιακών στελεχών. Διακρίνονται 
οι EPIYA θέσεις καθώς και οι CM περιοχές. 
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3.4. ΔΙΑΛΟΓΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ 
ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ  
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3.4.1. Διαλογή στελεχών με βάση την ικανότητα έκφρασης της πρωτεΐνης CagA 

 

Μετά την παραγωγή των γενετικά μεταλλαγμένων ισογονιδιακών βακτηρίων H. pylori 

πραγματοποιήθηκε σειρά λειτουργικών δοκιμασιών σε όλους τους διαφορετικούς απομονωθέντες 

κλώνους, προκειμένου να επιλεγεί ο καταλληλότερος για κάθε μεταλλαγμένο στέλεχος. 

Εξετάστηκαν τουλάχιστον 8 κλώνοι ανά συνδυασμό EPIYA της cagA και προσδιορίστηκε η 

έκφραση της πρωτεΐνης CagA με ανοσοστύπωση κατά western, αρχικά σε βακτηριακά 

κυτταρολύματα (Εικόνα 34Α) και κατόπιν σε ολικά κυτταρολύματα γαστρικών επιθηλιακών 

κυττάρων AGS μετά από μόλυνσή τους με όλους τους υπό εξέταση κλώνους (Εικόνα 34Β). Η 

έκφραση της πρωτεΐνης CagA στα βακτηριακά στελέχη βρέθηκε να είναι συγκρίσιμη με εκείνη 

του πατρικού στελέχους (Εικόνα 34Α). Παρατηρήθηκαν ακόμα, διαβάθμιση μεγέθους, η οποία 

ήταν ανάλογη με το διαφορετικό αριθμό EPIYA-C μοτίβων στο γονίδιο της cagA (Εικόνα 34Α). 

Στην συνέχεια, επιλέχθηκε ένας κλώνος από κάθε διαφορετικό μεταλλαγμένο βακτήριο με βάση 

το υψηλότερο ποσοστό έκφρασης της CagA πρωτεΐνης, μετά από μόλυνση AGS κυττάρων 

(Εικόνα 34Β). 

  

Εικόνα 34: Ανοσοστύπωση κατά western με α-CagA και α-GAPDH αντισώματα σε (Α) κυτταρολύματα 
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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3.4.2. Αξιολόγηση του βακτηριακού ρυθμού ανάπτυξης και του ποσοστού επαγωγής 

κυτταροσκελετικών μεταβολών σε γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα 

 

Μετά την επιλογή ενός κλώνου ανά συνδυασμό EPIYA της CagA, επιδιώχθηκε να 

προσδιορισθεί εάν οι κλώνοι αυτοί εμφάνιζαν τους ίδιους ρυθμούς ανάπτυξης σε σχέση με το 

πατρικό Ρ12 στέλεχος. Για να επιτευχθεί αυτό, χρησιμοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες Η. pylori 

υπό μικροαερόφιλες συνθήκες και συνεχή ανάδευση και προσδιορίσθηκε ο αριθμός των 

βακτηρίων σε επιλεγμένες χρονικές στιγμές. Οι ρυθμοί ανάπτυξης (k) υπολογίστηκαν 

χρησιμοποιώντας τον τύπο N=N0ekt, όπου N0 ήταν το αρχικό βακτηριακό εμβόλιο (σε CFU) και 

Ν ο αριθμός των βακτηρίων (σε cfu) στο επιλεγμένο χρονικό σημείο t (Πίνακας 15). Δεν 

παρατηρήθηκε σημαντική διαφορά στους προσδιοριζόμενους ρυθμούς ανάπτυξης μεταξύ του 

πατρικού στελέχους Ρ12 και των μεταλλαγμένων στελεχών Ρ12, τόσο στη λογαριθμική όσο και 

στην στατική φάση ανάπτυξης (Πίνακας 15). 

Πίνακας 15: Οι ρυθμοί ανάπτυξης των μεταλλαγμένων στελεχών
Η. pylori  
 Ρυθμός Ανάπτυξης* 
 5h 10h 
P12AB 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 
* N=N0ekt 

 

 Επιπλέον, για να αποκλεισθούν διαφορές στην ικανότητα προσκόλλησης των 

παραχθέντων βακτηρίων στα AGS κύτταρα, πραγματοποιήθηκε σήμανση των μεταλλαγμένων Η. 

pylori στελεχών με χρώση CFDA-SE και στην συνέχεια με ανάλυση FACS προσδιορίσθηκε το 

ποσοστό προσκόλλησης των Η. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα AGS [1]. Δεν 

παρατηρήθηκε καμία διαφορά μεταξύ του πατρικού στελέχους Ρ12, του P12CagAKO και των 

διαφορετικών CagA μεταλλαγμένων στελεχών (Εικόνα 35). Το ποσοστό προσκόλλησης όλων των 

στελεχών Η. pylori υπολογίστηκε ότι είναι πάνω από 55% μέσα στην πρώτη μισή ώρα μετά τη 

μόλυνση.  



Αποτελέσματα 

 

~ 138 ~ 
 

 

3.4.3. Λειτουργικότητα  του τύπου ΙV εκκριτικού συστήματος, επιτυχής μεταφορά της CagA 

στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων και φωσφορυλίωση της σε θέσεις 

τυροσίνης   

 

Επιβεβαιώθηκε κατόπιν η λειτουργικότητα του τύπου IV εκκριτικού συστήματος. 

Σημάνθηκαν τα βακτήρια με χρώση CFDA-SE, η οποία φθορίζει στο πράσινο, ταυτόχρονα 

προσδιορίστηκε με ανοσοφθορισμό η πρωτεΐνη CagA με χρήση Alexa Fluor 546 goat α-rabbit 

IgG αντισώματος που φθορίζει στο κόκκινο, και ακολούθησε ανάλυση με συνεστιακή 

μικροσκοπία. Μετά από ανασυγκρότηση (reconstruction) της εικόνας στον z-άξονα 

εμφανίστηκαν χαρακτηριστικές κίτρινες προεκβολές στα προσκολλημένα σε κύτταρα AGS 

βακτήρια, υποδηλώνοντας την δόμηση ενός λειτουργικού Τ4SS, το οποίο επιτυχώς μετέφερε την 

πρωτεΐνη CagA στο εσωτερικό των κυττάρων (Εικόνα 36). Η παρατήρηση αυτή κατέστη εφικτή 

για όλα τα διαφορετικά ισογονιδιακά μεταλλαγμένα στελέχη, τα οποία εξέφραζαν CagA με 

μεταβλητό αριθμό μοτίβων EPIYA και EPIFA. Αντιθέτως, καμία τέτοια κίτρινη προεκβολή δεν 

ανιχνεύθηκε στα προσκολλημένα σε κύτταρα AGS βακτήρια, τόσο στην περίπτωση του 

στελέχους P12 CagEKO, το οποίο εξέφραζε ένα μη λειτουργικό Τ4SS όσο και του P12CagAKO 

στελέχους που στερείτο έκφραση της πρωτεΐνης CagA (Εικόνα 36). 

Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης CagA προσδιορίστηκε μετά από ανοσοκατακρήμνιση 

χρησιμοποιώντας το αντίσωμα αντί-τυροσίνης ΡΥ20 και ακόλουθη ανοσοανίχνευση της CagA με 

ειδικό α-CagA αντίσωμα (Εικόνα 37A), Επιπλέον ανίχνευση φωσφορυλιωμένης CagA έγινε και με 
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Εικόνα 35: Η προσκόλληση των CFDA-SE-σημασμένων H. pylori μεταλλαγμένων στελεχών στην επιφάνεια των 
κύτταρων AGS προσδιορίστηκε με ανάλυση FACS [1]. Η προσκόλληση (%) αναφέρεται στο ποσοστό των 
κυττάρων AGS τα οποία ανιχνεύθηκαν να φέρουν δεσμευμένο επάνω τους φθορίζοντα βακτήρια. 
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τη χρήση ειδικού αντισώματος α-phospho-CagA Tyr972 (Εικόνα 37B), που αναγνώριζε μόνο 

CagA πρωτεΐνη φωσφορυλιωμένη στη συγκεκριμένη θέση τυροσίνης. Σε όλες τις περιπτώσεις 

ήταν εφικτό να ανιχνευτεί πρωτεΐνη CagA φωσφορυλιωμένη στα κατάλοιπα τυροσίνης στο 

αναμενόμενο μοριακό βάρος, γεγονός που υποδηλώνει ότι η πρωτεΐνη είχε με επιτυχία 

μεταφερθεί στο εσωτερικό των κυττάρων (Εικόνα 37A και B).  

Επιπροσθέτως, αξιολογήθηκε η ικανότητα των μεταλλαγμένων στελεχών να επάγουν 

κυτταροσκελετικές μεταβολές σε γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (Εικόνα 37Γ). Παρατηρήθηκε 

εξάρτηση της εμφάνισης κυτταροσκελετικών μεταβολών σε σχέση με τον αριθμό των EPIYA-C 

θέσεων και με την ικανότητα φωσφορυλίωσής τους (Εικόνα 37Δ). Πιο συγκεκριμένα, 

κυτταροσκελετικές μεταβολές, ανάλογες προς τον αριθμό των EPIYA-C μοτίβων 

φωσφορυλίωσης, παρατηρήθηκαν μόνο για τα βακτηριακά στελέχη P12ABC, P12ABCC 

(στέλεχος άγριου τύπου) και P12ABCCC (Εικόνα 37Γ, Δ). Αντιθέτως, τα στελέχη P12CagAKO, 

Εικόνα 36: Φωτογραφίες συνεστιακής μικροσκοπίας μετά από ανάλυση ανασυγκρότησης εικόνας . Η πρωτεΐνη 
CagA έχει σημανθεί με το αντίσωμα Alexa Fluor 546 goat α-rabbit IgG (κόκκινο) ενώ τα βακτήρια με CFDΑ-
SE (πράσινο). Στον z-άξονα παρατηρούνται χαρακτηριστικές κίτρινες προεκβολές υποδηλώνοντας την δόμηση 
ενός λειτουργικού Τ4SS. 
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P12AB, τα οποία στερούντο 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 37 Γ, Δ).  

Εικόνα 37: (Α) Ανοσοκατακρήμνιση όλων των φωσφορυλιωμένων πρωτεϊνών και ανοσοστύπωση κατά western 
με α-CagA αντίσωμα. (Β) 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. (Γ) 
Αντιπροσωπευτικές εικόνες AGS κυττάρων τα οποία έχουν μολυνθεί με όλα τα μεταλλαγμένα στελέχη. (Δ) 
Εκτίμηση του αριθμού των κυττάρων που εκφράζουν τον ραμφοειδή φαινότυπο.



Αποτελέσματα 

 

~ 141 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΩΝ ΜΟΤΙΒΩΝ 
ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΜΕΝΗΣ EPIYA ΣΤΗΝ ΠΡΩΤΕΪΝΗ 

CagΑ ΤΟΥ H. pylori ΣΥΜΒΑΛΛΕΙ ΣΤΗΝ ΕΚΚΡΙΣΗ 
IL-8 ΑΠΟ ΤΑ ΓΑΣΤΡΙΚΑ ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 
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3.5.1. Επίδραση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις EPIYA-C στην 

μεταγραφική ενεργοποίηση της IL-8. 

 

 Για την μελέτη της επίδρασης της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις 

EPIYA-C στην μεταγραφή του γονιδίου της IL-8, χρησιμοποιήθηκε in vitro μοντέλο 

πειραματικής λοίμωξης H. pylori στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (AGS). Πιο συγκεκριμένα, 

χρησιμοποιήθηκαν μεταλλαγμένα ισογονιδιακά στελέχη H. pylori, τα οποία είτε εξέφραζαν την 

πρωτεΐνη CagA με διαφορετικό αριθμό λειτουργικών θέσεων EPIYA-C (P12AB, P12ABC, 

P12ABCC, P12ABCCC) είτε των αντιστοίχων μη φωσφορυλιώσιμων αναλόγων τους (P12ABF, 

P12ABFF, P12ABFFF) είτε τέλος, δεν εξέφραζαν καθόλου CagA (P12CagAKO). Στην συνέχεια 

έγινε απομόνωση RNA σε χρονικές στιγμές 2, 4 και 24 ωρών μετά την επιμόλυνση και μετρήθηκε 

η ενεργοποίηση του γονιδίου της IL-8 με μέθοδο ποσοτικής Real Time PCR [480]. Τα στελέχη 

P12ABCCC, P12ABCC και P12ABC επήγαγαν, στις 2 ώρες μετά τη μόλυνση, εξίσου τα 

υψηλότερα επίπεδα μεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της IL-8 (120-, 120- και 112-

φορές, αντίστοιχα) σε σύγκριση με μη μολυσμένα κύτταρα (Εικόνα 38). Αντιθέτως, το στέλεχος 

P12AB, το οποίο στερείται αλληλουχιών φωσφορυλίωσης EPIYA-C στην πρωτεΐνη CagA, 

επήγαγε την μεταγραφική ενεργοποίηση της IL-8 σε επίπεδα 60-πλάσια σε σύγκριση με εκείνα 

που επάγονται από τα στελέχη P12ABCCC (p=0,006), P12ABCC (p=0,007) και P12ABC 

Εικόνα 38: Μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου της IL-8 σε AGS κύτταρα τα οποία έχουν μολυνθεί με τα 
μεταλλαγμένα στελέχη. Η μεταγραφική ενεργοποίηση καθορίστηκε με την χρήση ποσοτικής Real Time PCR 
στις 2, 4 και 24h ώρες μετά την μόλυνση. Η στατιστική ανάλυση έγινε με το Student t-test και τα επίπεδα 
σημαντικότητας συμβολίζονται ως εξής  *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 
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(p=0,002), μια στατιστικά σημαντική μείωση. Επιπλέον, η προκληθείσα ενεργοποίηση της IL-8 

από τα στελέχη που εξέφραζαν CagA με μη-φωσφορυλιωμένα μοτίβα EPIFA-C, παρατηρήθηκε 

ότι μειώθηκε περίπου κατά 50% για τα στελέχη P12ABF και P12ABFF (64- και 70-φορές σε 

σχέση με τα αντίστοιχα λειτουργικά στελέχη) και μειώθηκε ακόμη περισσότερο για το στέλεχος 

P12ABFFF (24-φορές), σε επίπεδα χαμηλότερα από εκείνα που παρατηρήθηκαν ακόμα και για 

το στέλεχος P12CagAKO (42-φορές). Στις 4 ώρες μετά την μόλυνση, η ενεργοποίηση της IL-8 

που προκλήθηκε από το στέλεχος P12ABCCC, διατηρήθηκε σε πολύ υψηλότερο επίπεδο (50-

φορές) σε σύγκριση με εκείνα που παρατηρήθηκαν για τα στελέχη P12ABCC (p=0,001) και 

P12ABC (p=0,0009, Εικόνα 38). Τα προαναφερθέντα στελέχη μαζί με τα P12CagAKO, 

P12ABFF και P12ABF δεν επήγαγαν το γονίδιο της IL-8 στις 4 ώρες μετά την μόλυνση. Αρκετά 

ενδιαφέρουσα είναι και η παρατήρηση ότι, αν και η ενεργοποίηση της IL-8 από το στέλεχος ΑΒ 

παρέμεινε αμετάβλητη μεταξύ 2 και 4 ωρών, το στέλεχος P12ABFFF συνέβαλε στην οριακή 

αύξηση της ενεργοποίησης της IL-8 μεταξύ 2 και 4 ωρών (p=0,05). Στις 24 ώρες μετά την 

μόλυνση, η μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου της IL-8 στα μολυσμένα κύτταρα μειώθηκε 

στα επίπεδα υποβάθρου (background) (Εικόνα 38).  

 

3.5.2. Επίδραση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις EPIYA στην έκκριση 

της IL-8 από γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα. 

Για την μελέτη της επίδρασης της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης CagA σε θέσεις 

Εικόνα 39: Επαγωγή της έκκρισης της IL-8 σε υπερκείμενα AGS κυττάρων τα οποία έχουν μολυνθεί με H. pylori τα οποία 
εκφράζουν πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C επαναλήψεων. Η στατιστική ανάλυση έγινε με το Student t-test 
και τα επίπεδα σημαντικότητας συμβολίζονται ως εξής  *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 
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EPIYA-C στα επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8, γαστρικές επιθηλιακές κυτταρικές σειρές AGS και 

MKN-45 μολύνθηκαν με όλα τα μεταλλαγμένα ισογονιδιακά στελέχη H. pylori (P12CagAKO, 

P12CagEKO P12AB, P12ABC, P12ABCC, P12ABCCC, P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF) 

και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση της εκκρινόμενης IL-8 πρωτεΐνης στα υπερκείμενα των 

καλλιεργειών (Εικόνα 38 & Εικόνα 41). 

 Στις 2 ώρες μετά την μόλυνση όλα τα στελέχη προκάλεσαν την έκκριση παρόμοιων 

ποσοτήτων IL-8 πρωτεΐνης, (600 pg/ml) με εξαίρεση τα στελέχη P12ABF και P12ABFF, τα 

οποία εμφάνισαν σημαντικά μειωμένα επίπεδα IL-8 (400pg/ml), ενώ στην περίπτωση του 

P12ABFFF τα επίπεδα της εκκρινόμενης πρωτεΐνης IL-8 ήταν αμελητέα και συγκρίσιμα με τα 

επίπεδα ελέγχου στα μη μολυσμένα κύτταρα (Εικόνα 39). Επιπλέον, το στέλεχος P12ABFFF 

επήγαγε σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8 σε σύγκριση με όλα τα άλλα 

στελέχη στις 4 ώρες (p=0,001), καθώς και στις 24 ώρες (p=0,004) μετά την μόλυνση (Εικόνα 

39). Αυτή η χαρακτηριστική καθυστέρηση στην έκκριση της IL-8 που προκαλείται από το 

στέλεχος P12ABFFF, ήταν εμφανής σε όλα τα επαναλαμβανόμενα διαφορετικά πειράματα, στα 

οποία τα επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8 βρέθηκαν να είναι σταθερά χαμηλότερα από εκείνα που 

παρατηρήθηκαν ακόμα και για το στέλεχος που δεν εκφράζει την πρωτεΐνη CagA 

(P12CagAKO).  

Για την περαιτέρω μελέτη του φαινομένου, χρησιμοποιήθηκαν επιπλέον κλώνοι P12ABFFF, οι 

οποίοι είχαν απομονωθεί κατά την κατασκευή, όπως περιγράφεται παραπάνω § 3.3.1 (Εικόνα 40). 

Εικόνα 40: AGS κύτταρα μολυσμένα με διαφορετικούς κλώνους του στελέχους P12ABFFF, οι οποίοι εκφράζουν 
CagA πρωτεΐνη με τρία συνεχόμενες EPIFA-C μη-φωσφορυλιώσημα μοτίβα. Δείγματα συλλέχθηκαν στις 2, 4 και 
24 ώρες μετά τη μόλυνση εις τριπλούν  
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Πράγματι, σε όλη την διάρκεια των πρώτων 4 ωρών μετά την μόλυνση, όλοι οι διαφορετικοί 

P12ABFFF επήγαγαν σταθερά χαμηλότερα επίπεδα της πρωτεΐνης IL-8 σε σύγκριση με το 

στέλεχος P12CagAKO, καθώς και με τα μη-φωσφορυλιώσημα ομόλογα στελέχη P12ABF και 

P12ABFF. Στις 24 ώρες μετά την μόλυνση όλα τα στελέχη με λειτουργικά μοτίβα EPIYA-C 

(P12ABC, P12ABCC, P12ABCCC) προκάλεσαν την έκκριση περίπου των ίδιων επιπέδων της 

IL-8 (Εικόνα 39), αλλά σε κάθε περίπτωση σε σημαντικά υψηλότερα επίπεδα (p=0,011) από αυτά 

που παρατηρήθηκαν για το στέλεχος P12AB. 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω το παρατηρούμενο φαινόμενο της αργοπορημένης και σε 

χαμηλότερα επίπεδα έκκρισης της IL-8 μετά από μόλυνση με το στέλεχος P12ABFFF, 

επαναλήφθηκε η μόλυνση, με όλα τα διαφορετικά στελέχη χρησιμοποιώντας όμως την κυτταρική 

σειρά γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων ΜΚΝ-45 (Εικόνα 41). Το συγκεκριμένο είδος κυττάρων 

μεγαλώνουν ως μερικώς προσκολλημένα και εκκρίνουν πολύ υψηλότερα επίπεδα IL-8 

ανταποκρινόμενα πιο γρήγορα από τα κύτταρα AGS, όπως έχει ήδη περιγραφεί [518]. Στις 2 

ώρες μετά την μόλυνση, τα επαγόμενα επίπεδα IL-8 πρωτεΐνης από το στέλεχος  P12ABFFF 

ήταν σχεδόν 4,5 φορές χαμηλότερα, από εκείνα που παρατηρήθηκαν για τα υπόλοιπα στελέχη 

συμπεριλαμβανομένων των P12CagAKO (450pg/ml για το P12ABFFF σε σύγκριση με 1500-

2000pg/ml για το P12CagAKO). Σε 4 ώρες μετά την μόλυνση, το P12ABFFF επήγαγε επίπεδα 

έκκρισης της IL-8 παρόμοια με εκείνα που παρατηρήθηκαν για τα υπόλοιπα στελέχη (Εικόνα 

41). Στις 24 ώρες μετά την μόλυνση, δεν παρατηρήθηκε διαφορά στα επίπεδα της εκκρινόμενης 

Εικόνα 41: Οι συγκεντρώσεις της IL-8 προσδιορίστηκαν με ELISA σε υπερκείμενα των ΜΚΝ-45 κυττάρων που 
έχουν μολυνθεί με στελέχη που εκφράζουν πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA θέσεων 
φωσφορυλίωσης στις 2, 4 και 24 ώρες μετά τη μόλυνση. 



Αποτελέσματα 

 

~ 146 ~ 
 

IL-8 για όλα τα στελέχη Η. pylori.  

 

3.5.3. Η ενεργοποίηση του NF-kB προκαλεί την έκκριση της IL-8 σε συνάρτηση με την  

φωσφορυλίωση σε EPIYA θέσεις. 

 

 Η επαγωγή της έκκρισης της IL-8 μετά από λοίμωξη H. pylori των επιθηλιακών κυττάρων 

του στομάχου έχει αποδοθεί στην ενεργοποίηση του NF-kB [496,499,519-522]. Προκειμένου 

να προσδιορισθεί η ενεργοποίηση NF-kB, μελετήσαμε την φωσφορυλίωση του αναστολέα του 

IKBα στις θέσεις Ser32/36, που τον οδηγεί σε πέψη από το πρωτεάσωμα. Καθώς η μεταγραφική 

ενεργοποίηση και έκκριση της IL-8 αποδείχτηκε ότι είναι ανεξάρτητη από τον αριθμό των 

EPIYA-C επαναλήψεων, διεξήχθησαν πειράματα, χρησιμοποιώντας τα μεταλλαγμένα στελέχη 

P12ABCCC και το αντίστοιχο μη-φωσφορυλιώσιμο του P12ABFFF, καθώς και τα στελέχη 

P12AB, P12CagAKO. Μετά την μόλυνση των AGS κυττάρων για περίοδο 24 ωρών, το στέλεχος 

Εικόνα 42: (Α) Στο διάγραμμα εμφανίζεται η ποσοτικοποίηση της έντασης της ζώνης με την χρήση ειδικού 
λογισμικού υπολογισμού για την φωσφορυλίωση του IKBα (Β) και ολική έκφραση της πρωτεΐνης (Γ) στα AGS 
κύτταρα μετά από μόλυνση από τα CagA μεταλλαγμένα στελέχη H. pylori.  
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P12ABCCC προκάλεσε την υψηλότερη φωσφορυλίωση του IKBα μεταξύ των στελεχών (Εικόνα 

42). Πιο συγκεκριμένα, η αύξηση της φωσφορυλίωσης του IKBα ήταν εμφανής ήδη από τα 15 

λεπτά μετά τη μόλυνση, κορυφώθηκε περίπου 1-1,5 ώρες μετά την μόλυνση και ακολούθως 

μειώθηκε, έως ότου να φτάσει στα επίπεδα υποβάθρου στις 24 ώρες. Συνακόλουθα, μία οριακή 

μείωση στα επίπεδα έκφρασης IKBα ήταν εμφανής κατά τα πρώιμα στάδια μετά τη μόλυνση (15-

90min) σε σύγκριση με τα τέλη αυτής (2-24 ώρες). Παρόμοια κινητική επαγωγή της 

φωσφορυλίωσης του IKBα παρατηρήθηκε για τα στελέχη P12CagAKO και P12AB, μολονότι τα 

επίπεδα ήταν σαφώς χαμηλότερα από εκείνα που παρατηρήθηκαν για το στέλεχος P12ABCCC 

(Εικόνα 25). Αντιθέτως, το P12ABFFF στέλεχος που εκφράζει CagA με μη-φωσφορυλιώσημα 

μοτίβα, επέδειξε τα χαμηλότερα επίπεδα φωσφορυλίωσης του IKBα ενώ η έκφραση του IKBα 

παρέμεινε σταθερή καθ’ όλη την περίοδο της μόλυνσης (Εικόνα 42).  

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι, μετά την μόλυνση των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων με τα ισογονιδιακά μεταλλαγμένα στελέχη Η. pylori, υψηλότερη 

ενεργοποίηση του NF-kB είναι εμφανής παρουσία φωσφορυλιώσιμων EPIYA-C μοτίβων. Ο NF-

kB ενεργοποιείται επίσης, σε σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα, στην περίπτωση απουσίας της 

έκφρασης CagA πρωτεΐνης (P12CagAKO), απουσίας φωσφορυλίωσης στην CagA (P12ABFFF)  

και στις περιπτώσεις, όπου οι EPIYA-C αλληλουχίες  είναι εντελώς απούσες (P12AB).  

 

3.5.4. Η συμβολή του ERK1/2 στην ενεργοποίηση του NF-kB μετά από φωσφορυλίωση της 

CagA σε θέσεις EPIYA. 

 

Μελέτες έχουν συνδέσει την ενεργοποίηση του παράγοντα ERK1/2 με την ενεργοποίηση 

του NF-kB και την επαγωγή έκκριση της IL-8 [496,510]. Προκειμένου να μελετηθεί η 

ενεργοποίηση του ERK1/2 σε σχέση με την φωσφορυλίωση της CagA σε θέσεις EPIYA, 

εξετάσαμε την κινητική της φωσφορυλίωσης του στις θέσεις Thr202/Tyr204, μετά από μόλυνση 

γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS με τα στελέχη P12ABCCC, P12ABFFF, P12AB και 

P12CagAKO [523]. Τα αποτελέσματα μας έδειξαν ότι στα μολυσμένα κύτταρα με τα στελέχη 

P12ABCCC και P12ABFFF, η ενεργοποίηση ERK1/2 ήταν παρόμοια στα αρχικά στάδια της 

λοίμωξης (15-90min), υποδεικνύοντας ότι η ενεργοποίηση του ERK1/2 είναι ανεξάρτητη από 

την φωσφορυλίωση του σε EPIYA-C θέσεις (Εικόνα 43). Επιπλέον, τα στελέχη P12AB και 

P12CagAKO επήγαγαν παρόμοια επίπεδα ενεργοποίησης του ERK1/2 πολύ αργότερα κατά την 

μόλυνση, μετά από τα πρώτα 90min, υποδηλώνοντας ότι η πρώιμη ενεργοποίηση του ERK1/2 
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μπορεί να εξαρτάται από την παρουσία των ακολουθιών που περιβάλλουν τις EPIYA-C θέσεις, 

μια υπόθεση που επίσης έχει διατυπωθεί και στο παρελθόν [510]. 

3.5.5. Εμπλοκή της κινάσης ΑΚΤ στην ενεργοποίηση του NF-kB σε συνάρτηση με την 

φωσφορυλίωση της CagA. 

 

Πρόσφατα, η συντηρημένη αλληλουχία αμινοξέων CRPIA στην πρωτεΐνη CagA 

προτάθηκε να παίζει σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του NF-kB μέσω της ενεργοποίησης 

της κινάσης AKT και ανεξάρτητα από την φωσφορυλίωση της CagA σε θέσεις EPIYA [457]. Ως 

εκ τούτου, εξετάστηκε η επίδραση της CagA στην ενεργοποίηση της AKT, στη μόλυνση 

Εικόνα 43: Ποσοτικοποίηση της ERK1/2 φωσφορυλίωσης σε θέσεις Thr202/Tyr204 με πυκνομέτρηση των 
ζωνών σε δύο ανεξάρτητα πειράματα. (Α) Στην γραφική παράσταση απεικονίζεται ο phospho-ERK1/2 
(αναλογία μολυσμένα με μη μολυσμένα κύτταρα) για κάθε χρονική στιγμή. Η στατιστική ανάλυση 
πραγματοποιήθηκε με το Student t-test και τα επίπεδα σημαντικότητας που απεικονίζονται είναι *< 0,05 και **< 
0.01. (Β) Αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα από ανάλυση με ανοσοστύπωση κατά western της φωσφορυλίωσης 
του ERK1/2 σε θέσεις Thr202/Tyr204 και (Γ) η αντίστοιχη έκφραση της GAPDH. 
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κυττάρων AGS με τα στελέχη P12ABCCC, P12ABFFF, P12AB και P12CagAKO. Στην 

συνέχεια, εκτιμήθηκε τόσο η ενεργοποίηση της κινάσης όσο και η έκφρασή της με ανοσοστύπωση 

κατά western χρησιμοποιώντας α-phospho-AKT/Ser473 και α-AKT αντισώματα. Αρχικά, 

πραγματοποιώντας πειράματα, παρουσία ορού στο θρεπτικό υλικό κατά την διάρκεια της 

μόλυνσης, παρατηρήθηκε μια μεγάλη αστάθεια στο μοντέλο ενεργοποίησης της AKT, το οποίο 

παρουσίαζε διακυμάνσεις είτε ως προς τον χρόνο ενεργοποίησης της κινάσης μετά την λοίμωξη, 

όσο και μεταξύ των πολλών διαφορετικών πειραμάτων που διεξαγάγαμε (Εικόνα 44). Παρόλα 

ταύτα, κανένα από τα διαφορετικά μοντέλα ενεργοποίησης της AKT που έχουν ήδη αναφερθεί 

στη βιβλιογραφία δεν συμφωνούσε με το μοντέλο ενεργοποίησης του NF-kB που παρατηρείται 

με στο σύστημα μας. 

 Στην συνέχεια επαναλήφθηκαν τα ίδια πειράματα, απουσία ορού στο θρεπτικό υλικό 

κατά την διάρκεια της μόλυνσης, γεγονός που είχε σαν αποτέλεσμα την σταθεροποίηση της 

ενεργοποίησης της AKT έτσι ώστε να είναι δυνατή η αναπαραγωγή αποτελεσμάτων σε όλα τα 

Εικόνα 44: Προσδιορισμός της φωσφορυλίωσης του AKT στην θέση Ser473 και της ολική έκφραση της 
πρωτεΐνης  μετά από μόλυνση από τα CagA μεταλλαγμένα στελέχη H. pylori, παρουσία ορού στο θρεπτικό υλικό 
κατά την διάρκεια της μόλυνση. Παρουσιάζονται δύο ανεξάρτητα πειράματα. 
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διαφορετικά ανεξάρτητα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν. Τα πειράματα αυτά έδειξαν ότι στο 

πειραματικό μοντέλο της in vitro λοίμωξης που χρησιμοποιήσαμε, η ενεργοποίηση της AKT 

μέσω Ser473 φωσφορυλίωσής της, δεν σχετίζεται ούτε με την φωσφορυλίωση της CagA σε θέσεις 

EPIYA ούτε και με την έκφραση της (Εικόνα 45). Είναι όμως πιθανόν το φαινόμενο να εξαρτάται 

από την παρουσία του H. pylori και πιθανότατα οφείλεται στην δράση άλλων παραγόντων του 

βακτηρίου. 

Συνοψίζοντας τις παρατηρήσεις, για την ενδεχόμενη εμπλοκή AKT στην ενεργοποίηση 

του NF-kB, φαίνεται ότι το χρονικό ενεργοποίησης της AKT δεν ταιριάζει ούτε με αυτό της 

ενεργοποίησης NF-kB αλλά ούτε και με αυτό της μεταγραφικής ενεργοποίησης IL-8 (Εικόνα 

38).   

3.5.6. Η ενεργοποίηση της ΤΑΚ1 από την φωσφορυλίωση της CagA σε θέσεις EPIYA-C 

μπορεί να οδηγεί στην έκκριση της IL-8. 

 

Σε πρόσφατες μελέτες αναφέρθηκε η συμμετοχή της κινάσης TAK1 στην ενεργοποίηση 

του NF-kB διαμέσου της επαφής της με την πρωτεΐνη CagA μετά την αλληλεπίδρασή της με την 

πρωτεΐνη TRAF6 [499]. Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η συμμετοχή της TAK1 στην 

ενεργοποίηση του NF-kB, μολύνθηκαν κύτταρα AGS με τα μεταλλαγμένα στελέχη παρουσία του 

αναστολέα 5Z-7-Oxozeaenol, ο οποίος έχει αναφερθεί ότι αποτελεί ειδικό αναστολέα της TAK1 

Εικόνα 45: Προσδιορισμός της φωσφορυλίωσης του AKT στην Ser473 και της ολική έκφραση της πρωτεΐνης  
μετά από μόλυνση από τα CagA μεταλλαγμένα στελέχη H. pylori, απουσία ορού από το θρεπτικό υλικό κατά την 
διάρκεια της μόλυνση.  
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σε αρκετές μελέτες [524-528]. Στην συνέχεια έγινε προσδιορισμός των επιπέδων της 

εκκρινόμενης IL-8 στα υπερκείμενα των καλλιεργειών στις 4 ώρες μετά την μόλυνση. Σε πρώτη 

φάση χρησιμοποιήθηκε για την μόλυνση μόνο το στέλεχος P12ABCCC, παρουσία αυξανόμενων 

συγκεντρώσεων του αναστολέα και διαπιστώθηκε μια δόσο-εξαρτώμενη μείωση της έκκρισης της 

IL-8 από τα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (Εικόνα 46Α). Κατόπιν, ακολούθησε πειραματική 

λοίμωξη AGS κυττάρων με όλα τα διαφορετικά ισογενή στελέχη, διατηρώντας σταθερή τη 

συγκέντρωση του αναστολέα 5Ζ-7-Oxozeaenol στα 70nΜ. Παρατηρήθηκε πλήρης αναστολή της 

παραγωγής της IL-8 από τα AGS κύτταρα σε όλες τις περιπτώσεις, ανεξάρτητα από την έκφραση 

της CagA, την ικανότητα φωσφορυλίωσης της σε EPIYA-C θέσεις καθώς και από την παρουσία ή 

απουσία των EPIYA αλληλουχιών (Εικόνα 46Β).  

Προκειμένου να αποσαφηνιστεί περαιτέρω η συμμετοχή της TAK1 στην επαγόμενη από 

το H. pylori ενεργοποίηση του NF-kB, πραγματοποιήθηκαν πειράματα μόλυνσης εμβρυϊκών 

ινοβλαστών ποντικών (MEFs), τα οποία είχαν τεχνητά απωλέσει την ικανότητα έκφρασης της 

TAK1 πρωτεΐνης (TAK1-/-), καθώς και τα αντίστοιχων φυσιολογικών κυττάρων ελέγχου [529] με 

τα μεταλλαγμένα στελέχη P12ABCCC, P12ABFFF, P12AB, P12CagAKO και P12CagEKO. 

Παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του NF-kB μετά από μόλυνση με H. pylori, μόνο παρουσία 

έκφρασης της TAK1 στους φυσιολογικούς ινοβλάστες και όχι στους TAK1-/- (Εικόνα 46Γ). 

Όπως ήταν αναμενόμενο, το στέλεχος P12CagEKO δεν επήγαγε την  ενεργοποίηση του NF-kB 

είτε σε φυσιολογικά είτε σε TAK1-/-MEFs. Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν 

ότι η NF-kB εξαρτώμενη IL-8 επαγωγή σε μολυσμένα με Η. pylori γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, 

μπορεί ενδεχομένως να μεσολαβείτε εξ’ ολοκλήρου μέσω της TAK1, ανεξάρτητα από την 

πρωτεΐνη CagA.  

Με σκοπό την περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου της EPIYA-C φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης CagA στην ενεργοποίηση της TAK1, προσδιορίσθηκε η ενεργοποίηση της TAK1 

μέσω της ανίχνευσης της φωσφορυλίωσης της στην θέση Thr187, καθώς και η έκφραση της 

πρωτεΐνης σε κύτταρα AGS μολυσμένα με τα προαναφερθέντα στελέχη Η. pylori. Στα κύτταρα 

AGS μολυσμένα με το P12ABCCC στέλεχος, εντοπίσθηκε μια οριακή αύξηση της phospho-

Thr187-TAK1 σε σύγκριση με αυτή που ανιχνεύτηκε στα μη μολυσμένα κύτταρα. Η αύξηση 

αυτή παρατηρήθηκε να συμβαίνει γρήγορα, στα πρώτα 60 λεπτά μετά την μόλυνση, 

ακολουθούμενη από μία μείωση της ενεργοποίησης (Εικόνα 47). Παρόμοια αποτελέσματα έχουν 

περιγραφεί προηγουμένως [499], με ένα εξίσου ασθενές σήμα για την ενεργοποιημένη phospho-

Thr187-TAK1, ένα πρόβλημα που παρουσιάζεται επίσης και σε άλλες μελέτες [530]. Αντίθετα,  
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Εικόνα 46: (Α) Δόσο-εξαρτώμενη αναστολή έκκριση της IL-8, παρουσία του ειδικού αναστολέα TAK1 5Ζ-7-
Oxozeaenol (5-300 nΜ), μετά από 4 ώρες μόλυνση των κυττάρων AGS με το P12ABCCC στέλεχος Η. pylori. (Β) 
Έκκριση της IL-8 στα υπερκείμενα των AGS κυττάρων μετά από 4 ώρες μολύνσεως από τα αντίστοιχα CagA 
μεταλλαγμένα στελέχη Η. pylori, απουσία ή παρουσία των 70nΜ 5Ζ-7-Oxozeaenol. (Γ) Η έκφραση των CagA, 
TAK1, φωσφορυλιωμένης IKBa σε Ser32/36 και ολικής IKBα προσδιορίστηκε με ανοσοστύπωση κατά Western, 
ολικών κυτταρολυμάτων TAK1-/-  MEF και των αντίστοιχων φυσιολογικών κυττάρων ελέγχου μολυσμένα με H. pylori 
τα οποία εκφράζουν πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C επαναλήψεων για 4 ώρες. 
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τα μολυσμένα κύτταρα με το στέλεχος P12ABFFF εμφάνισαν μια οριακή αύξηση phospho-

Thr187-TAK1 μετά από τις πρώτες 2 ώρες μετά τη μόλυνση. Η καθυστερημένη ενεργοποίηση 

της TAK1 παρατηρείται και στην περίπτωση μόλυνσης με το στελέχους P12AB, ενώ καμία 

ενεργοποίηση της TAK1 δεν παρατηρήθηκε σε κύτταρα μολυσμένα με το στέλεχος 

P12CagAKO.  

Τέλος, έγινε προσπάθεια επιβεβαίωσης προηγούμενων παρατηρήσεων, οι οποίες έδειχναν 

φυσική αλληλεπίδραση της CagA και της TAK1 στη λοίμωξη από Η. pylori [499]. Η κυτταρική 

σειρά AGS μολύνθηκε με τα στελέχη P12AB, P12ABCCC, P12ABFFF και ακολούθησε άνοσο-

κατακρήμνιση με χρήση είτε α-CagA είτε με α-TAK1 αντισωμάτων και άνοσο-ανίχνευση με την 

χρήση ειδικών αντισωμάτων με ανοσοστύπωση κατά western των πρωτεϊνών TAK1 (Εικόνα 48Α) 

Εικόνα 47: (Α) Ποσοτική εκτίμηση της φωσφορυλιωμένης TAK1 στην θέση Thr187 με πυκνομέτρηση ζωνών. 
(Β) Φωσφορυλίωση της TAK1 στην θέση Thr187, (Γ) η αντίστοιχη έκφραση της πρωτεΐνης TAK1 και (Δ) η 
έκφραση της πρωτεΐνης ελέγχου GAPDH σε ολικά κυτταρολύματα πρωτεϊνών AGS κυττάρων μολυσμένων με τα 
ισογονιδιακά στελέχη Η. pylori.  
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και  CagA (Εικόνα 48Β&Γ) αντίστοιχα. Παρατηρήθηκε συνεντοπισμός των δύο πρωτεϊνών στο 

σύμπλοκο άνοσο-κατακρήμνισης Πιο συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα υποδεικνύουν, ότι η CagA 

συμμετέχει στο ίδιο σύμπλοκο πρωτεϊνών μαζί με την TAK1, ανεξάρτητα από την παρουσία ή 

την κατάσταση φωσφορυλίωσης των EPIYA-C θέσεων στην πρωτεΐνη CagA.  

  

Εικόνα 48: (Α) TAK1 και (Β) CagA, σε α-CagA ή α-TAK1 αντίστοιχο άνοσο-κατακρήμνιση προϊόντα λύσης 
προερχόμενα από AGS μολυσμένα κύτταρα με  στελέχη Η. pylori, σε 1 ώρα μετά τη μόλυνση. 



Αποτελέσματα 

 

~ 155 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6. ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ FLASH ΓΙΑ 
ΤΗΝ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΜΕΤΑΦΟΡΑΣ ΤΗΣ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ CagΑ ΣΤΑ ΓΑΣΤΡΙΚΑ ΕΠΙΘΗΛΙΑΚΑ 
ΚΥΤΤΑΡΑ  
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3.6.1. Κατασκευή χιμαιρικής πρωτεΐνης CagA και του εξαπεπτιδίου σημάνσεως πρωτεϊνών 

Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys. 

 

Για την πραγματοποίηση πειραμάτων σχετικά με τον χωροταξικό εντοπισμό της 

πρωτεΐνης CagA μετά από in vitro μόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων, κρίθηκε 

απαραίτητη η χρησιμοποίηση της τεχνολογίας FlAsH. Για να καταστεί δυνατή η εφαρμογή της 

τεχνολογίας, κατασκευάστηκε χιμαιρική CagA πρωτεΐνη με το εξαπεπτίδιο σημάνσεως πρωτεϊνών 

Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys (tetracysteine tag [4Cys]). Αναλυτικά, το γενετικό θραύσμα του 

εξαπεπτιδίου απομονώθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης, μετά από πέψη του πλασμιδίου pBUD18 

[502] με τα περιοριστικά ένζυμα KpnI και HindIII. Στην συνέχεια, το γενετικό θραύσμα του 

εξαπεπτιδίου κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pBCKS+, ο  οποίος είχε ήδη υποστεί 

κατεργασία με τα ίδια περιοριστικά ένζυμα (πλασμίδιο 1) (Εικόνα 49Α).  Το γονίδιο cagA 

πολλαπλασιάστηκε με PCR από τους εκκινητές cagAKpnI και cagASmaI (Πίνακας 6) 

χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο ολικό γονιδιωματικό DNA από το πατρικό στέλεχος P12. Στην 

συνέχεια έγινε πέψη του προϊόντος με τα περιοριστικά ένζυμα KpnI και SmaI και ακολούθησε 

κλωνοποίηση στο πλασμίδιο 1, τoυ  οποίου το 5΄άκρο είχε υποστεί πέψη με το περιοριστικό 

ένζυμο KpnI και το 3΄είχε καταστεί τυφλό μετά από κατεργασία με το περιοριστικό ένζυμο ΧbaI 

και την μεσόφιλη πολυμεράση Klenow (Πλασμίδιο 2) (Εικόνα 49Β). Η επιλογή των κλώνων E. 

coli που περιέχουν το πλασμίδιο 2, έγινε με την χρήση της EPIYA PCR [134] και κατόπιν η ορθή 

ένθεση του γονιδίου επιβεβαιώθηκε με ανάγνωση της αλληλουχίας ολοκλήρου του γονιδίου 

(Παράρτημα σελ. 276). Με τον τρόπο αυτό αποδείχθηκε ότι το κλωνοποιημένο γονίδιο cagA δεν 

έφερε σημειακές μεταλλάξεις, ότι το κωδικόνιο λήξης της μετάφρασης είχε αντικατασταθεί με 

επιτυχία και τέλος ότι η εκφραζόμενη CagA πρωτεΐνη θα περιείχε στο καρβόξυ-τελικό της άκρο 

συνδεδεμένο το εξαπεπτίδιο Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys. Το πλασμίδιο Β της παραγράφου 

§3.3.2.1 (Εικόνα 29) (το οποίο περιέχει εν σειρά κλωνοποιημένα στο πλασμίδιο pBCSK+ κασέτα 

αντοχής στην καναμυκίνη και το θραύσμα metacagA) υπέστη πέψη με το περιοριστικό ένζυμο SalI, 

πλήρωση των άκρων με την χρήση της μεσόφιλης πολυμεράσης Klenow για την δημιουργία 

τυφλού άκρου στο 5’ και μετέπειτα πέψη του 3’ άκρου με το ένζυμο BstXI. Το κομμάτι DNA 

μοριακού βάρους περίπου 3 Kbp, το οποίο περιέχει συνδεδεμένα εν σειρά την κασέτα αντοχής 

στην καναμυκίνη με την metacagA περιοχή, απομονώθηκε από πήκτωμα αγαρόζης και ύστερα 

κλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο 2, το οποίο είχε 
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Εικόνα 49: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας κατασκευής του πλασμιδίου
pCA2+4Cys (Α) Αποκοπή και ένθεση του εξαπεπτιδίου (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys) σήμανσης
της τετρακυστεΐνης στον πλασμιδιακό φορέα pBCSK+. (Β) Το πλασμίδιο που προέκυψε από το
στάδιο Α κόπηκε με KpnI και XbaI-Klenow και σε αυτό κλωνοποιήθηκε το cagA. (Γ) Τέλος
προστέθηκε κασέτα ανθεκτικότητας καναμυκίνης και το γενετικό θραύσμα metacagA. 
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υποστεί στο 5’ άκρο πέψη με BamHI και πλήρωση με Klenow και στο 3’ άκρο πέψη με το 

ένζυμο BstXI (Εικόνα 49Γ). Με τον τρόπο αυτό δημιουργήθηκε το πλασμίδιο pCA2+4Cys 

(Εικόνα 50).  

 Χρησιμοποιώντας την ίδια μέθοδο με παραπάνω, όπως αυτή περιγράφεται στο κεφάλαιο 

3.3.1, κατασκευάσθηκε όλη η γκάμα των πιθανών EPIYA-C συνδυασμών στο γονίδιο της cagA 

(Εικόνα 51). Εν συντομία, το πλασμίδιο pCA2+4Cys μαζί με τον μέγα-εκκινητή (§3.3.2.3) 

χρησιμοποιήθηκαν μαζί, σε μια τροποποιημένη αντίδραση μεταλλαξογένεσης QuikChange και 

ήταν κατορθωτό σε μία αντίδραση, να παραχθούν όλοι οι επιθυμητοί συνδυασμοί EPIYA-C 

μοτίβων. Με τον τρόπο αυτό δημιουργήθηκαν κλωνοποιημένα σε πλασμιδιακό φορέα γονιδιακές 

αλληλουχίες του Ρ12 χιμαιρικού γονιδίου cagA, οι οποίες περιέχουν τους αντίστοιχους EPIYA 

συνδυασμούς ως εξής: ΑΒ (πλασμίδιο pCA04+Cys), ABC (πλασμίδιο  pCA14+Cys), ABCC 

(πλασμίδιο  pCA24+Cys) και ABCCC (πλασμίδιο pCA34+Cys), καθώς και τους αντίστοιχους 

μη-φωσφορυλιωμένους συνδυασμούς, με την μέθοδο που περιγράφεται στην §3.3.2.4, ως εξής: 

ABF (πλασμίδιο  pCA1.1+4Cys), ABFF (πλασμίδιο pCA2.2+4Cys), και ABFFF (πλασμίδιο 

pCA3.3+4Cys) (Εικόνα 51). Τέλος, όλα τα παραπάνω πλασμίδια μετασχημάτισαν επιτυχώς το 

γονίδιο της cagA στο πατρικό P12 στέλεχος (§3.3.2.5). 

Εικόνα 50: Χάρτες των πλασμιδίων για τη σταδιακή κατασκευή του πλασμιδίου pCA2+4Cys. Διακρίνεται με κίτρινο η θέση του 
γονιδίου cagA, με πορτοκαλί η κασέτα ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη καθώς και με λαδί χρώμα το θραύσμα metacagA. 
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  Η ορθότητα της όλης διαδικασίας μεταλλαξογένεσης επαληθεύτηκε σε όλες τις 

περιπτώσεις με προσδιορισμό της αλληλουχίας νουκλεοτιδίων των γονιδίων cagA στα γενετικά 

μεταλλαγμένα ισογονιδιακά στελέχη. Με σκοπό την επιλογή των στελεχών Η. pylori που 

εκφράζουν την χιμαιρική CagA, εξετάστηκαν τουλάχιστον 8 κλώνοι ανά συνδυασμό EPIYA της 

cagA και προσδιορίστηκε η έκφραση της πρωτεΐνης με ανοσοστύπωση κατά western σε 

κυτταρολύματα γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων AGS, μετά από μόλυνσή τους με όλους τους 

κλώνους των διαφορετικών μεταλλαγμένων βακτηρίων (Εικόνα 52). Η έκφραση της χιμαιρικής 

πρωτεΐνης CagA, ανιχνεύτηκε σε όλους τους προς εξέταση κλώνους. Παρατηρήθηκαν ακόμα 

διαφορές μεγέθους, οι οποίες ήταν ανάλογες με τον διαφορετικό αριθμό EPIYA-C μοτίβων στην 

cagA.  

 
 
 
 
 

Εικόνα 51: Σχηματική παρουσίαση (Α) των κατασκευασμένων χιμαιρικών πρωτεϊνών CagA. Σημειώνονται οι 
EPIYA θέσεις, οι αλληλουχίες CM καθώς και με πράσινο το εξαπεπτίδιο σήμανσης πρωτεϊνών tetracysteine-tag. 
(Β) Η αλληλουχία στο καρβόξυ-τελικό άκρο του χιμαιρικού γονιδίου της cagA. Με γκρι επισημαίνεται η 
καταληκτική αλληλουχία του cagA, ενώ με μπλε η αλληλουχία του εξαπεπτιδίου. 
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3.6.2. Χωροταξικός εντοπισμός της πρωτεΐνης CagA με την τεχνολογία φθορισμού FlAsH  

 

 Για να πραγματοποιηθεί χωροταξικός προσδιορισμός της πρωτεΐνης CagA στο 

εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων, χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία FlAsH. Η 

συγκεκριμένη τεχνολογία δεν έχει στο παρελθόν χρησιμοποιηθεί με το H. pylori, αλλά γενικότερα 

ούτε με ένα εκκριτικό σύστημα τύπου IV. Αφού κατασκευάστηκαν τα στελέχη, όπως έχει 

περιγραφεί παραπάνω με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C θέσεων, στην συνέχεια 

πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες βελτιστοποίησης, όσον αφορά την συγκέντρωση του 

χρωμογόνου και του φθορισμού των βακτηρίων (Εικόνα 53Α). Για τον σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκε το μεταλλαγμένο στέλεχος P12, το οποίο εκφράζει την χιμαιρική  πρωτεΐνη 

CagA της μορφής ABCC μαζί με την 4Cys. Κατόπιν διεξήχθησαν δοκιμασίες σχετικές με την 

επιβίωση των βακτηρίων μετά την συνεπώαση του με την χρωστική FlAsH (Εικόνα 53B). 

Χρησιμοποιήθηκαν 2μΜ, 5μΜ και 10μΜ χρωστικής FlAsH, η οποία συνεπωάστηκε για 30 min 

με το στέλεχος P12ABCC+4Cys και στην συνέχεια προσδιορίστηκε το ποσοστό επιβίωσης των 

βακτηρίων σε σχέση με τα βακτήρια ελέγχου, μετρώντας τις μονάδες σχηματισμού αποικίας 

(CFUs). Σε κάθε περίπτωση η επιβίωση των βακτηρίων ήταν σχεδόν 100% (Εικόνα 53Β). 

Κατόπιν για τις ίδιες συγκεντρώσεις FlAsH και μετά από δύο πλύσεις με PBS των βακτηρίων 

έγινε μέτρηση του φθορισμού. Διαπιστώθηκε αύξηση της έντασης του φθορισμού σε συνάρτηση 

με την αύξηση της συγκέντρωσης της χρωστικής (Εικόνα 53Α). Επιλέχτηκε βέλτιστη 

συγκέντρωση (5μΜ) για την υπόλοιπη πειραματική διαδικασία, επί τη βάσει της επάρκειας του 

Εικόνα 52: Ανοσοστύπωση κατά western με α-CagA και α-GAPDH αντισώματα κυτταρολυμάτων AGS 
κυττάρων τα οποία έχουν μολυνθεί με όλους τους κλώνους των μεταλλαγμένων στελεχών χιμαιρικής CagA 
πρωτεΐνης με το  εξαπεπτίδιο 4Cys. 
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φθορισμού, καθώς και βιβλιογραφικών αναφορών για ενδεχόμενη αναστολή της μεταφοράς 

πρωτεϊνών μέσω εκκριτικών συστημάτων τύπου III με χρήση υψηλότερων συγκεντρώσεων της 

χρωστικής [502]. 

 Χρησιμοποιώντας το στέλεχος P12ABCC+4Cys και αφού σημάνθηκε με την χρωστική 

FlAsH η CagA, μολύνθηκαν γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα AGS. Μετά την πάροδο 4 ωρών από 

την μόλυνση, προχωρήσαμε σε μονιμοποίηση των δειγμάτων, χρώση της ακτίνης με Alexa Fluor 

568 Phalloidin (κόκκινο) και ανάλυση με την βοήθεια συνεστιακής μικροσκοπίας (Εικόνα 54).  

Διαπιστώθηκε ότι η ένταση του φθορισμού της πρωτεΐνης ήταν ικανοποιητική στην συγκεκριμένη 

συγκέντρωση. Μετά από την τρισδιάστατη ανασύνθεση των εικόνων και ανάλυση τους με το 

λογισμικό Imaris κατέστη δυνατός ο εντοπισμός της χιμαιρικής CagA τόσο εντός των βακτηρίων 

όσο και στο εσωτερικό των AGS κυττάρων (Εικόνα 54). Αυτό το γεγονός κατέδειξε την 

συμβατότητα εφαρμογής της μεθόδου για την περαιτέρω αξιολόγηση του χωροταξικού 

εντοπισμού της πρωτεΐνης CagA καθώς και της οπτικοποίησης της μεταφοράς πρωτεϊνών 

διαμέσου εκκριτικών συστημάτων τύπου IV. 
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Εικόνα 53: (Α) Φθορισμός των H. pylori τα οποία έχουν σημανθεί με διαφορετικές συγκεντρώσεις του 
χρωμογόνου FlAsH οι μετρήσεις έγιναν σε φθορισμόμετρο (Β) Η βιωσιμότητα του H. pylori αξιολογήθηκε μετά 
την επώαση του με διαφορετικές συγκεντρώσεις του χρωμογόνου FlAsH. 



Αποτελέσματα 

 

~ 162 ~ 
 

 
 
 
  

Εικόνα 54: Γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα AGS τα οποία 
έχουν μολυνθεί με H. pylori, η CagA είναι σημασμένη με το 
χρωμογόνο FlAsH (πράσινο), ενώ ο κυτταροσκλετός έχει 
σημανθεί με Phalloidin Alexa Fluor 568 (κόκκινο). Οι 
φωτογραφίες (Α) & (Β) αποτελούν τρισδιάστατες 
αναπαραστάσεις μετά από την ανάλυση του συνόλου των 
τομών που πάρθηκαν με συνεστιακή μικροσκοπία μετά από 
ανακατασκευή της εικόνας από το λογισμικό Imaris. Στις 
φωτογραφίες (Γ), (Δ) & (Ε) στον z-άξονα παρατηρούνται 
συγκεκριμένα μόρια ή σύνολο μορίων της πρωτεΐνης CagA 
πού εντοπίζονται στο εσωτερικό των AGS κυττάρων. 
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4.1.1. Συσχέτιση της πολυμορφικότητας των θέσεων EPIYA της CagA με τα κλινικό-

παθολογικά ευρήματα και την κλινική εξέλιξη της νόσου. Μελέτη ασθενών από τη 

Καμπότζη 

 

Οι χώρες Μιανμάρ (Βιρμανία), Ταϊλάνδη, Λαός, Καμπότζη και το Βιετνάμ αποτελούν την 

ηπειρωτική Νοτιοανατολική Ασία με πληθυσμό περίπου 200 εκατομμυρίων. Μοιράζονται πολλά 

όσον αφορά τον πολιτισμό και αυτό αντικατοπτρίζεται σε κάποιο βαθμό στις εμφανιζόμενες 

μορφές καρκίνου. Φυσικά, παρουσιάζουν κοινωνικοοικονομική ποικιλομορφία και αυτό 

επιτρέπει να εξαχθούν συμπεράσματα σχετικά με τους αιτιολογικούς παράγοντες εκδήλωσης 

τους [531]. Όπως έχει περιγραφεί λεπτομερώς στην εισαγωγή, ο γαστρικός καρκίνος (GC) 

αποτελεί την τέταρτη πιο συχνή μορφή καρκίνου σε παγκόσμιο επίπεδο και είναι η δεύτερη αιτία 

θανάτων που σχετίζονται με τον καρκίνου [73]. Όσο αναφορά τον επιπολασμό του γαστρικού 

καρκίνου σε χώρες της Ανατολικής Ασίας, αυτές που παρουσιάζουν υψηλό κίνδυνο εκδήλωσης 

γαστρικού καρκίνου είναι η Μογγολία, η Ιαπωνία, η Κορέα, η Κίνα και το Βιετνάμ (ASR 18,9 

έως 41.4/100.000), ενώ η Καμπότζη (ASR 9.8 / 100.000) μαζί με τη Μιανμάρ (ASR 11.0/100 

000) και τη Σιγκαπούρη (ASR 10.9/100 000) έχουν χαρακτηριστεί ως χώρες με ένα ενδιάμεσο 

κίνδυνο. Ο κίνδυνος είναι χαμηλός στο Μπαγκλαντές, το Λάος, την Ταϊλάνδη και την Ινδία 

(ASR 3,5 έως 5.2/100 000).  

Η κλινική έκβαση της λοίμωξης από H. pylori εξαρτάται από παράγοντες του ξενιστή, του 

βακτηρίου και του περιβάλλοντος όπως έχει αναφερθεί διεξοδικά στην εισαγωγή § 1.2. Ως εκ 

τούτου γεωγραφικές διαφορές στη συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου δεν μπορούν να 

εξηγηθούν μόνο βάσει του τύπου της πρωτεΐνης CagA (Δυτικού τύπου είτε τύπου Ανατολικής 

Ασίας) που εκφράζεται από τα στελέχη. Στην Ανατολική και Νοτιοανατολική Ασία, όπου η 

ανθρώπινη γενετική ποικιλότητα είναι σχετικά περιορισμένη, η συχνότητα εμφάνισης του 

γαστρικού καρκίνου συμφωνεί σαφώς με τα ποσοστά επιπολασμού των στελεχών που εκφράζουν 

CagA τύπου Ανατολικής Ασίας [513]. Δεδομένου ότι, η γενετική δομή των σύγχρονων 

ανθρώπινων πληθυσμών του Βιετνάμ και της Καμπότζης είναι παρόμοια [532], οι δυο αυτές 

χώρες είναι κατάλληλες για τη συγκριτική μελέτη της επίδρασης του τύπου της CagA, στην 

συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου. Υπενθυμίζεται, ότι τα διορθωμένα με βάση την 

ηλικία επίπεδα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου (ASRGC, Age-Standardized Rates of Gastric 

Cancer) στην Καμπότζη είναι το ήμισυ σε σύγκριση με αυτά που παρατηρούνται στο Βιετνάμ 

(9,8 έναντι 18,9 ανά 100.000 άτομα), όπου το 97% των απομονωθέντων στελεχών εκφράζουν 

CagA τύπου Ανατολικής Ασίας [512].  
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Στην παρούσα μελέτη αναλύθηκαν κλινικά στελέχη H. pylori από την Καμπότζη σε σχέση με 

την ποικιλομορφία του γονιδίου της cagA στην καρβόξυ-τελική μεταβλητή περιοχή της 

πρωτεΐνης. Το γονίδιο cagA εντοπίστηκε στο 92,4% των απομονωθέντων στελεχών και η 

συχνότητα εμφάνισης του ήταν μεγαλύτερη στα στελέχη hpEAsia (100%) από ότι στα στελέχη 

hpEurope (85,3%).  Οι κυρίαρχοι συνδυασμοί EPIYA μοτίβων στη πρωτεΐνη CagA, στα 

αναλυθέντα στελέχη ήταν ABC (45,5%) που μαρτυρά ύπαρξη στελεχών Δυτικού τύπου και ΑΒD 

(34,8%) που παραπέμπει σε στελέχη Ασιατικής προέλευσης. Τα υπόλοιπα στελέχη που 

αναλύθηκαν βρέθηκαν να είναι της μορφής ΑΒ, ABBD,  BC και ABCC, αναφορικά με τον 

συνδυασμό των θέσεων EPIYA. 

Κατόπιν στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η γενετική δομή του πληθυσμού με βάση το 

γονίδιο της CagA σε στελέχη Η. pylori απομονωθέντα από ασθενείς της Καμπότζης. 

Επιλέχθηκαν τυχαία 20 στελέχη, (10 hpEurope και 10 hpEAsia) σε 5 στελέχη (4 hpEAsia, 1 

hpEurope) παρατηρήθηκε μια απαλοιφή έκτασης 18 ζευγών βάσεων στο γονίδιο της cagA, η 

οποία έχει περιγραφεί προηγουμένως για στελέχη προερχόμενα από ασθενείς του Βιετνάμ [511], 

σε 5 στελέχη hspEAsia παρατηρήθηκε μια διαγραφή έκτασης 39 ζευγών βάσεων, η οποία 

ανιχνεύεται συνήθως σε στελέχη τα οποία προέρχονται από πληθυσμούς της Ανατολικής Ασίας 

[512]. Το 100% των στελεχών δυτικού τύπου περιλάμβαναν EPIYA-C μοτίβα στη πρωτεΐνη 

CagA καθώς και μερικά hpAsia2 στελέχη. Στα 18 από τα 20 γονίδια cagA απομονωμένα από 

ασθενείς της Καμπότζης περιέχονται σε ποσοστό 100% νουκλεοτίδια, τα οποία προέρχονται είτε 

από Ευρωπαϊκές προγονικές πηγές είτε της Ανατολικής Ασίας, ενώ σε δύο στελέχη εμφανίζεται 

εκτεταμένος ανασυνδυασμός εντός του γονιδίου cagA. Τα δύο παραπάνω στελέχη κατατάχθηκαν 

στη κατηγορία hspEAsia, γεγονός που υποδηλώνει ένα υποείδος γονιδίου cagA στελεχών 

Ανατολικής Ασίας, το οποίο έχει μετασχηματιστεί με DNA από cagA δυτικού τύπου. 

Όσον αφορά την σχέση του γαστρικού καρκίνου και την κατανομή του τύπου της CagA σε 

άλλες χώρες τις ευρύτερης περιοχής της Ανατολικής Ασίας, τα επίπεδα γαστρικού καρκίνου είναι 

χαμηλά στην Ταϊλάνδη και τη Μαλαισία, ενώ επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι οι 

μεγάλες κινεζικές κοινότητες, στο εσωτερικό αυτών των χωρών, εμφανίζουν ένα σημαντικό 

ανεξάρτητο παράγοντα κινδύνου για εκδήλωση γαστρικού καρκίνου [533,534]. Ο παράγοντας 

αυτός δεν ήταν δυνατόν έως τώρα να συσχετισθεί με τον ρόλο της πρωτεΐνης CagA τύπου 

Ανατολικής Ασίας στην εκδήλωση του γαστρικού καρκίνου, λόγω της υψηλής συχνότητας 

εμφάνισης αυτού του τύπου CagA μεταξύ των ασθενών της κινεζικής καταγωγής και της χαμηλής 

συχνότητας εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου στις υπόλοιπες φυλετικές ομάδες που διαμένουν 

στις χώρες αυτές [534,535]. Υπενθυμίζεται ότι, ο επιπολασμός του γαστρικού καρκίνου είναι 
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υψηλός στην Ιαπωνία (ASRGC 31,1 ανά 100.000), ενώ  στην Οκινάουα, μια ομάδα νησιών στη 

νότια Ιαπωνία με ισχυρή αμερικανική επιρροή, παρατηρείται πολύ χαμηλότερο ποσοστό. Αυτό 

θα μπορούσε να εξηγηθεί από την υψηλότερη συχνότητα εμφάνισης στελεχών με CagA Δυτικού 

τύπου (42%) προερχόμενα από ασθενείς της Οκινάουα [503] σε σύγκριση με την Ιαπωνία [513]. 

Στην Κορέα και στο Βιετνάμ, όπου κυριαρχούν τα στελέχη H. pylori με CagA πρωτεΐνη τύπου 

Ανατολικής Ασίας  (89%) [536], η συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού καρκίνου είναι διπλάσια 

από εκείνη που παρατηρείται στο Βιετνάμ, δείχνοντας ότι η CagA τύπου Ανατολικής Ασίας δεν 

είναι ο μόνος κύριος καθοριστικός παράγοντας εκδήλωσης γαστρικού καρκίνου [536]. Όλα αυτά 

τα στοιχεία υποδεικνύουν ότι η ενδημική κυκλοφορία των στελεχών H. pylori που φέρουν CagA 

τύπου Ανατολικής Ασίας συμβάλλει σημαντικά στην υψηλή συχνότητα εμφάνισης του γαστρικού 

καρκίνου σε χώρες της Ανατολικής Ασίας. Επομένως, η σπανιότερη επικράτηση CagA-θετικών 

στελεχών τύπου Ανατολικής Ασίας στην Καμπότζη και, κατ’ επέκταση, στη Νοτιοανατολική 

Ασία (εκτός από το Βιετνάμ), μπορεί να εξηγήσει εν μέρει τα χαμηλότερα επίπεδα γαστρικού 

καρκίνου που παρατηρούνται σε αυτές τις χώρες σε σύγκριση με τις άλλες χώρες της Ανατολικής 

Ασίας. 

Επίσης στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε τυποποίηση των απομονωθέντων 

στελεχών από ασθενείς της Καμπότζη, με βάση τους πολυμορφισμούς στο γονίδιο της πρωτεΐνης 

VacA (m, s και i), οι οποίοι και καθορίζουν την τοξικότητα της, όπως έχει αναλυθεί στην 

εισαγωγή §1.8.2.3. Το 95,5% έφεραν το αλληλόμορφο s1, το 48.5% το αλληλόμορφο m1 και το 

93,9% το αλληλόμορφο i1. Όλα τα στελέχη με πολυμορφισμούς vacA s1/m1, έφεραν το 

αλληλόμορφο i1 ενώ όλα τα στελέχη vacA s2/m2 έφεραν το αλληλόμορφο i2. Επίσης τα CagA 

αρνητικά στελέχη ήταν vacA s2/m2/i2. Το 48,5% των στελεχών παρουσίασε τον γονότυπο vacA 

s1/i1/m1 που συνδέεται με αυξημένη ικανότητα σχηματισμού κενοτοπίων (high vacuolation) 

και το 45,4% ήταν vacA s1/i1/m2. Όσον αφορά το s1 αλληλόμορφο του γονιδίου vacA το 

57,6% ήταν s1a και το 37,9% ήταν s1c Η πλειονότητα των hpEurope στελεχών από την 

Καμπότζη (79,4%) κατείχαν το αλληλόμορφο s1a, ενώ τα υπόλοιπα στελέχη ήταν s1c (11,8%) ή 

s2 (8,8%). Το ποσοστό των αλληλομόρφων σε στελέχη από την Καμπότζη με διαμόρφωση s1c 

Ανατολικής Ασίας ήταν πολύ χαμηλότερο 65,6%, ενώ το υπόλοιπο 34,4% τυποποιήθηκε ως s1a. 

Ο παρατηρούμενος υψηλός επιπολασμός των αλληλόμορφων s1a μεταξύ hspEAsia στελεχών 

από την Καμπότζη αντανακλά την συχνότητα, με την οποία τα ευρωπαϊκής προέλευσης 

αλληλόμορφα του vacA γονιδίου διεισδύουν στα στελέχη Ανατολικής Ασίας, η οποία συχνότητα 

είναι παρόμοια με αυτή της επέκτασης των ευρωπαϊκής καταγωγής γονιδίων της CagA. 



 

~ 168 ~ 
 

 Ο πτωτικός ρυθμός των στελεχών που φέρουν m1 αλληλόμορφα που παρατηρείται στη 

Νότια Κορέα (95%) και το Βιετνάμ (37%) έχει δειχθεί ότι συμφωνεί με τη διαβάθμιση της 

συχνότητας του γαστρικού καρκίνου [513]. Στο Βιετνάμ, η επίπτωση του γαστρικού καρκίνου 

είναι υψηλότερη στο Βορρά (ASRGC 27,0 ανά 100.000 άνδρες στη πρωτεύουσα Ανόι) από ότι 

στο Νότο (ASRGC 18,7 ανά 100.000 άνδρες στη πρώην πρωτεύουσα Χο Τσι Μινχ), γεγονός 

συμφωνεί με την  κατανομή των συχνοτήτων των στελεχών με m1 αλληλόμορφα (50% στο Ανόι 

και 25% στη Χο Τσι Μινχ) [512]. Τα περισσότερα στελέχη στην περιοχή αυτή ανήκουν στον 

υπό-πληθυσμό στελεχών Ανατολικής Ασίας (hspEAsia), και έτσι το συγκεκριμένο αλληλόμορφο 

της m περιοχής της VacA μπορεί να αποτελέσει ένα δείκτη λοιμογόνου ικανότητας για αυτόν 

τον υπό-πληθυσμό. Πράγματι, ο συσχετισμός αυτός δεν βρίσκεται σε άλλες χώρες της 

Νοτιοανατολικής Ασίας [537-539], οι οποίες εμφανίζουν υψηλή συχνότητα των στελεχών 

hpAsia2 και hpEurope [231,540]. Στην Καμπότζη, η συχνότητα των στελεχών με m1 

αλληλόμορφο μεταξύ των στελεχών hspEAsia (59,4%) είναι παρόμοια με αυτή που αναφέρθηκε 

στο Βόρειο Βιετνάμ, γεγονός που υποδηλώνει ότι τα εν λόγω στελέχη hspEAsia είναι λιγότερο 

λοιμογόνα από τα στελέχη από την Ιαπωνία και την Κορέα. 

Η ταυτόχρονη επέκταση τόσο των ευρωπαϊκών VacA όσο και των CagA αλληλομόρφων σε 

επτά από τα 32 στελέχη hspEAsia (21,9%) που εξετάσαμε, μπορεί να σχετίζεται με πλεονέκτημα 

λόγω προσαρμογής στον ανθρώπινο πληθυσμό ή/και στον ξενιστή, και  αντικατοπτρίζει μια 

σταθερή ισορροπία των επιπτώσεων των VacA και CagA στα επιθηλιακά κύτταρα. Πράγματι, 

όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή § 1.8.3.2.2 οι πρωτεΐνες VacA και CagA μπορούν να 

δρουν είτε συνεργικά ή ανταγωνιστικά για την επίτευξη της χρόνιας λοίμωξης από H. pylori [541-

543] και η απορρύθμιση των σηματοδοτικών μονοπατιών με την επίδραση είτε της μίας είτε της 

άλλης είναι πιθανό, να συμβάλει στην διαφορετική έκβασης της νόσου. Έτσι, οι αλλαγές στη 

σύνθεση του γονιδιώματος των στελεχών H. pylori με μετασχηματισμό του DNA από 

διαφορετικά στελέχη μπορεί να διαταράξει τα αποτελέσματα της εξισορροπημένης 

δραστηριότητας της VacA και της CagA στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, τα οποία μπορεί να 

οδηγήσουν σε σοβαρές συνέπειες για την απόκριση του ξενιστή και τον κίνδυνο εκδήλωσης 

γαστρικού καρκίνου. Ως εκ τούτου, η παρατηρούμενη διείσδυση των ευρωπαϊκών VacA και 

CagA αλληλόμορφων μεταξύ των στελεχών hspEAsia μπορεί να έχει σημαντικό αντίκτυπο στη 

μελλοντική επίπτωση του γαστρικού καρκίνου στην Καμπότζη. 

Συμπληρωματικά, θα πρέπει να αναφερθεί, η δεδομένη δυσκολία διεξαγωγής τέτοιων 

μελετών σε χώρες με ανεπαρκή συστήματα υγειονομικής περίθαλψης, όπως είναι η Καμπότζη. 

Αν και τα ευρήματά μπορεί να μην θεωρηθούν αντιπροσωπευτικά της συνολικής εικόνας της 
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χώρας, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η μελέτη έλαβε χώρα σε μία από τις κύριες τριτοβάθμιες 

νοσοκομειακές μονάδες στην Καμπότζη, με μια μεγάλη γεωγραφική κάλυψη ασθενών. Τα 

στελέχη που απομονώθηκαν χαρακτηρίζονται από χαμηλότερη συχνότητα εμφάνισης 

χαρακτηριστικών hspEAsia που φέρουν την Ασιατικού τύπου CagA και το m1 τύπο 

αλληλόμορφου της VacΑ (10 από 66, 15,2%) από ότι αναφέρεται στις υπόλοιπες χώρες της 

Ανατολικής Ασίας. Το γεγονός αυτό, μπορεί να εξηγήσει εν μέρει τη χαμηλή συχνότητα του 

γαστρικού καρκίνου στην Καμπότζη και κατ’ επέκταση, στη Νοτιοανατολική Ασία. 

Παρατηρήθηκε η επέκταση του φάσματος των ευρωπαϊκών VacA και CagA αλληλόμορφων 

μεταξύ hspEAsia στελεχών τα οποία ενδέχεται να έχουν σημαντικό αντίκτυπο στη μελλοντική 

επίπτωση του γαστρικού καρκίνου στην Καμπότζη. Περαιτέρω μελέτες είναι απαραίτητες για να 

επιβεβαιώσουν τα ευρήματα σε μεγαλύτερο και πιο αντιπροσωπευτικό αριθμό ασθενών, 

προκειμένου να ληφθούν υπόψη ταυτόχρονα οι διάφοροι παράγοντες που δυνητικά εμπλέκονται 

στην γαστρική καρκινογένεση όπως ο ρυθμός επέκτασης της H. pylori λοίμωξης, οι παράγοντες 

προδιάθεσης του ξενιστή, οι λοιμογόνοι παράγοντες του βακτηρίου και η επίδραση της 

διατροφής και του περιβάλλοντος. 

 

4.1.2. Φυλογενετική ανάλυση κλινικών στελεχών H. pylori  Ελλήνων φορέων για τον 

προσδιορισμό της προγονικής τους προέλευσης, αναφορικά με τις ομάδες προγονικών 

ευρωπαϊκών στελεχών. 

 

Η ευρηματική εκμετάλλευση της γενετικής πλαστικότητας του γονιδιώματος  του H. 

pylori, σε συνδυασμό με σύγχρονες τεχνικές μοριακής γενετικής, όπως η τυποποίηση με ανάλυση 

πολλαπλών γενετικών τόπων (MLST) και η ανάπτυξη λογισμικών ανάλυσης γενετικής δομής, 

έχουν αναδείξει την γενετική μελέτη του H. pylori ως ένα αξιόπιστο εργαλείο έρευνας της δομής 

του ανθρώπινου πληθυσμού και της χαρτογράφησης των μετακινήσεων ανθρώπινων πληθυσμών, 

παρέχοντας ταυτόχρονα χρήσιμες πληροφορίες για την καταγωγή των φύλων που αποίκισαν την 

υδρόγειο [231,258,259].  

Τα ερωτήματα αυτά δεν έχουν αντιμετωπιστεί μέχρι σήμερα κατά αναμφισβήτητο τρόπο, 

παρόλο που οι δυνατότητες των πολυμορφικών δεικτών του DNA στην ανασυγκρότηση της 

ανθρώπινης μετανάστευσης και φυλογεωγραφίας [544,545] χρησιμοποιείται εδώ και καιρό. 

Ακόμη και προσεκτικά σχεδιασμένες γονιδιωματικές μελέτες σε μεγάλο βαθμό παρέμειναν 

ανακριβείς, γεγονός που οφείλεται στην έλλειψη μιας καθολικά αποδεκτής πρότυπης μεθόδου. 

Αυτό οφείλεται στο ότι οι κλασσικοί δείκτες του μιτοχονδριακού DNA προσφέρουν πολύ λίγες 
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χρήσιμες πληροφορίες λόγω της έλλειψης πολυμορφισμών, ενώ οι πρόσφατα αναπτυχθέντες 

δείκτες του χρωμοσώματος Y είναι ακόμη λιγότερο πολυμορφικοί από τις μιτοχονδριακές 

περιοχές [545,546]. Τον τελευταίο καιρό, νέα γενετικά μοντέλα έχουν χρησιμοποιηθεί με επιτυχία 

τα οποία βασίζονται σε παράσιτα, ιούς και βακτήρια που πιθανόν να έχουν συνοδεύσει τον 

ανθρώπινο ξενιστή τους κατά τη διάρκεια της εξέλιξης και σε ένα μεγάλο μέρος της ανθρώπινης 

ιστορίας, συμπεριλαμβανομένων των μεταναστεύσεων και των εξαπλώσεων [546-548] σε 

διαφορετικές ηπείρους. Οι προσεγγίσεις αυτές αποτελούν μια ελκυστική εναλλακτική λύση για την 

ανακατασκευή της προέλευσης των ανθρώπινων πληθυσμών.  

Σε σχέση με τους ιούς, έχει επιχειρηθεί η χαρτογράφηση μετακίνησης ανθρωπίνων 

πληθυσμών, χρησιμοποιώντας τόσο DNA ιούς όπως ο ανθρώπινος ιός των θηλωμάτων (HPV89) 

και ο ιός JCV90, όσο και RNA ιούς όπως ο HTLV91, GBV-C92 και ο HIV93 [546]. Πλέον 

αξιόπιστα αποτελέσματα φαίνεται να έχουν ληφθεί από την ανάλυση των ιών HPV και JCV. 

Περισσότεροι από 100 τύποι του HPV έχουν βρεθεί μέχρι σήμερα, εκ των οποίων δύο, ο τύπος 

16 (HPV-16) και ο τύπος 18 (HPV-18), φαίνεται να αντανακλούν πολύ στενά το ανθρώπινο 

παρελθόν των μεταναστεύσεων. Ο HPV-16 είναι διαβόητος, λόγω της σύνδεσης του με την 

νεοπλασία των επιθηλίων των γεννητικών οργάνων και του ρόλου του στον καρκίνο του τραχήλου 

της μήτρας [549]. Ο HPV-16 είναι τόσο διαδεδομένος που αποτελεί το κυρίαρχο τύπο που 

απομονώνεται ανά τον κόσμο[550]. Ο JCV είναι ένας DNA ιός και έχει αξιολογηθεί εκτενώς η 

χρησιμότητα του σε σχέση με την διάρθρωση των ανθρώπινων μεταναστεύσεων [551,552]. Ο 

JCV συνήθως απαντάται ως μια ασυμπτωματική, επίμονη χρόνια λοίμωξη των νεφρών και 

προκαλεί σε ασθενείς με εξασθενημένο ανοσοποιητικό σύστημα, θανατηφόρα προοδευτική πολύ-

εστιακή λευκό-εγκεφαλοπάθεια [553]. Μετά την αρχική μόλυνση, ο JCV παραμένει στους 

νεφρικούς ιστούς [554] και δείγματα θετικά της παρουσίας του μπορούν να συλλεγούν εύκολα από 

τα ούρα. Η νεφρική λοίμωξη συνήθως αποκτάται κατά τη διάρκεια της εφηβείας, η οδός 

μετάδοσης είναι σε μεγάλο βαθμό κάθετη, από τους γονείς στα παιδιά, η οποία ενισχύει επίσης 

την χρησιμότητα του JCV για τη διερεύνηση των μετακινήσεων των ανθρώπινων πληθυσμών 

[555,556]. 

Όσο αφορά τα παράσιτα έχουν χρησιμοποιηθεί από το βασίλειο των πρωτόζωων, το 

παράσιτο Plasmodium falciparum το οποίο αποτελεί ένα σημαντικό ανθρώπινο παθογόνο καθώς 

ευθύνεται για 200-300 εκατομμύρια περιπτώσεων ελονοσίας και 1-3 εκατομμύρια θανάτων κάθε 

                                                 
89 Human Papilloma Virus 
90 John Cunningham Virus 
91 Human T-lymphotropic Virus 
92 Hepatitis G Virus 
93 Human Immunodeficiency Virus 
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χρόνο, σε παγκόσμιο επίπεδο [557,558]. Ακόμα από την συνομοταξία των μετάζωων έχουν 

χρησιμοποιηθεί οι κοινές ψείρες οι οποίες αποτελούν υποχρεωτικά εξωπαράσιτα των θηλαστικών 

που ολοκληρώνουν ολόκληρο τον κύκλο ζωής τους στο σώμα του ξενιστή. Δεν μπορούν να 

επιβιώσουν περισσότερο από μερικές ώρες ή ημέρες μακριά από τον ξενιστή. Στους ανθρώπους 

παρασιτούν δύο είδη ψειρών: στο κεφάλι και στο σώμα το Pediculus humanus και ψείρες του 

εφηβαίου Pthirus pubis [559,560]. Κανένα όμως από τα παραπάνω παράσιτα δεν έχει ως σήμερα 

δώσει αξιόπιστα αποτελέσματα διότι δεν έχουν εντοπιστεί περιοχές του γονιδιώματος οι οποίες 

να μπορούν να χρησιμοποιηθούν αποτελεσματικά [559]. 

Μέχρι στιγμής η πιο ακριβής αναπαράσταση της μετακίνησης των ανθρώπινων 

πληθυσμών φαίνεται να προέρχεται από την ανάλυση του βακτηρίου H. pylori όπως αναλυτικά έχει 

περιγραφεί στην εισαγωγή της παρούσας διατριβής. Εντούτοις αποτελεσματικά έχουν 

χρησιμοποιηθεί και τα βακτήρια S. aureus [561], S. pneumoniae [562], V. Cholerae [563], S. sonnei 

[564], C. difficile [565], Y. pestis [566] και M. tuberculosis [567]. Μια πρόσφατη μελέτη 

χρησιμοποιώντας το M. tuberculosis και τεχνολογία προσδιορισμού νουκλεοτιδίων επόμενης γενιάς 

(NGS) προχώρησε στην ανάγνωση της αλληλουχίας ολοκλήρου του γονιδιώματος 259 στελεχών 

μυκοβακτηρίου προερχόμενα από διαφορετικά μέρη της υδρογείου [567], ανασυνθέτοντας με 

αυτό τον τρόπο τις παγκόσμιες ανθρώπινες μετακινήσεις ανά του αιώνες.  Φαίνεται λοιπόν ότι, η 

δυνατότητα αποκρυπτογράφησης ολοκλήρου του γονιδιώματος στελεχών βακτηρίων σε μικρό 

χρονικό διάστημα μέσω τεχνικών προσδιορισμού νουκλεοτιδίων επόμενης γενιάς θα αποτελέσει 

ένα πανίσχυρο εργαλείο για τη μελέτη των ανθρώπινων μετακινήσεων ανά του αιώνες. Επιπλέον, 

σημαντικές επιπτώσεις για τη μελέτη των παγκόσμιων ανθρώπινων μετακινήσεων αναμένονται από 

την περαιτέρω ανάπτυξη αλγορίθμων και μεθόδων ανάλυσης του ανθρώπινου μικροβιώματος, 

ειδικότερα για πληθυσμούς με εξαιρετική ποικιλομορφία στην ανθρώπινη γενετική σύνθεση, 

διατροφικές συνήθειες και γεωγραφική κατανομή [568]. 

Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε ανάλυση MLST σε στελέχη H. pylori 

προερχόμενα από Έλληνες συμπτωματικούς ασθενείς με σκοπό να διερευνηθεί αν η γενετική 

δομή του βακτηρίου στον Ελληνικό πληθυσμό, συμφωνεί με αυτή των στελεχών που έχουν 

χαρτογραφηθεί στις άλλες χώρες της Νότιας Ευρώπης. Τα ευρωπαϊκά στελέχη H. pylori 

χαρακτηρίζονται κυρίως από την ύπαρξη δύο προγονικών υποπληθυσμών των hpΑE1 και hpΑE2 

[258]. Τα στελέχη που προέρχονται από το hpΑE1 ανήκουν σε προγονικούς νομαδικούς 

πληθυσμούς που ξεκινώντας από την κεντρική Ασία και περνώντας μέσω των Ουραλίων Όρων, 

την Κασπία και τις Στέπες αποίκησαν κυρίως περιοχές της βόρειας Ευρώπης. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα ότι στελέχη που απομονώνονται από σύγχρονες Ευρωπαϊκές χώρες του Βορρά έχουν 
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ισχυρότερο προγονικό χαρακτήρα hpΑE1. Τα αποτελέσματα της μελέτης μας, επιβεβαίωσαν 

αυτές τις παρατηρήσεις αφού στελέχη με προέλευση τη Γερμανία, Εσθονία, Φιλανδία, Μεγάλη 

Βρετανία, Ρωσία, Καζακστάν και Ολλανδία έδειξαν ότι κατατάσσονται στον εντονότερο 

χαρακτήρα hpΑE1. Αντίθετα, τα στελέχη με προγονικό χαρακτήρα hpΑE2 φαίνεται ότι 

συσχετίζονται με  πληθυσμούς γεωργών που αποίκησαν μέσω Μεσοποταμίας, κυρίως την Νότια 

Ευρώπη, κατά την Νεολιθική εποχή [231]. Τα αποτελέσματα μας έδειξαν ότι τα Ελληνικά 

στελέχη έχουν εντονότερο χαρακτήρα ΗpAE2 που συμφωνεί με τις παρατηρήσεις που έχουν 

γίνει για τις γειτονικές Ευρωπαϊκές χώρες της Μεσογείου (Ιταλία, Ισπανία) [231].  

Σε μια προσπάθεια να διευκρινιστεί περαιτέρω αν ο εντονότερος χαρακτήρας hpΑE2 που 

παρατηρείται στα Ελληνικά στελέχη πράγματι οφείλεται σε μετακίνηση γεωργικών πληθυσμών 

κατά την νεολιθική εποχή τα συγκρίναμε με στελέχη που απομονώθηκαν από το Ιράν. Τα 

αποτελέσματα μας έδειξαν ότι τα Ελληνικά στελέχη ομαδοποιήθηκαν με συγκεκριμένες ομάδες 

στελεχών που προέρχονται από τον Ιρανικό Νότο και συγκεκριμένα από τους πληθυσμούς του 

Νοτιοανατολικού Ιράν, Yazd Fars και Hormozgan Fars (από τα στενά του Χορμούζ). Η 

σημασία αυτής της παρατήρησης ενδεχομένως να αντιτίθεται στην κρατούσα θεώρηση περί του 

προγονικού αποικισμού της Ευρασίας μέσω της Μεσοποταμίας και της Μέσης Ανατολής, αλλά 

υποστηρίζει τον Ευρασιατικό αποικισμό μέσω του Ευρωπαϊκού Νότου. Επιπλέον αυτό 

καταδεικνύεται από το γεγονός ότι τα Ιρανικά στελέχη έχουν απόλυτα μοιρασμένο τον 

προγονικό χαρακτήρα μεταξύ hpΑE1 και 2, σε αντίθεση με τα Ελληνικά στελέχη τα οποία 

έχουν έντονο hpΑE2 χαρακτήρα. Για την διαλεύκανση του  ανωτέρω ερωτήματος απαιτείται 

πολύ μεγαλύτερης κλίμακας μελέτη που θα συμπεριλαμβάνει περισσότερα στελέχη 

(απομονώσεις) από χώρες της Νότιας Ευρώπης καθώς και της Αφρικής και Μέσης Ανατολής, 

και η οποία ξεφεύγει από τις δυνατότητες της παρούσης διδακτορικής διατριβής.  



 

~ 173 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΩΝ ΜΟΝΤΕΛΩΝ ΓΙΑ 
ΤΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ CagΑ  
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4.2.1. Κατασκευή πλασμιδιακών φορέων έκφρασης χιμαιρικής CagA από κλινικά στελέχη H. 
pylori 
 

Για την μελέτη της επίδρασης των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA της πρωτεΐνης CagA 

στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα κρίθηκε σκόπιμη η έκφραση της πρωτεΐνης με μεταβλητό 

αριθμό EPIYA-C μέσω συστημάτων πρωτεϊνικής έκφρασης. Αρχικά, για την κλωνοποίηση του 

γονιδίου cagA, επιλέχθηκαν κλινικά στελέχη H. pylori τα οποία  είχαν απομονωθεί από τον ίδιο 

ασθενή και είχαν χαρακτηριστεί ως απόλυτα κλωνικά συσχετισμένα με την μέθοδο της RAPD-

PCR ενώ, η μόνη διαφορά που είχε παρατηρηθεί σε αυτά, αφορούσε την έκφραση πρωτεΐνης 

CagA με διαφορετικό αριθμό επαναλήψεων θέσεων EPIYA-C [434]. Τα συγκεκριμένα στελέχη 

επίσης επιλέχθηκαν επί τη βάσει της επαγωγής του φαινοτύπου διασποράς και επιμήκυνσης, 

καθώς και των επιπέδων Ιντερλευκίνης-8 που παρατηρούνταν στο υπερκείμενο καλλιεργειών 

κυττάρων AGS μετά από πειραματική μόλυνση με τα εν λόγω στελέχη [434,435]. 

Από αυτά τα στελέχη, πολλαπλασιάστηκε και κλωνοποιήθηκε με επιτυχία το γονίδιο cagA 

σε δύο διαφορετικούς πλασμιδιακούς φορείς πρωτεϊνικής έκφρασης στον pcDNA3.1/Myc-His 

B+ και στον pCI. Δυστυχώς παρ’ όλη την προσπάθεια δεν κατέστη δυνατή η έκφραση της 

πρωτεΐνης με τον  pcDNA3.1/Myc-His B+ τόσο μετά από διαμόλυνση γαστρικών επιθηλιακών 

κύτταρων AGS όσο και HeLa. Όσον αφορά τον πλασμιδιακό φορέα pCI, ακολουθήθηκε 

διαφορετική στρατηγική, πρώτα πραγματοποιήθηκε επιτυχής έκφραση της πρωτεΐνης σε κύτταρα  

E.coli BL21(DE3) pLysS, και στην συνέχεια έγινε διαμόλυνση, με τα ίδια πλασμίδια, γαστρικών 

επιθηλιακών κύτταρων AGS, όπου υπήρξε επιτυχής έκφραση της CagA, ωστόσο η ποσότητα της 

εκφρασμένης πρωτεΐνης ήταν πολύ χαμηλή. Επιπλέον δεν παρατηρήθηκε διαφορετική έκφραση 

της πρωτεΐνης σε σχέση με τον χρόνο συλλογής του δείγματος μετά από την διαμόλυνση AGS 

κυττάρων στις 12, 24 και 36 ώρες. Όσον αφορά τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης της  CagA στα 

κύτταρα E.coli BL21(DE3) pLysS μπορεί να οφείλονται σε τυχόν τοξική δράση της πρωτεΐνης. 

Επιπλέον αναφορικά με την κυτταρική σειρά των AGS το πιθανότερο είναι ότι ο υποκινητής 

CMV στο πλασμίδιο έκφρασης να μην προκαλεί αρκετά αποτελεσματική έκφραση της πρωτεΐνης, 

με αποτέλεσμα την χαμηλή παραγωγή της.  

Τόσο ο pcDNA3.1/Myc-His B+ όσο και ο pCI φέρουν τον ίδιο υποκινητή πρωτεϊνικής 

έκφρασης CMV, η διαφορά τους όμως έγκειται στο γεγονός ότι ο pCI φέρει αμέσως μετά τον 

υποκινητή ένα χιμαιρικό εσώνιο της β-γλοβίνης το οποίο πιθανότατα σταθεροποιεί το RNA με 

αποτέλεσμα την πιο αποτελεσματική έκφραση των πρωτεϊνών [569,570]. Ακόμα συγκριτική 

μελέτη των κοινώς χρησιμοποιούμενων υποκινητών σε πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης 

πρωτεϊνών κατέδειξε μια μεγάλη διακύμανση της αποτελεσματικής έκφρασης του υποκινητή 
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CMV, η οποία εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον κυτταρικό τύπο, τόσο των ανθρώπινων 

κυττάρων, όσο και αυτών που προέρχονται από άλλα θηλαστικά [571]. Τέλος στην βιβλιογραφία 

επιτυχής κλωνοποίηση και έκφραση της πρωτεΐνης CagA σε πλασμιδιακούς φορείς πρωτεϊνικής 

έκφρασης έχει δημοσιευθεί από λίγες ομάδες, καταδεικνύοντας την δυσκολία του εγχειρήματος 

και επιπλέον ο κύριος όγκος των δημοσιευμένων μελετών προέρχεται από την ίδια Ιαπωνική 

ομάδα ερευνητών [444,453,463,469,473], η οποία χρησιμοποιεί το πλασμίδιο pSP65SRa το 

οποίο φέρει έναν υποκινητή SRa [572]. Επειδή το συγκεκριμένο πλασμίδιο δεν είναι εμπορικά 

διαθέσιμο δεν ήταν δυνατή η προμήθεια του από την αγορά, ούτε η απόκτηση του μετά από 

συνεννόηση με την Ιαπωνική ομάδα. 

 

4.2.2. Εφαρμογή της τεχνολογίας FLASH στο cag-T4SS 

 

Νέες τεχνικές σήμανσης πρωτεϊνών και μικροσκοπίας, που επιτρέπουν την οπτικοποίηση 

μοριακών λειτουργιών του κυττάρου σε τρείς διαστάσεις, σε πραγματικό χρόνο και όχι σε 

μεμονωμένες χρονικές στιγμές έχουν αρχίσει να παρέχουν χρήσιμες πληροφορίες οι οποίες θα 

βοηθήσουν στο μέλλον στην χωροχρονική διαλεύκανση διάφορων βασικών μοριακών 

αλληλεπιδράσεων. Μια τέτοια τεχνική είναι η μέθοδος σήμανσης πρωτεϊνών με τον χημικό 

παράγοντα FlAsH [573]. Η μέθοδος χρησιμοποιεί ένα εξαπεπτίδιο πλούσιο σε κυστεΐνες 

(CCPGCC) το οποίο προστίθεται στο ένα άκρο της πρωτεΐνης συνήθως στο καρβοξυτελικό, του 

οποίου η μετέπειτα σύνδεση με ένα διαρσενικό χρωμογόνο καταλήγει σε φθορισμό. Η ιδιότητα 

του διαρσενικού χρωμογόνου να φθορίζει μόνο μετά από την πρόσδεση του πάνω στην 

χιμαιρικά σεσημασμένη πρωτεΐνη καθιστά την μέθοδο κατάλληλη για την χρησιμοποίηση της σε 

μικροσκοπία πραγματικού χρόνου [502]. Ένα ερευνητικό ερώτημα που μπορεί να απαντηθεί με 

αυτού του είδους τις τεχνικές είναι και ο χωροχρονικός προσδιορισμός των μοριακών συμβάντων 

κατά την μεταφορά μιας βακτηριακής πρωτεΐνης στο εσωτερικό των επιθηλιακών κυττάρων μέσω 

ενός συστήματος έκκρισης τύπου IV. 

Για τον λόγο αυτό στην παρούσα διατριβή κατασκευάσθηκαν στελέχη H. pylori τα οποία 

εξέφραζαν χιμαιρική πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό EPIYA-C με προσδεμένο στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο το εξαπεπτίδιο της τετρακυστεΐνης. Στα στελέχη που προέκυψαν 

πραγματοποιήθηκε σχολαστική διαλογή των κλώνων με μια σειρά γενετικών, πρωτεϊνικών και 

λειτουργικών μεθόδων. Όπως αυτές σχολιάζονται και τεκμηριώνονται αναλυτικά παραπάνω στο 

κεφάλαιο 4.2. Μια επιπλέον παράμετρος που εξετάστηκε στην παρούσα μεθοδολογία ήταν η 

ενδεχόμενη τοξική επίδραση του διαρσενικού χρωμογόνου στην βιωσιμότητα του H. pylori. Η 
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παρουσία στην ένωση του χρωμογόνου του στοιχείου αρσενικό, ενός γνωστού δηλητήριου, λόγω 

της απορρυθμιστικής του δράσης στην παραγωγή ΑΤΡ, εγείρει πάντα την αμφιβολία της 

επίδρασης του στην επιβίωση των οργανισμών που χρησιμοποιούνται κατά την πειραματική 

διαδικασία [502]. Επιπλέον, επειδή η τεχνική αυτή δεν έχει ποτέ εφαρμοστεί για την μελέτη 

εκκριτικών παραγόντων του H. pylori δεν υπάρχουν καταγραφές για την επιτυχή εφαρμογή της 

στο συγκεκριμένο πειραματικό σύστημα. Από τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην 

παρούσα διατριβή αποδεικνύεται ότι το FlAsH είναι κατ’ αρχήν καλά ανεκτό από το H. pylori 

χωρίς να επηρεάζεται η βιωσιμότητα του. Επιπλέον, δεν παρουσιάστηκαν διαφορετικά επίπεδα 

έκφρασης της CagA σε πειραματική λοίμωξη γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων με τα παραπάνω 

στελέχη. Είναι η πρώτη φορά που η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται σε ένα βακτηριακό εκκριτικό 

σύστημα τύπου IV με επιτυχία, αποτέλεσμα το οποίο δείχνει ότι το μέγεθος του εξαπεπτιδίου 

CCPGCC ενδεχομένως δεν αποτελεί εμπόδιο για την μεταφορά των πρωτεϊνών μέσω του 

διαύλου του εκκριτικού συστήματος ούτε δημιουργεί οποιαδήποτε διαταραχή της δομής της 

πρωτεΐνης τέτοιας ώστε να διαταράσσεται η μεταφορά της.  

Περαιτέρω λειτουργικά πειράματα πρέπει να διεξαχθούν ώστε να διαπιστωθεί εάν 

επηρεάζεται η λειτουργικότητας της CagA, μετά την είσοδο της στο εσωτερικό των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων, όπως τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της CagA μετά την μόλυνση γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων και τα επίπεδα της εκκρινόμενης IL-8 σε σύγκριση με τα μεταλλαγμένα 

στελέχη H. pylori που δεν φέρουν το εξαπεπτίδιο CCPGCC στο καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης. Βιβλιογραφικές αναφορές καταδεικνύουν ότι προσκόλληση μεγάλων πολυπεπτιδίων 

πρωτεϊνικής σήμανσης όπως η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη94 στο καρβοξυτελικό άκρο της 

CagA παρεμποδίζει ενεργά την διέλευση της CagA μέσω του διαύλου του T4SS [574]. Αυτό 

μπορεί να οφείλεται είτε στο μεγάλο μέγεθος του πολυπεπτιδίου σήμανσης στην προκειμένη 

περίπτωση, καθώς η GFP έχει μεγάλο μοριακό βάρος της τάξης των 27 kDa, είτε λόγω της 

διατάραξης της ευέλικτης τριτοταγούς δομής του καρβοξυτελικού άκρου [468,469]. Τα 

αποτελέσματα μας δείχνουν ότι ο φθορισμός είναι επαρκής για την διαλεύκανση βασικών 

ερευνητικών ερωτημάτων σχετικά με την ταχύτητα μεταφοράς της πρωτεΐνης, την ροή κίνησης 

της (συνεχής ή διακοπτόμενη ή ρυθμιζόμενη από κάποιο μοριακό μηχανισμό), ο χωροταξικός 

εντοπισμός της στο εσωτερικό των κυττάρων στα πρώτα στάδια της μόλυνσης και τέλος εάν όλα 

τα παραπάνω επηρεάζονται από την φωσφορυλίωση της CagA στις θέσεις EPIYA. Ήδη στην 

βιβλιογραφία υπάρχουν αναφορές ότι η φωσφορυλίωση της CagA επηρεάζει τον περαιτέρω 

χωροταξικό εντοπισμό της στο εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων, καθώς η 

                                                 
94 Green Fluorescent Protein, GFP 
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φωσφορυλιωμένη μορφή της πρωτεΐνης, βρέθηκε να συν-εντοπίζεται με την VacA στα 

μιτοχόνδρια, ενώ η μη φωσφορυλιωμένη μορφή της, στα κυστίδια μεταφοράς της VacA, 

αναστέλλοντας και στις δύο θέσεις την αποπτωτική δράση της VacA [575]. 

Συνοψίζοντας στην παρούσα διατριβή εφαρμόστηκε με επιτυχία για πρώτη φορά η 

τεχνολογία σήμανσης πρωτεϊνών FlAsH σε ένα εκκριτικό σύστημα τύπου IV και δείχθηκε ότι η 

μέθοδος είναι συμβατή για την εφαρμογή της με το H. pylori. 

 

4.2.3. Παραγωγή και διαλογή ισογονιδιακών μεταλλαγμένων στελεχών H. pylori 

 

Λόγω της χαρακτηριστικής ποικιλομορφίας του γονιδιώματος του H. pylori, τα κλινικά 

στελέχη που απομονώνονται από διαφορετικούς ασθενείς και εκφράζουν πρωτεΐνη CagA με 

μεταβλητό αριθμό και είδη των μοτίβων EPIYA, μπορούν να προσφέρουν μόνο ευκαιριακά 

πληροφορίες σχετικά με την λειτουργία αυτών των διαφορετικών μοτίβων. Για το λόγο αυτό, στα 

πλαίσια της παρούσας διατριβής αποφασίστηκε να σχεδιασθεί μια απλή και σχετικά γρήγορη 

μέθοδος, για την παραγωγή μεταλλαγμένων ισογονιδιακών στελεχών H. pylori που θα εξέφραζαν 

πρωτεΐνη CagA με μεταβλητό αριθμό μοτίβων EPIYA-C μέσω του φυσικού μετασχηματισμού 

και αξιοποιώντας τον κατευθυνόμενο ομόλογο ανασυνδυασμό, χρησιμοποιώντας όμως ένα 

στέλεχος αναφοράς Η. pylori με γνωστή γονιδιακή αλληλουχία. Ως εκ τούτου κατασκευάστηκαν 

CagA θετικά μεταλλαγμένα στελέχη τα οποία εκφράζοντας CagA πρωτεΐνη με μεταβλητό 

αριθμό των EPIYA-C μοτίβων (AB, ABC, και ABCCC) και μη-φωσφορυλιωμένα ομόλογα τους 

(AB, ABF , ABFF και ABFFF) βασισμένα στο πατρικό στέλεχος αναφοράς P12 [576]. Το 

στέλεχος Η. pylori Ρ12 επιλέχθηκε διότι έχει ευρέως χρησιμοποιηθεί σε πρωτοποριακές μελέτες 

στον τομέα της παθογένειας του Η. pylori [227,324,325,332,341,455,475] και διότι ολόκληρη η 

αλληλουχία του γονιδιώματος έχει δημοσιευθεί [227].  

Το τελικό σχέδιο κατασκευής αποτελείτο από τέσσερις διακριτές φάσεις και η δυσκολία 

στον σχεδιασμό είχε να κάνει με τις συχνές ταυτόσημες επαναλαμβανόμενες περιοχές που 

περιλαμβάνουν και κωδικοποιούν τις θέσεις EPIYA στο καρβόξυ-τελικό άκρο της CagA. Στο 

στάδιο Ι, κλωνοποιήθηκε, το πλήρες μήκος του γονιδίου της CagA, εν σειρά με κασέτα αντοχής 

στην καναμυκίνη του C. jejuni στο 5’ άκρο του, ακολουθούμενη κατάντη από ένα τμήμα DNA 

1.200bp το οποίο περιλάμβανε την αλληλουχία αμέσως μετά το γονίδιο cagA στο γονιδίωμα του 

P12. Για να επιτευχθεί ο αξιόπιστος πολλαπλασιασμός του cagA γονιδίου καθ’ όλο το μήκος του, 

σχεδιάστηκαν νέοι εκκινητές οι οποίοι χαρτογραφούσαν τις άκρες της αλληλουχίας του γονιδίου 

και επίσης χρησιμοποιήθηκε η Vent DNA πολυμεράση για να εξασφαλιστεί η πιστότητα του 
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πολλαπλασιασμού [227]. Επιπλέον, οι συνθήκες του πολλαπλασιασμού ήταν προσαρμοσμένες 

έτσι ώστε να επιτευχθεί η πλήρης αδιάκοπη επιμήκυνση του συνόλου του cagA γονιδίου. Για την 

επαλήθευση της ορθότητας της πολλαπλασιασμένης αλληλουχίας της CagA σχεδιάσαμε ένα 

αριθμό νέων εκκινητών επικαλυπτόμενης αλληλουχίας λαμβάνοντας υπόψη την πλήρη 

αλληλουχία του γονιδιώματος του Ρ12 καθώς και άλλων Δυτικής προέλευσης στελεχών αναφοράς 

(26695, G27 και HPAG1). Αναφορικά με την επιλογή του κατάλληλου μεγέθους της 

αλληλουχίας μετά το τέλος του γονιδίου cagA, επιλέχθηκε ένα κατά προσέγγιση μήκος 1.200bp 

λαμβάνοντας υπόψη προηγούμενες παρατηρήσεις σχετικά με τις βέλτιστες συνθήκες για τον 

ομόλογο ανασυνδυασμό του Η. pylori [577] και τις προηγούμενες εκθέσεις για τoν επιτυχή 

κατευθυνόμενο ανασυνδυασμό [578]. Στο στάδιο II δημιουργήσαμε έναν μέγα-εκκινητή, ο 

οποίος αποτελείτο από τρία συνεχόμενα αντίγραφα της EPIYA-C αλληλουχίας του γονιδίου της 

CagA ακολουθούμενα στο 5’ άκρο τους από ένα τμήμα 140bp του γονιδίου της CagA, το οποίο 

εκτείνονταν μετά το δεύτερο και τελευταίο EPIYA-C. Ένα κρίσιμο σημείο σε αυτό το στάδιο 

ήταν ο έλεγχος της πιστότητας των πολλαπλασιασμένων αλληλουχιών, χρησιμοποιώντας τους 

εκκινητές επικαλυπτόμενης αλληλουχίας που σχεδιάστηκαν. Στο στάδιο III, χρησιμοποιήσαμε 

τα προϊόντα των σταδίων Ι και II σε μια αντίδραση μεταλλαξιγένεσης Quikchange με σκοπό την 

παραγωγή όλων των επιθυμητών συνδυασμών μοτίβων EPIYA-C (1, 2, και 3) των τμημάτων που 

κωδικοποιούσαν την περιοχή μοτίβων EPIYA-C στο γονίδιο της CagA, την κασέτα αντοχής 

στην καναμυκίνη και την περιοχή 1.200 βάσεων κατάντη του γονιδίου cagA σε μία αντίδραση.  Η 

εν λόγω μεθοδολογία επιλέχθηκε λόγω της ευκολίας της [579-581] και εκ του γεγονότος ότι 

μπορούσε εύκολα να τροποποιηθεί ώστε να ανταποκρίνεται στις πειραματικές ανάγκες [579]. 

Δεδομένου του γεγονότος ότι ένα σημαντικό εμπόδιο ήταν η επαναλαμβανόμενη φύση της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας η οποία περιλάμβανε τόσο την περιοχή διμερισμού του μορίου όσο 

και την EPIYA-C κωδικεύουσα περιοχή, το τροποποιημένο πρωτόκολλο μεταλλαξογένεσης 

[579], με χρήση ενός μέγα-εκκινητή επέτρεψε να προσθέσουμε κομμάτια DNA μήκους έως και 

1117 bp. Παρόμοια μεθοδολογία έχει επίσης χρησιμοποιηθεί επιτυχώς και στο παρελθόν για  να 

εισαχθούν μεταλλάξεις στο γονίδιο της CagA [166,578,582]. Στο τελικό στάδιο IV 

χρησιμοποιήσαμε αυτές τις κατασκευές, για να τροποποιήσουμε το πατρικό στέλεχος Ρ12 

αγρίου τύπου, με φυσικό κατευθυνόμενο ομόλογο ανασυνδυασμό, καθώς αυτή είναι η πλέον 

ευρέως αποδεκτή  μέθοδος και για την ενσωμάτωση μεταλλάξεων στο γονιδίωμα του Η. pylori 

[583-586]. 

Μια άλλη πτυχή αυτής της διατριβής ήταν να αποδείξει ότι η όλη διαδικασία της 

μετάλλαξης της CagA και η εισαγωγή της στο στέλεχος Ρ12 δεν επηρέασε το βακτηριακό 



 

~ 179 ~ 
 

γονιδίωμα με τέτοιο τρόπο ώστε να παραχθούν εσφαλμένα πειραματικά αποτελέσματα. Για το 

σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε σχολαστική διαλογή μεταλλαγμένων στελεχών με μια σειρά 

γενετικών, πρωτεϊνικών και λειτουργικών μεθόδων. Πιο συγκεκριμένα, σε σύγκριση με το πατρικό 

στέλεχος άγριου τύπου, αποδείχθηκε ότι τα μεταλλαγμένα Η. pylori στελέχη, είχαν αντίστοιχα 

την σωστή νουκλεοτιδική αλληλουχία στο γονίδιο cagA, παρουσίασαν συγκρίσιμους ρυθμούς 

ανάπτυξης και την ίδια ικανότητα να προσκολλώνται στην επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων 

και εξέφραζαν ένα λειτουργικό σύστημα έκκρισης τύπου IV, ικανό να μεταφέρει την CagA στο 

εσωτερικό των γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων. Όσον αφορά τη πρωτεΐνη CagA τα 

αποτελέσματα αναφορικά με τη φωσφορυλίωση της και την επαγωγή του φαινοτύπου  κυτταρικής 

επιμήκυνσης και διασποράς σε πειραματική λοίμωξη γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων κατέδειξε 

ότι ο γενετικός χειρισμός των στελεχών δεν επηρέασε τη γονιδιακή δραστηριότητα του νησιδίου 

παθογένειας cagPAI όσον αφορά την κωδικοποίηση λειτουργικού συστήματος μεταφοράς τύπου 

IV, αλλά και την ικανότητα των άλλων μεμονωμένων θέσεων EPIYA,  όπως τα EPIYA-Α, 

EPIYA-Β να φωσφορυλιώνονται. Επιπλέον, αποδείχθηκε ότι ο γενετικός χειρισμός δεν επηρέασε 

τη λειτουργικότητα του λειτουργικού συστήματος μεταφοράς τύπου IV, σε συμφωνία με την 

άποψη που εκφράζεται σε άλλες μελέτες ότι εφόσον γονίδιο cagA είναι μονοκιστρονικό 

(monocistronic) και μεταγράφεται στην αντίθετη κατεύθυνση, σε σύγκριση με τα υπόλοιπα 

γονίδια του cagPAI, είναι απίθανο ότι η πολικότητα έκφρασης του γονιδίου θα έχει επιπτώσεις σε 

άλλα γονίδια μέσα στο νησίδιο παθογένειας [482,486,587]. Όσον αφορά στην φωσφορυλίωση της 

CagA, τα αποτελέσματα αυτά είναι σε συμφωνία με την καθιερωμένη άποψη ότι η επαγωγή 

κυτταροσκελετικών μεταβολών οφείλεται αποκλειστικά στην φωσφορυλίωση της CagA σε 

EPIYA-C μοτίβα [292,431,432,438,439,442-445,447-449,451]. 

Σε αυτή τη διατριβή σχεδιάσθηκε μια μέθοδος μεταλλαξογένεσης που παρήγαγε σε μια 

αντίδραση, όλους τους πιθανούς συνδυασμούς των EPIYA-C μοτίβων στη πρωτεΐνη CagA. Με 

τον τρόπο αυτό παρήχθησαν ισογονιδιακά στελέχη Η. pylori που εξέφρασαν πρωτεΐνη CagA με 

μεταβλητούς αριθμούς μοτίβων EPIYA-C, ικανή να μεταφέρεται στο εσωτερικό γαστρικών 

επιθηλιακών κύτταρων, χωρίς την εμφάνιση πολικών φαινομένων σε γειτονικά γονίδια του 

νησιδίου παθογένειας.  
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4.3. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ CagΑ ΣΤΗΝ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ 
ΤΟΥ NF-κB & ΤΗΝ ΕΠΑΓΩΓΗ ΕΚΚΡΙΣΗΣ ΤΗΣ IL-8 

  



 

~ 181 ~ 
 

Το Η. pylori επάγει την ενεργοποίηση ενός πολύπλοκου δικτύου κυτταροκινών και 

χημειοκινών στο γαστρικό βλεννογόνο [404]. Διαφορετικοί βακτηριακοί και περιβαλλοντικοί 

παράγοντες, καθώς και το γενετικό υπόβαθρο του ξενιστή υπαγορεύουν την ισορροπία μεταξύ 

της ανοχής και της προ-φλεγμονώδους απόκρισης κατά τη διάρκεια της λοίμωξης από Η. pylori 

[117]. Η πρωτεΐνη CagA εκδηλώνει τον παθογόνο ρόλο της τόσο μέσω  EPIYA-εξαρτώμενων 

όσο και EPIYA-ανεξάρτητων αλληλεπιδράσεων, απορρυθμίζοντας μια σειρά ενδοκυττάριων 

οδών μεταγωγής σήματος, όπως αναλυτικά έχει περιγραφεί στην εισαγωγή §1.8.3.2. Αυτές οι 

σηματοδοτικές οδοί ρυθμίζουν μηχανισμούς επαγωγής του χαρακτηριστικού κυτταρικού 

φαινοτύπου διασποράς και επιμήκυνσης στη λοίμωξη από H. pylori, εντείνοντας τόσο την 

καταστροφή των διακυτταρικών συνδέσμων όσο και τη διαταραχή της κυτταρικής πολικότητας 

και επιδρώντας με ποικίλους τρόπους στον ρυθμό του κυτταρικού  πολλαπλασιασμού και στην 

επαγωγή μηχανισμών φλεγμονής στο επιθήλιο κατά τη διάρκεια της λοίμωξης [290]. Επιπλέον, 

δεδομένου ότι οι περισσότερες από αυτές τις σηματοδοτικές οδούς έχουν εμπλακεί στην 

ανάπτυξη της κυτταρικής κακοήθειας, υπάρχει αυξανόμενη υποστήριξη ότι η πρωτεΐνη CagA, 

κάτω από επίμονη λοίμωξη με Η. pylori μπορεί να λειτουργήσει ως μια βακτηριακή 

ογκοπρωτεΐνη [588,589].  

Η ύπαρξη χρόνιας ενεργού φλεγμονώδους απόκρισης στο γαστρικό χόριο είναι το σήμα 

κατατεθέν της λοίμωξης από Η. pylori και οι κύριοι ρυθμιστές αυτής της φλεγμονώδους 

απόκρισης είναι οι χημειοκίνες [479]. Το Η. pylori διεγείρει τη παραγωγή IL-8 από το γαστρικό 

επιθήλιο, μίας ουσίας που αποτελεί ισχυρό χημειοτακτικό παράγοντα των ουδετερόφιλων [30] 

και η δραστηριότητα του οποίου συσχετίζεται με την ιστολογική βαρύτητα σε περιπτώσεις 

επαγόμενης από Η. pylori γαστρίτιδας του άντρου [479]. Ενώ αρχικές μελέτες κατέτειναν ότι 

βασικό προαπαιτούμενο για την επαγωγή και την έκκριση της IL-8 από τα γαστρικά επιθηλιακά 

κύτταρα αποτελούσε η λειτουργικότητα του συστήματος μεταφοράς τύπου IV [487], 

μεταγενέστερες μελέτες απέδειξαν πέραν πάσης αμφιβολίας, ότι το φαινόμενο αυτό ενισχύεται 

και από την έκφραση της πρωτεΐνης CagA [496]. Πιο συγκεκριμένα, μια μελέτη έδειξε ότι με την 

ανταλλαγή γονιδίων CagA, από στελέχη H. pylori υψηλής πρόκλησης έκκρισης της IL-8 με 

στελέχη χαμηλής έκκρισης ήταν δυνατόν να μετατρέψουν τα τελευταία σε στελέχη H. pylori 

υψηλής πρόκλησης έκκρισης της IL-8 και το αντίστροφο [496].  Επιπλέον, έχει προταθεί ότι η 

ενεργοποίηση της IL-8 δεν εξαρτάται από την φωσφορυλίωση της σε EPIYA-C μοτίβα αλλά σε 

μία εξαιρετικά διατηρημένη αλληλουχία αμινοξέων γύρω από τις θέσεις EPIYA γνωστής ως 

CRPIA [457], η οποία έχει χαρακτηρισθεί επίσης ως ένα μοτίβο αλληλεπίδρασης μορίων CagA 

μεταξύ τους [441]. Επιπλέον, δείχθηκε ότι η ενιόμενη CagA μπορεί να αλληλεπιδρά με τον 
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παράγοντα a-Pix, [497,498], καταστολή έκφρασης του οποίου, είχε σαν αποτέλεσμα τη 

σημαντική αναστολή της ενεργοποίησης του ΝF-κΒ [124]. Άλλη μελέτη έδειξε ότι η 

ενδοκυττάρια έκφραση της CagA είτε μετά από φυσική λοίμωξη είτε διαμόλυνση μπορεί να 

ενεργοποιεί την κινάση TAK1 [499]. Η κινάση ΤΑΚ1 ή αλλιώς MAP3K7 είναι κινάση σερίνης-

θρεονίνης [590] η οποία ενέχεται στη μεταγωγή σήματος του παράγοντα TGF beta και της 

μορφογενετικής πρωτεΐνης BMP και φαίνεται ότι ελέγχει μία σειρά κυτταρικών λειτουργιών, 

συμπεριλαμβανομένων της μεταγραφικής ρύθμισης και της απόπτωσης. Σαν κυτταρική απόκριση 

σε έκθεση IL-1, η εν λόγω κινάση συμμετέχει ένα σύμπλοκο φωσφορυλίωσης που περιλαμβάνει 

τους παράγοντες TRAF-6, MAP3K7P1/TAB1 και MAP3K7P2/TAB2 και αποτελεί 

απαραίτητη συνθήκη για την ενεργοποίηση του παράγοντα NF-kB [591]. Η CagA δείχθηκε ότι 

μπορεί να δεσμεύεται στην TAK1 και έτσι να μπορεί να διεγείρει την ενεργοποίηση της μέσω 

ουβικιτινιλίωση της από την TRAF-6 στο κατάλοιπο Lys63 οδηγώντας στην ενεργοποίηση του 

NF-kB [499]. Εν κατακλείδι, η περιοχή αυτή του μορίου της CagA, έχει προταθεί ότι δύναται να 

λειτουργεί και σαν γενική αλληλουχία «πασπαρτού» για την αναγνώριση κυτταρικών κινασών, οι 

οποίες εν συνεχεία, αφού φωσφορυλιώσουν το μόριο της CagA στις θέσεις EPIYA, δεσμεύονται 

επάνω του και συνεπώς αδρανοποιούνται [33]. Πιο πρόσφατα, εκτός της CagA, το H. pylori έχει 

προταθεί ότι μπορεί να επάγει την έκκριση της IL-8 μέσω της αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης 

του συστήματος μεταφοράς τύπου IV CagL με τον υποδοχέα ιντεγκρίνης β1 των γαστρικών 

επιθηλιακών κυττάρων, με αποτέλεσμα την επακόλουθη ενεργοποίηση των σηματοδοτικών οδών 

MAP κινασών και του πυρηνικού παράγοντα NF-kB [592].  

Στην παρούσα διατριβή αναφέρθηκε, ότι η φωσφορυλίωση σε EPIYA-C μοτίβα της CagA 

συμβάλλει στην επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου IL -8 στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, 

μέσω της ενεργοποίησης της σηματοδοτικής οδού του NF-kB και ενδεχομένως μέσω της 

αλληλεπίδρασης της με την κινάση TAK1. Λαμβάνοντας υπόψη την πιθανή γενετική 

ποικιλομορφία των κλινικών στελεχών, χρησιμοποιήθηκαν ισογονιδιακά στελέχη H. pylori με 

βάση το στέλεχος αναφοράς Ρ12, τα οποία έφεραν κατάλληλες μεταλλάξεις στο γονίδιο cagA 

εκφράζοντας πρωτεΐνη με μεταβλητό αριθμό τερματικών EPIYA-C θέσεων φωσφορυλίωσης (0: 

P12AB, 1: P12ABC, 2: P12ABCC, 3: P12ABCCC) και των αντίστοιχων τους μη-

φωσφορυλιώσιμων αναλόγων (P12ABF, P12ABFF, P12ABFFF), μετά από αντικατάσταση της 

τυροσίνης με φαινυλαλανίνη, διατηρώντας ανέπαφα τις EPIYA-Α και Β θέσεις [576]. Μια σειρά 

από προηγούμενες μελέτες βασίζουν τις παρατηρήσεις τους σε διαμολυνθέντα κύτταρα από 

συστήματα πρωτεϊνικής έκφρασης CagA τα οποία, αν και αναμφίβολα πολύτιμα για τη μελέτη 

των βακτηριακών παθογόνων παραγόντων, μπορεί να οδηγήσουν σε εσφαλμένα αποτελέσματα 



 

~ 183 ~ 
 

λόγω της δυνητικά έκτοπης υπέρ-έκφρασης της βακτηριακής πρωτεΐνης, υπό μελέτη. Επιπλέον, 

αποτελέσματα που προκαλούν σύγχυση έχουν αποδοθεί στη χρήση κλινικών στελεχών που 

εκφράζουν CagA με διαφορετικό αριθμό EPIYA-C μοτίβων, λόγω της γενετικής ποικιλομορφίας 

του κάθε νέου απομονωθέντος στελέχους [404].  

Στην παρούσα διατριβή, τα επίπεδα έκκρισης της IL-8  δεν φαίνεται να εξαρτώνται από 

τον αριθμό των EPIYA-C επαναλήψεων εντός της CagA , καθώς όλα τα στελέχη με λειτουργικά 

EPIYA-C μοτίβα ήταν ικανά να επάγουν περίπου τα ίδια επίπεδα της IL-8 εκκρινόμενης 

πρωτεΐνης. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενες παρατηρήσεις μας στις οποίες 

χρησιμοποιήθηκαν 4 διαφορετικά ζεύγη ισογονιδιακών κλινικών στελεχών που απομονώθηκαν 

από τον ίδιο ασθενή και εξέφραζαν CagA με μεταβλητούς αριθμούς EPIYA-C μοτίβων και στις 

οποίες δεν παρατηρήθηκε διαφορά στα επίπεδα της πρωτεΐνης IL-8 που εκκρίθηκε [434,435]. 

Στις ίδιες μελέτες, CagA-θετικά κλινικά απομονωμένα στελέχη με μεγαλύτερο αριθμό EPIYA-C 

μοτίβων δεν βρέθηκαν να συσχετίζονται με τη βαρύτητα ή τη δραστηριότητα  της φλεγμονώδους 

απόκρισης στο γαστρικό χόριο των ασθενών. Αντίθετα, η παρουσία λειτουργικών EPIYA-C 

θέσεων φαίνεται να συμβάλει σημαντικά στην εξαρτώμενη από την πρωτεΐνη CagA μεταγραφική 

ενεργοποίηση του γονιδίου της IL-8, αφού αποδείξαμε ότι η διαγραφή αυτών των θέσεων, όπως 

στην περίπτωση του P12AB, ή η μετάλλαξη τους σε μη-φωσφορυλιώσιμες EPIFA θέσεις, όπως 

στα P12ABF και P12ABFF στελέχη, είχε σαν αποτέλεσμα τη δραματική μείωση τω επιπέδων 

μεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της IL-8, σε πειραματική λοίμωξη in vitro γαστρικών 

επιθηλιακών κυτταρικών σειρών. Μεγαλύτερο ενδιαφέρον παρουσίασε η χαρακτηριστική 

καθυστέρηση στα αρχικά στάδια ενεργοποίησης του γονιδίου της IL-8 από όλους τους 

διαφορετικούς P12ABFFF κλώνους σε σύγκριση με όλα τα άλλα μεταλλαγμένα στελέχη. Μια 

τέτοια αναστολή μπορεί να σχετίζεται με την παρουσία εντός της CagA καρβόξυ-τελικής 

περιοχής των τεσσάρων επαναλήψεων της αλληλουχίας αναγνώρισης και αναστολής κινασών 

FPLKRHDKVDDLSK [471], οι οποίες δύνανται ενδεχομένως να αναστέλλουν την ιεραρχική 

φωσφορυλίωση  της CagA [439]. 

Εκτός από τα αποτελέσματα για τις EPIYA-C θέσεις, τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι η 

παρουσία των EPIYA-Α και EPIYA-Β μπορεί επίσης να συμβάλουν οριακά στην επαγωγή της 

IL-8, καθώς το στέλεχος που εκφράζει πρωτεΐνη CagA με διαμόρφωση P12AB ήταν σε θέση να 

επάγει σημαντικά υψηλότερα επίπεδα μεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της IL-8 σε 

σύγκριση με το knock-out στέλεχος P12CagAKO, αλλά και παρόμοια με εκείνα που 

παρατηρούνται μετά την μόλυνση με τα στελέχη P12ABF και ABFF. Το αποτέλεσμα αυτό 

μπορεί επίσης να υποδεικνύει ότι ο αριθμός των περιοχών αλληλεπίδρασης μορίων CagA μεταξύ 
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τους (αλληλουχίες CM) δεν παίζει ρόλο στην επαγωγή της IL-8 καθώς τα στελέχη ΑΒ, ABF και 

ABFF τα οποία φέρουν 1, 2 ή 3, τέτοιες αλληλουχίες, αντίστοιχα, επάγουν παρόμοια επίπεδα 

μεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της IL-8 στις 2 ώρες μετά την μόλυνση. 

Επιπροσθέτως, τα αποτελέσματα μετά από μόλυνση με το στέλεχος P12CagAKO, είναι 

σύμφωνα με τις παρατηρήσεις ότι υπάρχει μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου και έκκριση 

της IL-8, ανεξάρτητα από τη δράση του μορίου της CagA, είτε μέσω της αναγνώρισης των 

πεπτιδογλυκανών από τον ενδοκυττάριο υποδοχέα Nod1 [294], είτε μέσω αναγνώρισης των 

λιποπολυσακχαριτών του H. pylori από τους TLRs [521,593] είτε μέσω της σύνδεσης της 

βακτηριακής πρωτεΐνης CagL με την ιντεγκρίνη β1 [592]. Σε κάθε περίπτωση, τα δεδομένα 

υποδηλώνουν ότι η συνεισφορά μέσω της φωσφορυλίωσης σε EPIYA-C θέσεις της CagA 

πρωτεΐνης, μπορεί να είναι εξίσου σημαντική για την πλήρη ενεργοποίηση και μεταγραφική 

δραστικότητα της IL-8.  

Στην παρούσα διατριβή επιχειρήθηκε η διαλεύκανση της ενεργοποίησης της μοριακής 

σηματοδοτικής οδού του NF-kB μέσω της φωσφορυλίωσης των θέσεων EPIYA-C της CagA στη 

λοίμωξη από Η. pylori. Μέχρι πρόσφατα, η ενεργοποίηση του NF-kB στη λοίμωξη με Η. pylori 

θεωρείτο ότι είναι αποτέλεσμα της ενεργοποίησης των κινασών ERK και ΑΚΤ [457,459,496] 

όπως διεξοδικά έχει περιγραφεί στην εισαγωγή §1.1.1. Στην παρούσα διατριβή, παρέχονται 

δεδομένα τα οποία δείχνουν ότι η ενεργοποίηση των κινασών ERK και ΑΚΤ στα πρώιμα στάδια 

της λοίμωξης γίνεται ανεξάρτητα από την φωσφορυλίωση των EPIYA-C θέσεων φωσφορυλίωσης. 

Επιπλέον, τα στοιχεία δείχνουν ότι η ενεργοποίηση των κινασών ERK και ΑΚΤ δεν συμπίπτει 

χρονικά με την ταχύτατη πρώιμη ενεργοποίηση του NF-kB που παρατηρείται στη Η. pylori 

πειραματική λοίμωξη των γαστρικών επιθηλιακών κυτταρικών σειρών. Πιο αναλυτικά, 

παρατηρήθηκε ότι η παρουσία των αλληλουχιών που περιβάλλουν τις θέσεις EPIYA-C, όπως 

στην περίπτωση των P12ABCCC και P12ABFFF στελεχών, επάγουν την ενεργοποίηση 

ERK1/2, στα πρώτα 30' μετά τη μόλυνση, ανεξάρτητα από την EPIYA φωσφορυλίωση. 

Αντιθέτως, απουσία EPIYA-C θέσεων όπως στα στελέχη P12AB και P12CagAKO, η 

ενεργοποίηση του ERK1/2 ήταν εμφανής σε πολύ μεταγενέστερο στάδιο μετά τη μόλυνση (2-4 

ώρες). Στην περίπτωση της κινάσης AKT, παρατηρήθηκε φωσφορυλίωση της στην θέση Ser473, 

κατά τη διάρκεια της πειραματικής λοίμωξης από H. pylori η οποία όμως ήταν καθαρά 

ανεξάρτητη του αριθμού και της φωσφορυλίωσης της βακτηριακής πρωτεΐνης CagA. Το 

αποτέλεσμα αυτό συνηγορεί ότι ένας μεγαλύτερος αριθμός σηματοδοτικών οδών συνεισφέρει 

στον έλεγχο της ισορροπίας μεταξύ πολλαπλασιασμού και απόπτωσης στα γαστρικά επιθηλιακά 

κύτταρα στην H. pylori λοίμωξη [594]. Περαιτέρω λοιπόν μελέτες θα απαιτηθούν, προκειμένου να 
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κατανοηθεί πλήρως ο μηχανισμός με τον οποίο η φωσφορυλίωση της CagA στις EPIYA-C 

θέσεις μπορεί να συμβάλλει στην ενεργοποίηση αυτών των δύο βασικών μορίων. 

Τα δεδομένα δείχνουν ότι η TAK1 παίζει πράγματι έναν κρίσιμο κεντρικό ρόλο στην 

ενεργοποίηση της IL-8, διότι μόλυνση γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων με όλα τα CagA-

μεταλλαγμένα στελέχη H. pylori, υπό την παρουσία ειδικού αναστολέα της TAK1 [524-528], είχε 

σαν αποτέλεσμα την παντελή αναστολή της έκκρισης της IL-8, ακόμη και στην περίπτωση του 

knock-out στελέχους P12CagAKO. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν όταν 

μολύνθηκαν TAK1-/- ινοβλάστες εμβρυϊκών ποντικιών με τα CagA-θετικά μεταλλαγμένα στελέχη 

H. pylori, συμπεριλαμβανομένου του knock-out στελέχους P12CagAKO, όπου και εκεί 

παρατηρήθηκε ενεργοποίηση του πυρηνικού παράγοντα NF-kB μόνο παρουσία έκφρασης της 

TAK1 και όχι στα κύτταρα που στερούντο ΤΑΚ1 έκφρασης. Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει 

ότι η TAK1 μπορεί να είναι ένα μόριο που παίζει κεντρικό ρόλο για την ενεργοποίηση του NF-

kB κατά τη διάρκεια της λοίμωξης από H. pylori, με τη συμμετοχή της κομβικά και στις οδούς 

ενεργοποίησης μέσω των υποδοχέων TLR και των ενδοκυττάριων υποδοχέων NOD1, όπως έχει 

προταθεί πρόσφατα [595] (Εικόνα 55).  

Εικόνα 55: Γραφική αναπαράσταση του πιθανού μοριακού μηχανισμού ενεργοποίησης του NF-kB. Στην αριστερή εικόνα ο μοριακός 
μηχανισμός εξαρτάται από την φοσφωρυλίωση της CagA και περιλαμβάνει αποτελέσματα της παρούσας διατριβής καθώς και των Lamb
και συν [494]. Στην δεξιά εικόνα ο μηχανισμός σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής περιλαμβάνει την ενεργοποίηση 
της TAK1 και πιθανολογείται η συμμετοχή υποδοχέων τόσο διαμεμβρανικών όσο και του κυτταροπλάσματος [589]. 
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Επιπλέον, τα στοιχεία δείχνουν ότι στην περίπτωση των CagA θετικών στελεχών, η κινάση 

TAK1 και η βακτηριακή πρωτεΐνη CagA μπορούν να συμμετέχουν στο ίδιο σύμπλοκο 

πρωτεϊνών, επιβεβαιώνοντας προηγούμενες παρατηρήσεις που δείχνουν ότι η CagA μπορεί να 

αλληλεπιδρά άμεσα με τις TAK1 και TRAF6 [499] (Εικόνα 55). Παρ’ όλα αυτά, μια ολόκληρη 

σειρά από πειράματα που περιλαμβάνουν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και ανάλυσης 

μεταλλαξιγένεσης πρέπει να πραγματοποιηθούν με σκοπό να διερευνηθεί περαιτέρω αυτή η 

μοριακή αλληλεπίδραση, τα οποία ξεφεύγουν από τα όρια αυτής της διατριβής. Τα 

αποτελέσματα μας δείχνουν, ότι μέσα στην πρώτη ώρα μετά τη μόλυνση, η κινάση TAK1 

μπορεί να δεσμεύεται από την πρωτεΐνη CagA, ανεξαρτήτως από την φωσφορυλίωση της στις 

θέσεις EPIYA-C, ωστόσο επειδή επακόλουθη ενεργοποίηση της CagA φαίνεται να εξαρτάται 

από την ιεραρχική φωσφορυλίωση της πρώτα σε EPIYA-C θέσεις από τις κινάσες c-Src και μετά 

από τις κινάσες Abl σε όλες τις EPIYA θέσεις (Α, -Β και -C), η κινάση TAK1 ενδέχεται να 

ενεργοποιείται πολύ πιο γρήγορα, παρουσία της CagA. Αυτό μπορεί να εξηγηθεί ενδεχομένως 

από το γεγονός ότι οι διαφορετικοί τύποι θέσεων EPIYA φαίνεται ότι φωσφορυλιώνονται από τις 

κυτταρικές κινάσες Abl και Src, σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά από την ενδοκυττάρια 

παροχή της CagA από το σύστημα έκκρισης τύπου IV. Πράγματι, έχει δειχθεί ότι οι EPIYA-C 

θέσεις φωσφορυλιώνονται στα πρώιμα στάδια της λοίμωξης πρώτα από την κινάση Src, και 

ακολουθεί σε δεύτερο στάδιο η φωσφορυλίωση από την κινάση Abl των θέσεων EPIYA-Α, -Β ή 

και EPIYA-C θέσεων [439]. Βέβαια, επειδή οι συγκεκριμένες μελέτες έγιναν με την χρήση 

CagA-θετικών στελεχών με EPIYA ABC διαμόρφωση χρειάζεται περαιτέρω μελέτη 

προκειμένου να διερευνηθεί αν οι πολλαπλές επαναλήψεις EPIYA-C θέσεων επάγουν 

συντομότερη ενεργοποίηση της ΤΑΚ1 κινάσης.  

Εν κατακλείδι, η παρουσία των λειτουργικών EPIYA-C θέσεων στην πρωτεΐνη CagA, 

φαίνεται να συμβάλλει σημαντικά στην μεταγραφική ενεργοποίηση της IL-8, μέσω της 

ενεργοποίησης του NF-kB στην Η. pylori λοίμωξη. Αυτή η επίδραση φαίνεται ότι είναι 

ανεξάρτητη από την ενεργοποίηση των κινασών ΑΚΤ και ERK που επάγονται στη λοίμωξη Η. 

pylori με άλλους μηχανισμούς και περιλαμβάνει ως κεντρικό μόριο τη κινάση TAK1. Αυτή είναι 

η πρώτη συστηματική διερεύνηση του ρόλου των θέσεων EPIYA-C επί της CagA σε 

ισογονιδιακό γενετικό υπόβαθρο με χρήση μεταλλαγμένων στελεχών, σε σύστημα πειραματικής 

λοίμωξης γαστρικών επιθηλιακών κυττάρων. Οι προηγούμενες μελέτες διερεύνησης του ρόλου 

των θέσεων EPIYA-C της πρωτεΐνης CagA, στην επαγωγή μηχανισμών φλεγμονής στο χόριο και 

στην έκβαση της νόσου βασίζονταν στη σύγκριση της επίπτωσης διαφορετικών είτε κλινικών Η. 

pylori στελεχών είτε στελεχών αναφοράς. Οι συγκρίσεις αυτές, ωστόσο, έχουν δειχθεί ότι πάσχουν 
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από το γεγονός ότι το H. pylori είναι εξαιρετικά γενετικά πολυμορφικό βακτήριο, καθιστώντας τις 

μελέτες αυτού του τύπου εν δυνάμει, ανακριβείς. Αντιθέτως, η παρούσα είναι η πρώτη 

συστηματική μελέτη η οποία δεν υποφέρει από τα προαναφερθέντα προβλήματα. 
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4.4. ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

  



 

~ 189 ~ 
 

Η μελέτη του H. pylori αποτελεί ακόμα και σήμερα, 32 χρόνια μετά την ανακάλυψη του 

ένα συναρπαστικό πεδίο έρευνας. Αποτελεί ίσως το μόνο βακτήριο που μέσω επαγωγής των 

μηχανισμών της χρόνιας γαστρικής φλεγμονής στην διάρκεια της παιδικής αλλά και της ενήλικης 

ζωής μας, συσχετίζεται με την πρόκληση και την εκδήλωση γαστρικού καρκίνου σε ηλικίες άνω 

των 65 ετών [14,26,27]. Έτσι η ενδελεχής μελέτη των μηχανισμών παθογένειας του βακτηρίου 

στα διάφορα στάδια της λοίμωξης, είτε στην οξεία, είτε στην χρόνια φάση, που συνδέονται με την 

εξαλλαγή στο χόριο συνδυάζει γνωστικά αντικείμενα από πολλές διαφορετικές ειδικότητες, όπως 

της επιδημιολογίας, ιστολογίας, γαστρεντερολογίας, ογκολογίας, σύγχρονης μικροβιολογίας με 

ανάλυση του μικροβιώματος, καθώς και πτυχές της μοριακής βιολογίας και της βιοχημείας.  

Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα και ίσως μοναδικά στην φύση μόρια του H. pylori είναι η 

πρωτεΐνη CagA, μια τοξίνη που φαίνεται να αποσυντονίζει ένα μεγάλο αριθμό μοριακών 

ενδοκυττάριων οδών μεταγωγής σήματος των γαστρικών και όχι μόνο κυττάρων, με ενδεχόμενες 

συναρπαστικές μελλοντικές ανακαλύψεις. Έως σήμερα, έχει υποτεθεί ότι η CagA μπορεί να παίζει 

τον ρόλο ενός κλειδιού «πασπαρτού», κυρίως μέσω του ρυθμιστικού καρβόξυ-τελικού της άκρου, 

όπου εδράζουν οι θέσεις φωσφορυλίωσης τυροσίνης EPIYA. Με αυτό τον τρόπο μπορεί να δρα 

ενδεχομένως σαν ένα κομβικό μόριο πρόσδεσης κινασών όπως SFKs μέσω μίμησης περιοχών 

αλληλεπίδρασης SH2 [470]. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι το καρβόξυ-τελικό 

της άκρο δεν φαίνεται να έχει συγκεκριμένη τριτοταγή δομή από τις έως τώρα μελέτες [468,469]. 

Εάν αυτό όντως ισχύει, τότε ενδεχομένως αποτελεί εξαιρετικά ενδιαφέρον πεδίο, η κατασκευή 

πεπτιδίων που μιμούνται την δομή της CagA στο καρβόξυ-τελικό της άκρο και η μελέτη της 

δράσης των αναφορικά με την πιθανή αναστολή κομβικών μορίων κινασών όπως η οικογένεια των 

SFKs, η οποία έχει δειχθεί ότι διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην ενεργοποίηση μηχανισμών 

καρκινογένεσης γενικότερα και στο γαστρικό επιθήλιο, καθιστώντας τα έτσι ένα πιθανά χρήσιμο 

θεραπευτικό εργαλείο. 

Παραμένουν όμως ακόμα βασικά αναπάντητα ερευνητικά ερωτήματα σχετικά με τον 

τρόπο λειτουργίας της CagA, ολόκληρου του νησιδίου παθογένειας cag καθώς και του 

λειτουργικού συστήματος έκκρισης τύπου IV του βακτηρίου. Πιο συγκεκριμένα, τελευταίες 

μελέτες προτείνουν ότι η ακριβής λειτουργία του συστήματος έκκρισης τύπου IV, μοιάζει 

περισσότερο με αυτή ενός ροοστάτη με διαβάθμιση στην δραστηριότητα με αποτέλεσμα τη 

«λεπτή» ρύθμιση της ανοσολογικής απόκρισης με σκοπό την επιτυχή παραμένουσα λοίμωξη H. 

pylori [596]. Σχετικά με το νησίδιο παθογένειας cag εκκρεμούν ερωτήσεις για το ποιος είναι ο 

ακριβής μοριακός-γενετικός μηχανισμός μέσω του οποίου το νησίδιο παθογένειας μεταφέρεται 

από βακτήριο σε βακτήριο και ποιες οι συνθήκες κάτω από τις οποίες συμβαίνει. Αναφορικά με 
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την πρωτεΐνη CagA εκκρεμεί η διαλεύκανση του μηχανισμού μέσω του οποίου CagA-θετικά 

στελέχη στο στομάχι ενός ασθενούς μπορούν και εκφράζουν την εν λόγω πρωτεΐνη με 

αυξανόμενο αριθμό θέσεων EPIYA με την παρέλευση της ενήλικης ζωής. Τέλος το πιο 

ενδιαφέρον ερώτημα είναι πως οι EPIYA-C θέσεις στην CagA ρυθμίζουν την κυτταρική 

διασπορά και επιμήκυνση στα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα, ένα φαινόμενο που προσομοιάζει με 

αυτό της επιθηλιακής-προς-μεσεγχυματικού-τύπου μετατροπής [597,598] και συνδυάζεται με την 

ενεργοποίηση μορίων που ενέχονται στην αναδόμηση και αναδιάρθρωση του εξωκυττάριου 

χώρου [599-602]. 

Επιπρόσθετα, ένα πεδίο με αντικρουόμενα αποτελέσματα είναι και ο μηχανισμός μέσω 

του οποίου το H. pylori επάγει την έκκριση της IL-8 από τα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα και 

βασικό πεδίο διαφωνίας είναι κατά πόσο η CagA παίζει μικρό ή σημαντικό ρόλο στον μηχανισμό 

αυτό. Εδώ θα πρέπει να επισημανθεί, ότι όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή ικανός αριθμός 

μελετών υποστηρίζουν τόσο την συμμετοχή της πρωτεΐνης όσο και το αντίθετο [404]. Βασική 

αιτία διαφωνίας των αναφορών αυτών αποτελεί,  αφ’ ενός το γεγονός ότι υπάρχει διαφορά στον 

τρόπο πειραματικής προσέγγισης, καθώς άλλοι ερευνητές χρησιμοποιούν μόλυνση επιθηλιακών 

κυττάρων με βακτήρια και άλλοι συστήματα διαμόλυνσης με πλασμιδιακούς φορείς πρωτεϊνικής 

έκφρασης [404] και αφ’ ετέρου η χρήση, για τα πειράματα, μορίων που προέρχονται από 

διαφορετικά κλινικά στελέχη ή στελέχη αναφοράς H. pylori. Επιπλέον, διαφορές εντοπίζονται και 

στις μετρήσεις τελικού σημείου όσον αφορά την ενεργοποίηση του πυρηνικού παράγοντα NF-kΒ 

ή της έκκρισης IL-8 [404]. Από τα πειράματα που διεξήχθησαν στην παρούσα διατριβή φαίνεται 

να υπάρχουν τουλάχιστον δύο μηχανισμοί οι οποίοι συμβάλλουν στην έκκριση της IL-8 ένας 

εξαρτώμενος της CagA και της παρουσίας των θέσεων φωσφορυλίωσης EPIYA-C, αλλά 

ανεξάρτητος του αριθμού των επαναλήψεων και ένας ανεξάρτητος της CagA, αλλά εξαρτώμενος 

από την παρουσία του cagT4SS. Και στους δύο αυτούς μηχανισμούς κύριο και κοινό ρόλο παίζει 

η κινάση TAK1, αναστολή δράσης της οποίας σε κάθε περίπτωση οδηγεί στην πλήρη αναστολή 

του φαινομένου της επαγωγής έκκρισης της IL-8 και της ενεργοποίησης του NF-kΒ από το H. 

pylori. Για το λόγο αυτό θα ήταν εξαιρετικά χρήσιμη η μελέτη της εξέλιξης και βαρύτητας της 

φλεγμονής σε in vivo πειραματικά μοντέλα λοίμωξης διαγονιδιακών ζώων εργαστηρίου αναφορικά 

με την έκφραση της κινάσης ΤΑΚ1, ή με την ταυτόχρονη χορήγηση αναστολέα της TAK1. 

Το μέλλον της έρευνας στους μηχανισμούς παθογένειας του H. pylori είναι σαφές ότι 

περικλείει και άλλα μόρια τα οποία ακόμα δεν έχουν μελετηθεί ενδελεχώς αν και ήδη υπάρχει 

πληθώρα γνωστών πλήρων γονιδιωμάτων στελεχών H. pylori, που καταδεικνύουν ότι υπάρχει ένας 

ελάχιστος αριθμός γονιδίων του βακτηρίου που αλληλεπιδρούν με τα κύτταρα του ξενιστή για 
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ένα επιτυχημένο βακτηριακό αποικισμό στο αφιλόξενο χώρο του γαστρικού βλεννογόνου [227]. 

Για παράδειγμα προσφάτως έχουν ανακαλυφθεί μεταθετά βακτηριακά στοιχεία RNA που 

φαίνεται να μεταφέρονται οριζόντια από βακτήριο σε βακτήριο [603]. Συγκεκριμένα σε 

διερευνήσεις για βραχέα RNA (sRNA) στα νησίδια παθογένειας του S. enterica, ανακαλύφθηκε 

αριθμός τέτοιων ρυθμιστικών sRNAs [604], όπως επίσης sRNAs έχουν ανακαλυφθεί και σε 

νησίδια παθογένειας του  S. aureus [605] και είναι πιθανό να είναι παρόντα και σε άλλα παθογόνα. 

Ακόμα ένας αριθμός sRNAs είναι παρόντα δίπλα σε περιοχές όπου φάγοι ή μεταθετά στοιχεία 

εδράζουν στο βακτηριακό γονιδίωμα, γεγονός που υποδηλώνει ότι είτε ενσωματώθηκαν στα 

μεταθετά αυτά στοιχεία όταν αυτά αποκολλήθηκαν από το βακτήριο-δότη, είτε  ότι αποτελούν 

αναπόσπαστο μέρος των μεταθετών αυτών στοιχείων [606]. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα αντί-

νοηματικά (antisense) sRNAs εμπλέκονται άμεσα στην ρύθμιση τόσο του αριθμού των 

πλασμιδίων όσο και στην πλασμιδιακή σύζευξη και αντιγραφή [607,608]. Επιπλέον είναι πιθανό 

ότι, όπως και στα ευκαρυωτικά κύτταρα, όπου το iRNA διαδραματίζει έναν κρίσιμο ρόλο στον 

περιορισμό της εξάπλωσης των μεταθετών στοιχείων, έτσι και τα τρανσποζόνια των βακτηρίων 

μπορεί να περιορίζονται από την δραστηριότητα των antisense RNAs [603] και από το σύστημα 

CRISPR-Cas [609]. Με την διαλεύκανση του μοριακού μηχανισμού της μεταφοράς των 

μεταθετών αυτών στοιχείων ίσως δοθεί η ευκαιρία για την διερεύνηση της πιθανότητας να 

υπάρχουν στα βακτήρια τμήματα RNA που να δρουν ως παθογόνοι παράγοντες. Άλλωστε το 

πεδίο της βιολογικής δράσης του RNA των βακτηρίων μόλις έχει αρχίσει να διερευνάται σε 

βάθος.  
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6.2.1. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες γονιδίων που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση MLST. 

Στελέχη Alcag4 
 

                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) AATGAATTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGGAAATCTGTGCATGAGCCTTTGC  
atpA Alcag4(1) AATGAATTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGGAAATCTGTGCATGAGCCTTTGC  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGACAAAGGGAATTGATCATTGGGGA  
atpA Alcag4(1) AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGACAAAGGGAATTGATCATTGGGGA  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGC  
atpA Alcag4(1) TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGC  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) AGTCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAGATTAGAAGAATACGG  
atpA Alcag4(1) AGTCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAGATTAGAAGAATACGG  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) GGCGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCGATGCAATATTTAGCCCCT  
atpA Alcag4(1) GGCGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCGATGCAATATTTAGCCCCT  
 
                       360       370       380       390       400       410       420       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) TATTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCTTAATCGTTTATGATGATT  
atpA Alcag4(1) TATTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCTTAATCGTTTATGATGATT  
 
                       430       440       450       460       470       480       490       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) TGAGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATTTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTT  
atpA Alcag4(1) TGAGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATTTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTT  
 
                       500       510       520       530       540       550       560       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag4(4) TCCTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCACGGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGACAAGGGT  
atpA Alcag4(1) TCCTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCACGGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGAAACGGGT  
 
                       570       580       590       600       610       620            
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
atpA Alcag4(4) GCCGGCTCTTTGACCGCGCTCGCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGATGTTTCAGCCTATATCCCTACG  
atpA Alcag4(1) GCCGGCTCTTTGACCGCGCTCCCTATTGTGGAAACTCAAGCCGGCGATGTTTCAGCCTATATCCCTACG  
 
                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCCATTAGAAGAGGTTT  
mutY Alcag4(4) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCCATTAGAAGAGGTTT  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGTGCTGAAATTTGCGT  
mutY Alcag4(4) TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGTGCTGAAATTTGCGT  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) GAAAGAACATAATTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTAAAACTCCCTGGGATTGGCGCATAC  
mutY Alcag4(4) GAAAGAACATAATTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTAAAACTCCCTGGGATTGGCGCATAC  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) ACGGCTAATGCGATCTTGTGTTTTGGTTTTAGGGAAAGAACCGCATGCGTGGATGCTAATATCAAGCGCG  
mutY Alcag4(4) ACGGCTAATGCGATCTTGTGTTTTGGTTTTAGGGAAAGAACCGCATGCGTGGATGCTAATATCAAGCGCG  
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                       290       300       310       320       330       340       350       

               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCACGCTAAAGACTTACAAATTAAGGCGAATGACTT  
mutY Alcag4(4) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCACGCTAAAGACTTACAAATTAAGGCGAATGACTT  
 
                       360       370       380       390       400       410       

420       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag4(1) TCTTAATTCTAATGAAAGCTTTAATCACAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
mutY Alcag4(4) TCTTAATTCTAATGAAAGCTTTAATCACAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGAGCTTTAATCTGCTCCCCT  
               
                        10        20        30        40        50        60        
70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGTGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
efp Alcag4(4)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGTGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
 
                        80        90       100       110       120       130       
140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  AGGTGATTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
efp Alcag4(4)  AGGTGATTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
 
                       150       160       170       180       190       200       
210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  ATACCTTTATCATGATGGCGATACATACCAATTCATGGATATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
efp Alcag4(4)  ATACCTTTATCATGATGGCGATACATACCAATTCATGGATATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
 
                       220       230       240       250       260       270       
280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  GACTCTCAAGTGGGTGAGGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
efp Alcag4(4)  GACTCTCAAGTGGGTGAGGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
 
                       290       300       310       320       330       340       
350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTACCGCAAGTTGTGGCTTTAAAGATTGTGGAAACGGCTCCTAATTTTAA  
efp Alcag4(4)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTACCGCAAGTTGTGGCTTTAAAGATTGTGGAAACGGCTCCTAATTTTAA  
 
                       360       370       380       390       400       410      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag4(1)  GGGCGATACTTCCAGTGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
efp Alcag4(4)  GGGCGATACTTCCAGTGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
 
                         10        20        30        40        50        60        
70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag 4(1)  ATTCTAATATCTAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
ppa Alcag 4(4)  ATTCTAATATCTAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
 
                         80        90       100       110       120       130       
140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag 4(1)  GCAAAATTACCCCGCAAATTACGGCTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCA  
ppa Alcag 4(4)  GCAAAATTACCCCGCAAATTACGGCTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCA  
 
                        150       160       170       180       190       200       
210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag 4(1)  CTGGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTAGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTGTTGAACA  
ppa Alcag 4(4)  CTGGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTAGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTGTTGAACA  
 
                        220       230       240       250       260       270       
280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag 4(1)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
ppa Alcag 4(4)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
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                        290       300       310       320       330       340       
350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag 4(1)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTGGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
ppa Alcag 4(4)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTGGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
 
                        360       370       380       390          
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
ppa Alcag 4(1)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
ppa Alcag 4(4)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
 

                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  TGCGTTTCAGTTTTAGCTGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATCGTTTCGCAGC  
trpC Alcag4(4)  TGCGTTTCAGTTTTAGCTGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATCGTTTCGCAGC  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  ATTCCACTAAGCCCATTTTGTGTAAAGATTTTATCATCGATGCTTTTCAGATCAAACTCGCTAGAATGAT  
trpC Alcag4(4)  ATTCCACTAAGCCCATTTTGTGTAAAGATTTTATCATCGATGCTTTTCAGATCAAACTCGCTAGAATGAT  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  GGGGGCGAATGCGGTGCTTTTAATGCTAAGCGTGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
trpC Alcag4(4)  GGGGGCGAATGCGGTGCTTTTAATGCTAAGCGTGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  GCTAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACAAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
trpC Alcag4(4)  GCTAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACAAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCCTAACAACCGACATTAACAACACGCT  
trpC Alcag4(4)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCCTAACAACCGACATTAACAACACGCT  
 
                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag4(1)  CAAATTACGCCCCTTATTGCCTAAAGACGCGCTCGTGGTGAGTGAGTCCGGTATTCATTCGCATGCGCAA  
trpC Alcag4(4)  CAAATTACGCCCCTTATTGCCTAAAGACGCGCTCGTGGTGAGTGAGTCCGGTATTCATTCGCATGCGCAA  
 
                        430       440       450         
                ....|....|....|....|....|....|....|. 
trpC Alcag4(1)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
trpC Alcag4(4)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
 
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  ATGCTATGACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAACGGGATTTGCGGATTAACCAAAG  
ureI Alcag4(4)  ATGCTATGACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAACGGGATTTGCGGATTAACCAAAG  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  TCGATCCTAAGAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGTGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGT  
ureI Alcag4(4)  TCGATCCTAAGAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGTGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTGT  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  CATCACTTATTCTGCACTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGCAC  
ureI Alcag4(4)  CATCACTTATTCTGCACTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGCAC  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  CATTTGACTAGTATACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCTATC  
ureI Alcag4(4)  CATTTGACTAGTATACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCTATC  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  AACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTGTTC  
ureI Alcag4(4)  AACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTGTTC  
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                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  CTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGGCGA  
ureI Alcag4(4)  CTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGGCGA  
 
                        430       440       450       460       470       480       490       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  TTGGTGGGCGATCATTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTGAAA  
ureI Alcag4(4)  TTGGTGGGCGATCATTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTGAAA  
 
                        500       510       520       530       540       550       560       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag4(1)  ATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGCTT  
ureI Alcag4(4)  ATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGCTT  
 
                        570       580        
                ....|....|....|....|....|. 
ureI Alcag4(1)  GGTTACTCCTTATCCAACACTGGGTG  
ureI Alcag4(4)  GGTTACTCCTTATCCAACACTGGGTG  
 
                          10        20        30        40        50        60        
70              

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
yph Alcag 4(4)   AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
 
                          80        90       100       110       120       130       
140         

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   TTAACCGCTTAGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
yph Alcag 4(4)   TTAACCGCTTAGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
 
                         150       160       170       180       190       200       
210       

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   ACGAAAAATCGCGTTGAATGGCCATGAAGTGGAATTATTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
yph Alcag 4(4)   ACGAAAAATCGCGTTGAATGGCCATGAAGTGGAATTATTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
 
                         220       230       240       250       260       270       
280       

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATATGTTGTGG  
yph Alcag 4(4)   TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATATGTTGTGG  
 
                         290       300       310       320       330       340       
350       

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGATCTTAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAAGATCAACCCTAACT  
yph Alcag 4(4)   ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGATCTTAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAAGATCAACCCTAACT  
 
                         360       370       380       390       400       410       
420       

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   GCTTTTTAGTGATCAATAAAATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGG  
yph Alcag 4(4)   GCTTTTTAGTGATCAATAAAATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGG  
 
                         430       440       450       460       470       480       
490       

                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag 4(1)   CATTCCAAAAAGTTTTAACATCTCCGTTTCGCACAATAGGGGCATTAGCGCATAAATTGATGCTATATTG  
yph Alcag 4(4)   CATTCCAAAAAGTTTTAACATCTCCGTTTCGCACAATAGGGGCATTAGCGCATAAATTGATGCTATATTG  
 
                         500       510  
                 ....|....|....|....|. 
yph Alcag 4(1)   AACGCGCTGAATTTAAACCAA  
yph Alcag 4(4)   AACGCGCTGAATTTAAACCAA  

  



Παράρτημα 

 

~ 265 ~ 
 

Στελέχη Alcag7 
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  AATGAGTTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCGGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTAC  
atpA Alcag7(7)  AATGAGTTTAGCCTAATAGAGCAAAAAGCCCCGGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTAC  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  AAACTGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGA  
atpA Alcag7(7)  AAACTGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGA  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
atpA Alcag7(7)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
 

                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAATTAGAAGAATACGGAG  
atpA Alcag7(7)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAATTAGAAGAATACGGAG  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  CGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCAATGCAATATTTAGCCCCTTA  
atpA Alcag7(7)  CGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCAATGCAATATTTAGCCCCTTA  
 
                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  TTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCACGCCATGCCCTAATTATTTATGATGATTTG  
atpA Alcag7(7)  TTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCACGCCATGCCCTAATTATTTATGATGATTTG  
 
                        430       440       450       460       470       480       490       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  AGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAAATGTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTTC  
atpA Alcag7(7)  AGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAAATGTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTTC  
 
                        500       510       520       530       540       550       560       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  CTGGAGATGTGTTTTATATTCACTCACGGCCTTTAGAAAGAGCGGCTAAGCTATGCGATGAACAAGGGAT  
atpA Alcag7(7)  CTGGAGATGTGTTTTATATTCACTCACGGCCTTTAGAAAGAGCGGCTAAGCTATGCGATGAACAAGGGAT  
 
                        570       580       590       600       610     
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag7(5)  GCCCGGGCTCTTTGACTGCACCTGGCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGA  
atpA Alcag7(7)  GCCCGGGCTCTTTGACTGCACCTGGCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGA  
 

                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
efp Alcag7(7)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  AGGTGGTTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
efp Alcag7(7)  AGGTGGTTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  ATATCTCTATCATGATGGCGATACATACCAATTTATGGACATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
efp Alcag7(7)  ATATCTCTATCATGATGGCGATACATACCAATTTATGGACATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  GACTCTCAAGTGGGTGATGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
efp Alcag7(7)  GACTCTCAAGTGGGTGATGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTCTAAAGATTGTAGAAACAGCCCCTAATTTTAA  
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efp Alcag7(7)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTCTAAAGATTGTAGAAACAGCCCCTAATTTTAA  
 
                       360       370       380       390       400       410      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag7(5)  GGGCGATACTTCAAGCGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
efp Alcag7(7)  GGGCGATACTTCAAGCGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  

 
                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCAATTAGAAGAGGTTT  
mutY Alcag7(7) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCGAACGCTCAATTAGAAGAGGTTT  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) TATTGCTCTGGAGAGGGCTTGGTTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
mutY Alcag7(7) TATTGCTCTGGAGAGGGCTTGGTTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) GAAAGAACACCACTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTGAAACTCCCAGGGATTGGCGCATAC  
mutY Alcag7(7) GAAAGAACACCACTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTGAAACTCCCAGGGATTGGCGCATAC  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) ACGGCTAATGCGATTTTATGTTTTGGCTTTAGAGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAACATCAGGCGCG  
mutY Alcag7(7) ACGGCTAATGCGATTTTATGTTTTGGCTTTAGAGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAACATCAGGCGCG  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCACGCTAAAGACTTACAAATTAAAGCGAATGGCTT  
mutY Alcag7(7) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCACGCTAAAGACTTACAAATTAAAGCGAATGGCTT  
 
                       360       370       380       390       400       410       420       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag7(5) TCTCAATCCTAATGAAAGCTTTAATCATAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
mutY Alcag7(7) TCTCAATCCTAATGAAAGCTTTAATCATAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
                
                
                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag7(4)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGAGC  
ppa Alcag7(7)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGAGC  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag7(4)  GCAAAATTACCCCGCAAATTATGGTTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCG  
ppa Alcag7(7)  GCAAAATTACCCCGCAAATTATGGTTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCG  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag7(4)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCTGGGAGCGTGGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTTTTAAACA  
ppa Alcag7(7)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCTGGGAGCGTGGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTTTTAAACA  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag7(4)  TGGAGGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATAC  
ppa Alcag7(7)  TGGAGGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATAC  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag7(4)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGACAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
ppa Alcag7(7)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGACAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
 
                       360       370       380       390          
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
ppa Alcag7(4)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
ppa Alcag7(7)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
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                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  TGCATTTCAGTTTTAGCCGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAGACATTAAAATTGTCTCGCAGC  
trpC Alcag7(7)  TGCATTTCAGTTTTAGCCGATTCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAGACATTAAAATTGTCTCGCAGC  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  ATTCCACCAAGCCTATTTTATGCAAAGATTTTATCATTGATGCTTTTCAAATCAAACTCGCTAGGGTTAT  
trpC Alcag7(7)  ATTCCACCAAGCCTATTTTATGCAAAGATTTTATCATTGATGCTTTTCAAATCAAACTCGCTAGGGTTAT  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  GGGAGCTAATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGCGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
trpC Alcag7(7)  GGGAGCTAATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGCGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  GCCAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACCAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
trpC Alcag7(7)  GCCAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACCAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCTTAAAAACCGATATTAACCACACGCT  
trpC Alcag7(7)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCTTAAAAACCGATATTAACCACACGCT  
 
                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag7(5)  GGAATTACGCCCCCTGTTGCCTAAAGACACGCTCATTATCAGTGAGTCCGGTATTTATTCGCATGCGCAA  
trpC Alcag7(7)  GGAATTACGCCCCCTGTTGCCTAAAGACACGCTCATTATCAGTGAGTCCGGTATTTATTCGCATGCGCAA  
 
                        430       440       450         
                ....|....|....|....|....|....|....|. 
trpC Alcag7(5)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
trpC Alcag7(7)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  

 
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  ATGCTAGGTACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAA  
ureI Alcag7(7)  ATGCTAGGTACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAA  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  GTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTG  
ureI Alcag7(7)  GTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGGCTCTCCATTATTTGTAATATAGTTG  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  TCATCACTTATTCTGCACTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCACA  
ureI Alcag7(7)  TCATCACTTATTCTGCACTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCACA  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  CCATTTGACTAGTTTCTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCTATC  
ureI Alcag7(7)  CCATTTGACTAGTTTCTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCTATC  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  AACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCCTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTGTTC  
ureI Alcag7(7)  AACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCCTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTGTTC  
 
                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  CTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAA-GTGTTAGGCATCACTGAGGGCGA  
ureI Alcag7(7)  CTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAA-GTGTTAGGCATCACTGAGGGCGA  
 
                        430       440       450       460       470       480       490       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  TTGGTGGGCGATCATTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTATGGCTTACCGCTTTCATTTGAAAAACATCTTGA  
ureI Alcag7(7)  TTGGTGGGCGATC-TTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTATGGCTTACCGCTTTCATTTGAAAAACATCTTGA  
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                        500       510       520       530       540       550       560       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag7(5)  AAATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGC  
ureI Alcag7(7)  AAATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTGC  
 
                        570       580        
                ....|....|....|....|....|... 
ureI Alcag7(5)  TTGGTTACTCTTTATCCAACACTGGGTG  
ureI Alcag7(7)  TTGGTTACTCTTTATCCACCACTGGGTG  

 
                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAACCTAATGTGGGGAAAAGTTCACTAT  
yph Alcag7(7)  AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAACCTAATGTGGGGAAAAGTTCACTAT  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  TTAACCGCCTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
yph Alcag7(7)  TTAACCGCCTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  ACGAAAAATCGCATTGAACGGCCATGAAGTGGAGCTATTAGACACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
yph Alcag7(7)  ACGAAAAATCGCATTGAACGGCCATGAAGTGGAGCTATTAGACACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATATGTTGTGG  
yph Alcag7(7)  TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATATGTTGTGG  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGACATCAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
yph Alcag7(7)  ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGACATCAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
 
                       360       370       380       390       400       410       420       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  CTTTTTAGTGATCAATAAGATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGGC  
yph Alcag7(7)  CTTTTTAGTGATCAATAAGATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGGC  
 
                       430       440       450       460       470       480       490       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  ATTCCCAAGAGTTTTAATATTTCCGTTTCGCACAATAGAGGCATTAGCGCATTAATTGATGCGGTATTGA  
yph Alcag7(7)  ATTCCCAAGAGTTTTAATATTTCCGTTTCGCACAATAGAGGCATTAGCGCATTAATTGATGCGGTATTGA  
 
                       500       510  
               ....|....|....|....| 
yph Alcag7(5)  ACGCATTGAATTTAAACCAA  
yph Alcag7(7)  ACGCATTGAATTTAAACCAA  
 
 

Στελέχη Alcag 40 
                          10        20        30        40        50        60        70              
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  AATGAGTTCAGTCTCATCGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTGC  
atpA Alcag40(4)  AATGAGTTCAGTCTCATCGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTGC  
 
                          80        90       100       110       120       130       140         
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCATTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGA  
atpA Alcag40(4)  AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCATTGGTGCCTATTGGGCGCGGGCAAAGGGAATTGATTATTGGGGA  
 
                         150       160       170       180       190       200       210       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
atpA Alcag40(4)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
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                         220       230       240       250       260       270       280       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAATTAGAAGAATACGGAG  
atpA Alcag40(4)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAATTAGAAGAATACGGAG  
 
                         290       300       310       320       330       340       350       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  CGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCCGATTCAGCTGCAATGCAATATTTAGCCCCTTA  
atpA Alcag40(4)  CGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCCGATTCAGCTGCAATGCAATATTTAGCCCCTTA  
 
                         360       370       380       390       400       410       420       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  TTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCCTAATCATTTATGATGATTTG  
atpA Alcag40(4)  TGCACGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCCTAATCATTTATGATGATTTG  
 
                         430       440       450       460       470       480       490       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  AGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATTTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTTC  
atpA Alcag40(4)  AGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATTTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTTC  
 
                         500       510       520       530       540       550       560       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Alcag40(2)  CTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCACGGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGAAAAGGGTGC  
atpA Alcag40(4)  CTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCACGGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGAAAAGGGTGC  
 
                         570       580       590       600       610       620            
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
atpA Alcag40(2)  CGGCTCTTTGACCGCACTCCCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGATGTTTCAGCTAATATCCCTACG  
atpA Alcag40(4)  CGGCTCTTTGACCGCACTCCCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGATGTTTCAGCTAATATCCCTACG  

 
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag40(2)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGTGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
efp Alcag40(4)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTGCGTGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag40(2)  AGGTGATTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
efp Alcag40(4)  AGGTGATTGAGAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGCGAAGAGCCTAATCTGGTTGAAAAAACGATGCA  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag40(2)  ATACCTTTATCACGATGGCGATACATACCAATTCATGGATATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTAAAC  
efp Alcag40(4)  ATACCTTTATCACGATGGCGATACATACCAATTCATGGATATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTAAAC  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag40(2)  GACTCTCAAGTGGGCGAGGCTTCTAAGTGGATGCTAGATGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
efp Alcag40(4)  GACTCTCAAGTGGGCGAGGCTTCTAAGTGGATGCTAGATGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Alcag40(2)  ACAAGGCGATTTCAAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTTTAAAGATTGTAGAAACGGCTCCTAATTTTA  
efp Alcag40(4)  ACAAGGCGATTTCAAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTTTAAAGATTGTAGAAACGGCTCCTAATTTTA  
 
                        360       370       380       390       400       410      
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
efp Alcag40(2)  AGGGCGATACTTCAAGCGCGAGCAAAAAACCAGCAACTTTGGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
efp Alcag40(4)  AGGGCGATACTTCAAGCGCGAGCAAAAAACCAGCAACTTTGGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
 

                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCAAACGCTCAATTAGAAGAGGTTT  
mutY Alcag40(4) TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTAGCAAACGCTCAATTAGAAGAGGTTT  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
mutY Alcag40(4) TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
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                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) GAAAGAACACCACTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTAAAACTCCCCGGTATTGGCGTATAC  
mutY Alcag40(4) GAAAGAACACCACTCACAGCTACCCAATGACTATCAAAGCCTGTTAAAACTCCCCGGTATTGGCGTATAC  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) ACGGCTAATGCGATCTTGTGTTTTGGTTTTAGGGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAACATCAGGCGCG  
mutY Alcag40(4) ACGGCTAATGCGATCTTGTGTTTTGGTTTTAGGGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAACATCAGGCGCG  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGATTAGATCCCAACATTCACGCTAAAGACTTACAAATTAAAGCGAATGACTT  
mutY Alcag40(4) TGCTTTTAAGGCTTTTTGGATTAGATCCCAACATTCACGCTAAAGACTTACGAATTAAAGCGAATGACTT  
 
                        360       370       380       390       400       410       420       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Alcag40(2) TCTCAATCTTGATGAAAGCTTTAATCATTACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
mutY Alcag40(4) TCTCAATCTTGATGAAAGCTTTAATCATTACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
                 
                         10        20        30        40        50        60        70              
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag40(2)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
ppa Alcag40(4)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
 
                         80        90       100       110       120       130       140         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag40(2)  GCAAAATTACCCCGCAAATTACGGCTTTGTGCCTAACACTTTGGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCA  
ppa Alcag40(4)  GCAAAATTACCCCGCAAATTACGGCTTTGTGCCTAACACTTTGGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCA  
 
                        150       160       170       180       190       200       210       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag40(2)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTAGTGAAAGCGCGCCTAGTTGGGGTTTTAAACA  
ppa Alcag40(4)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTAGTGAAAGCGCGCCTAGTTGGGGTTTTAAACA  
 
                        220       230       240       250       260       270       280       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag40(2)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTGCCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
ppa Alcag40(4)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTGCCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
 
                        290       300       310       320       330       340       350       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Alcag40(2)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
ppa Alcag40(4)  CTATGTCAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
 
                        360       370       380       390          
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
ppa Alcag40(2)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
ppa Alcag40(4)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
 
                          10        20        30        40        50        60        70              
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  TGCATTTCGGTTTTAGCCGATTCTAAACATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATCGTTTCGCAAC  
trpC Alcag40(4)  TGCATTTCGGTTTTAGCCGATTCTAAACATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATCGTTTCGCAAC  
 
                          80        90       100       110       120       130       140         
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  GTTCCACTAAGCCTGTTTTATGTAAAGAATTTATCATTGACGCTTTTCAAATTAAACTCGCTAGAATGAT  
trpC Alcag40(4)  GTTCCACTAAGCCTGTTTTATGTAAAGAATTTATCATTGACGCTTTTCAAATTAAACTCGCTAGAATGAT  
 
                         150       160       170       180       190       200       210       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  GGGGGCTAATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGTGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
trpC Alcag40(4)  GGGGGCTAATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGTGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
 
                         220       230       240       250       260       270       280       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  GCTAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACCAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
trpC Alcag40(4)  GCTAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACCAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
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                         290       300       310       320       330       340       350       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCTTAAAAACCGATATTAACAACACGCT  
trpC Alcag40(4)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCTTAAAAACCGATATTAACAACACGCT  
 
                         360       370       380       390       400       410       420       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Alcag40(2)  CAAATTACGCTCTCTCTTGCCTAAAGACGCGCTCGTGGTGAGCGAGTCCGGTATTTATTCGCATGCACAA  
trpC Alcag40(4)  CAAATTACGCTCTCTCTTGCCTAAAGACGCGCTCGTGGTGAGCGAGTCCGGTATTTATTCGCATGCACAA  
 
                         430       440       450         
                 ....|....|....|....|....|....|....|. 
trpC Alcag40(2)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
trpC Alcag40(4)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
 
                          10        20        30        40        50        60        70              
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  ATGCTAGGACTTGATATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATATTGCGGGTTAACCAA  
ureI Alcag40(4)  ATGCTAGGACTTGATATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATATTGCGGGTTAACCAA  
 
                          80        90       100       110       120       130       140         
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  AGTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGTGGGCTCTCCATTGTTTGTAATGTGGTG  
ureI Alcag40(4)  AGTCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGTGGGCTCTCCATTGTTTGTAATGTGGTG  
 
                         150       160       170       180       190       200       210       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  GTCATCACTTATTCCGCTCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGCGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGC  
ureI Alcag40(4)  GTCATCACTTATTCCGCTCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGCGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGC  
 
                         220       230       240       250       260       270       280       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  ACCATTTGACTAGTATTACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCT  
ureI Alcag40(4)  ACCATTTGACTAGTATTACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTTACCTACTTGTATGCGGCT  
 
                         290       300       310       320       330       340       350       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  ATCAACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTG  
ureI Alcag40(4)  ATCAACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCTTATTCTTGGTATAGCTTATTCGTAGCGATCAACACTG  
 
                         360       370       380       390       400       410       420       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  TTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGG  
ureI Alcag40(4)  TTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGG  
 
                         430       440       450       460       470       480       490       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  CGATTGGTGGGCGATCATATGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTG  
ureI Alcag40(4)  CGATTGGTGGGCGATCATATGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTG  
 
                         500       510       520       530       540       550       560       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  AAAATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGATGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTG  
ureI Alcag40(4)  AAAATCCCTTTAGGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGATGGTATTTTAACCGCTTGGATCCCTG  
 
                         570       580        
                 ....|....|....|....|....| 
ureI Alcag40(2)  CTTGGTTGCTCTTAATCCAACACTG  
ureI Alcag40(4)  CTTGGTTGCTCTTAATCCAACACTG  

 
                          10        20        30        40        50        60        70              
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  AATACAAGCCCTTAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
yphC Alcag40(4)  AATACAAGCCCTTAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
 
                          80        90       100       110       120       130       140         
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  TTAACCGCTTAGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
yphC Alcag40(4)  TTAACCGCTTAGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
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                         150       160       170       180       190       200       210       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  ACGAAAAATCGCATTGAATGGCCATGAAGTGGAATTGCTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
yphC Alcag40(4)  ACGAAAAATCGCATTGAATGGCCATGAAGTGGAATTGCTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
 
                         220       230       240       250       260       270       280       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATACGTTGTGG  
yphC Alcag40(4)  TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATACGTTGTGG  
 
                         290       300       310       320       330       340       350       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGACATCAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
yphC Alcag40(4)  ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGACATCAAGCTTTTTAGAGAGGTTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
 
 
                         360       370       380       390       400       410       420       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  CTTTTTAGTGATCAATAAGATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGGGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGGC  
yphC Alcag40(4)  CTTTTTAGTGATCAATAAGATTGATAACGACAAAGAAAAAGAGCGGGCTTATGCGTTTTCTTCTTTTGGC  
 
                         430       440       450       460       470       480       490       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  ATGCCAAAGAGTTTTAATATTTCCGTTTCGCACAACAGGGGCATTAGCGCATAAATTGATGCAATATTGA  
yphC Alcag40(4)  ATGCCAAAGAGTTTTAATATTTCCGTTTCGCACAACAGGGGCATTAGCGCATTAATTGATGCAATATTGA  
 
                         500       510  
                 ....|....|....|....| 
yphC Alcag40(2)  ACGCACTGGATTTAAATCAA  
yphC Alcag40(4)  ACGCACTGGATTTAAATCAA  

 

Στελέχη Hp77 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  AATGAATTTAGTCTCATCGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTGC  
atpA Hp77(5)  AATGAATTTAGTCTCATCGAGCAAAAAGCCCCAGGCATTATGGACAGAAAATCGGTGCATGAGCCTTTGC  
 
                       80        90       100       110       120       130       140         
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGTGGGCAAAGGGAATTGATCATTGGGGA  
atpA Hp77(5)  AAACAGGCATTAAAGCCATTGATGCGTTGGTGCCTATTGGGCGTGGGCAAAGGGAATTGATCATTGGGGA  
 
                      150       160       170       180       190       200       210       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
atpA Hp77(5)  TAAACAAACCGGTAAAACCACCGTAGCGATCGATGCGATCATTAACCAAAAAGGGCAAAATGTGATCTGT  
 
                      220       230       240       250       260       270       280       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAGATTAGAAGAATATGGG  
atpA Hp77(5)  ATCTATGTGGCTATTGGGCAAAAAGAATCCACTGTCGCGCAAGTGGTCCGCAAGATTAGAAGAATATGGG  
 
                      290       300       310       320       330       340       350       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  GCGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCGATGCAATATTTAGCCCCTT  
atpA Hp77(5)  GCGATGGAATACAGCGTCGTGATCAACGCTTCGGCTTCAGATTCAGCTGCGATGCAATATTTAGCCCCTT  
 
                      360       370       380       390       400       410       420       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  ATTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCCTAATCATTTATGATGATTT  
atpA Hp77(5)  ATTCAGGTGTGGCTATGGGGGAATACTTTAGAGATCATGCCCGCCATGCCCTAATCATTTATGATGATTT  
 
                      430       440       450       460       470       480       490       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
atpA Hp77(2)  GAGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATGTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTT  
atpA Hp77(5)  GAGTAAGCATGCTGTCGCTTACAGAGAGATGTCTTTGATTTTGAGAAGACCCCCAGGTAGGGAGGCTTTT  
 
                      500       510       520       530       540       550       560       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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atpA Hp77(2)  CCTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCCCGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGAAAACGGTGC  
atpA Hp77(5)  CCTGGAGATGTGTTTTATATCCACTCCCGCTTTTAGAAAGAGCGGCTAAACTTTGCGATGAAAACGGTGC  
 
                      570       580       590       600       610       620            
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
atpA Hp77(2)  CGGTTCTTTGACTGCGCTCCCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGATGTTTCAGCCTATATCCCTACG  
atpA Hp77(5)  GGGTTCTTTGACTGCGCTCCCTATTGTGGAAACTCAAGCGGGCGATGTTTCAGCCTATATCCCTACG  
 
                      10        20        30        40        50        60        70              
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTACGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
efp Hp77(5)  TACCAGCATGTCAAGCCCGGCAAGGGTGCGGCTTTTGTACGCGCGAAAATCAAGTCGTTTTTAGATGGTA  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  AGGTGATTGAAAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGTGAAGAGCCTAATTTGGTTGAAAAAACGATGCA  
efp Hp77(5)  AGGTGATTGAAAAGACTTTCCATGCGGGGGATAAGTGTGAAGAGCCTAATTTGGTTGAAAAAACGATGCA  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  ATACCTTTATCATGATGGCGATACATACCAATTCATGGACATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
efp Hp77(5)  ATACCTTTATCATGATGGCGATACATACCAATTCATGGACATAGAGAGCTATGAGCAAATCGCTTTGAAC  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  GACTCTCAAGTGGGTGATGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
efp Hp77(5)  GACTCTCAAGTGGGTGATGCTTCTAAATGGATGCTAGACGGCATGCAAGTGCAGGTTTTATTGCATAATG  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTCTAAAGATTGTAGAAACGGCTCCTAATTTTAA  
efp Hp77(5)  ACAAGGCGATTTCAGTGGATGTGCCGCAAGTTGTGGCTCTAAAGATTGTAGAAACGGCTCCTAATTTTAA  
 
                     360       370       380       390       400       410      
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
efp Hp77(2)  GGGCGATACTTCCAGCGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
efp Hp77(5)  GGGCGATACTTCCAGCGCGAGCAAAAAACCAGCGACTTTAGAAACCGGTGCGGTCGTGCA  
 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTGGCGAACGCTCAATTAGAGAAGGTTT  
mutY Hp77(5)  TTTTATTCCCCTTTTTTAGAAGCTTTCCCCACTTTAAAAGACTTGGCGAACGCTCAATTAGAGAAGGTTT  
 
                       80        90       100       110       120       130       140         
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
mutY Hp77(5)  TATTGCTCTGGCGAGGGCTTGGCTATTATTCAAGGGCTAAAAATTTAAAAAAAAGCGCTGAAATTTGCGT  
 
                      150       160       170       180       190       200       210       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  TAAAGAACATAATTCACAATTACCTAATGATTATCAAAGCCTATTGAAACTCCCAGGGATTGGCGCATAC  
mutY Hp77(5)  TAAAGAACATAATTCACAATTACCTAATGATTATCAAAGCNTATTGAAACTCCCAGGGATTGGCGCATAC  
 
                      220       230       240       250       260       270       280       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  ACGGCTAATGCGATTTTATGTTTTGGCTTTAGAGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAATATCAAGCGCG  
mutY Hp77(5)  ACGGCTAATGCGATTTTATGTTTTGGCTTTAGAGAAAAGAGCGCATGCGTGGACGCTAATATCAAGCGCG  
 
                      290       300       310       320       330       340       350       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCAAGCTAAAGACTTACAAATTAAGGCGAATGACTT  
mutY Hp77(5)  TGCTTTTAAGGCTTTTTGGTTTGGATCCTAATATCCAAGCTAAAGACTTACAAATTAAGGCGAATGACTT  
 
                      360       370       380       390       400       410       420       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
mutY Hp77(2)  TCTTAATCCTAATGAAAGCTTTAATCACAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
mutY Hp77(5)  TCTTAATCCTAATGAAAGCTTTAATCACAACCAAGCCCTAATTGATCTAGGGGCTTTAATCTGCTCCCCT  
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                      10        20        30        40        50        60        70              
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Hp77(2)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
ppa Hp77(5)  ATTCTAATATCAAGTATGAATTGGATAAAGAAAGCGGGGCTTTAATGGTGGATAGGGTGCTTTATGGGGC  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Hp77(2)  GCAAAATTACCCTGCGAATTATGGCTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCG  
ppa Hp77(5)  GCAAAATTACCCTGCGAATTATGGCTTTGTGCCTAACACTTTAGGATCTGATGGCGACCCTGTAGATGCG  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Hp77(2)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTGGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTTTTAAACA  
ppa Hp77(5)  CTTGTTTTAAGCGATGTGGCTTTTCAAGCCGGAAGCGTGGTGAAAGCGCGCTTGGTTGGGGTTTTAAACA  
 
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Hp77(2)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
ppa Hp77(5)  TGGAAGATGAAAGCGGGATGGATGAAAAATTACTCGCTCTACCCATAGATAAGATCGATCCCACGCATTC  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ppa Hp77(2)  CTATGTTAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
ppa Hp77(5)  CTATGTTAAAGATATTGATGATTTATCCAAACACACTTTAGATAAAATCAAACATTTTTTTGAAACTTAC  
 
                     360       370       380       390          
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
ppa Hp77(2)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
ppa Hp77(5)  AAGGATTTAGAGCCTAATAAATGGGTGAAAGTCAAGGGGTTTGAAAAC  
 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  TGCATTTCAGTTTTAGCCGATGCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATTGTTTCGCAGC  
trpC Hp77(5)  TGCATTTCAGTTTTAGCCGATGCTAAATATTTTTTAGGCTCTTATGAAAACATTAAGATTGTTTCGCAGC  
 
                       80        90       100       110       120       130       140         
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  ATTCCACCAAGCCCATTTTGTGTAAAGATTTTATCATTGATGCTTTCCAGATCAAACTCGCTAGAATGAT  
trpC Hp77(5)  ATTCCACCAAGCCCATTTTGTGTAAAGATTTTATCATTGATGCTTTCCAGATCAAACTCGCTAGAATGAT  
 
                      150       160       170       180       190       200       210       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  GGGAGCTGATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGCGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
trpC Hp77(5)  GGGAGCTGATGCGGTGCTTTTAATGTTAAGCGCGTTAGATGATAAAAATTATTTAGAGCTTTTCAACCTC  
 
                      220       230       240       250       260       270       280       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  GCCAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACAAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
trpC Hp77(5)  GCCAAATCCTTAAACATGAGCGTGTTAACTGAAGTTTCCAACAAGCAAGAAATTGAGCGCTTGCTCAAAC  
 
                      290       300       310       320       330       340       350       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCCTAACAACCGACATTAACAACACGCT  
trpC Hp77(5)  TCCAATACGACATTATAGGCATCAATAACAGGGATTTACACACCCTAACAACCGACATTAACAACACGCT  
 
                      360       370       380       390       400       410       420       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
trpC Hp77(2)  CAAATTACGCTCTCTCTTGCCTAAAGACGCACTCGTGGTGAGTGAGTCCGGTATTTATTCGCATGTGCAA  
trpC Hp77(5)  CAAATTACGCTCTCTCTTGCCTAAAGACGCACTCGTGGTGAGTGAGTCCGGTATTTATTCGCATGTGCAA  
 
                      430       440       450         
              ....|....|....|....|....|....|....|. 
trpC Hp77(2)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  
trpC Hp77(5)  ATCAAAGCCCTAGCCCCTTATGTGAATGGCTTTTTA  

 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  ATGCTAGGACTTGTATCGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAAG  
ureI Hp77(5)  ATGCTAGGACTTGTATTGTTATATGTTGGGATTGTTTTAATCAGCAATGGGATTTGCGGGTTAACCAAAG  
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                       80        90       100       110       120       130       140         
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  TCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGACTTTCCATTATTTGTAATATAGTTGT  
ureI Hp77(5)  TCGATCCTAAAAGCACTGCGGTGATGAACTTTTTTGTGGGCGGACTTTCCATTATTTGTAATATAGTTGT  
 
                      150       160       170       180       190       200       210       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  CATCACTTATTCTGCTCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGCAC  
ureI Hp77(5)  CATCACTTATTCTGCTCTCCACCCTACAGCCCCTGTAGAAGGTGCCGAAGATATTGCTCAAGTATCGCAC  
 
                      220       230       240       250       260       270       280       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  CATTTGACTAGTATTACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTCACCTACTTGTATGCGGCTAT  
ureI Hp77(5)  CATTTGACTAGTATTACTATGGGCCAGCGACTGGGTTATTGTTTGGTTTCACCTACTTGTATGCGGCTAT  
 
 
                      290       300       310       320       330       340       350       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  CAACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCCTATTCTTGGTATATTCTTATTCGTAGCGATCAACACTG-  
ureI Hp77(5)  CAACCACACTTTTGGTTTGGATTGGAGGCCCTATTCTTGGTATAGTCTTATTCGTAGCGATCAACACTGT  
 
                      360       370       380       390       400       410       420       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  TTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGG  
ureI Hp77(5)  TTCCTGCTGCGATTTTATCCCACTATAGCGATATGCTTGATGACCACAAAGTGTTAGGCATCACTGAAGG  
 
                      430       440       450       460       470       480       490       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  CGATTGGTGGGCGATCATTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTG  
ureI Hp77(5)  CGATTGGTGGGCGATCATTTGGTTGGCTTGGGGTGTTTTGTGGCTTACCGCTTTCATTGAAAACATCTTG  
 
                      500       510       520       530       540       550       560       
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ureI Hp77(2)  AAAATCCCTTTAAGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGGCTTGGATCCCT  
ureI Hp77(5)  AAAATCCCTTTAAGGAAATTCACTCCATGGCTTGCTATCATTGAGGGTATTTTAACCGCCTTGGATCCCT  
 
                      570       580       590   
              ....|....|....|....|....|....|. 
ureI Hp77(2)  GCCTTGGTTACTCTTTATCCAACACTGGGTG  
ureI Hp77(5)  GGCTTGGTTACTCTTTATCCAACACTGGGTG  
 
                       10        20        30        40        50        60        70              
              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2)  AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
yphC Hp77(5)  AATACAAGCCATAAAACTTTAAAAACCATTGCGATTTTAGGCCAGCCTAATGTGGGGAAAAGCTCGTTAT  
 
                      80        90       100       110       120       130       140         
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) TTAACCGCTTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
yphC Hp77(5) TTAACCGCTTGGCTAGAGAAAGGATCGCTATCACTTCAGATTTTGCAGGCACTACACGAGACATTAACAA  
 
                     150       160       170       180       190       200       210       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) ACGAAAAATCGCGTTGAATGGCCATGAAGTGGAATTACTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
yphC Hp77(5) ACGAAAAATCGCGTTGAATGGCCATGAAGTGGAATTACTAGATACAGGGGGCATGGCTAAAGACGCTCTT  
 
                     220       230       240       250       260       270       280       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATACATTGTGG  
yphC Hp77(5) TTGTCTAAAGAAATCAAAGCCCTTAATTTAAAAGCCGCTCAAATGAGCGATTTGATTTTATACATTGTGG  
 
                     290       300       310       320       330       340       350       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGATCTTAAGCTTTTTAGAGAGATTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
yphC Hp77(5) ATGGCAAGTCTATCCCTAGCGATGAAGATCTTAAGCTTTTTAGAGAGATTTTTAAGATCAACCCTAACTG  
 
                     360       370       380       390       400       410       420       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) CTTTTTAGTGATCAATAAAATTGATAACGACAAAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTTCTTCTTTT  
yphC Hp77(5) CTTTTTAGTGATCAATAAAATTGATAACGACAAAAAGAAAAAGAGCGAGCTTATGCGTTTTTCTTCTTTT  
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                     430       440       450       460       470       480       490       
             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
yphC Hp77(2) TGGCATGCCAAAGAGTTTTAACATCTCCGTTTCGCACAACCAAATAAGAAGGGGCCATTTTGTAAATTGA  
yphC Hp77(5) TGGCATGCCAAAGAGTTTTAACATCTCCGTTTCGCACAACCAAATAAGAAGGGGCCATTTTGTAAATTGA  
 
                     500       510       520   
             ....|....|....|....|....|....|. 
yphC Hp77(2) TGCGGTATTGAGGGCGCTGAATTTAAACAAA  
yphC Hp77(5) TGCGGTATTGAGGGCGCTGAATTTAAACAAA  
 

               
 

6.2.2. Νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδίου cagA των παραχθέντων μεταλλαγμένων 

ισογονιδιακών στελεχών H. pylori. 

 
                   10        20        30        40        50        60        70        80               
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12AB     ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12ABC    ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12ABCCC  ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12ABF    ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12ABFF   ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
P12ABFFF  ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATAATCTTCAAGT  
 
                   90       100       110       120       130       140       150       160         
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12AB     GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12ABC    GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12ABCCC  GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12ABF    GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12ABFF   GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
P12ABFFF  GGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGTTGATAAGAACGATAGGGATA  
 
                  170       180       190       200       210       220       230       240        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12AB     ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12ABC    ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12ABCCC  ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12ABF    ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12ABFF   ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
P12ABFFF  ACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAATAAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAAT  
 
                  250       260       270       280       290       300       310       320        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12AB     CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12ABC    CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12ABCCC  CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12ABF    CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12ABFF   CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
P12ABFFF  CAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAATCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAA  
 
                  330       340       350       360       370       380       390       400        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12AB     GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12ABC    GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12ABCCC  GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12ABF    GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12ABFF   GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
P12ABFFF  GAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTACCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCA  
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                  410       420       430       440       450       460       470       480        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12AB     ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12ABC    ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12ABCCC  ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12ABF    ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12ABFF   ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
P12ABFFF  ACACCCGATCGATCCGAAATTTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTG  
 
                  490       500       510       520       530       540       550       560        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12AB     AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABC    AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABCCC  AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABF    AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABFF   AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABFFF  AAATCTGCCAAACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
 
                  570       580       590       600       610       620       630       640        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12AB     TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12ABC    TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12ABCCC  TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12ABF    TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12ABFF   TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
P12ABFFF  TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATTTTTTTATCAT  
 
                  650       660       670       680       690       700       710       720        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12AB     TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12ABC    TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12ABCCC  TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12ABF    TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12ABFF   TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
P12ABFFF  TTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTCCTCATGTCCAACCAGATATA  
 
                  730       740       750       760       770       780       790       800        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12AB     GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12ABC    GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12ABCCC  GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12ABF    GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12ABFF   GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
P12ABFFF  GCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTTACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATT  
 
                  810       820       830       840       850       860       870       880        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12AB     CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12ABC    CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12ABCCC  CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12ABF    CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12ABFF   CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
P12ABFFF  CACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTCGCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGA  
 
                  890       900       910       920       930       940       950       960        
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12AB     TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12ABC    TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12ABCCC  TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12ABF    TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12ABFF   TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
P12ABFFF  TTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAATGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCG  
 
 



Παράρτημα 

 

~ 278 ~ 
 

                 970       980       990       1000      1010      1020      1030      1040       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12AB     GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12ABC    GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12ABCCC  GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12ABF    GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12ABFF   GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
P12ABFFF  GGCAATGGTGGTTTTGGAGCCAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTAC  
 
                 1050      1060      1070      1080      1090      1100      1110      1120       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12AB     AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABC    AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABCCC  AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABF    AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABFF   AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABFFF  AATAATTAATGTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
 
                 1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12AB     ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12ABC    ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12ABCCC  ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12ABF    ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12ABFF   ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
P12ABFFF  ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAATAGATTTCATG  
 
                 1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12AB     GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12ABC    GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12ABCCC  GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12ABF    GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12ABFF   GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
P12ABFFF  GAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAATTCCAAAATGAGATTAAGGA  
 
                 1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350      1360       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12AB     TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12ABC    TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12ABCCC  TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12ABF    TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12ABFF   TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
P12ABFFF  TTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTATTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAAC  
 
                 1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12AB     ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12ABC    ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12ABCCC  ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12ABF    ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12ABFF   ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
P12ABFFF  ATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAGCTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCT  
 
                 1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12AB     TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12ABC    TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12ABCCC  TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12ABF    TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12ABFF   TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
P12ABFFF  TTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAAGGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAA  
 
 



Παράρτημα 

 

~ 279 ~ 
 

                 1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12AB     ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12ABC    ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12ABCCC  ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12ABF    ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12ABFF   ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
P12ABFFF  ATACACCAACGCCTCCAAGAATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACA  
 
                 1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12AB     AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABC    AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABCCC  AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABF    AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABFF   AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABFFF  AGGTAGCTGTCTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
 
                 1690      1700      1710      1720      1730      1740      1750      1760       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12AB     GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12ABC    GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12ABCCC  GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12ABF    GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12ABFF   GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
P12ABFFF  GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAATTGGTTGGAAA  
 
                 1770      1780      1790      1800      1810      1820      1830      1840       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12AB     AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12ABC    AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12ABCCC  AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12ABF    AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12ABFF   AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
P12ABFFF  AGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGTGAAAAAAGCTCAGAAAGATC  
 
                 1850      1860      1870      1880      1890      1900      1910      1920       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12AB     TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12ABC    TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12ABCCC  TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12ABF    TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12ABFF   TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
P12ABFFF  TTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAAAATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAAC  
 
                 1930      1940      1950      1960      1970      1980      1990      2000       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12AB     AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12ABC    AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12ABCCC  AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12ABF    AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12ABFF   AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
P12ABFFF  AAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATGAGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGC  
 
                 2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070      2080       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12AB     AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12ABC    AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12ABCCC  AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12ABF    AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12ABFF   AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
P12ABFFF  AAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAAAGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATT  
 
 



Παράρτημα 

 

~ 280 ~ 
 

                 2090      2100      2110      2120      2130      2140      2150      2160       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12AB     TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12ABC    TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12ABCCC  TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12ABF    TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12ABFF   TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
P12ABFFF  TGAAAGACTTTAGTAAATCTTTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAA  
 
                 2170      2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12AB     GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABC    GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABCCC  GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABF    GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABFF   GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABFFF  GCCCTTAAAGGTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
 
                 2250      2260      2270      2280      2290      2300      2310      2320       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12AB     TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12ABC    TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12ABCCC  TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12ABF    TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12ABFF   TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
P12ABFFF  TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCCGTTAAAGATG  
 
                 2330      2340      2350      2360      2370      2380      2390      2400       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12AB     TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12ABC    TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12ABCCC  TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12ABF    TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12ABFF   TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
P12ABFFF  TGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGGCTAAAGCAACGGGTGATTTC  
 
                 2410      2420      2430      2440      2450      2460      2470      2480       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12AB     AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12ABC    AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12ABCCC  AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12ABF    AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12ABFF   AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
P12ABFFF  AGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCAATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGA  
 
                 2490      2500      2510      2520      2530      2540      2550      2560       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12AB     TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12ABC    TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12ABCCC  TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12ABF    TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12ABFF   TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
P12ABFFF  TTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTTAAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTAT  
 
                 2570      2580      2590      2600      2610      2620      2630      2640       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12AB     CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12ABC    CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12ABCCC  CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12ABF    CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12ABFF   CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
P12ABFFF  CTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAAACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAAT  
 
 



Παράρτημα 

 

~ 281 ~ 
 

                 2650      2660      2670      2680      2690      2700      2710      2720       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12AB     AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12ABC    AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12ABCCC  AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12ABF    AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12ABFF   AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
P12ABFFF  AACAATAACAATAATGGACTCAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCA  
 
                 2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790      2800       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12AB     TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABC    TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABCCC  TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABF    TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABFF   TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABFFF  TGAAGAACCCATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
 
                 2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
P12AB     GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTC------------------------------------------------------  
P12ABC    GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
P12ABCCC  GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
P12ABF    GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
P12ABFF   GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
P12ABFFF  GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCT  
 
                 2890      2900      2910      2920      2930      2940      2950      2960       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCT  
P12AB     ---------------------------------------------TTCCCTTTGAAAAAGCAT-----------------  
P12ABC    AGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCT  
P12ABCCC  AGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCT  
P12ABF    AGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCAT-----------------  
P12ABFF   AGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCAT-----------------  
P12ABFFF  AGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCT  
 
                 2970      2980      2990      3000      3010      3020      3030      3040       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAA  
P12AB     --------------------------------------------------------------------------------  
P12ABC    CAGTAAGGTAGGGCTTTCA-------------------------------------------------------------  
P12ABCCC  CAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAA  
P12ABF    --------------------------------------------------------------------------------  
P12ABFF   --------------------------------------------------------------------------------  
P12ABFFF  CAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGA---TTCCCTTTGAAAA  
 
                 3050      3060      3070      3080      3090      3100      3110      3120       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCA---------------------------------------  
P12AB     --------------------------------------------------------------------------------  
P12ABC    ------------------A-------------------------------------------------------------  
P12ABCCC  AGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTC  
P12ABF    --------------------------------------------------------------------------------  
P12ABFF   -----GATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTC  
P12ABFFF  AGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTC  
 
                 3130      3140      3150      3160      3170      3180      3190      3200       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     ---------------------------------------------------------------AGGAATCAAAAATTGGC  
P12AB     ---------------------------GATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGC  
P12ABC    ----------------------------------------------------------------GGAATCAAAAATTGGC  
P12ABCCC  GGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGC  
P12ABF    ---------------------------GATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGC  
P12ABFF   GGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGC  
P12ABFFF  GGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGC  
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                 3210      3220      3230      3240      3250      3260      3270      3280       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12AB     TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12ABC    TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12ABCCC  TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12ABF    TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12ABFF   TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
P12ABFFF  TCAGAAAATTGACAATCTCAATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACA  
 
                 3290      3300      3310      3320      3330      3340      3350      3360       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12AB     AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABC    AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABCCC  AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABF    AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABFF   AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABFFF  AGCTCAAAGATTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
 
                 3370      3380      3390      3400      3410      3420      3430      3440       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12AB     AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12ABC    AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12ABCCC  AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12ABF    AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12ABFF   AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
P12ABFFF  AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATGAAAAAGCGAC  
 
                 3450      3460      3470      3480      3490      3500      3510      3520       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12AB     CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12ABC    CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12ABCCC  CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12ABF    CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12ABFF   CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
P12ABFFF  CGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGCGCATAATGTGGGAAGCGTTC  
 
                 3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12AB     CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12ABC    CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12ABCCC  CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12ABF    CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12ABFF   CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
P12ABFFF  CTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGATTATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAAC  
 
                 3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680       
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12wt     TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12AB     TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12ABC    TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12ABCCC  TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12ABF    TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12ABFF   TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
P12ABFFF  TTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGCAATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTT  
 
                  3690      3700      3710      3720      3730      3740           
          ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
P12wt     GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12AB     GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12ABC    GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12ABCCC  GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12ABF    GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12ABFF   GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
P12ABFFF  GGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAAGAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTAA  
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Αλληλουχίες χειμερικού γονιδίου cagA συνδεδεμένου με 4Cys  
 

                        10        20        30        40        50        60        70              
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABC+4Cys    ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABCC+4Cys   ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABCCC+4Cys  ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABF+4Cys    ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABFF+4Cys   ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
P12ABFFF+4Cys  ATGACTAACGAAACCATTAACCAACAACCACAAACCGAAGCGGCTTTTAACCCGCAGCAATTTATCAATA  
 
                        80        90       100       110       120       130       140         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABC+4Cys    ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABCC+4Cys   ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABCCC+4Cys  ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABF+4Cys    ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABFF+4Cys   ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
P12ABFFF+4Cys  ATCTTCAAGTGGCTTTTCTTAAAGTTAATAACGCTGTCGCTTCATACGATCCTGATCAAAAACCAATCGT  
 
                       150       160       170       180       190       200       210       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABC+4Cys    TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABCC+4Cys   TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABCCC+4Cys  TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABF+4Cys    TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABFF+4Cys   TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
P12ABFFF+4Cys  TGATAAGAACGATAGGGATAACAGGCAAGCTTTTGATGGAATCTCGCAATTAAAGGAAGAATACTCCAAT  
 
                       220       230       240       250       260       270       280       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABC+4Cys    AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABCC+4Cys   AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABCCC+4Cys  AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABF+4Cys    AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABFF+4Cys   AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
P12ABFFF+4Cys  AAAGCGATCAAAAATCCTACCAAAAAGAATCAGTATTTTTCAGACTTTATCAATAAGAGCAACGATTTAA  
 
                       290       300       310       320       330       340       350       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABC+4Cys    TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABCC+4Cys   TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABCCC+4Cys  TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABF+4Cys    TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABFF+4Cys   TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
P12ABFFF+4Cys  TCAACAAAGACAATCTCATTGATGTAGAATCTTCCACAAAGAGCTTTCAGAAATTTGGGGATCAGCGTTA  
 
                       360       370       380       390       400       410       420       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABC+4Cys    CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABCC+4Cys   CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABCCC+4Cys  CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABF+4Cys    CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABFF+4Cys   CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
P12ABFFF+4Cys  CCAAATTTTCACAAGTTGGGTGTCCCATCAAAACGATCCGTCTAAAATCAACACCCGATCGATCCGAAAT  
 
                       430       440       450       460       470       480       490       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
P12ABC+4Cys    TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
P12ABCC+4Cys   TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
P12ABCCC+4Cys  TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
P12ABF+4Cys    TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
P12ABFF+4Cys   TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
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P12ABFFF+4Cys  TTTATGGAAAATATCATACAACCCCCTATCCCTGATGATAAAGAAAAAGCAGAGTTTTTGAAATCTGCCA  
 
                       500       510       520       530       540       550       560       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABC+4Cys    AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABCC+4Cys   AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABCCC+4Cys  AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABF+4Cys    AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABFF+4Cys   AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
P12ABFFF+4Cys  AACAATCTTTTGCAGGAATTATCATAGGGAATCAAATCCGAACGGATCAAAAGTTCATGGGCGTGTTTGA  
 
                       570       580       590       600       610       620       630       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABC+4Cys    TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABCC+4Cys   TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABCCC+4Cys  TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABF+4Cys    TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABFF+4Cys   TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
P12ABFFF+4Cys  TGAATCCTTGAAAGAAAGGCAAGAAGCAGAAAAAAATGGAGAGCCTACTGGTGGGGATTGGTTGGATATT  
 
                       640       650       660       670       680       690       700       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABC+4Cys    TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABCC+4Cys   TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABCCC+4Cys  TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABF+4Cys    TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABFF+4Cys   TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
P12ABFFF+4Cys  TTTTTATCATTTATATTTGACAAAAAACAGTCTTCTGATGTCAAAGAAGCAATCAATCAAGAACCAGTTC  
 
                       710       720       730       740       750       760       770       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABC+4Cys    CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABCC+4Cys   CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABCCC+4Cys  CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABF+4Cys    CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABFF+4Cys   CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
P12ABFFF+4Cys  CTCATGTCCAACCAGATATAGCCACTACCACCACCGACATACAAGGCTTACCGCCTGAAGCTAGAGATTT  
 
                       780       790       800       810       820       830       840       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABC+4Cys    ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABCC+4Cys   ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABCCC+4Cys  ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABF+4Cys    ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABFF+4Cys   ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
P12ABFFF+4Cys  ACTTGATGAAAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTCTTGGCGATATGGAAATGTTAGATGTTGAGGGCGTC  
 
                       850       860       870       880       890       900       910       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABC+4Cys    GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABCC+4Cys   GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABCCC+4Cys  GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABF+4Cys    GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABFF+4Cys   GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
P12ABFFF+4Cys  GCCGACATTGATCCTAATTACAAGTTCAACCAATTATTGATTCACAATAACACTCTGTCTTCTGTGTTAA  
 
                       920       930       940       950       960       970       980       
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABC+4Cys    TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABCC+4Cys   TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABCCC+4Cys  TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABF+4Cys    TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABFF+4Cys   TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
P12ABFFF+4Cys  TGGGGAGTCATGATGGCATAGAACCTGAAAAAGTTTCATTATTGTATGCGGGCAATGGTGGTTTTGGAGC  
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                       990       1000      1010      1020      1030      1040      1050      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABC+4Cys    CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABCC+4Cys   CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABCCC+4Cys  CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABF+4Cys    CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABFF+4Cys   CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
P12ABFFF+4Cys  CAAGCACGATTGGAACGCCACCGTTGGTTATAAAGACCAACAAGGTAACAATGTGGCTACAATAATTAAT  
 
                       1060      1070      1080      1090      1100      1110      1120      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABC+4Cys    GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABCC+4Cys   GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABCCC+4Cys  GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABF+4Cys    GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABFF+4Cys   GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
P12ABFFF+4Cys  GTGCATATGAAAAACGGCAGTGGCTTAGTCATAGCAGGTGGTGAGAAAGGGATTAATAACCCTAGTTTTT  
 
                       1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABC+4Cys    ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABCC+4Cys   ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABCCC+4Cys  ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABF+4Cys    ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABFF+4Cys   ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
P12ABFFF+4Cys  ATCTCTACAAAGAAGACCAACTCACAGGCTCACAACGAGCATTGAGTCAAGAAGAGATCCGAAACAAAAT  
 
                       1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABC+4Cys    AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABCC+4Cys   AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABCCC+4Cys  AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABF+4Cys    AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABFF+4Cys   AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
P12ABFFF+4Cys  AGATTTCATGGAACTTCTTGCACAAAACAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGAGAAAGAGAAAGAAAAA  
 
 
                       1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABC+4Cys    TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABCC+4Cys   TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABCCC+4Cys  TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABF+4Cys    TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABFF+4Cys   TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
P12ABFFF+4Cys  TTCCAAAATGAGATTAAGGATTTCCAAAAAGACTCTAAGGCTTATTTAGACGCCCTAGGGAATGATCGTA  
 
                       1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABC+4Cys    TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABCC+4Cys   TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABCCC+4Cys  TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABF+4Cys    TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABFF+4Cys   TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
P12ABFFF+4Cys  TTGCTTTTGTTTCTAAAAAAGACACAAAACATTCAGCTTTAATTACTGAGTTTGGTAATGGGGATTTGAG  
 
                       1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABC+4Cys    CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABCC+4Cys   CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABCCC+4Cys  CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABF+4Cys    CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABFF+4Cys   CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
P12ABFFF+4Cys  CTACACTCTCAAAGATTATGGGAAAAAAGCAGATAAAGCTTTAGATAGGGAGAAAAATGTTACTCTTCAA  
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                       1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABC+4Cys    GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABCC+4Cys   GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABCCC+4Cys  GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABF+4Cys    GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABFF+4Cys   GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
P12ABFFF+4Cys  GGTAGCCTAAAACATGATGGCGTGATGTTTGTTGATTATTCTAATTTCAAATACACCAACGCCTCCAAGA  
 
                       1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABC+4Cys    ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABCC+4Cys   ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABCCC+4Cys  ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABF+4Cys    ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABFF+4Cys   ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
P12ABFFF+4Cys  ATCCCAATAAGGGTGTAGGCGTTACGAATGGCGTTTCCCATTTAGAAGCAGGCTTTGACAAGGTAGCTGT  
 
 
                       1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABC+4Cys    CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABCC+4Cys   CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABCCC+4Cys  CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABF+4Cys    CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABFF+4Cys   CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
P12ABFFF+4Cys  CTTTAATTTGCCTGATTTAAATAATCTCGCTATCACTAGTTTCGTAAGGCGGAATTTAGAGGATAAACTA  
 
                       1690      1700      1710      1720      1730      1740      1750      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABC+4Cys    GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABCC+4Cys   GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABCCC+4Cys  GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABF+4Cys    GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABFF+4Cys   GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
P12ABFFF+4Cys  GTCACTAAAGGATTGTCCATACAAGAAGCTAATAAGCTTATCAAAGACTTTTTGAATAGCAACAAAGAAT  
 
                       1760      1770      1780      1790      1800      1810      1820      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABC+4Cys    TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABCC+4Cys   TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABCCC+4Cys  TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABF+4Cys    TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABFF+4Cys   TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
P12ABFFF+4Cys  TGGTTGGAAAAGCTTTAAACTTCAATAAAGCTGTAGCTGACGCTAAAAACACAGGCAACTATGATGAAGT  
 
                       1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABC+4Cys    GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABCC+4Cys   GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABCCC+4Cys  GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABF+4Cys    GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABFF+4Cys   GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
P12ABFFF+4Cys  GAAAAAAGCTCAGAAAGATCTTGAAAAATCTCTAAAGAAACGAGAGCATTTAGAGAAAGAAGTAGCGAAA  
 
                       1900      1910      1920      1930      1940      1950      1960      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABC+4Cys    AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABCC+4Cys   AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABCCC+4Cys  AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABF+4Cys    AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABFF+4Cys   AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
P12ABFFF+4Cys  AATTTGGAGAGCAAAAGTGGCAACAAAAACAAAATGGAAGCGAAATCTCAAGCTAACAGCCAAAAAGATG  
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                       1970      1980      1990      2000      2010      2020      2030      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABC+4Cys    AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABCC+4Cys   AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABCCC+4Cys  AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABF+4Cys    AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABFF+4Cys   AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
P12ABFFF+4Cys  AGATTTTTGCGTTGATCAATAAAGAGGCTAATAGGGACGCAAGAGCAATCGCTTACGCTCAGAATCTTAA  
 
                       2040      2050      2060      2070      2080      2090      2100      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABC+4Cys    AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABCC+4Cys   AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABCCC+4Cys  AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABF+4Cys    AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABFF+4Cys   AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
P12ABFFF+4Cys  AGGCATCAAAATGGAATTGTCTGATAAACTTGAAAATGTCAACAAGAATTTGAAAGACTTTAGTAAATCT  
 
 
                       2110      2120      2130      2140      2150      2160      2170      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABC+4Cys    TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABCC+4Cys   TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABCCC+4Cys  TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABF+4Cys    TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABFF+4Cys   TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
P12ABFFF+4Cys  TTTGATGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGCAGAAGAAACACTAAAAGCCCTTAAAG  
 
                       2180      2190      2200      2210      2220      2230      2240      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABC+4Cys    GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABCC+4Cys   GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABCCC+4Cys  GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABF+4Cys    GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABFF+4Cys   GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
P12ABFFF+4Cys  GTTCGGTGAAAGATTTAGGTATCAATCCAGAATGGATTTCAAAAGTTGAAAACCTTAATGCAGCTTTGAA  
 
                       2250      2260      2270      2280      2290      2300      2310      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABC+4Cys    TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABCC+4Cys   TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABCCC+4Cys  TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABF+4Cys    TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABFF+4Cys   TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
P12ABFFF+4Cys  TGAATTCAAAAATGGCAAAAATAAGGATTTCAGCAAGGTAGCGCAAGCAAAAAGCGACCTTGAAAATTCC  
 
                       2320      2330      2340      2350      2360      2370      2380      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABC+4Cys    GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABCC+4Cys   GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABCCC+4Cys  GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABF+4Cys    GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABFF+4Cys   GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
P12ABFFF+4Cys  GTTAAAGATGTGATCATCAATCAAAAGATAACGGATAAAGTTGATAATCTCAATCAAGCGGTATCAGTGG  
 
                       2390      2400      2410      2420      2430      2440      2450      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABC+4Cys    CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABCC+4Cys   CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABCCC+4Cys  CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABF+4Cys    CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABFF+4Cys   CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
P12ABFFF+4Cys  CTAAAGCAACGGGTGATTTCAGTAGGGTAGAGCAAGCGTTAGCCGATCTCAAAAACTTCTCAAAGGAGCA  
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                       2460      2470      2480      2490      2500      2510      2520      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABC+4Cys    ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABCC+4Cys   ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABCCC+4Cys  ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABF+4Cys    ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABFF+4Cys   ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
P12ABFFF+4Cys  ATTGGCTCAACAAGCTCAAAAAAATGAAGATTTCAATACTGGAAAAAATTCTGCACTATACCAATCCGTT  
 
                       2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABC+4Cys    AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABCC+4Cys   AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABCCC+4Cys  AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABF+4Cys    AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABFF+4Cys   AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
P12ABFFF+4Cys  AAGAATGGTGTGAATGGAACCCTAGTCGGTAATGGGTTATCTAAAGCAGAAGCCACAACTCTTTCTAAAA  
 
 
                       2600      2610      2620      2630      2640      2650      2660      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABC+4Cys    ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABCC+4Cys   ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABCCC+4Cys  ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABF+4Cys    ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABFF+4Cys   ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
P12ABFFF+4Cys  ACTTTTCGGACATCAAGAAAGAGTTGAATGCAAAACTTGGAAATTTCAATAACAATAACAATAATGGACT  
 
                       2670      2680      2690      2700      2710      2720      2730      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABC+4Cys    CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABCC+4Cys   CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABCCC+4Cys  CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABF+4Cys    CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABFF+4Cys   CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
P12ABFFF+4Cys  CAAAAACGAACCCATTTATGCTAAAGTTAATAAAAAGAAAACAGGGCAAGCAGCTAGCCATGAAGAACCC  
 
                       2740      2750      2760      2770      2780      2790      2800      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABC+4Cys    ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABCC+4Cys   ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABCCC+4Cys  ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABF+4Cys    ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABFF+4Cys   ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
P12ABFFF+4Cys  ATTTACGCTCAAGTTGCTAAAAAGGTAAATGCAAAAATTGACCGACTCAATCAAATAGCAAGTGGTTTGG  
 
                       2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTC--------------------------------------------  
P12ABC+4Cys    GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
P12ABCC+4Cys   GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
P12ABCCC+4Cys  GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
P12ABF+4Cys    GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
P12ABFF+4Cys   GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
P12ABFFF+4Cys  GTGGTGTAGGGCAAGCAGCGGGCTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGG  
 
                       2880      2890      2900      2910      2920      2930      2940      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ---TTC----------------------------------------------------------------  
P12ABC+4Cys    GCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAG  
P12ABCC+4Cys   GCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAG  
P12ABCCC+4Cys  GCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAG  
P12ABF+4Cys    GCTTTCAGCTAGCCCTGAA---------------------------------------------------  
P12ABFF+4Cys   GCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAG  
P12ABFFF+4Cys  GCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAG  
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                       2950      2960      2970      2980      2990      3000      3010      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ----------------------------------------------------------------------  
P12ABC+4Cys    CATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCA-------------------------------  
P12ABCC+4Cys   CATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTG  
P12ABCCC+4Cys  CATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTG  
P12ABF+4Cys    ----------------------------------------------------------------------  
P12ABFF+4Cys   CATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAA-------------------  
P12ABFFF+4Cys  CATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTG  
 
                       3020      3030      3040      3050      3060      3070      3080      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ----------------------------------------------------------------------  
P12ABC+4Cys    ----------------------------------------------------------------------  
P12ABCC+4Cys   ATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTC  
P12ABCCC+4Cys  ATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTC  
P12ABF+4Cys    ----------------------------------------------------------------------  
P12ABFF+4Cys   ----------------------------------------------------------------------  
P12ABFFF+4Cys  ATGATCTCGGCGGA---TTCCCTTTGAAAAAGCATGATAAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTC  
 
 
                       3090      3100      3110      3120      3130      3140      3150      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ----------------------------------------------------CCTTTGAAAAAGCATGAT  
P12ABC+4Cys    ----------------------------------------------------------------------  
P12ABCC+4Cys   A---------------------------------------------------------------------  
P12ABCCC+4Cys  AGCTAGCCCTGAACCCATTTATGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGAT  
P12ABF+4Cys    -------------CCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGAT  
P12ABFF+4Cys   -------------CCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGAT  
P12ABFFF+4Cys  AGCTAGCCCTGAACCCATTTTTGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTTCCCTTTGAAAAAGCATGAT  
 
                       3160      3170      3180      3190      3200      3210      3220      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABC+4Cys    ---------------------------------AGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABCC+4Cys   ---------------------------------AGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABCCC+4Cys  AAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABF+4Cys    AAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABFF+4Cys   AAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
P12ABFFF+4Cys  AAAGTTGAAGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAAGGAATCAAAAATTGGCTCAGAAAATTGACAATCTCA  
 
                       3230      3240      3250      3260      3270      3280      3290      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABC+4Cys    ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABCC+4Cys   ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABCCC+4Cys  ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABF+4Cys    ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABFF+4Cys   ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
P12ABFFF+4Cys  ATCAAGCGGTATCAGAAGCTAAAGCAGGTTTTTTTGGCAATCTAGAGCAAACGATAGACAAGCTCAAAGA  
 
                       3300      3310      3320      3330      3340      3350      3360      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABC+4Cys    TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABCC+4Cys   TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABCCC+4Cys  TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABF+4Cys    TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABFF+4Cys   TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
P12ABFFF+4Cys  TTCTACAAAATACAATCCTGTGAATCTATGGGTTGAAAGTGCAAAAAAAGTACCTGCTAGTTTGTCAGCG  
 
                       3370      3380      3390      3400      3410      3420      3430      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABC+4Cys    AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABCC+4Cys   AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABCCC+4Cys  AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABF+4Cys    AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABFF+4Cys   AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
P12ABFFF+4Cys  AAACTAGATAATTATGCTACTAACAGCCACACACGCATTAATAGCAATATCAAAAATGGAGCAATCAATG  
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                       3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABC+4Cys    AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABCC+4Cys   AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABCCC+4Cys  AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABF+4Cys    AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABFF+4Cys   AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
P12ABFFF+4Cys  AAAAAGCGACCGGCATGCTAGCGCAAAAAAACCCTGAGTGGCTCAAGCTCGTGAATGATAAGATAGTTGC  
 
                       3510      3520      3530      3540      3550      3560      3570      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABC+4Cys    GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABCC+4Cys   GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABCCC+4Cys  GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABF+4Cys    GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABFF+4Cys   GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
P12ABFFF+4Cys  GCATAATGTGGGAAGCGTTCCTTTGTTAGAGTATGATAAAATTGGCTTCAACCAGAAGAATATGAAAGAT  
 
 
                       3580      3590      3600      3610      3620      3630      3640      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABC+4Cys    TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABCC+4Cys   TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABCCC+4Cys  TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABF+4Cys    TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABFF+4Cys   TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
P12ABFFF+4Cys  TATTCTGATTCGTTCAAGTTTTCCACCAACTTGAACAATGCTGTAAAAGACATTAAGTCTGGCTTTACGC  
 
                       3650      3660      3670      3680      3690      3700      3710      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABC+4Cys    AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABCC+4Cys   AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABCCC+4Cys  AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABF+4Cys    AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABFF+4Cys   AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
P12ABFFF+4Cys  AATTTTTAGCCAATGCATTTTCTACAGGATATTACTGCTTGGCGAGGGAAAATGCAGAGCATGGAATCAA  
 
                       3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
P12AB+4Cys     GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABC+4Cys    GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABCC+4Cys   GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABCCC+4Cys  GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABF+4Cys    GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABFF+4Cys   GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
P12ABFFF+4Cys  GAATGTTAATACAAAAGGTGGTTTCCAAAAATCTTCTAGAGCGGGCAGCTTTCTGAACTGCTGCCCGGGC  
 
                       3790      3800       
               ....|....|....|....|....|.. 
P12AB+4Cys     TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABC+4Cys    TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABCC+4Cys   TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABCCC+4Cys  TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABF+4Cys    TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABFF+4Cys   TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
P12ABFFF+4Cys  TGCTGCATGGAACCGGGCGGCCGTTAA  
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6.2.3. Αριθμοί αναφοράς γονιδίων στην διεθνή βάση δεδομένων PubMLST. 

Στελέχη ST atpA efp mutY ppa trpC ureI yphC 
G1005 1950 1710 1619 1735 1672 1768 1000 1806 
G1006 1951 1711 1621 1736 1673 1769 1808 1808 
G1009 1952 1712 71 1737 1674 1770 1809 1809 
G1013 1953 1713 1622 1738 1675 1771 1810 1810 
G1017 1954 1714 1623 1739 1676 1772 1811 1811 
G1020 1955 1715 1624 1740 1677 1773 1812 1812 
G1021 1956 1716 1625 1741 1678 1774 1813 1813 
G1022 1957 1717 1625 1742 1679 1775 1814 1814 
G1023 1958 1340 1626 1743 1680 1776 1815 1815 
G1025 1959 1718 1627 1744 1681 1777 1816 1816 
G1028 1960 1719 1628 1745 1682 1778 1817 1817 
G1034 1961 1720 1629 1746 1683 1779 1818 1818 
G1037 1962 1721 1630 1747 1684 1780 1819 1819 
G1038 1963 1722 1631 1748 1685 1781 113 1820 
G1040 1964 1723 1632 1749 1686 1782 1820 1821 
G1042 1965 1724 1633 1750 1687 1782 1821 1822 
G1044 1966 1725 1634 1751 1688 1783 1822 1823 
G1046 1967 1726 1635 883 1689 1784 1823 1824 
G1048 1968 1727 1636 1752 1690 1785 1824 1825 
G1049 1969 1728 1637 1753 1691 1786 1825 1826 
G1051 1970 1729 1638 1754 1692 1787 1826 1827 
G1052 1971 1730 1639 1755 1693 1788 1827 1828 
G1058 1972 1731 1640 1756 1694 1789 1824 1829 
G1061 1973 1732 1641 1757 1695 1790 1828 1830 
G1065 1974 1733 1642 1758 1658 1790 1829 1831 
G1066 1975 736 1643 1759 1696 1791 1830 1832 
G1068 1976 1734 1644 1760 1697 1792 1817 1833 
G1070 1977 1735 1645 1761 1698 1793 1831 1834 
G1073 1978 1736 1646 1762 1699 1794 1832 1835 
G1075 1979 1737 1647 1763 1700 1795 1833 1836 
G2011 1980 1738 1648 1764 1701 1796 1834 1837 
G2012 1981 1739 1625 1765 1702 1797 1835 1838 
G2023 1982 1740 1649 1766 1703 1798 1836 1839 
G2028 1983 1741 1650 1767 1704 1799 1837 1840 
G2030 1984 1742 1024 1768 1705 1800 1838 651 
G2034 1985 1743 1651 1769 1706 1800 1839 1841 
G2037 1986 1744 1652 1770 1707 1801 1840 1842 
G2041 1987 1745 1653 1771 1708 1802 1841 1843 
G2043 1988 1746 1654 1772 1709 1803 1842 1844 
G2048 1989 1747 1620 1773 1710 1768 1807 1807 



Παράρτημα 

 

~ 292 ~ 
 

 




