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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

1.1 Η τσιπούρα Sparus aurata 

 

ΚΛΑΣΗ: Ακτινοπτερύγιοι 

ΥΠΕΡΤΑΞΗ: Ακανθοπτερύγιοι  

ΤΑΞΗ: Perciformes 

ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ: Sparidae 

 

Η τσιπούρα Sparus aurata είναι ένα ευρύαλο και ευρύθερµο είδος που εµφανίζει 

ταχύτερους ρυθµούς αύξησης σε θερµοκρασία 25ºC. Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 1 

συναντάται σε όλη την εύκρατη ζώνη του ανατολικού Ατλαντικού, στις λιµνοθάλασσες, τα 

εκβολικά και παράκτια οικοσυστήµατα της Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας. 

 

 

 

Σχήµα1. Η εξάπλωση της τσιπούρας Sparus aurata. Με πορτοκαλί χρώµα παρουσιάζονται οι περιοχές που 

έχει παρατηρηθεί η τσιπούρα . 

 

Ο βιολογικός κύκλος της τσιπούρας χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη ενός πρώτανδρου 

ερµαφροδιτισµού και η αλλαγή φύλου εµφανίζεται ανάµεσα στο 2ο και 3ο έτος της ηλικίας 

των ψαριών.  Οι διατροφικές προτιµήσεις της τσιπούρας στο φυσικό της περιβάλλον 
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περιλαµβάνουν κυρίως πολύχαιτους, καρκινοειδή, µύδια, γαστερόποδα και εχινόδερµα, 

ενώ µεταβάλλονται µε την ηλικία, καθώς τα µεγαλύτερα ψάρια καταναλώνουν µεγαλύτερη 

λεία µε ισχυρότερα κελύφη . 

Η καλλιέργεια της τσιπούρας έχει αναπτυχθεί πάρα πολύ τα τελευταία χρόνια, σε όλες 

σχεδόν τις χώρες της Μεσογείου, µιας και πρόκειται για ένα είδος µεγάλης οικονοµικής 

σηµασίας. Η Ελλάδα κατέχει την πρώτη θέση στην Ε.Ε. στην παραγωγή θαλασσινών 

ειδών εντατικής εκτροφής, στηριζόµενη τόσο στην αξιοποίηση των ευνοϊκών συνθηκών 

των ελληνικών θαλασσών όσο και στη διαρθρωτική πολιτική ενισχύσεων της Ε.Ε. 

(ΕΠΑΛ, 2007). Σύµφωνα µε την πρόσφατη έκθεση της Οµοσπονδίας Ευρωπαίων 

Υδατοκαλλιεργητών (Production and price reports of the member associations of the 

Federation of European Aquaculture Producers,  2001-2008): 

• Η Ελλάδα είναι η υπ’ αριθµόν ένα παραγωγός τσιπούρας στην Ευρώπη, µε ετήσια 

αύξηση παραγωγής 7,3%. 

• Το 2008 η ελληνική ιχθυοπαραγωγή ανήλθε στους 95.000 τόνους, 60.000 από τους 

οποίους ήταν τσιπούρα.  

• Σε ευρωπαϊκή κλίµακα, η ιχθυογέννηση τσιπούρας ανήλθε σε 500.000.000 ιχθύδια 

και τζίρο 112,5 εκατοµµυρίων ευρώ το 2008. 

 

 

1.2 Φυσιολογία πέψης της τσιπούρας 

 

� ∆οµή του πεπτικού σωλήνα 

Η τσιπούρα, όπως και όλα τα ψάρια, έχει την ικανότητα να προσαρµόζει την δίαιτα της 

σε µια µεγάλη διατροφική ποικιλία, προσπαθώντας κάθε φορά να εκµεταλλευτεί µε τον 

αποτελεσµατικότερο τρόπο τη διαθέσιµη τροφή του περιβάλλοντος της (Moyle & Cech, 

1982). Είναι δε χαρακτηριστική η παρουσία των περισσοτέρων πεπτικών ενζύµων σε όλα 

τα είδη ψαριών, ανεξάρτητα των διατροφικών τους συνηθειών (Chakrabarti et al., 1995; 

Hidalgo et al., 1999). 

Κατά τη διάρκεια των πρώτων αναπτυξιακών σταδίων των ψαριών, το πεπτικό 

σύστηµα εµφανίζεται εξαιρετικά ανώριµο (Κοlkovski, 2001). Κατά την εκκόλαψη, ο 

πεπτικός σωλήνας αποτελεί έναν ευθύ σωλήνα, κλειστό στην περιοχή του στόµατος και 

ιστολογικά αδιαφοροποίητο σε όλο το µήκος του. Παραµένει, δε, σχεδόν στην ίδια 

κατάσταση για το διάστηµα που µεσολαβεί ανάµεσα στο άνοιγµα του στόµατος και την 
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πλήρη απορρόφηση του λεκιθικού σάκου, οπότε και διαιρείται στον οισοφάγο, το πρόσθιο, 

το µέσο και το οπίσθιο έντερo. Η περίοδος  του ατελούς ιχθυδίου ολοκληρώνεται µε την 

ανάπτυξη του στοµάχου, των γαστρικών αδένων και των πυλωρικών τυφλών. Το συκώτι 

και το πάγκρεας αναπτύσσονται κατά την εκκόλαψη και είναι πλήρως λειτουργικά την 

ηµέρα πρώτης τροφοληψίας. Είναι χαρακτηριστικό, ότι η πέψη των πρωτεϊνών σ’ αυτά 

πρώτα στάδια ανάπτυξης, επαφίεται αποκλειστικά στη δράση των πρωτεολυτικών 

ενζύµων που εκκρίνονται από το πάγκρεας (Sarasquete et al., 1993; Sarasquete et al., 

1995; Κοlkovski, 2001; Srivastava et al., 2002). 

Στην τσιπούρα ο πεπτικός σωλήνας αρχίζει από το στόµα και τη στοµατική κοιλότητα, 

συνεχίζει στο φάρυγγα και τον οισοφάγο, το στοµάχι, τα πυλωρικά τυφλά, το πρόσθιο και 

το οπίσθιο έντερο, για να καταλήξει στην έδρα (Σχήµα 2). Το επιθήλιο του πεπτικού 

σωλήνα αντιπροσωπεύει µια σηµαντική επιφάνεια επαφής ανάµεσα στο εξωτερικό και το 

εσωτερικό περιβάλλον, και διαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στην πέψη και απορρόφηση των 

τροφών, την οσµωρύθµιση και τις ανοσιακές αποκρίσεις (Buddington et al., 1997; 

Buddington & Krogdahl, 2004).  

 

 
Σχήµα 2. Ανατοµία του πεπτικού σωλήνα της τσιπούρας. 

 

 Η ανατοµία του γαστρεντερικού σωλήνα της τσιπούρας, ακολουθεί το τυπικό πρότυπο 

των σαρκοφάγων ψαριών. Η στοµατική κοιλότητα περιλαµβάνει µια δυνατή 

οδοντοστοιχία για την αποτελεσµατικότερη διάσπαση των τροφών και ακολουθεί ένας 

σχετικά µικρού µήκους οισοφάγος, του οποίου τα ιστολογικά χαρακτηριστικά συνηγορούν 

στον οσµωρυθµιστικό του ρόλο. Το καλά διαµορφωµένο στοµάχι έχει σχήµα Υ και είναι 

εφοδιασµένο µε γαστρικούς αδένες. Η πυλωρική περιοχή χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη 

τεσσάρων πυλωρικών τυφλών, ενώ το έντερο – το οποίο καλύπτεται από επιθηλιακά και 

βλεννογόνα κύτταρα – είναι κοντό µε σχετικό µήκος 0,5-0,6 ως προς το συνολικό µήκος 
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του πεπτικού σωλήνα. Ο παγκρεατικός ιστός εµφανίζεται έντονα διαχυτός εντός του 

ήπατος και γύρω από την πυλωρική περιοχή (Cataldi et al., 1987; Elbal & Agulleiro, 

1986). 

 

� Πεπτικά ένζυµα που έχουν ανιχνευθεί 

Στην τσιπούρα έχει ανιχνευθεί ένας µεγάλος αριθµός πεπτικών ενζύµων, κυριότερα 

των οποίων είναι:  

• η αµυλάση (Munilla-Morán & Sabonino-Rey, 1996a; Hidalgo et al., 1999; Deguara 

et al., 2003),  

• η πεψίνη (Alarcón et al., 1998; Deguara et al., 2003),  

• η θρυψίνη (Alarcón et al., 1998; Deguara et al., 2003),  

• η χυµοθρυψίνη (Alarcón et al., 1998; Deguara et al., 2003),  

• η καρβοξυπεπτιδάση Α (Deguara et al., 2003),  

• η καρβοξυπεπτιδάση Β (Deguara et al., 2003),  

• η ελαστάση (Psohiou et al., 2007a) 

 

� Σηµεία πέψης και απορρόφησης θρεπτικών 

Η διαδικασία της πέψης αρχίζει από το στόµα και το φάρυγγα, µε τη µηχανική 

διάσπαση των τροφών και συνεχίζεται στον οισοφάγο µε την παραγωγή βλέννας. Στα 

παραπάνω τµήµατα του πεπτικού σωλήνα δεν έχει διαπιστωθεί µέχρι σήµερα καµία 

έκκριση πεπτικών ενζύµων. Η ενζυµική πέψη ξεκινά από το στοµάχι µε τη δράση της 

πεψίνης σε όξινο περιβάλλον. Στους γαστρικούς αδένες της τσιπούρας, έχει εντοπισθεί 

µόνο ένας κυτταρικός τύπος, που παράγει υδροχλωρικό οξύ και πρωτεολυτικά ένζυµα 

(πεψίνη) ως αντίδραση στην παρουσία τροφής στο στοµάχι. Το µεγαλύτερο µέρος της 

ενζυµικής πέψης πραγµατοποιείται καθώς η τροφή περνά από τα πυλωρικά τυφλά και 

κατά µήκος του εντερικού αυλού. Τα ένζυµα που συµµετέχουν σ’ αυτή προέρχονται 

κυρίως από το πάγκρεας, τα εκκριτικά κύτταρα του εντερικού επιθηλίου, αλλά και από την 

εντερική χλωρίδα (Kapoor et al., 1975). Το πάγκρεας παράγει τη µεγαλύτερη ποικιλία και 

ποσότητα πεπτικών ενζύµων (πρωτεάσες, αµυλάσες, λιπάσες), ενώ βρίσκεται κάτω από 

τον έλεγχο φυσιολογικών διαδικασιών που συνδέονται µε το διατροφικό καθεστώς, το 

εξωτερικό περιβάλλον, το φύλο και την ηλικία. Οι παγκρεατικές εκκρίσεις περιέχουν 

επίσης δικαρβονικά ιόντα, τα οποία σε συνεργασία µε τα χολικά υγρά, δρουν προς 

εξουδετέρωση των οξέων που προέρχονται από το στοµάχι (Kapoor et al., 1975; Kurakawa 
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& Suzuki, 1995). Η διάσπαση της τροφής ολοκληρώνεται µε τη δράση των πεπτικών 

ενζύµων, που εκκρίνονται από το εντερικό επιθήλιο και συγκεντρώνονται κυρίως στην 

περιοχή των λαχνών, δίνοντας τα τελικά προϊόντα της πέψης (δισακχαρίτες, δι- και τρι- 

πεπτίδια, µονοσακχαρίτες, αµινοξέα, λιπαρά οξέα) που απορροφούνται και µεταφέρονται 

στην κυκλοφορία του αίµατος µέσω των εντεροκυττάρων (Kapoor et al., 1975; Moyle & 

Cech, 1982; Halver, 1989). 

Το εντερικό επιθήλιο έρχεται σε επαφή µε το περιεχόµενο του εντερικού αυλού και 

είναι υπεύθυνο για την απορρόφηση και µεταφορά των περιεχόµενων σ’ αυτό θρεπτικών, 

ιόντων και νερού (Ferraris & Ahearn, 1984). Η απορρόφηση των θρεπτικών από τα 

κύτταρα του εντερικού επιθηλίου πραγµατοποιείται µέσω διαφόρων οδών όπως i) η 

παθητική διάχυση, ii) η ενεργητική - µη εξαρτώµενη από την παρουσία ιόντων - 

µεταφορά, iii) η ενεργητική - εξαρτώµενη από την ύπαρξη βαθµίδωσης ιόντων - 

µεταφορά, iv) η ενδοκύττωση και v) η παρακυτταρική κυκλοφορία (Bakke-McKellep et 

al., 2000).  Όσον αφορά την πέψη των πρωτεϊνών, εξακολουθεί να υπάρχει το ερώτηµα, 

εάν το µεγαλύτερο µέρος των απορροφούµενων θρεπτικών – όπως και στα θηλαστικά - 

αποτελείται από δι- και τρι- πεπτίδια (Georgopoulou et al., 1986), καθώς σύγχρονα 

αποτελέσµατα υποστηρίζουν την ταχύτερη και αποτελεσµατικότερη απορρόφηση των 

απλών αµινοξέων (Bakke-McKellep et al., 2000). Μελέτες, ωστόσο, σε διάφορα είδη 

ψαριών, συµπεριλαµβανοµένης της τσιπούρας, έχουν δείξει ότι  διεξάγεται ιδιαίτερα 

σηµαντική πρόσληψη από το εντερικό επιθήλιο – ιδιαίτερα από το τελικό τµήµα του 

εντέρου – ολόκληρων πρωτεϊνικών µορίων, µέσω πινοκύτωσης (Dabrowski & Dabrowska, 

1981; Stroband & Van der Veen, 1981; Elbal & Agulleiro, 1986; Georgopoulou et al., 

1986; Cataldi et al., 1987; Buddington et al., 1997; Bakke-McKellep et al., 2000).   

  

� Ανάπτυξη του πεπτικού σωλήνα 

Στην τσιπούρα, η ανάπτυξη του πεπτικού σωλήνα περιλαµβάνει πέντε επιµέρους 

φάσεις:  

• Ι (ηµέρα 0), ο λεκιθικός σάκος  εµφανίζεται µεγάλος και ο πεπτικός σωλήνας 

αδιαφοροποίητος, 

• ΙΙ (ηµέρα 2-3), ανοίγει η έδρα και διαφοροποιούνται ο οισοφάγος, το στοµάχι και 

το έντερο, εµφανίζεται δραστικότητα θρυψίνης, ενώ η τροφοληψία εξακολουθεί να 

είναι αποκλειστικά ενδογενής,  

• ΙΙΙ (ηµέρα 4-7), ανοίγει το στόµα, αρχίζει η απορρόφηση του λεκιθικού σάκου και 

το έντερο διαιρείται σε δύο επιµέρους περιοχές,  
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• ΙV (ηµέρα 8-59), ο λεκιθικός σάκος έχει απορροφηθεί και η τροφοληψία είναι 

πλέον αποκλειστικά εξωγενής, 

• V (ηµέρα 60-69), διαφοροποιούνται τα πυλωρικά τυφλά και οι γαστρικοί αδένες 

(Sarasquete et al., 1993; Sarasquete et al., 1995; Kolkovski, 2001; Elbal et al., 

2004). 

 

1.3 Οι πρωτεάσες της σερίνης στην τσιπούρα 

 

Οι πρωτεάσες της σερίνης βρίσκονται µεταξύ των πρώτων καλά µελετηµένων ενζύµων 

και αποτελούν ενδοπρωτεάσες που φέρουν το αµινοξύ της σερίνης στο ενεργό κέντρο 

τους. Ανήκουν σε µία οµάδα ενζύµων που συντίθενται ως ανενεργά πρόδροµα  τα οποία 

στη συνέχεια ενεργοποιούνται µε διάσπαση ενός ή µερικών ειδικών πεπτιδικών δεσµών. 

Το ανενεργό ένζυµο ονοµάζεται ζυµογόνο και για την ενεργοποίηση του (δηλ. την  

διάσπαση ενός ή µερικών ειδικών πεπτιδικών δεσµών) δεν απαιτείται πηγή ενέργειας. Οι 

κύριες πρωτεάσες σερίνης στην τσιπούρα είναι η χυµοθρυψίνη Ι και ΙΙ καθώς και η 

θρυψίνη ΙΙ , ενώ τα αντίστοιχα ζυµογόνα τους είναι το χυµοθρυψινογόνο Ι και ΙΙ (CHTRI, 

CHTRII) και το θρυψινογόνο ΙΙ (TRPII - Psohiou et al. 2007b). 

Οι αµινοξικές αλληλουχίες του CHTRI και CHTRII είναι 261 και 257 αµινοξέα αντίστοιχα 

και εµφανίζουν µόνο 61% οµολογία. Το CHTRII της τσιπούρας είναι η µεγαλύτερη µορφή 

απ’ όλα τα γνωστά χυµοθρυψινογόνα των τελεόστεων και περιέχει ένα µεγάλο αριθµό 

κατάλοιπων µεθειονίνης. Σε σύγκριση µε το CHTRI , το CHTRII είναι πιο υδροφοβικό και 

έχει χαµηλότερο ισοηλεκτρικό σηµείο. Από την άλλη, η αµινοξική αλληλουχία του TRPII 

έχει µήκος 241 αµινοξέα και έχει ένα σηµατοδοτικό πεπτίδιο που αποτελείται από 13 

αµινοξικά κατάλοιπα και ένα πεπτίδιο ενεργοποίησης που αποτελείται από 7. Σε  αντίθεση 

µε το CHTRI και CHTRII, το TRPII έχει χαµηλότερο ισοηλεκτρικό σηµείο το οποίο το 

µετατρέπει σε ανιόν σε ουδέτερο pH. Ανάλυση κατά Nothern έδειξε ότι το κύριο σηµείο 

µεταγραφής των ζυµογόνων είναι το ήπαρ. Όλα τα µετάγραφα των ζυµογόνων έχουν 

ανιχνευθεί και σε περιοχές κατά µήκος του πεπτικού σωλήνα (στοµάχι, πυλωρικά τυφλά, 

πρόσθιο και οπίσθιο έντερο) µε τα πυλωρικά τυφλά να παρουσιάζουν την πιο έντονη 

έκφραση (Psohiou et al., 2007b).  
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1.4 Επίδραση αυξητικής ορµόνης στη δραστικότητα των πεπτικών 

πρωτεασών στη τσιπούρα 

 

Η εξωγενής χορήγηση αυξητικής ορµόνης (oGH) είχε σηµαντική επίδραση στη 

δραστικότητα των πεπτικών πρωτεασών στην τσιπούρα (Ψόχιου, 2006) Οι διαφορετικές 

δόσεις χορηγούµενης oGH επηρέασαν σηµαντικά τη δραστικότητα των ολικών όξινων 

πρωτεασών στο στοµάχι, όπως επίσης και τη δραστικότητα των ολικών αλκαλικών 

πρωτεασών στην περιοχή των πυλωρικών τυφλών και του οπίσθιου εντέρου. Επιπλέον, 

στο τµήµα του οπίσθιου εντέρου οι διαφορετικές δόσεις oGH είχαν σηµαντική επίδραση 

στη δραστικότητα της χυµοθρυψίνης. Στην ίδια περιοχή του εντέρου παρατηρήθηκε θετική 

συσχέτιση ανάµεσα στις δραστικότητες ολικών αλκαλικών πρωτεασών και χυµοθρυψίνης 

(R = 0,29, Ρ<0,05), υποδηλώνοντας έτσι – σε συνδυασµό µε τα παραπάνω - πιθανή 

επίδραση της αυξητικής ορµόνης στην πέψη των πρωτεϊνών στο αλκαλικό τµήµα του 

πεπτικού σωλήνα µέσω επίδρασης της στη δράση της χυµοθρυψίνης, η οποία αποτελεί και 

την κυρίαρχη πεπτική πρωτεάση για την τσιπούρα. 

 Τα παρόντα αποτελέσµατα υποδεικνύουν την ύπαρξη σχέσεων µεταξύ της πέψης 

των πρωτεϊνών και της κεντρικής ορµονικής ρύθµισης, ενώ, από όσο είµαστε σε θέση να 

γνωρίζουµε, αυτή αποτελεί και την πρώτη αναφορά επίδρασης της αυξητικής ορµόνης στη 

δραστικότητα και την έκφραση οποιουδήποτε πεπτικού ενζύµου.  

 

1.5 ΣΚΟΠΟΣ 

Σκοπός της παρούσας προπτυχιακής διατριβής είναι: 

 

• Η  µελέτη της επίδρασης της αυξητικής ορµόνης στην έκφραση των γονιδίων που 

κωδικοποιούν για τα ζυµογόνα πεψινογόνο, χυµοθρυψινογόνο Ι και ΙΙ και 

θρυψινογόνο ΙΙ στο ήπαρ, το στοµάχι, τα πυλωρικά τυφλά και το οπίσθιο έντερο 

της τσιπούρας µε τη µέθοδο της real-time RT-PCR. 

• Η σύγκριση και η ανάδειξη  των καταλληλότερων γονιδίων αναφοράς µεταξύ των 

β-actin, TubA, RPS18 και GAPDH για τη µελέτη των παραπάνω ζυµογόνων και 

ιστών.  

• Η συσχέτιση των αποτελεσµάτων µε της επίδρασης της αυξητικής ορµόνης στη 

δραστικότητα των αντίστοιχων πεπτικών πρωτεασών.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Χορήγηση αυξητικής ορµόνης 

 

Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις του Ελληνικού Κέντρου Θαλασσίων 

Ερευνών στην Αθήνα, τον Ιούλιο του 2005. Εξήντα νεαρά άτοµα S. aurata (57,3 ± 1,1 g) 

διαιρέθηκαν σε τέσσερις πειραµατικές οµάδες των 15 ατόµων, τα οποία τοποθετήθηκαν σε 

60-lt PVC δεξαµενές και εγκλιµατίστηκαν στις πειραµατικές συνθήκες για 10 µέρες. Κατά 

την έναρξη του πειράµατος τα ψάρια αναισθητοποιήθηκαν µε ΜS-222 (~ 35 mg/l), έλαβαν 

ενδοπεριτονιακά διαφορετικές δόσεις από πρόβεια αυξητική ορµόνη (ovineGH, NIADDK-

oGH-15, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) διαλυµένη σε 0,9% NaCl και 

επανατοποθετήθηκαν στις πειραµατικές δεξαµενές. Η οµάδα «Α» έλαβε 0,1 µg oGH/g 

σωµατικού βάρους, η οµάδα «Β» 1 µg oGH/g σωµατικού βάρους και η οµάδα «Γ» 10 µg 

oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα, ενώ ο µάρτυρας (οµάδα «Ο») έλαβε διάλυµα 0,9% 

NaCl. Οι ενέσιµοι χορηγούµενοι όγκοι ήταν ανάλογοι του σωµατικού βάρους κάθε 

ψαριού. Κατά τη διάρκεια του πειράµατος, τα ψάρια τρέφονταν στο 2% του σωµατικού 

τους βάρους µε τη χρήση εµπορικών συµπήκτων (BioMar ΑΕ) αναγραφόµενης σύστασης: 

44% πρωτεΐνη, 20% λιπίδια, 15,8% ΕΝΕΟ και 8,2% τέφρα, µια φορά ηµερησίως (14.00). 

Κάθε ενυδρείο ήταν εξοπλισµένο µε αυτόνοµο αερισµό, σύστηµα φιλτραρίσµατος και 

ανακύκλωσης νερού. Η φωτοπερίοδος στη διάρκεια του πειράµατος ήταν 14D:10L. Τα 

επίπεδα οξυγόνου, θερµοκρασίας και αλατότητας µετρούνταν καθηµερινά. Η διακύµανση 

της θερµοκρασίας (27,4 ± 0,1 ºC) και της αλατότητας (37,5 ± 0.1 ppt) ήταν η ίδια µεταξύ 

των µεταχειρίσεων, ενώ το διαλυµένο οξυγόνο κυµάνθηκε σε επίπεδα κορεσµού. 

Θνησιµότητες δεν καταγράφηκαν.  

 

 

2.2 ∆ειγµατοληψία και αποµόνωση RNA 

 

∆ειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν τις ηµέρες 1, 2, 4, και 7 του πειράµατος. Κάθε ηµέρα 

δειγµατοληψίας, τρία άτοµα από κάθε µεταχείριση αναισθητοποιούνταν µε MS 222 και 

ζυγίζονταν ατοµικά πριν τη λήψη δειγµάτων. Με τους κατάλληλους χειρισµούς, από κάθε 

ψάρι αφαιρούνταν περίπου 100 mg από το ήπαρ, το στοµάχι, τα πυλωρικά τυφλά και το 

οπίσθιο έντερο, τα οποία εµβαπτίζονταν σε RNAlater (Sigma), που εξασφαλίζει για 24 h 
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τουλάχιστον τη µη αποικοδόµηση του ευαίσθητου RNA σε θερµοκρασία δωµατίου και 

διατηρούνταν στους –20οC µέχρι την εξαγωγή ολικού RNA. Τα δείγµατα λαµβάνονταν 

πάντα την ίδια ώρα (24 h µετά τη χορήγηση τροφής) και η ώρα δειγµατοληψίας 

καταγράφονταν. Η αποµόνωση ολικού RNA πραγµατοποιήθηκε µηχανικά 

(οµογενοποιητής ULTRA TURAX, IKA-WERKE) από τα δείγµατα ιστών σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του εµπορικού προϊόντος TRI Reagent (Sigma), ενός φαινολικού διαλύµατος για 

την αποµόνωση ολικού RNA µε τη χρήση χλωροφορµίου και ισοπροπανόλης. Τα δείγµατα 

RNA που προέκυψαν κατακρηµνήστηκαν σε διάλυµα αιθανόλης 75% και διατηρήθηκαν 

στους -80ºC. Για την εξασφάλιση της καλύτερης δυνατής ποιότητας RNA, όλη η 

διαδικασία προετοιµασίας των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση διπλά 

αποστειρωµένων υλικών και DEPC ddH2O για την καταστροφή των υπαρχόντων 

νουκλεασών. 

 

 

2.3 Σύνθεση cDNA και έλεγχος 

 

Τα δείγµατα RNA φυγοκεντρήθηκαν στις 12000 x g για 15 λεπτά και στους 4οC. Η 

υπερκείµενη αιθανόλη αποµακρύνθηκε και τα δείγµατα αφέθηκαν να στεγνώσουν µέσα σε 

πάγο. Ακολούθησε επαναδιαλυτοποίηση των δειγµάτων σε DEPC νερό (Diethyl 

Pyrocarbonate –Research Organics). Κατόπιν τα δείγµατα φωτοµετρήθηκαν για τον 

προσδιορισµό της ποσότητας και της ποιότητας του RNA σε κάθε δείγµα. Από αυτά 

δηµιουργήθηκαν διαλύµατα RNA 5µg/mL µε DEPC.  

Το συµπληρωµατικό DNA (cDNA) συντέθηκε στους 42οC για 50 λεπτά,  από τα 5µg 

ολικού RNA µε τη µέθοδο της αντίστροφης µεταγραφής. Ως εκκινητές  της αντίδρασης 

χρησιµοποιήθηκαν για κάθε δείγµα, σε χωριστές αντιδράσεις oligo dT(18) (Sigma Co, 

USA) και random hexamers). Το µίγµα της αντίδρασης που προστέθηκε σε κάθε δείγµα 

περιείχε: 6µL 5x RT buffer, 3µL dNTP’s, 3µL DTT (0,1 M), 0,2µL αναστολέα RNAase 

(RNAase inhibitor), και 0,2µL αντίστροφης µεταγραφάσης (Reverse Transcriptase, 

200U/µL; GIBCO). Μετά το πέρας της διαδικασίας, ενωποιούνται οι αντιδράσεις κάθε 

δείγµατος στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικοί εκκινητές, δηλαδή είτε oligo-dT 

είτε random hexamers και φυλάσσονταν στους –20οC. 
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Για τον έλεγχο της επιτυχίας της σύνθεσης του cDNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

PCR µε εκκινητές για την ενίσχυση της β-ακτίνης. Από κάθε ενωποιηµένο πλέον δείγµα 

χρησιµοποιούνταν 1 µl ως υπόστρωµα. Το µίγµα της αντίδρασης περιείχε: 

5 µl 10x PCR buffer 

3 µl MgCl2 (25mM) 

1 µl dNTPs (10mM)  

1 µl forward primer b-actin BAF 5' GAGGAGCACCCNGTCSTG 3' (100pmol/ µl) 

1 µl reverse primer b-actin  BAR 5' GGTGGTWCCWCCRGACARYAC 3' (100pmol/ µl) 

0,2 µl Taq 

37,8 µl dH2O 

Η αντίδραση ενίσχυσης περιελάµβανε 3 min στους 94οC και 30 επαναλήψεις µε 45 sec 

στους 94οC, 1 min στους 48οC και 1 min στους 72οC.  

Με το πέρας της αντίδρασης, τα δείγµατα ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωµα αγαρόζης 

συγκέντρωσης 2%.  

 

 

2.4 Ανάπτυξη µεθόδου Real-Time PCR 

 

• ∆ιαδικασία real-time PCR 

Για  την  πραγµατοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου 

(real-time PCR ) χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα 3 µl της αντίδρασης RT. Κάθε αντίδραση, 

εκτός από το δείγµα, περιείχε : 

• 21,7 µl SYBER GREEN 

• 1 µl forward primer (10 pmol/ µl) 

• 1 µl reverse primer (10 pmol/ µl) 

• 16.6 µl dH2O 

 

έτσι ώστε ο όγκος κάθε δείγµατος να ρυθµιστεί στα 43,3 µl. Από αυτό χρησιµοποιούνταν 

20 µl για την αντίδραση, η οποία επαναλαµβάνονταν  εις διπλούν. Τα δείγµατα 

φυγοκεντρούνταν στιγµιαία, πριν τοποθετηθούν στο µηχάνηµα της real-time PCR. Οι 

συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν κοινές για όλα τα ζεύγη εκκινητών και 

περιλάµβαναν τα εξής βήµατα: 
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1 min στους 95οC και 40 επαναλήψεις µε 1 min στους 95οC, 30 sec στους 60οC και 1min 

στους 72οC. Ακολουθούσε η αντίδραση αποδιάταξης (dissociation) µε σταδιακή αύξηση 

της θερµοκρασίας από τους 55 οC στους 95 οC. 

 

• Πρότυπες καµπύλες-υπολογισµός απόδοσης αντίδρασης  

Για κάθε ιστό δηµιουργήθηκε ένα συλλεκτικό δείγµα ενώνοντας 1µl από τις 48 

διαφορετικές µεταχειρίσεις του κάθε ιστού. Στη συνέχεια για κάθε συλλεκτικό δείγµα 

έγιναν οι εξής διαδοχικές αραιώσεις: 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 και 1:1000. Στις 

αραιώσεις αυτές εφαρµόστηκε η real–time PCR µε σκοπό την κατασκευή των πρότυπων 

καµπυλών του κάθε ιστού. Μέσω της κλίσης της κάθε καµπύλης υπολογίστηκε ο βαθµός 

απόδοσης (efficiency) κάθε αντίδρασης χρησιµοποιώντας τον εξής τύπο :  

Efficiency = 10( -1/slope) – 1,  

όπου slope η κλίση της πρότυπης καµπύλης.  

 

Πίνακας 2.1. Τα γονίδια που µελετήθηκαν, οι αριθµοί πρόσβασης στην GenBank, οι 

εκκινητές και το µέγεθος του ενισχυµένου  προϊόντος 

 

Γονίδιο Εκκινητής 
Μέγεθος 

προϊόντος 

β-actin 

X89920 

FW    5’ CGACATCCGTAAGGACCTGT 3’ 
206 bp 

RV    5’ ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 3’ 

EF1α 

AF184170 

FW    5’ TCAAGGCATGGAAGGTTGAG 3’ 
152 bp 

RV    5’ AGTTCCAATACCGCCGAT 3’ 

RPS18 

AM490061 

FW    5’ AGGGTGTTGGCAGACGTTAC 3’ 
197 bp 

RV    5’ CAGGACCTGGCTGTATTTGC 3’  

TubA 

AY326430 

FW    5’ AGGTGGGCATCAACTACCAG 3’ 
195 bp 

RV    5’ CACCCTCTTCCATACCCTCA 3’ 

GAPDH 

DQ641630 

FW    5’ ATCACTGCCACCCAGAAGAC 3’ 
192 bp 

RV    5’ GTCAACCACTGACACGTTGG 3’ 

Pepsin 

EU163284 

FW    5’ CGTCGTGCCTGTCTTCTACA 3’ 
194 bp 

RV    5’ CGCTGTCCATGCTAATCTGA 3’ 

CHTRI FW    5’ CTAACTGCAATGTGCGAGCC 3’ 105 bp 
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DQ443541 RV    5’ GAAGTGTGGGGCAAAGCACA 3’ 

CHTRII 

DQ443542 

FW    5’ GAACCTGCACTCCCACCATG 3’ 
111 bp 

RV    5’ CTGGAAGCTGTCCTGTCGGA 3’ 

TRPII 

DQ443543 

FW    5’ ACGGATGTGCTGAGAGGGAC 3’ 
129 bp 

RV    5’ GATGACGTGCTGCTTACATGG 3’ 

 

 

Πίνακας 2.2 Αναλυτική παρουσίαση της απόδοσης της αντίδρασης ανά ιστό και ζεύγος 

εκκινητών 

 EF1a b-

actin 

TubA GAPDH RPS18 CHTRI  CHTRII  TRPII  Pepsinogen 

S 93,95 104,92 112,71 115,90 98,12 133,32 147,70 152,71 101,62 

PC 109,64 106,01 103,40 103,27 98,33 100,69 101,65 93,82 - 

PI 115,01 111,98 123,97 129,57 111,02 93,87 106,27 98,49 - 

L 106,44 100,43 111,43 112,16 98,06 97,69 98,02 101,23 - 

 

 

∆εδοµένης της απόδοσης της αντίδρασης για κάθε ιστό και γονίδιο, χρησιµοποιήθηκε η 

συγκριτική µέθοδος (comparative ct method) για τον προσδιορισµό της ποσότητας του 

mRNA-στόχου (Čikoš et al. 2007), στην οποία το ct προσδιοριζόταν στο ίδιο επίπεδο 

φθορισµού για όλα τα δείγµατα στην εκθετική φάση της αντίδρασης. Η αρχική ποσότητα 

του mRNA-στόχου είναι ανάλογη του φθορισµού στην αρχή της αντίδρασης και 

προσδιορίζεται σύµφωνα µε τον τύπο:  

 

R0= 1/(E+1)ct 

 

όπου  

R0, τα επίπεδα φθορισµού στην έναρξη της αντίδρασης, ανάλογα µε την αρχική ποσότητα 

του mRNA-στόχου,  

Ε, η απόδοση της αντίδρασης, και 

Ct, ο αριθµός κύκλων αντίδρασης για ένα συγκεκριµένο επίπεδο φθορισµού στην εκθετική 

φάση της αντίδρασης.  
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• Γονίδια αναφοράς- υπολογισµός παράγοντα κανονικοποίησης 

Στην παρούσα εργασία µε την µέθοδο της Real-time PCR µελετήθηκαν τα εξής πέντε 

γονίδια αναφοράς: 

• EF1a 

• b-actin 

• TubA 

• RPS18 

• GAPDH 

 

Η σταθερότητα έκφρασης των γονιδίων-αναφοράς (M) υπολογίστηκε µε το geNorm, και 

τα γονίδια κατατάχθηκαν κατά σειρά αυξανόµενης σταθερότητας. Το geNorm 

προσδιορίζει τη σταθερότητα στην έκφραση κάθε γονιδίου και υπολογίζει τελικά τη 

σταθερότητα όλων των γονιδίων βασιζόµενο στην οµοιότητα που παρουσιάζουν τα 

πρότυπα έκφρασής τους σε κατά ζεύγη συγκρίσεις, χρησιµοποιώντας το γεωµετρικό µέσο 

ως παράγοντα κανονικοποίησης. Σε κάθε βήµα της ανάλυσης επιλέγεται και εξαιρείται το 

γονίδιο µε τη µεγαλύτερη τιµή Μ και άρα το πιο ασταθές, µέχρι να προσδιορισθούν τα δύο 

πιο σταθερά γονίδια αναφοράς (Vandesompele et al. 2002). Για τον υπολογισµό των 

επιπέδων R0 των γονιδίων αναφοράς χρησιµοποιήθηκε η συγκριτική µέθοδος (comparative 

ct method) 

Ο παράγοντας κανονικοποίησης για κάθε δείγµα, υπολογίστηκε µε την χρήση του geNorm 

ως ο γεωµετρικός µέσος των δύο καλύτερων γονιδίων αναφοράς. Η έκφραση όλων των 

γονιδίων στόχων κανονικοποιήθηκε σύµφωνα µε αυτόν το παράγοντα κανονικοποίησης: 

Κανονικοποιηµένη έκφραση= έκφραση του γονιδίου/ παράγοντα κανονικοποίησης. 

 

 

• Γονίδια στόχοι 

Τα γονίδια –στόχοι που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία, καθώς και οι ιστοί στους 

οποίους µελετήθηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πινακας 2.3. 

Ιστός Γονίδια-στόχοι που µελετήθηκαν 

Ήπαρ Χυµοθρυψινογόνο Ι (CHTRI)και ΙΙ(CHTRII) , θρυψινογόνο ΙΙ(TRPII) 

Πυλωρικά 

τυφλά 

Χυµοθρυψινογόνο Ι (CHTRI)και ΙΙ(CHTRII) , θρυψινογόνο ΙΙ(TRPII) 

Οπίσθιο έντερο Χυµοθρυψινογόνο Ι (CHTRI)και ΙΙ(CHTRII) , θρυψινογόνο ΙΙ(TRPII) 

Στοµάχι πεψινογόνο 

 

  

 

2.5 Στατιστική ανάλυση 

 

Οι τιµές της κανονικοποιηµένης έκφρασης υποβλήθηκαν σε arcsive transformation και στη 

συνέχεια εξετάστηκε η επίδραση του χρόνου και της δόσης της αυξητικής ορµόνης µε 

two-way ANOVA 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Γονίδια αναφοράς 

 

Με τις µεθόδους που περιγράφηκαν στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι» συγκρίθηκαν τα 

πέντε γονίδια αναφοράς (EF1a,b-actin, TubA , RPS18,GAPDH) και επιλέγηκαν τα δύο 

καλύτερα : ο EF1a και το RPS18 (Σχήµα 3.1). 

Average expression stability values of remaining control genes
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Σχήµα 3.1. Μέσες τιµές σταθερότητας (Μ) των γονιδίων αναφοράς που µελετήθηκαν 

 

 

• Έκφραση του πεψινογόνου στο στοµάχι  

Η χορήγηση oGH είχε σηµαντική επίδραση (Ρ=0,005) στην έκφραση του πεψινογόνου στο 

στοµάχι (Σχήµα 3.2). Τις ηµέρες 1 και 2 µετά τη χορήγηση της ορµόνης, παρατηρήθηκε 

στατιστικώς σηµαντικά αυξηµένη έκφραση στις οµάδες Β και Γ, στις οποίες χορηγήθηκε 

1,0 και 10.0 µg oGH/g σωµατικού βάρους. Καµία επίδραση δεν παρατηρήθηκε στην 

οµάδα Α. Η έκφραση του πεψινογόνου δε διέφερε στατιστικώς σηµαντικά στην οµάδα Ο 

στις ηµέρες δειγµατοληψίας.  
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• Έκφραση των πρωτεασών στο ήπαρ  

Η χορήγηση oGH είχε σηµαντική επίδραση (Ρ<0,005) στην έκφραση του 

χυµοθρυψινογόνου ΙI (CHTRII) στο ήπαρ σε αντίθεση µε την επίδραση στην έκφραση του 

χυµοθρυψινογόνου Ι (CHTRI) και του θρυψινογόνου ΙΙ (ΤRPII). Τις ηµέρες 2 ,4 και 7 

µετά τη χορήγηση της ορµόνης, παρατηρήθηκε στατιστικώς σηµαντικά αυξηµένη 

έκφραση στις οµάδες Α (0,1µg/g BW) και Β (1.0µg/g BW) και τις ηµέρες 1 και 7 στην 

οµάδα Γ (10.0µg/g BW) (Σχήµα 3.3). Η έκφραση του χυµοθρυψινογόνου ΙI  δε διέφερε 

στατιστικώς σηµαντικά στην οµάδα Ο στις ηµέρες δειγµατοληψίας.  

 

 

 

 

Σχήµα 3.2 Επίπεδα έκφρασης του πεψινογόνου στο στοµάχι ατόµων τσιπούρας µετά από 

χορήγηση διαφορετικών δόσεων oGH. Η αστερίσκοι δηλώνουν στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές τη συγκεκριµένη ηµέρα πειράµατος σε σχέση µε την οµάδα Ο (P<0,05). 

 

 

 

• Έκφραση των πρωτεασών στα πυλωρικά τυφλά  

Η χορήγηση oGH δεν είχε σηµαντική επίδραση (Ρ>0,005) στην έκφραση του 

χυµοθρυψινογόνου I (CHTRI), του χυµοθρυψινογόνου IΙ (CHTRΙI) και του θρυψινογόνου 

ΙΙ (ΤRPII) στα πυλωρικά τυφλά (Σχήµα 3.4).  

 

*  
*  

*  
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• Έκφραση των πρωτεασών στο οπίσθιο έντερο  

Η χορήγηση oGH δεν είχε σηµαντική επίδραση (Ρ>0,005) στην έκφραση του 

χυµοθρυψινογόνου I (CHTRI), του χυµοθρυψινογόνου IΙ (CHTRΙI) και του θρυψινογόνου 

ΙΙ(ΤRPII) στο οπίσθιο έντερο (Σχήµα 3.5). 
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Σχήµα 3.3. Επίπεδα έκφρασης του χυµοθρυψινογόνου Ι (CHTRI) και ΙΙ (CHTRII) και του 

θρυψινογόνου ΙΙ (TRPII) στο ήπαρ ατόµων τσιπούρας µετά από χορήγηση διαφορετικών 

δόσεων oGH. Οι αστερίσκοι δηλώνουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές τη συγκεκριµένη 

ηµέρα πειράµατος (P<0,05). 
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Σχήµα 3.4. Επίπεδα έκφρασης του χυµοθρυψινογόνου Ι (CHTRI) και ΙΙ (CHTRII) και του 

θρυψινογόνου ΙΙ (TRPII) στα πυλωρικά τυφλά ατόµων τσιπούρας µετά από χορήγηση 

διαφορετικών δόσεων oGH.  
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Σχήµα 3.5. Επίπεδα έκφρασης του χυµοθρυψινογόνου Ι (CHTRI) και ΙΙ (CHTRII) και του 

θρυψινογόνου ΙΙ (TRPII) στο οπίσθιο έντερο ατόµων τσιπούρας µετά από χορήγηση 

διαφορετικών δόσεων oGH.  

 

 

 

∆ιαφοροποίηση της έκφρασης των CHTRI, CHTRII και TRPII ανάµεσα  στους 

ιστούς 

 

Βάση των αποτελεσµάτων της παρούσας εργασίας και των παραπάνω σχεδιαγραµµάτων 

µπορούµε να παρατηρήσουµε την διαφορετική έκφραση των γονιδίων στόχων (CHTRI, 

CHTRII, TRPII) στους διαφορετικούς ιστούς. Το χυµοθρυψινογόνο Ι παρουσιάζει την 

µεγαλύτερη έκφραση στο ήπαρ, στη συνέχεια στο οπίσθιο έντερο, ενώ στα πυλωρικά 
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τυφλα της τσιπούρας η έκφραση του είναι πολύ µικρή. Όσον αφορά το χυµοθρυψινογόνο 

ΙΙ και σε αυτό η µεγαλύτερη έκφραση παρατηρείται στο ήπαρ, ενώ η έκφραση του στο 

οπίσθιο έντερο και τα πυλωρικά τυφλά είναι σχεδόν ίδια, σηµαντικά µικρότερη σε σχέση 

µε αύτη του ήπατος. Τέλος, η έκφραση του θρυψινογόνου ΙΙ βρισκεται στα ίδια επίπεδα µε 

αυτή του χυµοθρυψινογόνου ΙΙ στους ιστούς που εξετάσαµε. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

 Οι διαφορετικές δόσεις χορηγούµενης oGH επηρέασαν σηµαντικά την έκφραση 

των γονιδίων στόχων στο ήπαρ, κυρίως του χυµοθρυψινογόνου ΙΙ καθώς και του 

πεψινογόνου στο στοµάχι. Αντίθετα δεν επηρέασαν σηµαντικά την έκφραση των γονιδίων 

στόχων στους υπόλοιπους ιστούς που µελετήσαµε. Τα αποτελέσµατα αυτά σε συνδυασµό 

µε την παρατήρηση των Muñoz-Cueto et al. (1996) ότι η ενδογενής αυξητική ορµόνη δεν 

προσδένεται στα ενδοηπατικά κύτταρα του εξωκρινούς παγκρέατος της τσιπούρας, όπου 

και παράγονται τα ζυµογόνα των πεπτικών πρωτεασών, υποδηλώνουν µια έµµεση 

επίδραση της oGH στην έκφραση των ζυµογόνων. ∆εδοµένου ότι το πάγκρεας στην 

τσιπούρα αποτελεί ένα έντονα διάχυτο όργανο (Cataldi et al., 1987; Muñoz-Cueto et al., 

1996), η παρατηρούµενη επίδραση της αυξητικής ορµόνης στην παραγωγή των 

ζυµογόνων, αποκλειστικά στην ηπατική περιοχή, µπορεί να είναι αποτέλεσµα 

διαφορετικών ρυθµών µεταγωγής του σήµατος για την έναρξη της µεταγραφής τους, µετά 

την εξάντληση των εκκρινόµενων ζυµογόνων από τα παγκρεατικά κύτταρα στην περιοχή 

των πυλωρικών τυφλών  (Kurokawa & Suzuki, 1995). 

  Ο χρόνος είχε σηµαντική επίδραση µόνο στην έκφραση του πεψινογόνου στο 

στοµάχι και του χυµοθρυψινογόνου ΙΙ στο ήπαρ. Στην περίπτωση του πεψινογόνου η 

επίδραση εντοπίζεται τις ηµέρες 1 και 2 µετά τη χορήγηση της oGH  ενώ η έκφραση του 

χυµοθρυψινογόνου ΙΙ στο ήπαρ εµφάνισε υψηλές τιµές ακόµα και 7 ηµέρες µετά τη 

χορήγηση. Οι Sun & Farmanfarmaian (1992) υποστηρίζουν την ύπαρξη βραχυχρόνιων 

φυσιολογικών αντιδράσεων των οργανισµών στη χορήγηση εξωγενούς αυξητικής 

ορµόνης, ενώ οι Leedom et al. (2002) αναφέρουν ότι η χορήγηση αυξητικής ορµόνης σε 

διάλυµα NaCl δρα άπαξ και η επίδραση της εξαλείφεται εντός µερικών ωρών. Ακόµη, 

υποστηρίζουν ότι η εξάρτηση των αποτελεσµάτων από το χρόνο είναι σηµαντικότερη της 

εξάρτησης από τη χορηγούµενη δόση αυξητικής ορµόνης, η οποία, παρόλα αυτά, δε 

φαίνεται να ενισχύει τα αυξητικά φαινόµενα σε δόσεις µεγαλύτερες των 5 µg/g σωµατικού 

βάρους. 

Τα επίπεδα έκφρασης των τριών ζυµογόνων που µελετήθηκαν διέφεραν σηµαντικά 

ανάµεσα στα επιµέρους εντερικά τµήµατα.  

 Τα παρόντα αποτελέσµατα υποδεικνύουν την ύπαρξη σχέσεων µεταξύ της πέψης 

των πρωτεϊνών και της κεντρικής ορµονικής ρύθµισης, ενώ, από όσο είµαστε σε θέση να 



[27] 
 

γνωρίζουµε, αυτή αποτελεί και την πρώτη αναφορά επίδρασης της αυξητικής ορµόνης 

στην έκφραση οποιουδήποτε πεπτικού ενζύµου. Η ρύθµιση της µεταγραφής των γονιδίων 

θρυψίνης και χυµοθρυψίνης φαίνεται ότι πραγµατοποιείται µε διαφορετικό τρόπο και η 

έλλειψη άµεσης συσχέτισης της έκφρασης του χυµοθρυψινογόνου Ι µε τις αντίστοιχες 

ενζυµικές δραστικότητες κατά µήκος του εντέρου, ίσως µπορεί να αποδοθεί στα ενδιάµεσα 

στάδια µετα-µεταγραφικής, µεταφραστικής και αποθηκευτικής ρύθµισης στην έκκριση 

των ζυµογόνων, καθώς επίσης και στην έλλειψη υψηλής εξειδίκευσης των υποστρωµάτων 

που χρησιµοποιούνται για τον προσδιορισµό των επιπέδων δραστικότητας.  
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