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Περίληψη

Τα gram αρνητικά βακτήρια χρησιμοποιούν ένα εξειδικευμένο σύστημα
μεταφοράς των μολυσματικών πρωτεϊνών τους με στόχο τα ευκαρυωτικά
κύτταρα. Το σύστημα αυτό έχει ονομαστεί Τύπου ΙΙΙ. Η στρατηγική των
βακτηρίων είναι κοινή είτε στοχεύουν φυτικά είτε ζωικά κύτταρα. Στην
παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή μελετήθηκαν οι μολυσματικoί
παράγοντες AvrPphB και AvrPphF από την Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola. Οι πρωτεϊνες κλωνοποιήθηκαν σε φορέα έκφρασης με
ετικέτα έξι ιστιδινών και έγιναν προσπάθειες καθαρισμού τους. Στην
περίπτωση της AvrPphB τα δύο σημειακά μεταλλάγματα G63A και
G63E που μελετήθηκαν έδειξαν ότι πρωτεολύονται όπως και η αγρίου
τύπου πρωτεϊνη. Στην περίπτωση του μολυσματικού παράγοντα
AvrPphF, τα δύο ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης του οπερονίου του
θυμίζουν την στρατηγική τσαπερόνης- μολυσματικής πρωτεϊνης που
χρησιμοποιούν κατά κανόνα τα ζωικά παθογόνα βακτήρια. In silico
μελέτες προβλέπουν όμοια δευτεροταγή δομή του ORF1 με τις
τσαπερόνες του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ, ενώ κατασκευάζεται
ομόλογο μοντέλο στον χώρο με βάση την μήτρα της CesT (type III
chaperone από την EPEC E.coli). Από την άλλη, πειράματα
συνκαθαρισμού δείχνουν το ORF1 να αλληλεπιδρά με το αμινοτελικό
άκρο του ORF2, υποστηρίζοντας επίσης αυτή την θεώρηση.

Abstract

Gram negative bacteria use a highly sophisticated secretion system for
protein delivery into the eukaryotic host cells, the type III secretion
system. The strategy they use is conserved among plant and animal
pathogens. In this thesis the studies of the type III effectors AvrPphB
and AvrPphF from Pseudomonas syringae pv. phaseolicola are
demonstrated. The proteins were cloned to expression vectors carrying
a 6-His tag and purification experiments took place. The two site-
directed mutants of AvrPphB G63A and G63E show proteolytic
cleavage like the wild type protein. In the case of AvrPphF, the two
open reading frames that constitute its operon suggest the common
strategy of animal pathogens of a type III chaperone and its cognate
effector. In silico studies predict a type III chaperon like secondary
structure for ORF1 and produce a homology model based on CesT
template (type III chaperone from EPEC E.coli). Co- purification
experiments also suggest interaction between ORF1 and the
aminoterminal part of ORF2.
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Εισαγωγή

αρχιτεκτονική του κυτταρικού φακέλου των Gram
αρνητικών βακτηρίων υπαγορεύει την διάβαση πολλών
φραγμών αν οι πρωτεΐνες προορίζονται για εξαγωγή. Οι
φραγμοί αυτοί είναι η εσωτερική μεμβράνη, ο
περιπλασμικός χώρος, το στρώμα της πεπτιδογλυκάνης και
τελικώς η εξωτερική μεμβράνη. Γι’ αυτό τα Gram αρνητικά
βακτήρια έχουν εξελίσσει ποικίλους μηχανισμούς για να
μεταφέρουν πρωτεΐνες από το κυτόπλασμα στο εξωτερικό
περιβάλλον (Pugsley, 1993). Στον μηχανισμό τύπου Ι η
έκκριση είναι διαδικασία ενός σταδίου διαμέσου και των δύο
μεμβρανών του βακτηρίου ενώ τα υποστρώματα διαθέτουν
ένα μη αποκοπτόμενο πεπτιδικό σινιάλο στο καρβοξυτελικό
τους άκρο. Στον μηχανισμό τύπου ΙΙ χρησιμοποιείται το sec-
εξαρτώμενο μονοπάτι για την διάβαση της εσωτερικής
μεμβράνης ακολουθούμενο από ένα δεύτερο εκκριτικό
σύστημα στην εξωτερική μεμβράνη. Τα υποστρώματα εδώ
διαθέτουν ένα αποκοπτόμενο πεπτιδικό-σινιάλο στο
αμινοτελικό τους άκρο. Η ανακάλυψη ομόλογων
αλληλουχιών μεταξύ πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην
έκκριση παραγόντων μολυσματικότητας (virulence) σε
ποικίλα βακτηριακά παθογόνα και πρωτεϊνών που
εμπλέκονται στην εξαγωγή συστατικών του μαστιγίου
προτάσσει την ύπαρξη ενός κοινού μονοπατιού έκκρισης
που ονομάζεται τύπου ΙΙΙ (Michies et al., 1991). Το
εκκριτικό σύστημα πρωτεϊνών τύπου ΙΙΙ, εξελίχτηκε για να
παραδίδει πρωτεΐνες από το βακτηριακό κυτόπλασμα σε
αυτό του ξενιστή κυττάρου. Το σύστημα είναι κοινό στα
παθογόνα βακτήρια των φυτικών και ζωικών οργανισμών.
Απαρτιζόμενο από περισσότερες από 20 πρωτεΐνες το τύπου
ΙΙΙ σύστημα είναι το πιο περίπλοκο σύστημα από όλα τα
γνωστά εκκριτικά συστήματα στα gram αρνητικά βακτήρια.
Παρουσιάζουν δε, τα συστήματα αυτά τρία χαρακτηριστικά:
ι) οι προς εξαγωγή πρωτεΐνες δεν διαθέτουν αποκοπτόμενο
σινιάλο ιι) απαιτούνται προσαρμοσμένες βοηθητικές
πρωτεΐνες (τσαπερόνες) για πολλές από τις προς εξαγωγή
πρωτεΐνες και ιιι) απαιτείται επαφή με το κύτταρο ξενιστή
για πλήρη ενεργοποίηση του μονοπατιού έκκρισης. Για
έκκριση μέσω αυτού του συστήματος απαιτείται ένας
πρωτεϊνικός δακτύλιος στην εσωτερική μεμβράνη που δρα
σαν άγκυρα. Πάνω από τον εσωτερικό δακτύλιο βρίσκεται
ένα κανάλι που διαπερνά τον περιπλασμικό χώρο και την
εξωτερική μεμβράνη. Στην εξωτερική επιφάνεια του
βακτηριακού κυττάρου βρίσκεται είτε μια βελονοειδής δομή
ή το νήμα του μαστιγίου. Η εκκριτική συσκευή που είναι
υπεύθυνη για την καθοδήγηση της έκκρισης συνδέεται με
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 την κυτταροπλασματική επιφάνεια του εσωτερικού
δακτυλίου.

Τα Gram αρνητικά παθογόνα βακτήρια φαίνεται να
αποκτούν το σύστημα μεταφοράς τύπου ΙΙΙ μέσω
μηχανισμού οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων. Η υπόθεση
αυτή στηρίζεται στην παρατήρηση ότι τα συστήματα τύπου
ΙΙΙ συχνά κωδικοποιούνται από επιπρόσθετα χρωμοσωμικά
στοιχεία ή από νησίδες παθογένειας (pathogenicity islands).
Οι νησίδες αυτές είναι τμήματα χρωμοσωμικού DNA που
απουσιάζουν από τα συγγενικά μη παθογόνα βακτήρια
(Groisman & Ochman, 1996), έχουν δε, συχνά περιεχόμενο
σε GC που αποκλίνει από αυτό του χρωμοσώματος του
οργανισμού ξενιστή, και συνήθως οριοθετούνται από
υπολείμματα αλληλουχιών ένθεσης, γονίδια βακτηριοφάγων
ή μεταθετά στοιχεία.

Βακτηριακές επινοήσεις για μεταφορά πρωτεϊνών σε ευκαρυωτικά
κύτταρα.

Η πρώτη επαφή των φυτοπαθογόνων βακτηρίων με τον ξενιστή τους

Το επιφυτικό (σαπροφυτικό) στάδιο ζωής των φυτοπαθογόνων βακτηρίων
συχνά προηγείται της εισόδου στο φυτό ξενιστή και στην πρόκληση της
ασθένειας. Για παράδειγμα, φυτοπαθογόνα βακτήρια των γενών Pseudomonas
και Xanthomonas αποικούν τις επιφάνειες των φύλλων και φτάνουν πυκνούς
βακτηριακούς πληθυσμούς χωρίς να προκαλούν ασθένεια. Κάτω από τις
κατάλληλες περιβαλλοντικές συνθήκες, τα βακτήρια εισέρχονται στο
μεσόφυλλο μέσα από τα φυσικά ανοίγματα των στομάτων ή από πληγές στην
επιφάνεια του φύλλου, κάνοντας έτσι την πρώτη επαφή με τα εσωτερικά
κύτταρα του ξενιστή. Τα φυτοπαθογόνα βακτήρια πολλαπλασιάζονται στον
εξωκυττάριο χώρο (αποπλάστης) των φυτικών κυττάρων και παραμένουν
εξωκυττάρια. Αυτό βρίσκεται σε αντίθεση με πολλά ζωικά παθογόνα βακτήρια
που εισχωρούν στα κύτταρα του ξενιστή και πολλαπλασιάζονται ενδοκυτταρικά
(Staskawicz et al., 2001).

Δομή του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ

Οι πρωτεινες που αποτελούν το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ από τα
φυτικά παθογόνα είναι περισσότερο συγγενικές με αυτές του μηχανισμού του
μαστιγίου από ότι οι ισοδύναμες των ζωικών παθογόνων. Είναι πιθανό, λοιπόν,
η εμφάνιση του να έλαβε χώρα πρώτα στα φυτοπαθογόνα βακτήρια (Galan &
Collmer, 1999).

Όλα τα εκκριτικά συστήματα τύπου ΙΙΙ των ζωικών και φυτικών
παθογόνων βακτηρίων έχουν από κοινού έναν αριθμό κύριων δομικών
συστατικών που είναι συντηρημένα (Hueck, 1998). Αυτά τα συστατικά μπορούν
να διαχωριστούν σε δύο ομάδες. Στην πρώτη ομάδα ανήκουν οι προβλεπόμενες
εξωτερικές πρωτεΐνες της μεμβράνης, συμπεριλαμβανομένου και μιας
πρωτεΐνης που παρουσιάζει αλληλουχική ομοιότητα με μια οικογένεια
μεταφορικών πρωτεϊνών καθώς και λιγότερες συντηρημένες λιποπρωτεΐνες. Η
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άλλη ομάδα αποτελείται από πολλές πρωτεΐνες πλήρους ενσωμάτωσης στην
μεμβράνη που παρουσιάζουν ομοιότητες με τη συσκευή εξαγωγής του
μαστιγίου. Η υπερμοριακή δομή που συνδέεται με το τύπου ΙΙΙ σύστημα
μεταφοράς της Salmonella typhimurium απομονώθηκε και απεικονίστηκε με
την βοήθεια του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου (Kubori et al., 1998). Αυτή η
δομή, που ονομάζεται σύμπλοκο βελόνας (needle complex), εκτείνεται στην
εσωτερική και εξωτερική μεμβράνη του βακτηριακού φακέλου. Το σύμπλοκο
βελόνας είναι μια μακριά άδεια δομή σχεδόν 120 nm και συντίθεται από δύο
κύριες υποδομές. Σε αντίθεση με το σύμπλοκο βελόνας, μερικά τύπου ΙΙΙ
συστήματα διαθέτουν άλλες υπερμοριακές δομές που δύναται να λειτουργούν
για την παράδοση πρωτεϊνών στο κύτταρο του ξενιστή (Ginocchio C. et al.,
1994, Knutton et al., 1998). Αυτές είναι δομές αποτελούμενες από πρωτεΐνες
που εκκρίνονται μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ. Οι πρωτεΐνες αυτές
συναρμολογούνται στην επιφάνεια του βακτηριακού κυττάρου κατόπιν επαφής
με το κύτταρο ξενιστή. Διαφέρουν μεταξύ διαφορετικών παθογόνων. Για
παράδειγμα η S. typhimurium και η εντεροπαθογόνος Escherichia coli
παράγουν νηματοειδείς κατασκευές περίπου 50nm σε διάμετρο που
γεφυρώνουν τα βακτήρια και το κύτταρο του ξενιστή (Ginocchio et al.,
Knutton et al., 1998). Σε αντίθεση η P. syringae παράγει ένα λεπτότερο (6-
8nm σε διάμετρο) σωληνίσκο που ίσως διαπερνά το κυτταρικό τοίχωμα του
φυτικού κυττάρου (Roine et al., 1997).

Οι δομικές διαφορές που υπάρχουν σε αυτές τις κατασκευές μεταξύ των
ζωικών και φυτικών παθογόνων βακτηρίων αντανακλά την διαφορετική
κυτταρική οργάνωση των ζωικών και φυτικών οργανισμών στους οποίους
παρασιτούν. Η P. aeruginosa στέλεχος PA14 όμως δεν είναι μόνο ένα
ανθρώπινο ευκαιριακό παθογόνο αλλά είναι ικανό να προκαλέσει ασθένεια και
σε φυτά Arabidopsis  (Plotnikova et al., 2000).  Αυτό το παθογόνο έχει οπλιστεί
με την ικανότητα να αποικεί επιφάνειες και ζωικών και φυτικών κυττάρων και
να αποφεύγει τα διαφορετικά συστήματα εποπτείας των τόσο εξελικτικά
απομακρυσμένων ξενιστών του.

Γονιδιακή οργάνωση του συστήματος τύπου ΙΙΙ.

Στα φυτοπαθογόνα βακτήρια ο κύριος γενετικός τόπος που επάγεται για
την παραγωγή της εκκριτικής συσκευής τύπου ΙΙΙ ονομάζεται hrp (Alfano &
Collmer, 1997). O τόπος αυτός αποτελείται από μία δέσμη γονιδίων.
Μεταλλαγές σε αυτά τα γονίδια επηρεάζουν όχι μόνο την επαγωγή της τοπικής
αντίστασης των φυτών στην ασθένεια (hypersensitive response) αλλά και την
βακτηριακή παθογένεια (pathogenicity). Ένας μεγάλος αριθμός αυτών των
γονιδίων είναι υψηλά συντηρημένος όχι μόνο μεταξύ των φυτοπαθογόνων αλλά
και μεταξύ των ζωικών παθογόνων βακτηρίων, όπως την Yersinia, την
Salmonella και την Shigella. Αυτά χαρακτηρίζονται σαν γονίδια hrc (HR
conserved). Γενικά αυτές οι δέσμες γονιδίων εντοπίζονται χρωμοσωμικά στα
φυτικά παθογόνα, αλλά στο Ralstonia solanacearum εντοπίζονται σε ένα
γιγάντιο πλασμίδιο 2100 kb (Boucher et al., 1986), ενώ στην Erwinia herbicola
pv. gypsophilae εντοπίζονται σε ένα πλασμίδιο 150kb ονομαζόμενο pPATH
(Nizan et al., 1997).

Οι hrp δέσμες γονιδίων των φυτικών παθογόνων χωρίζονται σε δύο
κατηγορίες, με βάση την συντήρηση των αλληλουχιών: στην ομάδα Ι ανήκουν η
Erwinia amylovora (Bogdanove et al., 1996b), Erwinia chrysanthemi (Kim et
al., 1998) και η P. syringae και στην ομάδα ΙΙ οι Ralstonia solanacearum και
Xanthomonas campestris. Η ρύθμιση της έκφρασης των hrp διαφέρει μεταξύ
των δύο ομάδων. Στην ομάδα Ι η έκφραση ελέγχεται από την πρωτεΐνη HrpL,
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ένα μέλος της υποοικογένειας ECF (extracytoplasmic function) των
παραγόντων σίγμα (Wei & Beer, 1995), ενώ στην ομάδα ΙΙ, οι ρυθμιστικές
πρωτεΐνες HrpX και HrpG στην X. campestris και η HrpB στην R.
solanacearum φαίνεται να δρουν σαν ανιχνευτές (sensors) και πρωτεΐνες
αντίδρασης (response regulators), αντίστοιχα, για ένα σύστημα ανίχνευσης δύο
συστατικών (two-component system) τύπου AraC (Wangelnik & Bonas, 1996).

Εκκρινόμενες πρωτεΐνες

Τα συστήματα έκκρισης τύπου ΙΙΙ των ζωικών και φυτικών παθογόνων
gram αρνητικών βακτηρίων εξελίχτηκαν για να παραδίδουν στο κύτταρο του
ξενιστή μια σειρά μολυσματικών πρωτεϊνών που έχουν την ικανότητα να
διεγείρουν αντιδράσεις άμυνας ή να παρεμβαίνουν με άλλους άγνωστους
τρόπους στις κυτταρικές λειτουργίες του ξενιστή ή και τα δύο.

Στα φυτικά παθογόνα οι πρωτεΐνες μολυσματικότητας έχουν
διαφορετικές δράσεις. Οι δράσεις αυτές εξαρτώνται από το αν το φυτό ανέχεται
την βακτηριακή μόλυνση ή δεν την ανέχεται, οπότε καθιστά το παθογόνο μη
μολυσματικό. Στα ανθεκτικά φυτά, οι μολυσματικές πρωτεΐνες που
μεταφέρονται μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ προκαλούν μια αμυντική
αντίδραση γνωστή ως αντίδραση υπερευαισθησίας (Hypersensitive Response,
HR), η οποία χαρακτηρίζεται από μια γρήγορη (≈ 24ωρη) επαγωγή
προγραμματισμένου θανάτου στα φυτικά κύτταρα που είναι σε επαφή με το
παθογόνο (Alfano & Collmer, 1996). Σε αντίθεση, σε μη ανθεκτικούς ξενιστές
τα ίδια παθογόνα συνεχίζουν να αυξάνονται και να διαδίδονται στον
ενδοκυττάριο χώρο του μολυσμένου οργάνου για αρκετές μέρες πριν την
παραγωγή ορατών συμπτωμάτων της ασθένειας. Με αυτόν τον τρόπο τα gram
αρνητικά βακτήρια του γένους Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, και
Ralstonia δημιουργούν νεκρωτικές κηλίδες, μαρασμό και νεκρές περιοχές στα
περισσότερα καλλιεργούμενα φυτά. Πίσω από αυτές τις διαφορετικές ασθένειες
βρίσκεται η ικανότητα του συστήματος μεταφοράς τύπου ΙΙΙ να εκκρίνει
μολυσματικές πρωτεΐνες μέσα στα φυτικά κύτταρα (Alfano & Collmer, 1996).

Οι μολυσματικές πρωτεΐνες κωδικοποιούνται από γονίδια hop (hrp-
dependent outer proteins) ή avr (avirulence). Τα avr ονομάζονται έτσι γιατί
μπορούν να προδίδουν το παράσιτο στο σύστημα επίβλεψης των γονιδίων
ανθεκτικότητας (R, resistance) του φυτού, γεγονός που προκαλεί την αντίδραση
υπερευαισθησίας και καθιστά το παράσιτο μη μολυσματικό (Alfano & Collmer,
1996). Φυτά που περιέχουν πολλά R γονίδια, τα προϊόντα των οποίων
αντιδρούν με τα προϊόντα των avr γονιδίων με λειτουργική αντιστοιχία «γονίδιο
προς γονίδιο» (gene – to – gene), έχει σαν αποτέλεσμα την ανίχνευση των
περισσότερων πιθανών παθογόνων από αυτά. Η πρωταρχική λειτουργία των
γονιδίων avr είναι η προαγωγή του παρασιτισμού. Μεταλλαγμένοι φαινότυποι
αποκάλυψαν ότι περίπου το ένα τρίτο από περισσότερα από τα 40 γονίδια avr
που κλωνοποιήθηκαν από την P. syringae και την X. campestris δίνουν
ποσοτική συνεισφορά στην μολυσματικότητα των παθογόνων σε ορισμένους μη
ανεκτικούς ξενιστές (Alfano & Collmer, 1996, Leach & White , 1996, Baker et
al., 1997).

Συγγενικές Avr πρωτεινες μπορεί να δρουν σε διαφορετικά γένη φυτικών
παθογόνων. Η DspE της Erwinia amylovora είναι ομόλογη με την AvrE της P.
syringae, και τα αντίστοιχα γονίδια μπορούν λειτουργικά να ανταλλαχθούν
(Gaudriault et al., 1997). Ομοίως το σύστημα έκκρισης τύπου ΙΙΙ της E.
chrysanthemi όταν εκφράζεται σε E.coli μπορεί να παραδώσει Avr σινιάλα της
P. syringae σε φυτικά κύτταρα (Ham et al., 1998). Η ικανότητα των Avr



 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1   Εισαγωγή 10

πρωτεϊνών να μεταφέρονται από το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ των βακτηρίων
άλλων γενών ίσως είναι βιολογικά σημαντικό, γιατί πολλά avr γονίδια
συνδέονται με μεταθετά στοιχεία (Collmer, 1998, Kim et al., 1998).

Δεν υπάρχουν άμεσα καταδεικτικά πειράματα για την μεταφορά των Avr
πρωτεϊνών διά του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ. Παρόλα αυτά υπάρχουν
σαφείς ενδείξεις της δράσης τους στο εσωτερικό των φυτικών κυττάρων. Για
παράδειγμα, ι) η αμινοξική αλληλουχία των R πρωτεϊνών που αναμένεται να
αλληλεπιδρά με τις Avr πρωτεΐνες προβλέπεται βάση της αλληλουχίας της να
είναι ενδοκυτταρικά εντοπισμένη, ιι) πολλές Avr πρωτεΐνες προκαλούν μια
εξαρτώμενη από το R γονίδιο αντίδραση υπερευαισθησίας όταν παράγονται από
το ίδιο το φυτικό κύτταρο, ιιι) μια φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ της AvrPto
και της αντίστοιχης R πρωτεΐνης έχει καταδειχτεί, ιν) επιπρόσθετα, για την
ικανότητα της AvrBs3 να προκαλέσει HR, απαραίτητο είναι το σινιάλο
πυρηνικού εντοπισμού που αυτή διαθέτει (Bonas & Van den Ackerveken,
1997)  και τέλος ν) H AvrRpt2 πρωτεΐνη της P. syringae κόβεται ειδικά στο
αμινοτελικό άκρο κατά την διάρκεια της μόλυνσης. Αυτή η επεξεργασία
συμβαίνει στον ξενιστή και είναι εξαρτώμενη από το μονοπάτι έκκρισης τύπου
ΙΙΙ, γεγονός που δηλώνει ότι η πρωτεόλυση λαμβάνει χώρα μετά την μεταφορά
στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή (Kjemtrup S. et al., 2000).

Επιπλέον εκτός από τις Avr πρωτεΐνες το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ
εκκρίνει μια ακόμα τάξη πρωτεϊνών με το όνομα χαρπίνες (Wei et al., 1992,
Alfano & Collmer, 1997). Αυτές είναι πλούσιες σε γλυκίνη, άνευ κυστεϊνών,
θερμικά σταθερές πρωτεΐνες που μπορούν να προκαλέσουν την αντίδραση
υπερευαισθησίας αν προστεθούν εξωγενώς. Αντίθετα προς τις Avr πρωτεΐνες που
χρειάζεται να παραδοθούν στο εσωτερικό των φυτικών κυττάρων, οι χαρπίνες
μπορούν να προκαλέσουν HR όταν μεταφέρονται στην επιφάνεια των φυτικών
κυττάρων. Μια δεύτερη χαρπίνη με το όνομα HrpW, η οποία περιλαμβάνει μια
καρβοξυτελική περιοχή που παρουσιάζει ομολογία με μια τάξη λυασών του
πολυγακακτουρονικού οξέως, έχει ταυτοποιηθεί στην E. amylovora (Gaudriault
et al., 1998). Έχει δηλωθεί ότι οι καρβοξυτελικές περιοχές των πρωτεϊνών
αυτών ίσως εμπλέκονται στη στόχευση στο φυτικό κυτταρικό τοίχωμα.

Η μεταφορά πρωτεϊνών που εκκρίνονται από το σύστημα τύπου ΙΙΙ εντός
του ξενιστή κυττάρου απαιτεί πολλές επιπρόσθετες πρωτεΐνες που ταξιδεύουν
μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ στην επιφάνεια του βακτηριακού κυττάρου για
την ανίχνευση της επαφής με τον ξενιστή και την προαγωγή της μεταφοράς διά
της μεμβράνης του ξενιστή (ρεφ ριβιου)

Αναγνώριση υποστρώματος και παράδοση μέσα στο κύτταρο του ξενιστή

Οι πρωτεΐνες που αποτελούν το υπόστρωμα για την μεταφορά μέσω του
συστήματος τύπου ΙΙΙ φέρουν πολλαπλά σινιάλα που τις κατευθύνουν στο
μονοπάτι έκκρισης και στον υποκυτταρικό στόχο εντός του ξενιστή.

Πειράματα που έλαβαν χώρα με τις YopE και YopN, δύο εκκρινόμενες
πρωτεΐνες από το σύστημα τύπου ΙΙΙ της Yersinia, έδειξαν ότι τα πρώτα 15
περίπου αμινοξέα αυτών των πρωτεϊνών είναι αρκετά για να κατευθύνουν την
έκκριση μιας ετερόλογης πρωτεΐνης (Cornelis et al., 1998). Μια
προσεχτικότερη εξέταση κατέδειξε ότι το σινιάλο έκκρισης οφείλεται στην δομή
του mRNA, μιας και μεταλλαγές όπου μετατοπίζεται το πλαίσιο ανάγνωσης του
υποτιθέμενου σινιάλου έκκρισης, δίνοντας τελείως διαφορετικό πολυπεπτίδιο,
ακόμα εκκρίνονταν μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ (Anderson & Schneewind,
1997). Η θέση αυτή αμφισβητείται έντονα αφού σιωπηρές μεταλλαγές, που θα
κατάστρεφαν το σινιάλο έκκρισης αλλάζοντας τα νουκλεοτίδια στο mRNA αλλά
όχι τελικά στο παραγόμενο πεπτίδιο, μπορούν ακόμη να εκκριθούν από το
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σύστημα τύπου ΙΙΙ. Αμφισβητείται δε και το
γεγονός ότι ένας μηχανισμός που θα έκκρινε
πολυπεπτίδια θέλοντας να πετύχει γρήγορη
παράδοση των μολυσματικών του στοιχείων δεν
θα παρήγαγε την ώρα που μόλυνε τον ξενιστή
αλλά θα είχε έτοιμο το οπλοστάσιο του (Lloyd et
al., 2001). Αντί αυτού υποστηρίζεται ότι το
σινιάλο βρίσκεται στο αμινοτελικό άκρο της
πρωτεΐνης και αποτελείται κυρίως από
αμφιπαθική αλληλουχία. Σε αυτό το
χαρακτηριστικό καθώς και στην έλλειψη
καταλοίπων ασπαρτικού και γλουταμικού οξέως
στηρίχτηκαν οι Petnicki-Ocwieja et al., (2002)
για να ψαρέψουν υποθετικά ανοιχτά πλαίσια
διαβάσματος από το γένωμα της P. syringae pv.
tomato DC3000. Από την άλλη μεριά, ο
μεγάλος κυτταροπλασματικός δακτύλιος (C-
ring) του μαστιγίου έχει την δυνατότητα να
προσαρμόζει τρία ριβοσώματα, ώστε να γίνει
δυνατή η συν - έκκριση και μετάφραση των
υποστρωμάτων, (εικόνα 2) (Aldridge & Hughes,
2001). To σινιάλο έκκρισης δύο πρωτεϊνών από
το φυτικό παθογόνο P. syringae, AvrB και
AvrPto, επίσης απονέμεται στο 5’ άκρο του
mRNA του (Anderson et al,). Παρόλα αυτά,
μερικές πρωτεΐνες μπορούν να εκκριθούν από
το σύστημα τύπου ΙΙΙ μεταμεταφραστικά. Αυτός
ο διαφορετικός μηχανισμός περιλαμβάνει την
λειτουργία ειδικών τσαπερονών που
δεσμεύονται στις αντίστοιχες εκκρινόμενες
πρωτεΐνες, σε διακριτές περιοχές αυτών,
εντοπιζόμενες μεταξύ των πρώτων 100
αμινοξέων τους (Cornelis et al., 1998). Σε
αντίθεση με τις άλλες τσαπερόνες, οι
τσαπερόνες του εκκριτικού συστήματος τύπου
ΙΙΙ είναι εξιδικευμένες ως προς την δέσμευση
τους και δεν φέρουν περιοχές δέσμευσης
νουκλεοτιδίων. Παρόλο που παρουσιάζουν
μικρή ομοιότητα στην αμινοξική τους
αλληλουχία, έχουν από κοινού διακριτά
χαρακτηριστικά όπως: σχετικά μικρό μέγεθος
(15-18kD), χαμηλό ισοηλεκτρικό σημείο, και
δεσπόζουσα δευτεροταγή δομή α-έλικας. Οι
πρωτεΐνες που διαθέτουν περιοχές δέσμευσης
τσαπερονών δεν εκκρίνονται στην καλλιέργεια
ή δεν μεταφέρονται στον ξενιστή απουσία της
τσαπερόνης τους. Ποικίλες τσαπερόνες ισως
έχουν διαφορετικούς ή επικαλυπτόμενους
ρόλους σαν οδηγοί έκκρισης-μεταφοράς ή
εμποδίζουν την πρόωρη σύνδεση των προς
έκκριση πρωτεϊνών στο βακτηριακό
κυτταρόπλασμα (Anderson & Schneewind,
1997).

Η χρήση διαφορετικών ή πολλαπλών

Εικόνα 1 Προτεινόμενα μοντέλα
έκκρισης τύπου ΙΙΙ. Το κανάλι που
διαπερνά και τις δυο μεμβράνες
φαίνεται πορτοκαλί. Τα
κυτοπλασματικά συστατικά του
εκκριτικού συστήματος και η
άγκυρα της εσωτερικής μεμβράνης
παρουσιάζονται κόκκινα. Σύμφωνα
με τα πειραματικά δεδομένα
υπάρχουν τρεις μηχανισμοί με τους
οποίους εκκρίνονται οι πρωτεΐνες: a)
Ένα σινιάλο στο mRNA οδηγεί
πλησίον του εκκριτικού συστήματος
όπου λαμβάνει χώρα η μετάφραση
και η ταυτόχρονη  μεταφορά του
υποστρώματος, b) Ένα αμινοτελικό
αμινοξικό σινιάλο,  c) Ένας
μηχανισμός έκκρισης μέσω
τσαπερόνης (πράσινα τετράγωνα) που
δεσμεύει το υπόστρωμα (μπλε
κύκλοι) και βοηθά στην έκκριση του.
Συντομογραφίες: OM, εξωτερική
μεμβράνη, ΙΜ, εσωτερική μεμβράνη,
PG στρώμα πεπτιδογλυκάνης
(Aldridge & Hugues, 2001).
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μηχανισμών στόχευσης ίσως καθορίζει χρονικά την έκκριση μερικών
παραγόντων από το σύστημα τύπου ΙΙΙ και συμβάλει στην ισχυρή έκκριση
κάποιων άλλων. Έτσι πρωτεΐνες που μεταφέρονται απευθείας με την επαφή με
τον ξενιστή ίσως είναι προσχηματισμένες και χρησιμοποιείται ο μηχανισμός της
τσαπερόνης. Ενώ παράγοντες που μεταφέρονται αργότερα ίσως χρησιμοποιούν
το μονοπάτι όπου το σινιάλο έκκρισης εμπεριέχεται στο mRNA τους. H ύπαρξη
πολλών σινιάλων που έχουν να κάνουν με το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ ίσως
παρέχει την μοριακή βάση για μια τέτοια ιεραρχία στην έκκριση των
πρωτεϊνών.

Εικόνα 2 Σχηματικό διάγραμμα της δημιουργίας του μαστιγίου. Η συναρμολόγηση της δομής μπορεί να
χωριστεί σε 7 στάδια. Ι) Επιλογή της θέσης και σχηματισμός του δακτυλίου MS, II) Δημιουργία του
δακτυλίου C και της εκκριτικής μηχανής, ΙΙΙ) Σχηματισμός του σωλήνα, IV) Συναρμολόγηση των
δακτυλίων P και L, οδηγώντας στη σύνθεση του άγκιστρου, V) Τελειοποίηση του σχηματισμού του
αγκίστρου, VI) Διακόπτης ειδικότητας υποστρώματος έκκρισης σε συμφωνία με την τελειοποίηση του
αγκίστρου και VII) επιμήκυνση του μαστιγίου. Κατά το στάδιο IV η έκκριση δομικών συστατικών ή
υποστρωμάτων μπορεί να λάβει χώρα με δύο πιθανούς μηχανισμούς: ένα μοντέλο κλειστής πύλης ή ένα
μοντέλο ανοιχτής πύλης. Στο μοντέλο της κλειστής πύλης τα ριβοσώματα συνδέονται με το Flk και
έρχονται σε γειτονία με τον δακτύλιο C. Κατά την ενεργοποίηση του διακόπτη ειδικότητας υποστρώματος,
τα ριβοσώματα προχωρούν στον εσωτερικό χώρο του δακτυλίου C, όπου απευθείας μπορούν να δωρίσουν
τις αναπτυσσόμενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες στο σύμπλοκο Flik – FlhB, επιτρέποντας έτσι την σύζευξη
μετάφρασης και έκφρασης. Αυτή η διαδικασία φράζει την πύλη εξόδου, εμποδίζοντας την έκκριση άλλων
υποστρωμάτων σε λάθος χρόνο. Η έκκριση με την βοήθεια τσαπερόνης λαμβάνει χώρα έτσι ώστε το υπο
ανάπτυξη πολυπεπτίδιο δεσμεύεται πρώτα πρώτα με την τσαπερόνη και άμεσα παραχωρείται στο
σύμπλοκο Flik – FlhB. Σε κάτοψη του σταδίου V φαίνεται να επιτρέπεται η είσοδος των τσαπερονών στο
χώρο μεταξύ των ριβοσωμάτων και της εκκριτικής μηχανής. Ένα εναλλακτικό μοντέλο θα ήταν η πύλη να
παραμένει πάντα ανοιχτή. Σε αυτή την περίπτωση το Flk φέρει τα ριβοσώματα στη γειτονία της
εκκριτικής μηχανής τύπου ΙΙΙ. Μετά το πέρας της μετάφρασης το σύμπλοκο Flik – FlhB αναγνωρίζει τις
νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες επιτρέποντας την έκκριση τους. Κατά την αποπεράτωση της έκκρισης η
ριβοσωμική πύλη αναγκάζεται να ανοίξει από την τριχοειδή δράση που ασκείται λόγω των πολλών
υποστρωμάτων μέσα στο εκκριτικό κανάλι (στάδιο VII). Κατά το άνοιγμα της πύλης η υπερχείλιση των
υποστρωμάτων στο κυτταρόπλασμα μπορεί να ανιχνευθεί από τις τσαπερόνες που επάγουν την διακοπή
της έκκρισης ωσότου αυτό κρίνεται αναγκαίο. Η διαδικασία αυτή επιτρέπει στην εκκριτική μηχανή να
παραμείνει σε ετοιμότητα για την επιδιόρθωση των ζημιών του εκκριτικού συστήματος και την έναρξη της
έκκρισης πρωτεϊνών όποτε αυτό είναι απαραίτητο. Συντομογραφίες: IM, εσωτερική μεμβράνη, OM,
εξωτερική μεμβράνη, PG, στρώμα πεπτιδογλυκάνης. (Aldridge & Hughes, 2001).
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Τρόποι δράσεις των μολυσματικών πρωτεϊνών

Οι περισσότερες φυτοπαθογόνες μολυσματικές πρωτεινες δεν εμφανίζουν
ομολογία με γνωστές και υπάρχουσες πρωτεΐνες στις βάσεις δεδομένων. Ο
ρόλος τους στην μολυσματικότητα προέρχεται κυρίως από μελέτες
μεταλαγμάτων. Η μόνη πρωτεινη που παρουσιάζει σημαντική ομολογία με
γνωστές πρωτεΐνες σε μια BLAST έρευνα είναι η AvrBs2 από την X. campestris.
Αυτή η πρωτεΐνη διαθέτει ομολογία με τις φωσφοδιεστεράσες. Μοριακές μελέτες
έδειξαν ότι ο γενετικός τόπος avrBs2 προήλθε κάτω από την εξελικτική πίεση
να αποφευχθεί η αναγνώριση από τον ξενιστή και να παραμείνει ο αριθμός των
φυτοπαθογόνων βακτηρίων υψηλός (Gassman et al., 2000).

Η εφαρμογή προγραμμάτων πρόβλεψης δευτεροταγούς δομής δίνει
επίσης σημαντικά στοιχεία για αυτές τις πρωτεΐνες. Ομόλογα του YopJ που
βρίσκονται σε φυτικά (Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas), σε ζωικά
παθογόνα βακτήρια (Yersinia, Salmonella) καθώς και σε ένα συμβιωτικό
βακτήριο των φυτών (Rhizobium) φαίνεται να ομοιάζουν στην δευτεροταγή δομή
τους με την πρωτεάση AVP του αδενοϊού, μια πρωτεάση κυστείνης. Όλες αυτές
οι πρωτεΐνες περιέχουν τα σημαντικά κατάλοιπα (H, E, C) που σχηματίζουν την
καταλυτική τριάδα της AVP πρωτεάσης. Μεταλλαγές στον προβλεπόμενο
καταλυτικό πυρήνα στην YopJ και AvrBsT απενεργοποίησε και τις δύο
πρωτεΐνες, γεγονός που υποδηλώνει ότι αυτά τα κατάλοιπα είναι σημαντικά για
την λειτουργία τους (Orth et al., 2000). Ομόλογα του YopT καθώς και της
AvrPphB καθορίζουν επίσης μια τάξη πρωτεασών κυστεΐνης, και οι
πρωτεολυτικές τους ιδιότητες εξαρτούνται από μια τριάδα συντηρημένων
αμινοξέων (C, H, D) (Shao et al., 2002).Τα στοιχεία αυτά υποδηλώνουν ότι οι
μολυσματικές πρωτεΐνες των παθογόνων ίσως λειτουργούν καταστέλλοντας την
αμυντική αλυσίδα μεταφοράς σήματος του ξενιστή.

Οι πρωτεινες μολυσματικότητας φαίνεται να τροποποιούν τις κυτταρικές
λειτουργίες του ξενιστή τους μιμούμενες τις ευκαρυωτικές πρωτεινες του. Στο
μοριακό επίπεδο η μίμηση του ξενιστή παίρνει δύο κύριες μορφές. Στην πρώτη
χρησιμοποιούνται απευθείας ομόλογα των πρωτεϊνών του ξενιστή προς
υπονόμευση για τις ανάγκες του παθογόνου. Τέτοια παραδείγματα αποτελούν η
φωσφατάση της τυροσύνης YopH (Stuckey et al, 1994) και SptP (Kaniga K. et
al., 1996) από την Yersinia  και την Salmonella. Στην δεύτερη μορφή μίμησης
επιφάνειες των προκαρυωτικών πρωτεϊνών μοιάζουν με αυτές των
ευκαρυωτικών. Αυτή η μορφή είναι λιγότερο αντιληπτή μιας και περιλαμβάνει
πρωτεΐνες με μη προφανή αλληλουχική ομολογία. Αυτού του είδους η μίμηση
μπορεί μόνο να αποκρυπτογραφηθεί από κρυσταλλογραφικές μελέτες όπως
στην περίπτωση της Salmonella και της μολυσματικής πρωτεινης SptP
(Stebbins & Galan, 2000). H κρυσταλλική δομή της SptP έδειξε ότι
παρουσιάζει βασικές δομικές περιοχές χαρακτηριστικές των ευκαρυωτικών
GAPs (guanosine triphosphatase activated protein), (εικόνα 3).

Άλλα avr γονίδια όπως το avrBs3 και όμοια αυτού έχουν βρεθεί σε
διάφορες ποικιλίες του φυτοπαθογόνου X. campestris. Αυτά διαθέτουν πολύ
ευδιάκριτα χαρακτηριστικά που περιλαμβάνουν 15,5 ως 25 επαναλήψεις μιας
102 bp αλληλουχίας που δίνει με την σειρά της επαναλήψεις των 34 αμινοξέων
εντοπισμένες κεντρικά στο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του γονιδίου. Οι
επαναλήψεις αυτές είναι υψηλά συντηρημένες. Έλλειψη στην περιοχή αυτή του
avrBs3 είχε αλλαγές στην ειδικότητα (και απώλεια αλλά και αύξηση της
αναγνώρισης) στα φυτά ξενιστές, πιπεριά και τομάτα (Herbers et al., 1992). Τα
γονίδια avrb6, pthA, avrBs3, avrXa10 και avrXa7 βρέθηκαν να περιέχουν στην
καρβοξυτελική περιοχή τους σινιάλα πυρηνικού εντοπισμού, ένα από τα οποία
ήταν ενεργό λειτουργικά. Μια περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής βρέθηκε
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στην AvrXa10 η οποία μπορεί λειτουργικά να αντικατασταθεί από την
αντίστοιχη περιοχή της πρωτεΐνης του ιού του Έρπη. Η περιοχή αυτή περιέχει
τυπικά όξινα και μεγάλα υδρόφοβα αμινοξέα και υπάρχει μικρή αμινοξική
ομοιότητα μεταξύ των δύο. Τα χαρακτηριστικά αυτά υπονοούν ότι αυτή η
οικογένεια γονιδίων δρα στοχεύοντας στον πυρήνα του φυτικού κυττάρου όπου
τροποποιεί την έκφραση γονιδίων του ξενιστή (Gabriel, 1999).

Εικόνα 3 Η πρωτεΐνη SptP αποτελείται από υπομονάδες που έχουν ξεχωριστή λειτουργία. Η
καρβοξυτελική περιοχή της έχει αμινοξική ομολογία με την φωσφατάση της τυροσύνης YopH
της Yersinia, καθώς και με άλλες ευκαρυωτικές φωσφατάσες τυροσίνης (ΡΤΡ περιοχή). Η
αμινοτελική περιοχή όμως είναι όμοια με  την YopE και την ExoS της Yersinia και
Pseudomonas aeruginosa αντίστοιχα. Η τεταρτοταγής δομή της περιοχής αυτής δηλώνει
ενεργότητα GAP (GTPase activating protein). Ενεργότητα που προήλθε με εξελικτική
σύγκλιση λόγω των επιλεκτικών πιέσεων που ασκούνται από την αλληλεπίδραση ξενιστή –
παθογόνου.  Η ΡΤΡ περιοχή αποτελεί παράδειγμα μίμησης ευκαρυωτικών πρωτεϊνών σε
επίπεδο αμινοξικής αλληλουχίας  ενώ η GAP περιοχή παράδειγμα μίμησης ευκαρυωτικών
πρωτεϊνών σε επίπεδο τεταρτοταγούς δομής. (Stebbins & Galan, 2000)
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Γενωμικό περιεχόμενο και αλληλουχίες που γειτονεύουν με γονίδια
μολυσματικότητας.

Τα γονίδια avrA, avrB και avrC από την P. syringae pv. glycinea, τα
avrPphC, avrRpm1 από την P. syringae pv. maculicola και το avrPpiA
γειτονεύουν με αλληλουχίες που μοιάζουν με αλληλουχίες ένθεσης (IS51,
IS801 και IS1240) καθώς και μεταθετά στοιχεία (Tn501), τα οποία μπορεί να
εμπλέκονται στην οριζόντια μεταφορά τους (Kim et al., 1998). To avrPpiA έχει
εντοπιστεί και σε πλασμίδια καθώς και εντός του κεντρικού χρωμοσώματος
(Gibbon et al., 1997) σε διαφορετικά στελέχη.

Ίσως η διασπορά και η ποικιλότητα των γονιδίων hop μεταξύ των
στελεχών των παθογόνων να είναι αποτέλεσμα δύο δυνάμεων. Αλλαγές στους
φυτικούς υποδοχείς στόχους θα μείωνε την παρασιτική ικανότητα του
παθογόνου, ενώ αναγνώριση από ένα γονίδιο ανθεκτικότητας R ακυρώνει την
αξία της μολυσματικότητας του. Ως συνέπεια θα είναι μια επαναληπτική
διαδικασία, με αποτέλεσμα την εξέλιξη πολλαπλών γονιδίων μολυσματικότητας
σε ένα πετυχημένο παθογόνο και έναν ακόλουθο λειτουργικό πλεονασμό. Το
μοντέλο αυτό υποστηρίζεται από την μελέτη των περιοχών που γειτονεύουν με
τα γονίδια hop και επίσης από την παρατήρηση ότι είναι δυνατό να
ταυτοποιηθούν γονίδια μολυσματικότητας μόνο μετά την απομάκρυνση
(plasmid curing) κύριων περιοχών του DNA που προτείνονται ως νησίδες
παθογένειας (Jackson et al., 1999).

Η τριμερής μωσαϊκή δομή της νησίδας παθογένειας της Pseudomonas
syringae.

To σύμπλεγμα των γονιδίων hrp/hrc στην P. syringae βρίσκεται στο
κέντρο της νησίδας παθογένειας με τρεις ευδιάκριτους γενετικούς τόπους που
συνεισφέρουν διαφορετικά στην παθογένεια. Τα hrp/hrc γονίδια των στελεχών
61 και DC3000 ομοιάζουν στην διευθέτησης τους, παρόλο που τα hrpA γονίδια
είναι σημαντικά διαφορετικά (28% ταυτόσημη αμινοξική αλληλουχία). Σε
αντίθεση τα γονίδια hrpA των στελεχών 61 και B728a είναι 100% ταυτόσημα.
Παρόλα αυτά το B728a διαχωρίζει από μια 3,6kb ένθεση που περιέχει ομόλογα
των γονιδίων Ea59 και Ea31 του βακτηριοφάγου λ (Alfano et al., 2000).

H περιοχή παρακάτω από το κωδικόνιο λήξης του hrpK είναι εντελώς
διαφορετική στα τρία στελέχη της P. syringae (Psy 61, Psy B728a, Pto
DC3000). Αυτή η περιοχή ονομάζεται EEL (exchangeable effector locus), και
διαθέτει ένα σημαντικά χαμηλότερο περιεχόμενο σε GC από την υπόλοιπη
νησίδα παθογένειας και το γένωμα της P. syringae. Ποικίλει στο μήκος της
από 2,5kb ως 7,3kb στα τρία παραπάνω στελέχη και οριοθετείται από τις
αλληλουχίες του hrpK και του tRNALeu-queA-tgt. To τελευταίο έχει επίσης
βρεθεί στην P. aeruginosa αλλά χωρίς σύνδεσμο με τα hrp γονίδια. Από την
άλλη μεριά του συμπλέγματος των γονιδίων hrp/hrc, πέραν του hrpR,
εντοπίζονται συντηρημένες αλληλουχίες CEL (conserved effector locus)
περίπου 17kb.

Οι ομοιότητες που παρουσιάζονται μεταξύ της νησίδας παθογένειας της
P. syringae και των ζωικών παθογόνων βακτηρίων είναι οι εξής: ι) η παρουσία
πολλών γονιδίων που σχετίζονται με την μολυσματικότητα (πολλά από αυτά με
χαμηλότερο σχετικά περιεχόμενο σε GC) σε μια μεγάλη (≈ 50 kb)
χρωμοσωμική περιοχή, ιι) σύνδεση στο 3’ άκρο με ένα tRNA γονίδιο, ιιι)
απώλεια του γενετικού αυτού τόπου σε στενό συγγενικό είδος, και ιν) αστάθεια
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και κατοχή πολλών αλληλουχιών που συνδέονται με μεταθετά στοιχεία
(ιδιαίτερα στην EEL περιοχή) (Collmer et al., 2000).

Σκοπός της εργασίας

Στην εργασία αυτή μελετήθηκαν οι πρωτείνες μολυσματικότητας της
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola AvrPphB και AvrPphF. Σκοπός ήταν
η εισαγωγή ταμπέλας έξι ιστιδινών στα μεταλλάγματα G63A και G63E της
AvrPphB καθώς και στα δύο ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης του υποθετικού
οπερονίου του avrPphF. Έγιναν προσπάθειες υπερέκφρασης από E.coli και
πραγματοποιήθηκε καθαρισμός των πρωτεϊνών αυτών σε ένα στάδιο με την
χρήση κολώνας συγγένειας.

Στο δεύτερο κεφάλαιο αναφέρονται τα υλικά και οι μέθοδοι της
παρούσας διατριβής, παρουσιάζονται λεπτομερώς οι χάρτες κάθε κατασκευής
και οι συνθήκες καθαρισμού τους.

Στο τρίτο κεφάλαιο τούτης της εργασίας παρουσιάζεται η περίπτωση της
AvrPphB, όπου αναφέρονται οι δυσκολίες καθαρισμού λόγω της πρωτεόλυσης
που εμφανίζεται φυσιολογικά στην αγρίου τύπου πρωτεΐνη μπροστά από το
κατάλοιπο 63 και τελικά ισχύει και στην περίπτωση των μεταλλαγμάτων.

Στο τέταρτο κεφάλαιο αναλύεται η περίπτωση της AvrPphF. Η δράση της
είναι πλήρης παρουσία και των δύο ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης που διαθέτει
το οπερόνιο. Η στενή αυτή σχέση δύο προϊόντων καταδεικνύει το πιθανό
σύμπλεγμα τσαπερόνης – μολυσματικής πρωτεΐνης, όπως έχει αναφερθεί και
στην περίπτωση άλλων μολυσματικών πρωτεϊνών που χρησιμοποιούν το
σύστημα μεταφοράς τύπου ΙΙΙ. Οι προσπάθειες καθαρισμού των δύο ανοιχτών
πλαισίων ανάγνωσης κατέληξε σε συν-καθαρισμό όπως συμβαίνει σε
περιπτώσεις πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν. Για το δεύτερο ανοιχτό πλαίσιο
ανάγνωσης έγιναν κάποιες αρχικές προσπάθειες κρυστάλλωσης του προϊόντος
του.
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Υλικά και Μέθοδοι

την παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή έλαβαν χώρα
τεχνικές κλωνοποίησης, καθαρισμού πρωτεϊνών,
ανοσοανίχνευσης, κρυστάλλωσης καθώς και μελέτες
βιοπληροφορικής. Στο κεφάλαιο αυτό θα αναφερθούμε
εκτενέστερα στην θεωρία και πρακτική των μεθόδων
αυτών, θα παραθέσουμε τους πλήρη χάρτες κάθε
κατασκευής, καθώς και τις συνθήκες καθαρισμού των
πρωτεϊνών. Τέλος ακολουθεί παράθεση των ιστοσελίδων
που χρησιμοποιήθηκαν για την εκμαίευση πληροφοριών
από την αμινοξική αλληλουχία των προς μελέτη μορίων.

Διαδικασία κλωνοποίησης

Μία σειρά τεχνικών λαμβάνουν χώρα για την επίτευξη της κλωνοποίησης μιας
αλληλουχίας DNA εντός πλασμιδίου-φορέα. Στην περίπτωση της εργασίας αυτής
απομονώθηκαν πλασμίδια που έφεραν την προς κλωνοποίηση αλληλουχία από E.coli,
ενισχύθηκε το κατάλληλο τμήμα με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, ενώ
κατάλληλα σχεδιασμένοι εκκινητές έφεραν περιοριστικές θέσεις, ακολούθησε
προετοιμασία του προϊόντος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης και του φορέα
με κατάλληλες πέψεις με περιοριστικά ένζυμα ώστε να προκύψουν συγκολλητικά άκρα,
η αντίδραση λιγάσης ένωνε στην συνέχεια τα άκρα αυτά, το υλικό αυτό
χρησιμοποιούταν ακολούθως για να μετασχηματίσει επιδεικτικά κύτταρα E.coli τα
οποία μεγάλωναν σε επιλεκτικό μέσο παρουσία αμπικιλλίνης και οι αποικίες τους τέλος
ελέγχονταν για την παρουσία του επιθυμητού κλώνου.

Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από Ε.coli

Πρωτόκολλο μεσαίας κλίμακας με την βοήθεια φαινόλης

100 ml βακτηριακής καλλιέργειας, που μεγάλωναν Ο/Ν στους 37ο C,
διαμοιράζονται σε 2 falcons των 50 ml και φυγοκεντρούνται στις 3500 rpm για 30
λεπτά. Χύνουμε το υπερκείμενο αφήνοντας το ίζημα όσο πιο στεγνό γίνεται. Από δω και
στο εξής δουλεύουμε στους 4ο C. Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 2 ml διαλύματος GET
(50mM glucose, 10mM EDTA, 25mM TrisCl pH=8), αναδεύουμε ισχυρά με την
βοήθεια vortex, και μεταφέρουμε σε δοκιμαστικούς σωλήνες Corex. (H γλυκόζη
διατηρεί την οσμωτική πίεση και εμποδίζει την λύση των κυττάρων. Το EDTA εξασθενεί
την κυτταρική μεμβράνη και απομακρύνει τα ιόντα Mg που χρησιμοποιούν οι DNases,
προστατεύοντας έτσι το DNA). Προσθέτουμε 4 ml φρέσκου διαλύματος: 0,2N NaOH, 1%
SDS και αναδεύουμε αντιστρέφοντας τους σωλήνες 2-3 φορές. (Το SDS διαλυτοποιεί τα
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λιπίδια της κυτταρικής μεμβράνης και αποδομεί τις κυτταρικές πρωτεΐνες. Το ΝαΟΗ
διαχωρίζει το διπλόκλωνο DNA σε μονόκλωνα μόρια. Τα πλασμίδια παρόλα αυτά
παραμένουν ενωμένα σαν ένα δακτυλίδι μέσα στο άλλο και στο επόμενο βήμα
επανέρχονται στην αρχική μορφή τους. Σε αυτό το στάδιο δεν αναδεύουμε ισχυρά μια
και αυτό θα έχει σαν κατάληξη την παραλαβή γενωμικού DNA. To διάλυμα πρέπει να
είναι φρέσκο ώστε να μην έχει λάβει χώρα οξίνιση μέσω του διοξειδίου του άνθρακα
που βρίσκεται στον αέρα). Προσθέτουμε 3 ml παγωμένο διάλυμα 5Μ CH3COO-, 3M
K+, pH=4,8 και αναδεύουμε απότομα. Επωάζουμε στους 4ο C για 5 λεπτά. (Το διάλυμα
αυτό εξουδετερώνει το βασικό pH λόγω του ΝαΟΗ και επιτρέπει την επαναφορά της
διπλόκλωνης μορφής του DNA. To CH3COOK κατακρημνίζει το SDS, τις πρωτεϊνες, τα
λιπίδια και μεγάλα μόρια DNA). Φυγοκεντρούμε στις 15000g για 30 λεπτά, 4ο C. (Με
αυτόν τον τρόπο διαχωρίζουμε την διαλυτή φάση από την φάση κατακρίμνησης)
Φιλτράρουμε σε χωνάκι με υαλοβάμβακα και παίρνουμε το υπερκείμενο σε καθαρό
falcon. Προσθέτουμε 0,05 mg/ml Rnase A (QIAGEN) και επωάζουμε στους 37ο C για
20 λεπτά. Προσθέτουμε ίσο όγκο διαλύματος φαινόλης - χλωροφόρμιου σε αναλογία
1:1, αναδεύουμε ισχυρά με την βοήθεια μηχανήματος vortex και φυγοκεντρούμε στις
3500 rpm για 5 λεπτά. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε καινούριο falcon και
προσθέτουμε ίσο όγκο χλωροφορμίου, αναδεύουμε ισχυρά με την βοήθεια
μηχανήματος vortex και φυγοκεντρούμε στις 3500 rpm για 5 λεπτά. Μεταφέρουμε το
υπερκείμενο σε σωλήνα Corex. Προσθέτουμε 0.7Μ παγωμένη ισοπροπανόλη και
αναδεύουμε. Φυγοκεντρούμε στις 13000rpm για 30 λεπτά στους  4ο C. Χύνουμε το
υπερκείμενο και προσθέτουμε 2 ml 70% αιθανόλης. Φυγοκεντρούμε στις 13000rpm
για 30 λεπτά στους  4ο C. Χύνουμε το υπερκείμενο και στεγνώνουμε καλά το ίζημα.
Επαναδυαλύουμε σε 100 μl H2O.

Πρωτόκολλο μικρής κλίμακας με την βοήθεια φαινόλης

Σηκώνουμε με μια οδοντογλυφίδα μια αποικία από φρέσκο πιάτο και
εμβολιάζουμε 2 ml LB+ 100mg/ml Amp. Επωάζουμε Ο/Ν στους 37ο C στις 250 rpm.
1.5 mlαπό την ολονύχτια επώαση τοποθετείται σε eppendorf και φυγοκεντρείται στις
12000rpm για 1 λεπτό. Χειριζόμαστε το ίζημα των κυττάρων όπως και στην περίπτωση
της μεσαίας κλίμακας μόνο που πλέον οι ποσότητες εδώ είναι πολύ μικρότερες.

Πρωτόκολλο μεσαίας κλίμακας με την βοήθεια κολώνας ανιοντοανταλλαγής (QIAGEN)

100 ml βακτηριακής καλλιέργειας, που μεγάλωναν Ο/Ν στους 37ο C,
διαμοιράζονται σε 2 falcons των 50 ml και φυγοκεντρούνται στις 3500 rpm για 30
λεπτά. Χύνουμε το υπερκείμενο αφήνοντας το ίζημα όσο πιο στεγνό γίνεται. Από δω και
στο εξής δουλεύουμε στους 4ο C. Επαναδιαλύουμε τα κύτταρα σε διάλυμα 50mM Tris
pH 8, 10mM EDTA, 100μg/ml RNase A. Προσθέτουμε 4 ml διαλύματος 200mM
NaOH, 1%SDS (w/v) και αναμιγνύουμε ελαφρά, επωάζουμε σε θερμοκρασία δωματίου
για 5 λεπτά. Προσθέτουμε 4 ml παγωμένου διαλύματος 3Μ CH3COOK pH 5.5,
αναμιγνύουμε ελαφρά και επωάζουμε στον πάγο για 15 ως 20 λεπτά. Φυγοκεντρούμε
στα 20000xg για 30 λεπτά στους 4ο C και παίρνουμε το υπερκείμενο που περιέχει το
πλασμίδιο. Φιλτράρουμε σε χωνάκι με υαλοβάμβακα και παίρνουμε το υπερκείμενο σε
καθαρό falcon. Εξισορροπούμε την στήλη QIAGEN-tip 100 με 4 ml διαλύματος
750mM NaCl, 50mM MOPS pH 7, 15% ισοπροπανόλη (v/v), 0,15% Triton X-100 (v/v)
σε θερμοκρασία δωματίου. Η στήλη τρέχει χάρη στην δύναμη της βαρύτητας. (Το υλικό
της στήλης περιέχει θετικά φορτισμένες ομάδες DEAE (diethylaminoethanol) που
συγκρατούν τον αρνητικά φορτισμένο σκελετό φωσφόρων του DNA. Παρουσία 750mM
NaCl στην στήλη δεν μπορούν να κρατηθούν πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες, μεταβολίτες
και χρωστικές). Φορτώνουμε στην στήλη το υπερκείμενο και αφήνουμε να περάσει με
την βαρύτητα. Ακολουθούν 2 εκπλύσεις της στήλης με 10 ml διαλύματος 1M NaCl,
50mM MOPS pH 7 και 15% ισοπροπανόλη (v/v). (Παρουσία 1Μ αλατιού
απομακρύνονται από την στήλη tRNA, 5S RNA και rRNA που τυχόν κατακρατήθηκαν
στο προηγούμενο βήμα). Η έκλυση του DNA γίνεται με 5 ml διαλύματος 1,25 Μ NaCl,
50mM TrisCl pH 8,5 και 15% ισοπροπανόλη (v/v). (Σε αυτό το βήμα αυξάνεται το pH
για να εκλουσθεί το πλασμίδιο σε μικρότερη συγκέντρωση NaCl, ίση με 1,25 M).
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Κατακρημνίζουμε το DNA με 0,7 όγκους ισοπροπανόλης φυγοκεντρώντας στα 15000xg
για 30 λεπτά, στους 4ο C. (Κατακρήμνιση με προπανόλη οδηγεί σε λιγότερη
κατακρίμνηση αλάτων). Ξεπλένουμε το ίζημα με 2ml 70% αιθανόλης και
φυγοκεντρούμε στα 15000xg για 10 λεπτά. Προσεχτηκά αφαιρούμε το υπερκείμενο.
Στεγνώνουμε το ίζημα για 5 με 10 λεπτά και το επαναδυαλύουμε σε 100 μl H2O.

Ηλεκτροφόρηση DNA

Ηλεκτροφόρηση είναι η τεχνική κατά την οποία φορτισμένα μόρια κινούνται σε
ηλεκτρικά πεδία. Η ηλεκτροφόρηση μπορεί να γίνει σε διάλυμα ή με κάποιο στερεό
μέσο (ηλεκτροφόρηση σε ζώνες). Η κινητικότητα του κάθε μορίου είναι ανάλογη της
εφαρμοζόμενης τάσης επί το καθαρό φορτίο του μορίου διά την τριβή που εμφανίζεται
λόγω του σχήματος και του μεγέθους του.

Στην μέθοδο της ηλεκτροφόρησης πηκτής τα μόρια διαχωρίζονται σε υδατικά
διαλύματα μέσα σε μια μήτρα πηκτής. Μέσα στις πηκτές αναπτύσσονται τριβές που
ορίζουν και την αποτελεσματικότητα των διαχωρισμών. Στην ηλεκτροφόρηση του DNA
χρησιμοποιήθηκε πηκτή αγαρόζης σε συγκεντρώσεις από 0.7% ως 2% ανάλογα με το
μήκος του τμήματος ή των τμημάτων που θέλουμε να δούμε κάθε φορά. Η
ηλεκτροφόρηση έλαβε σε διάλυμα ΤΒΕ (10x TBE: 108 g Tris base 55 g boric acid 40 ml 0.5 M
EDTA, pH=8 distilled water to 1 liter), ενώ η πηκτή είχε στερεοποιηθεί παρουσία
βρωμιούχου αιθιδίου για να είναι ορατή η εξέλιξη της ηλεκτροφόρησης.

Ενζυμικοί χειρισμοί του DNA

Πέψεις
Δύο είδη πέψεων εκτελέστηκαν κατά την διάρκεια της κλωνοποίησης: οι πέψεις
προετοιμασίας για την κλωνοποίηση που γινόντουσαν σε μεγάλους όγκους συνήθως και
οι διαγνωστικές πέψεις είτε για τον έλεγχο των κλώνων είτε για την ταυτοποίηση του
υλικού που είχαμε στα χέρια μας μετά τις απομονώσεις πλασμιδιακού DNA και οι
οποίες λάμβαναν χώρα σε όγκο 20μl. Εκτελέστηκαν επίσης διπλές πέψεις όπου
χρειαζόταν για την επίτευξη κατευθυνόμενης ένθεσης υλικού στον φορέα.

Ενζυμο
Τα ένζυμα δεν πρέπει να απομακρύνονται από τους –20ο C και θα πρέπει να είναι τα
τελευταία που προστίθενται στο διάλυμα αντίδρασης. Η ενεργότητα των περιοριστικών
ενδονουκλεασών καθώς και των λοιπών ενζύμων μετριέται σε Units. Στην συγκεκριμένη
περίπτωση 1U είναι η ποσότητα η απαιτούμενη για την πλήρη πέψη 1μg λ DNA σε μία
ώρα. Ο αριθμός των Units που προστίθενται στο διάλυμα αντίδρασης πρέπει να
προσαρμόζεται στον αριθμό των περιοριστικών θέσεων που διαθέτει το υπόστρωμα
καθώς και στο ίδιο το υπόστρωμα. Απαιτούνται γενικά περισσότερα Units για την
πλήρη πέψη supercoiled DNA από ότι απαιτείται στην περίπτωση του λ DNA. Η
ποσότητα του προστιθέμενου ενζύμου δεν θα πρέπει να υπερβαίνει το 10% του όγκου
της αντίδρασης διότι προμηθεύεται σε 50% διάλυμα γλυκερόλης και η τελική
συγκέντρωση της στην αντίδραση δεν πρέπει να ξεπερνάει το 5%. Τα ένζυμα μπορεί να
χάσουν την ειδικότητα τους λόγω υψηλής συγκέντρωσης γλυκερόλης καθώς επίσης και
στις περιπτώσεις όπου έχουν προστεθεί πολλά περισσότερα Units από τα απαιτούμενα
στην αντίδραση.

Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης
Τα ένζυμα προμηθεύονται από της εταιρείες μαζί με ένα ρυθμιστικό διάλυμα
συγκεντρωμένο κατά 10Χ, στο οποίο το ένζυμο έχει 100% βέλτιστη απόδοση. Στην
αντίδραση της πέψης θα πρέπει να περιέχεται τελικά αυτό σε συγκέντρωση 1Χ. Μερικά
περιοριστικά ένζυμα απαιτούν την παρουσία BSA (bovine serum albumin) σε τελική
συγκέντρωση 100 μg/ml για να επιτύχουν την βέλτιστη απόδοση τους. Αντίθετα τα
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ένζυμα που δεν χρειάζονται την παρουσία της BSA για την επίτευξη της βέλτιστης
απόδοσης τους δεν επηρεάζονται όταν αυτή είναι παρούσα στο διάλυμα αντίδρασης.

DNA
Το προς πέψη υπόστρωμα θα πρέπει να είναι καθαρό από φαινόλες, χλωροφόρμιο,
αλκοόλη, EDTA, απορρυπαντικά ή περρίσια άλατος τα οποία μπορούν να εμπλακούν
στην ενεργότητα του ενζύμου.

Θερμοκρασία και χρόνος επώασης
Η συνιστάμενη θερμοκρασία επώασης είναι 37Ο C για τα περισσότερα ένζυμα. Τα
περιοριστικά ένζυμα που έχουν απομονωθεί από θερμόφιλα βακτήρια απαιτούν
υψηλότερες θερμοκρασίες από 50o C ως 65ο C. O χρόνος επώασης συνήθως είναι
μεγαλύτερος από τον απαιτούμενο και χρησιμοποιούνται μικρότερες ποσότητες
ενζύμου.

Αντίδραση αποφωσφορυλίωσης

Στην κλωνοποίηση ο φορέας επεξεργάζεται με κατάλληλο ένζυμο ώστε να
αποφωσφορυλιωθούν τα 5’ άκρα του. Με αυτό τον τρόπο κατά την διάρκεια της
αντίδρασης λιγάσης τα άκρα του δεν θα επανακολλήσουν, θα υπάρχουν έτσι
περισσότερες πιθανότητες να ενωθούν με το επιθυμητό προς κλωνοποίηση τμήμα DNA.
Το ένζυμο που χρησιμοποιείται είναι η αλκαλική φωσφατάση από έντερο μόσχου (Calf
Intestine alkaline Phosphatase). Το ένζυμο προστίθεται συνήθως μέσα στο διάλυμα
αντίδρασης της πέψης η οποία έχει προηγηθεί μιας και είναι ενεργό στα περισσότερα
ρυθμιστικά συστήματα και επωάζεται στους 37ο C για μία ώρα. Στην περίπτωση που τα
5’ άκρα είναι υπολειπόμενα και όχι προεξέχοντα επωάζουμε για 15 λεπτά στους 37ο C,
για τα επόμενα 15 λεπτά στους 56o C, προσθέτουμε νέα ποσότητα ενζύμου και
επαναλαμάνουμε στους 37ο C και 56o C από 15 λεπτά.

Αντίδραση λιγάσης

Η αντίδραση λιγάσης έλαβε χώρα με την T4 DNA λιγάση η οποία έχει την
δυνατότητα να συγκολλάει συμβατά προεξέχοντα αλλά και τυφλά άκρα DNA. Οι
συνθήκες τις αντίδρασεις ήταν είτε στους 25ο C για 4 ώρες, είτε στους 16o C σε
ολονύχτια επώαση, είτε ακολουθήθηκαν συνθήκες κυκλικής αλλαγής της
θερμοκρασίας από τους 10ο C στους 30ο C, (Lund et al., 1996).

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης

        Στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR: polymerase chain reaction), μια
θερμοσταθερή DNA πολυμεράση πολυμερίζει το DNA που οριοθετείται από γνωστές
αλληλουχίες. Οι γνωστές αυτές αλληλουχίες αποκρίνονται σε συνθετικά
ολιγονουκλεοτίδια που λειτουργούν ως εκκινητές για την έναρξη της αντίδρασης. Μια
από τις πιο σημαντικές παραμέτρους είναι η συγκέντρωση των ιόντων Mg. Υψηλά
ποσοστά του ιόντος προκαλούν μη ειδικό πολυμερισμό, ενώ πολύ λίγα καταστέλλουν
την αντίδραση. Οι θερμοκρασίες annealing είναι επίσης κρίσιμες. Η υψηλή
θερμοκρασία αυξάνει και την ειδικότητα της αντίδρασης. Οι εκκινητές σχεδιάζονται
κατάλληλα λαμβάνοντας υπόψη ποικίλες παραμέτρους όπως: να μην παρουσιάζουν
εσωτερική συμπληρωματικότητα (hairpins, self-dimers) ούτε συμπληρωματικότητα
μεταξύ τους (pair-dimers) κυρίως όχι στο 3΄ άκρο, το περιεχόμενο σε GC πρέπει να
είναι από 40% ως 60%, η χρήση περιοριστικών θέσεων πρέπει να γίνεται προς το 5’
άκρο. Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν είτε η Taq πολυμεράση είτε η DeepVent
(Biolabs). Η Taq πολυμεράση δεν διαθέτει 3’ προς 5’ ενεργότητα εξωνουκλεάσης σε
αντίθεση με την DeepVent και δεν μπορεί να διορθώσει τα λάθη της έτσι τα ενισχυμένα
τμήματα πιθανών να φέρουν συχνότερες μεταλλαγές.
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Συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε περίπτωση

avrPphB
G63A

avrPphB
G63E

avrPphF
ORF1

avrPphF
ORF2

avrPphF
NcoI/NotI

avrPphF
BspHI/NotI

Upper
Εκκινητής
18μΜ

gatatactcatg
aaaataggtac
gcagg

gatatactcatg
aaaataggtac
gcagg

gggacttcatga
agaattcgttcg
acc

ggagaacgtttc
catgggtaatat
ctgc

gggactccatgg
agaattcgttcg
acc

gggacttcatga
agaattcgttcg
acc

Lower
Εκκινητής
18μΜ

atggagtcgact
cgagacagact
t

atggagtcgact
cgagacagact
t

tggccaggatcc
atggctgttcag
ac

cagttggcggcc
gcgttaaattttg

cagttggcggcc
gcgttaaattttg

cagttggcggcc
gcgttaaattttg

dNTPs 0,35 mM 0,35 mM 0,35 mM 0,35 mM 0,35 mM 0,35 mM
Mg ++ 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM 4 mM
Πολυμεράση Taq 2,5U Taq 2,5U Taq

Minotech
2,4 U

DeepVent
Biolabs
1 U

Taq
Minotech
2,4 U

Taq
Minotech
2,4 U

Μήτρα DNA PT7-7/
avrPphB
G63A

PT7-7/
avrPphB
G63A

PBS II SK/
avrPphF

PBS II SK/
avrPphF

PBS II SK/
avrPphF

PBS II SK/
avrPphF

Ρυθμιστικό
δλμ

1x
thermopol
buffer

1x
thermopol
buffer

1x Taq
buffer w/o
Mg
Minotech

1x
Thermopol
buffer
(Biolabs)

1x Taq
buffer w/o
Mg
Minotech

1x Taq
buffer w/o
Mg
Minotech

Τ annealing 55o C 55o C 60o C 57o C 60o C 60o C
Στον πίνακα με γκρι πλαίσιο φαίνονται οι θέσεις BspHI που διαθέτουν οι εκκινητές. Με
κίτρινο οι θέσεις NcoI. Με κόκκινο οι θέσεις XhoI και με γαλάζιο οι NotI.

Απομόνωση DNA από διάλυμα μετά τον ενζυμικό χειρισμό

Απομόνωση με QIAquick

Ακολoυθούμε το πρωτόκολλο: «QIAquick PCR Purification Kit Protocol» του
εγχειριδίου της QIAGEN. Με αυτό το πρωτόκολλο μπορούμε να απομονώσουμε
τμήματα DNA από αντίδραση PCR ή άλλες ενζυματικές αντιδράσεις. Τμήματα που είναι
μεταξύ 100 bp και 10kb μπορούν να διαχωριστούν από εκκινητές, νουκλεοτίδια,
ένζυμα και αλάτια, χρησιμοποιώντας τις κολώνες φυγοκέντρησης QIAquick.

Απομόνωση με φαινόλες

Προσθέτουμε ίσο όγκο φαινόλης / χλωροφορμίου / ισοαμυλικής αλκοόλης (25
: 24 : 1) στο διάλυμα όπου έχουμε το προς καθαρισμό δείγμα DNA. Αναδεύουμε
ισχυρά  για 10 δευτερόλεπτα και φυγοκεντρούμε στις 12000rpm για 10 λεπτά σε
θερμοκρασία δωματίου. Μεταφέρουμε την διαυγή φάση σε νέο eppendorf.
Προσθέτουμε 1/10 του όγκου 3Μ CH3COONa pH 5.2 και αναδεύουμε ισχυρά.
Προσθέτουμε 2 με 2,5 όγκους αιθανόλης παγωένης 100% και αναδεύουμε ισχυρά.
Φυγοκεντρούμε για 15 λεπτά στις 13500rpm και απομακρύνουμε το υπερκείμενο.
Προσθέτουμε 70% αιθανόλη και φυγοκεντρούμε για 5 λεπτά στις 13500rpm.
Απομακρύνουμε το υπερκείμενο, στεγνώνουμε το ίζημα στον αέρα και επαναδιαλύουμε
στον επιθυμητό όγκο νερού.

Απομόνωση ζώνης DNA από gel αγαρόζης

Ακολουθούμε το πρωτόκολλο QIAquick Gel Extraction Kit Protocol του
εγχειριδίου της QIAGEN. Με αυτό το πρωτόκολλο μπορούμε να απομονώσουμε
τμήματα DNA από 70 ως 10.000 βάσεις, από κοινή αγαρόζη ή από αγαρόζη χαμηλού
σημείου τήξεως. Είναι συμβατό επίσης είτε με διάλυμα ηλεκτροφόρησης TAE είτε με
TBE.
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Προετοιμασία επιδεκτικών κυττάρων

Ως δεκτικά κύτταρα θεωρούμε αυτά που έχουν τροποποιηθεί κατάλληλα ώστε η
κυτταρική μεμβράνη να είναι περισσότερο διαπερατή από ότι των φυσιολογικών
κυττάρων.

Μια μονή αποικία μεταφέρεται σε 1ml LB + 20mM MgSO4. Ακολουθεί
ολονύχτια επώαση στους 37ο C. Μολύνουμε την καλλιέργεια σε 100ml LB  + 20 mM
MgSO4 σε φλάσκα ενός λίτρου. Επωάζουμε για 2,5 με 3 ώρες στους 37Ο C, 218rpm
μέχρι η OD600 να φτάσει στα 0.45. Διαμοιράζουμε την καλλιέργεια σε δύο
δοκιμαστικούς σωλήνες falcon των 50 ml. Επωάζουμε στον πάγο για 10 λεπτά.
Φυγοκεντρούμε στις 4000rpm για 10 λεπτά, 4ο C. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και
στεγνώνομε το ίζημα των κυττάρων όσο καλύτερα γίνεται. Τα κύτταρα πρέπει να
βρίσκονται συνεχώς στους 4ο C. Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 15 με 20 ml παγωμένο
TFBI (30mM CH3COOK, 50mM MnCl2, 100mM KCl, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη)
για κάθε falcon. Επωάζουμε στον πάγο για 15 λεπτά. Φυγοκεντρούμε στις 4000rpm για
10 λεπτά, 4ο C. Επαναδιαλύουμε το κυτταρικό ίζημα σε 4ml ανά falcon παγωμένου
TFBII (10mM MOPS pH 7, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 15% γλυκερόλη). Διαμοιράζουμε
200μl ανά eppendorf. Μεταφέρουμε αμέσως και φυλάμε στους –80ο C.

Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων

Τα επιδεκτικά κύτταρα φυλάσσονται στους –80οC και πριν την χρήση τους τα
αφήνουμε να ξεπαγώσουν σε θερμοκρασία δωματίου. Εν συνεχεία τα τοποθετούμε στον
πάγο και παίρνουμε 100 μl για κάθε μετασχηματισμό σε ξεχωριστούς σωλήνες
eppedorf. Προσθέτουμε στο διάλυμα των επιδεκτικών κυττάρων 10 μl από το διάλυμα
του DNA με το οποίο θέλουμε να τα μετασχηματίσουμε [στην συγκεκριμένη περίπτωση:
pHIS-X1(34) και pHIS-X1(19)]. Ακολούθως αναδεύουμε τους σωλήνες και επωάζουμε
στον πάγο για 30΄ – 60΄.  Στη συνέχεια ακολουθεί θερμικό σοκ τοποθετώντας τους
σωλήνες για 90΄΄ σε υδατόλουτρο στους 42οC και επιστρέφοντας τους στον πάγο, όπου
και παραμένουν για 5΄. Προσθέτουμε 400 μl υγρού LB (Luria Bertani medium: 1%
bacto-tryptose, 0.5% bacto-yeast extract, 1% NaCl) και επωάζουμε στους 37οC για
30΄ – 60΄. Στη συνέχεια εμβολιάζουμε τριβλίο που περιέχει LB (Luria Bertani
medium: 1% bacto-tryptose, 0.5%bacto-yeast extract, 1% NaCl, 1.5% bacto-agar)
και αμπικιλίνη και επωάζουμε Ο/Ν στους 37οC.

Αποτύπωση αποικίας και ανίχνευση εκφραζόμενης πρωτεΐνης

Η διαδικασία αυτή χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση των κλώνων που
παράγουν πρωτεΐνη φέρουσα ετικέτα έξι ιστιδινών. Σε αυτή την εργασία
χρησιμοποιήθηκε σαν ανιχνευτής το μόριο Ni-NTA σε σύζευξη με ακαλική περοξιδάση
(AP) η οποία δίνει το σήμα παρουσία κατάλληλων υποστρωμάτων. Η διαδικασία μπορεί
να εφαρμοστεί και σε περίπτωση που διαθέτουμε πολυκλωνικά ή μονοκλωνικά
αντισώματα ειδικά για την πρωτεΐνη.

Πρωτόκολλο της μεθόδου

Από τα πιάτα που έχουμε στρώσει το μείγμα μετασχηματισμού σηκώνουμε
αποικίες και τις τοποθετούμε σε συγκεκριμένες αριθμημένες θέσεις σε δύο νέα πιάτα
με θρεπτικό υλικό και αντιβιοτικά και επωάζουμε Ο/Ν στους 37Ο C. (Με αυτόν τον
τρόπο δημιουργούμε δύο αντίγραφα ακριβή, το ένα από τα οποία θα χρησιμοποιηθεί
για την καθεαυτή διαδικασία της αποτύπωσης σε νιτροκυτταρίνη και το άλλο θα
φυλαχτεί για να έχουμε έτοιμο το υλικό για παραπέρα χειρισμό του μετά την φανέρωση
των θετικών κλώνων). Στο ένα από τα δύο αντίγραφα τοποθετούμε στην επιφάνεια του
φίλτρο νιτροκυτταρίνης σε επαφή με τις αποικίες, προσέχοντας να μην υπάρχει αέρας
κάτω από το φίλτρο. Με μια βελόνα σύριγγας τρυπάμε το φίλτρο και το άγαρ σε
ασύμμετρα σημεία. Απομακρύνουμε το φίλτρο με μία κίνηση. Μεταφέρουμε το φίλτρο
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με τις αποικίες προς τα πάνω σε νέο πιάτο το οποίο διαθέτει εκτός του θρεπτικού και
των κατάλληλων αντιβιοτικών και IPTG για την επαγωγή της έκφρασης. Επωάζουμε
στους 37ο C για 4 ώρες. Προετοιμάζουμε ένα σύνολο από πιάτα όπου τοποθετούμε
χαρτί WΗATMAN 3MM εμπλουτισμένα σε διάλυμα SDS, διάλυμα αποδιάταξης (0.5Μ
ΝαΟΗ, 1.5Μ NaCl),  διάλυμα ουδετεροποίσης (1.5M NaCl, 0.5M TrisCl pH 7.4) και 2x
SSC. Τοποθετούμε το φίλτρο νιτροκυτταρίνης με τις αποικίες προς τα πάνω σε κάθε ένα
από αυτά τα πιάτα και επωάζουμε ως εξής: 10 λεπτά στο SDS, 5 λεπτά στο διάλυμα
αποδιάταξης, 5 λεπτά στο διάλυμα ουδετεροποίησης, 5 λεπτά σε νέο διάλυμα
ουδετεροποίησης 15 λεπτά στο 2x SSC. Ξεπλένουμε το φίλτρο 2 φορές με διάλυμα TBS
(10mM Tris-HCl pH 7.5, 25mM NaCl) για 10 λεπτά. Επωάζουμε για μία ώρα σε
διάλυμα TBS με 3%BSA. Ξεπλένουμε τρεις φορές για 10 λεπτά με TBST (10mM Tris-
HCl pH 7.5, 25mM NaCl, 0.1% Tween 20). Ακολουθεί επώαση με το Ni-NTA AP
conjugate σε διάλυμα TBST για 1 ώρα. Εκτελούνται 4 πλύσεις της μεμβράνης με
TBST, την πρώτη φορά για 15΄ και τις υπόλοιπες για 5΄. Τελικά ξεπλένουμε με
ρυθμιστικό διάλυμα AP (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 5 mM MgCl2, 100mM NaCl) και η
ανίχνευση του σήματος γίνεται με προσθήκη 10 ml AP, 0.33 mg/ml NBT (nitro blue
tetrazolium), 0.165 mg/ml BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indonyl phosphate). Αυτά τα
υποστρώματα είναι ικανά να αναπτύξουν χρώμα κατά την αντίδραση, η οποία
σταματάει ξεπλένοντας με νερό.

Κατασκευές της παρούσας εργασίας

1

pG63A

5610bp

6His/rTEV

avrPphB G63A

EcoRV (305)
NarI (337)

SphI (399)
SphI (532)

XbaI (554)
HindIII (581)

XhoI (1248)
SphI (1258)

KpnI (1264)
HindIII (1266)

BspHI (1738)

PvuI (2209)

BglI (2460)BspHI (2746)

BglI (4100)

EcoRV (4175)

SphI (4400)

BstEII (5020)
EcoRV (5289)
HpaI (5345)

PvuII (5439) PvuII (5532)
1. pG63A pPROEX-
HTa/NcoI/XhoI
avrPphB G63A:
upper primer με
BspHI θέση, lower
με XhoI

1

pG63E
5610bp

6His/rTEV

avrPphB G63EC64F

EcoRV (305)
NarI (337) SphI (399)

EcoRI (528)
XbaI (554)

HindIII (581)

XhoI (1248)
SphI (1258)
KpnI (1264)
HindIII (1266)

BspHI (1738)

PvuI (2209)
BglI (2460)BspHI (2746)

BglI (4100)

EcoRV (4175)

SphI (4400)

BstEII (5020)
EcoRV (5289)

HpaI (5345)
PvuII (5439)

PvuII (5532)2. pG63E pPROEX-
HTc/NcoI/XhoI
avrPphB G63E
C64F: upper
primer με BspHI
θέση, lower με
XhoI
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1

pPROEX-HT/ORF2
5377bp

ORF2
Histag rTEV

EcoRV (305) NarI (337)
NcoI (340)
BspHI (629)

NotI (1013)
XbaI (1027)

PstI (1039)
XhoI (1042)

SphI (1052)
KpnI (1058)

HindIII (1060)

BspHI (1532)

PvuI (2003)

BglI (2254)BspHI (2540)

BglI (3894)

SphI (4167)

BstEII (4787)
EcoRV (5056)

HpaI (5112)
PvuII (5206) PvuII (5299)

1

pPROEX-HT/ORF1+ORF2
5838bp

Histag rTEV
ORF1

ORF2

EcoRV (305) NarI (337) NcoI (340)

EcoRI (347)

EcoRI (441)

BspHI (1091)

NotI (1474)
XbaI (1488)

PstI (1500)
XhoI (1503)
SphI (1513)

KpnI (1519)
HindIII (1521)

BspHI (1993)

PvuI (2464)
BglI (2715)BspHI (3001)

BglI (4355)

SphI (4628)

BstEII (5248)

EcoRV (5517)
HpaI (5573)
PvuII (5667)

PvuII (5760)

1

pPROEX-HTa/ORF1+ NH2-ORF2
5502bp

ORF2
Histag rTEV

 NH2-ORF2

EcoRV (305) NarI (337)
EcoRI (347)

EcoRI (441)
BamHI (1095)
EcoRI (1102)
SalI (1118)
SacI (1128)
NotI (1138)

XbaI (1152)
PstI (1164)

XhoI (1167)
SphI (1177)

KpnI (1183)
HindIII (1185)

BspHI (1657)

PvuI (2128)

BglI (2379)BspHI (2665)

BglI (4019)

SphI (4292)

BstEII (4912)

EcoRV (5181)
HpaI (5237)
PvuII (5331) PvuII (5424)

4. pPR2
pPROEX-HT/NcoI/NotI
ORF2 upper primer με
NcoI θέση, lower primer
με ΝοtI θέση

4. pPR1,2
pPROEX-HT/NcoI/NotI
avrPphF operon: upper
primer με NcoI θέση,
lower primer με NotI

5. pPR1,2-N
pPROEX-HTa/NcoI
avrPphF operon: upper
primer με BspHI θέση,
lower primer με NotI
θέση/ BspHI πέψη

1

pPROEX-HTa/avrPphF ORF1
5162bp

ORF1

ORF1

Histag rTEVcs

EcoRV (305) NarI (337) EcoRI (347)

EcoRI (441)
NcoI (751)

BamHI (755)
EcoRI (762)
SalI (778)
SacI (788)
NotI (798)
XbaI (812)
PstI (824)
XhoI (827)SphI (837)

KpnI (843)
HindIII (845)

BspHI (1317)
PvuI (1788)

BglI (2039)
BspHI (2325)

BglI (3679)

SphI (3952)

BstEII (4572)

EcoRV (4841)
HpaI (4897)
PvuII (4991)

PvuII (5084)

3. pPR1
pPROEX-HTa/NcoI
ORF1: upper primer με
BspHI θέση, lower με
NcoI
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Καθαρισμός πρωτεϊνών

 Ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS-πολυακριλαμίδης κατά Laemmli

Ηλεκτροφόρηση είναι η τεχνική κατά την οποία φορτισμένα μόρια κινούνται σε
ηλεκτρικά πεδία. Η ηλεκτροφόρηση μπορεί να γίνει σε διάλυμα ή με κάποιο στερεό
μέσο (ηλεκτροφόρηση σε ζώνες). Η κινητικότητα του κάθε μορίου είναι ανάλογη της
εφαρμοζόμενης τάσης επί το καθαρό φορτίο του μορίου διά την τριβή που εμφανίζεται
λόγω του σχήματος και του μεγέθους του.

Στην μέθοδο της ηλεκτροφόρησης πηκτής τα μόρια διαχωρίζονται σε υδατικά
διαλύματα μέσα σε μια μήτρα πηκτής. Μέσα στις πηκτές αναπτύσσονται τριβές που
ορίζουν και την αποτελεσματικότητα των διαχωρισμών. Οι πηκτές πολυακριλαμιδίου
σχηματίζονται ως αποτέλεσμα συμπολιμερισμού μονομερούς ακρυλαμιδίου με Ν,Ν
μεθυλενο-δις-ακριλαμίδιο. Αυτά τα δύο αντιδραστήρια είναι σταθερά έστω και
αναμιγμένα αλλά πολυμερίζονται εύκολα με την προσθήκη συστήματος που δημιουργεί
ελεύθερες ρίζες. Το APS (υπερθειικό αμμώνιο) προκαλεί την δημιουργία ελεύθερων
ριζών ενώ ο καταλύτης TEMED (Ν,Ν, - τετραμεθυλοαιθυλενο διαμινη) πετυχαίνει την
διάδοση ελευθέρων ριζών στο σύστημα πολυμερισμού, (Kingsbury & Masters, 1970).

Κατά την μη συνεχή ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιούνται δύο πηκτές
ηλεκτροφόρησης. Τα δείγματα εισάγονται στην πάνω στιβάδα που αποτελείται από μια
πηκτή χαμηλής συγκέντρωσης (πηκτή συσσώρευσης, stacking gel). To ρυθμιστικό
διάλυμα του συστήματος περιέχει γλυκίνη και είναι ρυθμισμένο σε pH 8.3. To
ρυθμιστικό διάλυμα και τα δείγματα των πρωτεϊνών τιτλοδοτούνται αρχικά εντός της
πηκτής συσσώρευσης σε pH 6.8. Ως αποτέλεσμα οι πρωτεΐνες έχουν μεγαλύτερη
κινητικότητα από τα ιόντα γλυκίνης και συσσωρεύονται μπροστά τους, (εικόνα 4.1).
Ακολούθως εισερχόμενες στην δεύτερη πηκτή (πηκτή διαχωρισμού) με pH 8.8 οι
σχηματιζόμενες πλέον ζώνες πρωτεϊνών αρχίζουν να διαχωρίζονται βάση του φορτίου
τους και του μεγέθους τους.

Στην ηλεκτροφόρηση κατά Laemmli έχουμε πολυμερισμό της πηκτής σε μορφή
πλάκας που σχηματίζεται από δύο ορθογώνια τζάμια. Ο πολυμερισμός στην πηκτή
συσσώρευσης γίνεται παρουσία μιας χτένας που αφήνει κενές αύλακες για την
τοποθέτηση των προς ηλεκτροφόρηση δειγμάτων ( Laemmli, 1970).

Στην ηλεκτροφόρηση με SDS οι πρωτεΐνες τρέχουν ως αποδιατεταγμένα
μονομερή. Αρχικά κατά το παρασκεύασμα του δείγματος χρησιμοποιείται διαλυτή
θειόλη για την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών ενώ το απορρυπαντικό SDS
(δωδεκανοθειικό νάτριο) ενώνεται σε όλες τις περιοχές της πρωτεΐνης προσδίδοντας έτσι
σταθερό λόγο ανιονικού φορτίου προς μάζα.

Πρωτόκολλο εφαρμογής της μεθόδου

Τα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα των πρωτεϊνών αναμείχθηκαν 1:1 με το
διάλυμα φόρτωσης (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 0.2%
Bromophenol blue, 200mM DTT). Ακολούθησε πεντάλεπτος βρασμός των πρωτεϊνών
και γρήγορη περιστροφή στην φυγόκεντρο πριν την φόρτωση τους στην πηκτή.

Για την κατασκευή της πηκτής στηνόταν πρώτα η συσκευή του πολυμερισμού
(κατά Laemmli). Ακολούθως παρασκευαζόταν η πηκτή διαχωρισμού [10% μείγματος
ακρυλαμίδης (29% ακρυλαμίδη, 1% Ν,Ν’ – μεθυ λενοδισακρυλαμίδη), 0.375 Μ Tris-
HCl pH 8.8, 0.2% SDS, 0.2% APS, TEMED] και αφηνόταν να πολυμεριστεί. Η πηκτή
συσσώρευσης αποτελούταν από 5% μείγμα ακρυλαμίδης, 0.125 Μ Tris-HCl pH 6.8,
0.1% SDS, 0.1% APS και TEMED. To ρυθμιστικό διάλυμα Laemmli αποτελούταν από
25 mM Tris base, 192 mM Glycine pH 8.3, 0.1% SDS.

Οι συνθήκες τιτλοδότησης του δείγματος στην πηκτή συσσώρευσης ήταν στα
100V και στην πηκτή διαχωρισμού στα 150V.
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Χρώση με κυανό του Coomassie

Μετά την ηλεκτροφόρηση για να γίνουν ορατές οι ζώνες των πρωτεϊνών πρέπει
να ακολουθήσει η διαδικασία χρώσης. Κατά αυτήν η πηκτή τοποθετείται εντός
διαλύματος χρώσης (45% μεθανόλη, 10% οξικό οξύ, 2.5% w/v Coomassie blue) όπου
και αφήνεται για 10΄ σε ήπια ανάδευση. Ακολούθως τοποθετείται σε διάλυμα
αποχρωματισμού (15% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ) για 1 ώρα σε ήπια ανάδευση μέχρι να
παραμείνουν βαμμένες μόνο οι ζώνες των πρωτεϊνών. Η χρωστική δεσμεύεται στα
βασικά κατάλοιπα των πρωτεϊνών (κυρίως αργινίνης και αρωματικών αμινοξέων) και
έτσι εμφανίζονται οι ζώνες πάνω στην πηκτή.

Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης

Μια από τις πιο αποτελεσματικές τεχνικές ανίχνευσης και πιστοποίησης
πρωτεϊνών βασίζεται στην τεχνική ανοσοαποτύπωσης Western. Για να λάβει χώρα η
τεχνική αυτή το μοτίβο των πρωτεϊνών πρέπει να μεταφερθεί από την πηκτή σε στερεό
υπόστρωμα (μεμβράνη νιτροκυτταρίνης).
      Αρχικά παρασκευάζεται το ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (25 mM Tris base, 192
mM γλυκίνη, 20% μεθανόλη). Μέσα σε αυτό το διάλυμα θα κατασκευαστεί το
«σάντουιτς» Western με προσοχή ώστε να αποφευχθεί ο σχηματισμός φυσαλίδων. Για
την κατασκευή του «σάντουιτς» χρησιμοποιούνται 2 σπογγάκια, 6 φύλλα διηθητικού
χαρτιού Whatman, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran) και η πηκτή.

Ανοσαποτύπωση Western

H τεχνική της ανοσοαποτύπωσης Western έχει ως σκοπό την ανίχνευση
συγκεκριμένης πρωτεΐνης και την ταυτοποίησης της. Στην διαδικασία της
ανοσοαποτύπωσης, τα προς εξέταση δείγματα των πρωτεϊνών ηλεκτροφορούνται σε
πηκτή SDS – πολυακριλαμίδης 14% και αποτυπώνονται σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης.
Η μεμβράνη πλένεται με διάλυμα που περιέχει το ειδικό αντίσωμα και αυτό δεσμεύεται
σε αυτή εφόσον υπάρχει το κατάλληλο αντιγόνο. Ακολουθούν πλύσεις της μεμβράνης
και επώαση με δεύτερο αντίσωμα που αναγνωρίζει το πρώτο και το οποίο μπορεί να
ανιχνευτεί.

Πρωτόκολλο ανοσοαποτύπωσης Western με ειδικό αντίσωμα

Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα SDS/πολυακριλαμίδης 10% και
αποτυπώνονται Ο/Ν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran). Η αποτύπωση γίνεται σε
ειδική συσκευή με την βοήθεια χαρτιού Whatman και ειδικού ρυθμιστικού διάλυματος
αποτύπωσης. Μετά την αποτύπωση η μεμβράνη τοποθετείται σε ειδικό δοχείο και
επωάζεται με 5% BSA και TBST (10mM Tris-HCl pH 7.5, 25mM NaCl, 0.1% Tween
20) για μία ώρα. Ακολούθως επωάζεται με το πρώτο αντίσωμα, στην περίπτωση μας το
αντίσωμα της AvrPphB, για μία ώρα. Η διάλυση του αντισώματος είναι 1:10000 σε
TBST. Εν συνεχεία η μεμβράνη ξεπλένεται 4 φορές με TBST, την πρώτη φορά για 15΄
και τις υπόλοιπες για 5΄. Ακολουθεί επώαση με το δεύτερο αντίσωμα της αλκαλικής
περοξιδάσης σε διάλυση 1:20000 TBST παρουσία 1% BSA για 1 ώρα. Εκτελούνται 4
πλύσεις της μεμβράνης με TBST, την πρώτη φορά για 15΄ και τις υπόλοιπες για 5΄.
Τελικά ξεπλένουμε με ρυθμιστικό διάλυμα AP (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 5 mM MgCl2,
100mM NaCl) και η ανίχνευση του σήματος γίνεται με προσθήκη 10 ml AP, 0.33
mg/ml NBT (nitro blue tetrazolium), 0.165 mg/ml BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indonyl
phosphate). Αυτά τα υποστρώματα είναι ικανά να αναπτύξουν χρώμα κατά την
αντίδραση, η οποία σταματάει ξεπλένοντας με νερό.
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Πρωτόκολλο ανοσοαποτύπωσης Western με Ni-NTA AP conjugate

Σε αυτήν την περίπτωση ανιχνεύεται η ετικέτα με τις έξι ιστιδίνες και έμμεσα η
πρωτεΐνη που την φέρει. Η ανίχνευση γίνεται με Ni-NTA συζευγμένο με αλκαλική
περοξιδάση και όχι με αντίσωμα. Η σύζευξη προσφέρει ανίχνευση γρηγορότερη αφού
δεν απαιτείται δεύτερο αντίσωμα. Το Ni-NTA παρόλα αυτά έχει χαμηλότερη ειδίκευση
για την ετικέτα των έξι ιστιδινών και μπορεί να προσκολληθεί και σε άλλες τυχαίες
ιστιδίνες άλλων πρωτεϊνών. Γι’ αυτό κατά την επώαση του στην μεμβράνη πρέπει να
λαμβάνει χώρα απουσία BSA. Η μεμβράνη επωάζεται για μία ώρα με 3% BSA σε TBS.
Ξεπλένουμε δύο φορές για 10 λεπτά με TBST. Ακολουθεί επώαση με το Ni-NTA AP
conjugate σε διάλυμα TBST για 1 ώρα. Ακολουθούν πλύσεις με TBST και εμφάνιση
χρώματος.

Φωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών σε διάλυμα
Μέθοδος Bradford

Κατά την διαδικασία της φωτομετρίας διάφορες ουσίες έχουν την ικανότητα να
αλληλεπιδρούν με ακτινοβολίες UV, του ορατού φάσματος ή του εγγύς υπέρυθρου. Από
την απορρόφηση Α είναι δυνατόν να υπολογιστεί η συγκέντρωση της ουσίας που
απορροφά με τον νόμο των Lambert-Beer:

A = log (Io/I) = εbC
όπου: Α = απορρόφηση ή οπτική πυκνότητα, Ιο = ισχύ προσπίπτουσας ακτίνας, Ι =
ισχύ εξερχόμενης ακτίνας, b = μήκος διαδρομής (πάχος κυψελίδας), ε = μοριακή
απορροφητικότητα που εξαρτάται από το μήκος κύματος, τον διαλύτη, τη μοριακή
δομή της ουσίας και την θερμοκρασία. Η απεικόνιση  της Α συναρτήσει της C είναι μια
ευθεία γραμμή και ονομάζεται καμπύλη αναφοράς. Ο νόμος Lambert-Beer δεν ισχύει
για πυκνά διαλύματα.

Πολλές φορές εκτός του απευθείας προσδιορισμού της συγκέντρωσης με την
απλή φωτομέτρηση χρησιμοποιούνται πιο ευαίσθητες τεχνικές όπου η προς μέτρηση
ουσία αντιδρά με κάποιο αντιδραστήριο σε περίσσεια προς σχηματισμό έγχρωμης
ένωσης. Σε ορισμένο εύρος συγκεντρώσεων η ποσότητα της σχηματιζόμενης έγχρωμης
ένωσης είναι ανάλογη της ποσότητας της αρχικής ουσίας.

Στα πειράματα προσδιορισμού της συγκέντρωσης των δειγμάτων μας
ακολουθήθηκε η μέθοδος Bradford. Αρχικά κατασκευάστηκε η πρότυπη καμπύλη με
BSA (Bovine Serum Albumin) μετρώντας την απορρόφηση γνωστών συγκεντρώσεων.
Ακολούθως μετρήθηκε η απορρόφηση του δείγματος και έγινε αναφορά στην πρότυπη
καμπύλη για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης.

Σε 100 μl δείγματος προστέθηκαν 1000 μl διαλύματος εργασίας Bradford (95%
αιθανόλη, 80% φωσφορικό οξύ, 0.06% διαλύματος Bradford). To διάλυμα Bradford
αποτελείται από 95% αιθανόλη, 88% φωσφορικό οξύ και 3.5 mg/ml SERVA blue G
και υπόκειται σε φιλτράρισμα. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε κατάλληλες κυψελίδες
και μετρήθηκε η Α στα 595 nm με την βοήθεια φασματοφωτόμετρου.

Ετικέτες συγγένειας

Η έκφραση και η απομόνωση ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών διευκολύνει την
παραγωγή οποιασδήποτε πρωτεΐνης σε καθαρή μορφή.  Για την εύκολη απομόνωση
απαιτείται η χρήση ετικετών συγγένειας που προσκολλούνται στο υπό μελέτη βιομόριο
παράγοντας μια συγχωνευμένη πρωτεΐνη. Ο διαχωρισμός της πρωτεΐνης αυτής
απλουστεύεται με μια μόνο χρωματογραφία συγγένειας, αφού στην ουσία το μόριο
συλλέγεται επειδή εκτελούνται διαδικασίες επιλογής της συγκεκριμένης ετικέτας.

Μια από τις ετικέτες που πλεονεκτούν κατά την χρήση τους είναι οι ουρές
ιστιδίνης. Συνήθως έξι κατάλοιπα ιστιδίνης προσδένονται με χρήση ετερόλογου
συστήματος έκφρασης στο τέλος ή στην αρχή μιας αμινοξικής αλληλουχίας. Η ετικέτα
αυτή δεν είναι ανοσογόνος και δεν εμπλέκεται στην δίπλωση της φυσικής πρωτεΐνης. Σε
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συνήθη pH οι ιστιδίνες είναι ουδέτερα φορτισμένες. Δεν επηρεάζονται, έτσι, τα φυσικά
χαρακτηριστικά και η ενεργότητα των υπό μελέτη πρωτεϊνών. Επίσης για αυτούς τους
λόγους η απομάκρυνση της ετικέτας δεν είναι απαραίτητη μετά το πέρας της
χρησιμοποίησης της. Οι ιστιδίνες προσδένονται ικανά σε άτομα νικελίου. Σε
προσροφητικό υλικό με ακινητοποιημένο νικέλιο είναι δυνατόν να κατακρατηθούν και
κατά συνέπεια να διαχωριστούν πρωτεΐνες που φέρουν ουρές ιστιδίνης.

Έκφραση πρωτεϊνών από κύτταρα Ε.coli

Μετασχηματίζουμε κύτταρα E.coli με το κατάλληλο κλώνο που φέρει την υπό
εξέταση πρωτεΐνης καθώς και ένα γονίδιο επιλογής που προσφέρει ανθεκτικότητα στην
αμπικιλίνη. Μεγαλώνουμε κύτταρα E.coli παρουσία του αντιβιοτικού για να επιβιώσουν
μόνο όσα δέχθηκαν και πολλαπλασιάζουν το πλασμίδιο και εν συνεχεία επάγουμε την
έκφραση της πρωτεΐνης με προσθήκη IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside). Ο φορέας
μας διαθέτει trc υποκινητή που είναι υβρίδιο μεταξύ trp και lac υποκινητή. Η έκφραση
βρίσκεται σε καταστολή λόγω της παρουσίας του lac καταστολέα. Το IPTG δεσμεύεται
στον lac καταστολέα και τον απενεργοποιεί. Τα κύτταρα αυτά θα χρησιμοποιηθούν για
την απομόνωση της πρωτεΐνης.

Επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης.

Επαγωγή μικρής κλίμακας

Εμβολιάζουμε 2 ml θρεπτικού μέσου LB + 100μg/ml αμπικιλλίνη με μια μονή
αποικία και επωάζουμε για 16 ώρες στους 37ο C. Ακολούθως εμβολιάζουμε 10ml
θρεπτικού και αντιβιοτικού  με 0.1ml από την ολονύχτια καλλιέργεια. Επωάζουμε
στους 37ο C. Όταν η οπτική πυκνότητα στα 590 nm είναι πάνω του 0,5 κρατάμε δείγμα
ως μη επαγώμενης έκφρασης (NI) και προσθέτουμε 1mM IPTG. Επωάζουμε πάλι στους
37ο C για την παραγωγή της πρωτεϊνης. Παίρνουμε δείγματα κάθε μία ώρα για να
παρακολουθήσουμε την εξέλιξη της παραγωγής.

Επαγωγή μεγάλης κλίμακας

Ετοιμάζουμε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες με 10 ml υγρό LB και
αμπικιλίνη. Προσθέτουμε με την βοήθεια αποστειρωμένης οδοντογλυφίδας μια αποικία
από το τριβλίο με τα μετασχηματισμένα κύτταρα και επωάζουμε Ο/Ν στους 37οC με
ανάδευση. Σε φλάσκες με επωαστικό μέσο 1lt προσθέτουμε 10 ml από την ολονύκτια
επώαση καθώς και 1 ml αμπικιλίνης 100mg/ml. Επωάζουμε για περίπου τρεις ώρες
στους 37οC με ανάδευση. Μετρούμε την OD (οπτική πυκνότητα) στα 600 nm. Για να
επάγουμε με IPTG θα πρέπει να βρεθεί η OD ίση με 0,6. Κρατάμε δείγμα 1 ml πριν
την επαγωγή με IPTG (ΝΙ).  Φυγοκεντρούμε το δείγμα για 5΄ στις 12000 rpm,
απορρίπτουμε το υπερκείμενο και φυλάμε το ίζημα στους -20 οC. Προσθέτουμε IPTG
στην καλλιέργεια σε τελική συγκέντρωση 1 mM. Επωάζουμε για 3 ώρες στους 37οC με
ανάδευση. Παίρνουμε 1 ml δείγμα από την καλλιέργεια (Ι) και ακολουθώντας την ίδια
διαδικασία όπως με το T0 φυλάμε στους -20 οC. Φυγοκεντρούμε την υπόλοιπη
καλλιέργεια σε δοκιμαστικούς σωλήνες falcon των 50 ml στις 3000 rpm στους 4 οC για
10΄. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και φυλάμε το ίζημα των κυττάρων στους -80 οC.
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Καθαρισμός πρωτεΐνης φέρουσα ετικέτα έξι ιστιδινών από στήλη συγγένειας
Ni-NTA αγαρόζης

Στην στήλη συγγένειας χρησιμοποιήθηκε Ni-NTA αγαρόζη (QIAGEN) με
διαδικασία κατά την οποία είτε δεσμεύεται η πρωτεΐνη στο προσροφητικό υλικό σε
διάλυμα και μετά πακετάρεται σε στήλη (batch procedure), είτε πακετάρεται πρώτα η
στήλη και μετά φορτώνεται το δείγμα. Στην πρώτη περίπτωση συνήθως  είναι
αποτελεσματικότερο όταν η ουρά His δεν είναι πλήρως προσβάσιμη ή η συγκέντρωση
της προς καθαρισμού πρωτεΐνης είναι πολύ μικρή.

Οι ουρές ιστιδίνης μπορούν να προσδεθούν στις Ni-NTA (nickel-nitriloacetic
acid) ομάδες του προσροφητικού υλικού ισχυρότερα από ότι ένα αντίσωμα στο αντιγόνο
ή ένα ένζυμο στο υπόστρωμα του, (εγχειρίδιο της εταιρείας QIAGEN). Για να
αποφευχθεί η μη ειδική πρόσδεση πρωτεϊνών στο υλικό η διαδικασία batch γίνεται
παρουσία χαμηλής συγκέντρωσης ιμιδαζολίου. Για να αποφευχθεί η δέσμευση στην
στήλη ενδογενών πρωτεϊνών που περιέχουν κατάλοιπα ιστιδίνης ακολουθείται
διαδικασία έκπλυσης (wash) με αυξημένη συγκέντρωση ιμιδαζολίου. Η έκλουση
(elution) θα γίνει με υψηλή συγκέντρωση ιμιδαζολίου. Η ίδια διαδικασία έκπλυσης και
έκλουσης μπορεί να επιτευχθεί και με αλλαγές στο pH αλλά η απομονωμένη πρωτεΐνη
θα ήταν πλέον αποδιατεταγμένη.

Καθαρισμός μίνι- κλίμακας υπό φυσικές συνθήκες

Μεταφέρουμε 2 ml καλλιέργειας σε σωλήνα μικροφυγοκέντρισης (eppendorf).
Συλλέγουμε τα κύτταρα με φυγοκέντρηση στα 15000xg για 1 λεπτό. Διαλύουμε το
ίζημα σε 100 μl διαλύματος λύσης. Παγώνουμε τα κύτταρα σε υγρό άζωτο,
θερμαίνουμε στους 37o C και ξαναπαγώνουμε σε υγρό άζωτο. Η διαδικασία αυτή
γίνεται άλλες δύο φορές για να σπάσουν τα κύτταρα.  Φυγοκεντρούμε την λύση για 10
λεπτά στα 15000xg ώστε να απομακρυνθούν τα κυτταρικά υπολείματα. Προσθέτουμε
20 μl από το 50% διάλυμα Ni-NTA αγαρόζης (QIAGEN) και αναμειγνύουμε για 30
λεπτά στους 4ο C. Φυγοκεντρούμε για 10 δευτερόλεπτα στα 15000xg ώστε να πέσει το
χρωματογραφικό υλικό, μεταφέρουμε 10 μl από το υπερκείμενο σε νέο eppendorf και
απορρίπτουμε το υπόλοιπο. Κρατάμε το δείγμα στον πάγο. Αυτό περιέχει τις πρωτείνες
που δεν δεσμεύτηκαν στο υλικό. Πλένουμε το υλικό δύο φορές με 100μl διαλύματος
έκπλυσης. Φυγοκεντρούμε για 10 δευτερόλεπτα μεταξύ κάθε βήματος έκπλυσης και
αφαιρούμε το υπερκείμενο. Κρατάμε δείγματα. Εκλύουμε την πρωτεΐνη 3 φορές με
20μl διαλύματος έκλουσης. Φυγοκεντρούμε για 10 δευτερόλεπτα μεταξύ κάθε βήματος
έκλουσης και μεταφέρουμε σε νέα eppendorf τα υπερκείμενα κάθε φορά.

Προετοιμασία διαυγούς διαλύματος λύσης υπό φυσικές συνθήκες

Ξεπαγώνουμε τα κύτταρα από τους – 80ο C για 15 λεπτά στον πάγο και
επαναιωρούμε σε ποσότητα διαλύματος λύσης ανάλογης της κλίμακας καθαρισμού. Για
βακτηριακή πάστα 2,5 gr συνήθως επαναιωρούμε στα 20ml. Προσθέτουμε 1mM PMSF
(Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride) και 5μg/μl λευπεπτίνης ως αναστολείς πρωτεασών.
Προσθέτουμε 1mg/ml λυσοζύμη και επωάζουμε στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολουθεί
χρήση υπερήχων για το σπάσιμο των κυττάρων συνολικού χρόνου 5 λεπτών.
Φυγοκεντρούμε για 30 με 60 λεπτά στους 4ο C στα 10.000χg για να απομακρύνουμε τα
κυτταρικά υπολλείματα. Κρατάμε δείγμα από το υπερκείμενο και προχωρούμε στην
εφαρμογή της χρωματογραφίας.

Προετοιμασία διαυγούς διαλύματος λύσης υπό αποδιατακτικές συνθήκες

Σε αυτήν την περίπτωση το διάλυμα λύσης περιέχει 8Μ ουρίας. Οπότε
παραλείπονται τα βήματα πρόσθεσης αναστολέων προτεασών και λυσοζύμης, καθώς και
η επεξεργασία με υπερήχους. Αναταράσσουμε ισχυρά το δείγμα μετά την προσθήκη
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του διαλύματος λύσης και φυγοκεντρούμε για 30 με 60 λεπτά στους 4ο C στα 10.000χg
για να απομακρύνουμε τα κυτταρικά υπολλείματα. Κρατάμε δείγμα από το
υπερκείμενο και προχωρούμε στην εφαρμογή της χρωματογραφίας.

Διαδικασία καθαρισμoύ

Προσθέτουμε 1 (ή 5) ml Ni-NTA αγαρόζη 50% ανάλογα με την κλίμακα
καθαρισμού στο υπερκείμενο της λύσης. Για 2,5 gr βακτηριακής πάστας και πάνω
χρησιμοποιήθηκαν 5 ml χρωματογραφικού υλικού.

Στην περίπτωση καθαρισμού μικρής κλίμακας επωάζουμε στον περιστρεφόμενο
τροχό για 1 ώρα στους 4οC. Η διαδικασία από εδώ και πέρα γίνεται στους 4οC.
Φορτώνουμε το δείγμα σε στήλη BIO-RAD (QIAGEN) με κλειστό το καπάκι του πάτου
για να γίνει το πακετάρισμα. Ανοίγουμε την κολώνα και συλλέγουμε το flowthrough για
ανάλυση. Ξεπλένουμε δύο φορές με 4 ml ρυθμιστικού διαλύματος έκπλυσης. Ο όγκος
είναι ίσος του όγκου του διαλύματος λύσης σε κάθε ξέπλυμα. Συλλέγουμε τα κλάσματα
για ανάλυση. Ακολούθως εκλύουμε πέντε φορές με 1 ml ρυθμιστικού διαλύματος
έκλουσης. Συλλέγουμε τα κλάσματα.

 Στην περίπτωση καθαρισμού μεγάλης κλίμακας το υλικό πρώτα πακετάρεται
σε γυάλινη στήλη διατομής 2 εκατοστών κρατώντας το πώμα της βάσεις κλειστό.
Ακολούθως αφήνεται να περάσει το διάλυμα 30% αιθανόλης μέσα στο οποίο βρίσκεται
το υλικό και στη συνέχεια εισάγεται στην στήλη το δείγμα. Οι όγκοι των εκπλύσεων
είναι ίσοι των όγκων του δείγματος και μεγαλύτεροι ενώ οι όγκοι των εκλούσεων είναι
ίοι με τον όγκο του χρωματογραφικού υλικού, 5 ml.

Συνθήκες συνκαθαρισμού της 6xHis-ORF1 και του αμινοτελικού τμήματος της ORF2

1ος
καθαρισμός

pH8 φωσφ. NaCl imidazol V στην στήλη

Lysis 50mM 300mM 10mM batch 15ml
Wash 50mM 300mM 30mM 2X 15ml
Elution1 50mM 300mM 100mM 2X 0,5ml
Elution2 50mM 300mM 300mM 3X 0,5ml

2ος
καθαρισμός

pH8 φωσφ. NaCl imidazol V στην στήλη

Lysis 50mM 300mM 20mM 22,5ml
Wash1 50mM 1M 40mM 20ml
Wash2 50mM 1M 60mM 20ml
Elution 50mM 300mM 250mM 4X 0,5ml

3ος
καθαρισμό
ς

pH8 φωσφ NaCl β-merc imidazol V στη
στήλη

Lysis 50mM 300mM 10mM 10mM 22.5ml
Wash 50mM 300mM 10mM 30mM 10ml
Elution 50mM 300mM - 250mM 4X 0.5ml
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Συνθήκες καθαρισμού της 6χHis-ORF2

pH8 φωσφ. NaCl imidazol V στην στήλη
Lysis 50mM 300mM 10mM 50ml
Wash1 50mM 1M 30mM 45ml
Wash2 50mM 300mM 30mM 45ml
Elution 50mM 300mM 250mM 4X 5ml

Χρήσιμες σελίδες δικτύου

Σκοπός Πρόγραμμα Ιστοσεδίλα
Εύρεση
αλληλουχίας

Entrez http://www.ncbi.nlm.gov/Entrez

Εύρεση δομής PDB http://www.rcsb.org
SCOP http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/

Παράταξη ανά ζεύγη ALIGN http://www-
hto.usc.edu/software/seqaln/seqaln-
query.html

Πολλαπλές
παρατάξεις

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw

Εύρεση ομόλογων
αλληλουχιών

PSI-BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/psiblast.cgi

Εύρεση ομόλογων
δομών

SWISS-
MODEL

http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-
MODEL.html

3D-PSSM http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~3dpssm
Πρόβλεψη
υποκυτταρικού
στόχου

TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP

PSORT http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/
Πρόβλεψη
δευτεροταγούς
δομής

Jpred http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www.-
jpred/

Εύρεση μοτίβων
αλληλουχίας

PROSITE http://us.expasy.org/prosite
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Η περίπτωση της AvrPphB

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph) αποτελεί
το παράγοντα πρόκλησης της ασθένειας halo blight στο
κοινό φασόλι, Phaseolus vulgaris L. (Taylor et al.,
1996). Τα συμπτώματα της ασθένειας είναι υδαρές
(watersoaked) βλάβες που σταδιακά αναπτύσσουν μια
κίτρινη άλω λόγω της έκκρισης της μη ειδικής τοξίνης
phaseolotoxin (Mitchell, 1976). Μόλυνση ανθεκτικών
ποικιλιών φασολιού οδηγεί στην διέγερση της αντίδρασης
υπερευαισθησίας. Η εξαρτώμενη από την ποικιλία του
φασολιού αντίσταση καθορίζεται από την αλληλεπίδραση
μεταξύ γονιδίου αμολυσματικότητας avr του παθογόνου
και του γονιδίου αντίστασης R του φυτού. Εννιά φυλές
του παθογόνου έχουν ταυτοποιηθεί με βάση την
αλληλεπίδραση τους με μια σειρά οχτώ διαφορετικών
ποικιλιών φασολιού. Πέντε ζευγάρια γονιδίων έχουν
προταθεί. Τρία avr ειδικά γονίδια, το avrPphB (που
συνταιριάζεται με το R3), το avrPphE (που συνταιριάζεται
με το R2) και το avrpPhF που που συνταιριάζεται με το
R1, έχουν κλωνοποιηθεί (Jenner et al., 1991, Vivian &
Mansfield, 1993, Mansfield et al., 1994, 1997).  To
avrPphB εντοπίζεται στο χρωμόσωμα της φυλής 3,
στέλεχος 1301Α και στη φυλή 4, στέλεχος 1302Α ενώ δεν
έχει εντοπιστεί σε άλλες φυλές ή παθότυπους της P.
syringae (Jenner et al., 1991). H AvrPphB
αναγνωρίζεται εντός του φυτικού κυττάρου της ποικιλίας
Τendergreen του φασολιού που διαθέτει το R3 γονίδιο
ανθεκτικότητας (Stevens et al., 1998). Ειδικές ποικιλίες
της Glycine max L. (σόγια) και της Arabidopsis thaliana
επίσης αναγνωρίζουν το avrPphB, όταν είναι παρόν στα
μολυσματικά παθογόνα (Simonich & Innes, 1995,
Pirhonen et al., 1996). Το γονίδιο της Arabidopsis που
αναγνωρίζει το avrPphB είναι το RPS5 και έχει
κλωνοποιηθεί (Simonich & Innes, 1995, Warren et al.,
1999). To στέλεχος RJ3, που προήλθε από το 1302Α,
βρέθηκε να είναι ικανό για μόλυνση ποικιλιών φασολιού
ευρύτερου φάσματος από ότι το 1302Α. Αυτό οφειλόταν
σε έλλειψη περίπου 40 kb από το

H

3
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χρωμόσωμα του RJ3, έλλειψη που περιείχε και το
avrPphB (Jackson et al., 2000).
Οι Warren et al. (1999) για να ταυτοποιήσουν πιθανά
συστατικά της αλυσίδας μεταφοράς σήματος που
χρησιμοποιούν τα γονίδια ανθεκτικότητας σάρωσαν
μεταλλαγμένα φυτά Arabidopsis για να βρουν εκείνα
που είχαν απολέσει την ειδική αντίσταση στα
παθογόνα. Έτσι 5 μεταλλαγές avrPphB susceptible
(pbs) που αντιστοιχούσαν σε τρία γονίδια
ταυτοποιήθηκαν. Το pbs1 εμπόδιζε τελείως την RPS5-
mediated ανθεκτικότητα, αλλά είχε μικρή εώς
καθόλου επίδραση σε ανθεκτικότητες που οφείλονταν
σε άλλα γονίδια. Το pbs2 επηρέαζε ένα υποσύνολο
των γονιδίων ανθεκτικότητας ενώ το προϊόν του pbs3
φαίνεται να λειτουργεί σε ένα μονοπάτι που
εμπλέκεται στον περιορισμό της διάδοσης των
μολυσματικών και αμολυσματικών παθογόνων.

 H AvrPphB και το μοτίβο μυριστιλίωσης

H AvrPphB διαθέτει ένα μοτίβο μυριστιλίωσης στην θέση G63. Το
μοτίβο μυριστιλίωσης είναι εσωτερικό και για να αναγνωριστεί ως
υπόστρωμα του ευκαρυωτικού ενζύμου που εκτελεί την μυριστιλίωση
χρειάζεται να απομακρυνθούν τα 62 αμινοτελικά αμινοξέα της
πρωτεΐνης. Η πρωτεϊνη κόβεται στην E. coli μεταξύ των αμινοξέων Κ62
και G63, παράγοντας δύο πεπτίδια 28 και 6 kD (Puri et al., 1997). H
αντικατάσταση του G στην θέση 63 με Α καταργεί την σύνδεση στην
μεμβράνη και την αμολυσματική ικανότητα σε φυτά Arabidopsis Col-0,
που διαθέτουν το γονίδιο RPS5 (Nimchuk et al., 2000). Παρόμοια
επεξεργασία της AvrPphB λαμβάνει χώρα και στην P. syringae pv.
phaseolicola, καθώς και στην Arabidopsis, όταν η πρωτεΐνη εκφράζεται
ενδογενώς. Η αποκοπή του αμινοτελικού τμήματος φαίνεται να εκθέτει
το μοτίβο μυριστιλίωσης, το οποίο πλέον αναγνωρίζεται και η πρωτεϊνη
αγκυροβολείται στην μεμβράνη (Nimchuk et al., 2000).  Ποιος ακριβώς
είναι ο ρόλος του αμινοτελικού αποκοπτόμενου τμήματος; Γιατί
χρειάζεται να υπάρχει και το μοτίβο μυριστιλίωσης δεν είναι απλά
αμινοτελικό; Οι πρωτεΐνες AvrB και AvrRpm1 έχουν αμινοτελικό μοτίβο
μυριστιλίωσης που αναγνωρίζεται και χρησιμοποιείται μετά την
απομάκρυνση της αρχικής μεθιονίνης από το ένζυμο της μυριστιλίωσης
(Resh, 1994). Πάνω σε αυτά τα ερωτήματα κατασκευάστηκαν τα
μεταλλάγματα G63A και G63EC64F όπου η γλυκίνη έχει αντικατασταθεί
από αλανίνη στο πρώτο και στο δεύτερο από γλουταμικό ενώ το αμέσως
επόμενο αμινοξύ που είναι η κυστεϊνη αντικαταστάθηκε από
φαινυλαλανίνη. Tα μεταλλάγματα φάνηκε να προκαλούν την αντίδραση
υπερευαισθησίας σε ποικιλίες φασολιού που έφεραν το R3 γονίδιο
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ανθεκτικότητας και παραδίδοντο στα φυτικά κύτταρα μέσω του
Agrobacterium tumefaciens. H παράδοση των μεταλλαγμάτων μέσω του
μολυσματικού στελέχους P. syringae pv. phaseolicola R6 δεν προκάλεσε
την αντίδραση υπερευαισθησίας παρά την εκδήλωση της ασθένειας στη
ποικιλία Tendergreen του φασολιού. Το γεγονός αυτό ίσως έχει να κάνει
με την σταθερότητα των μεταλλαγμάτων εντός της P. syringae είτε με την
μη αναγνώριση και μεταφορά τους από το σύστημα έκκρισης τύπου ΙΙΙ.
Με πειράματα ανοσοαποτύπωσης φάνηκε ότι τα μεταλλάγματα
συσσωρεύονται στα ίδια ποσοστά με την αγρίου τύπου πρωτεΐνη αλλά δεν
πρωτεολύονται (Tampakaki et al., 2002).

Προσπάθειες καθαρισμού των μεταλλαγμάτων

Μιας και τα μεταλλάγματα G63A και G63EC64F φάνηκαν
ανθεκτικά στην πρωτεόλυση αποφασίστηκε η έκφραση τους με
αμινοτελική ταμπέλα έξι ιστιδινών για τον καθαρισμό τους σε ένα βήμα,
χρησιμοποιώντας Ni-NTA αγαρόζη (QIAGEN) ως υλικό χρωματογραφίας.
Η κλωνοποίηση τους έλαβε χώρα παραλαμβάνοντας το προς ένθεση
τμήμα με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης όπου χρησιμοποιήθηκαν
εκκινητές που έφεραν BspHI και XhoI θέσεις εκατέρωθεν των
μεταλλαγμένων γονιδίων ενώ ως μήτρα χρησιμοποιήθηκαν οι κλώνοι
pT7-7/avrPphB G63A και pT7-7/avrPphB G63Ε αντίστοιχα. Η BspHI
θέση δεν αλλοιώνει τη νουκλεοτιδική βάση μετά το atg και κατ’ επέκταση
το δεύτερο αμινοξύ της πρωτεΐνης και γι’ αυτό προτιμήθηκε έναντι της
θέσης NcoI του φορέα. Οι δύο αυτές θέσεις αφήνουν συμβατά άκρα και
μπορούν να επανακολλήσουν έπειτα από αντίδραση λιγάσης. Ο
εκφραστικός φορέας που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο pPROEX (Gibco) ο
οποίος διαθέτει trc υποκινητή που επάγεται από IPTG ενώ δεν χρειάζεται
την ύπαρξη ειδικών στελεχών Ε.coli για την έκφραση των πρωτεϊνών. Οι
κλώνοι που προέκυψαν με αυτόν τον τρόπο ονομάστηκαν pG63A και
pG63E αντίστοιχα (Υλικά & Μέθοδοι, κεφ. 2). Οι κλώνοι ελέχθηκαν με
πέψεις PvuII και SphI1. Η επαγωγή της έκφρασης έγινε σε συνθήκες
που το εργαστήριο είχε καταλήξει για την αγρίου τύπου πρωτεΐνη
(Εικόνα 1). Το μεγαλύτερο όμως ποσοστό βρέθηκε πρωτεολυμένο και
έδινε κυρίως την ζώνη των 28kD.

                                                
1 Το G63A μετάλλαγμα έφερε διαγνωστική θέση SphI κατά την
κατασκευή του από την Δρ.  Ταμπακάκη.
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Τα πρώτα πειράματα καθαρισμού έλαβαν χώρα επίσης σε
συνθήκες που είχε καθαριστεί στο παρελθόν και η αγρίου τύπου
πρωτεΐνη. Ο πρώτος καθαρισμός που έλαβε χώρα έγινε σε μεγάλη
κλίμακα με χρωματογραφικό υλικό 5 ml αλλά οι εκλούσεις του δεν ήταν
καθαρές. Έτσι ξεκίνησαν μια σειρά πειραμάτων για την εύρεση βέλτιστων
συνθηκών. Τελικά όμως όλο και περισσότερο ποσοστό των
μεταλλαγμάτων βρισκόταν πρωτεολυμένο στο σημείο που πρωτεολύεται
και η αγρίου τύπου πρωτεΐνη (Εικόνα 2, 3).

Εικόνα 1 SDS-page σε 12% πηκτή πολύακριλαμίδης και χρώση με Coomassie
blue. 1) δείγμα πριν την επαγωγή από κύτταρα E.coli BL21(DE3)που φέρουν κλώνο
pPROEX-HT-CAT ως κλώνο ελέγχου, 2) δείγμα από την ίδια καλλιέργεια μετά την
επαγωγή, η 6χHis-CAT πρωτεΐνη είναι στα 29kD, 3) δείγμα πριν την επαγωγή από
κύτταρα E. coli BL21(DE3) που φέρουν κλώνο pG63E, 4) δείγμα μετά την επαγωγή,
5) δείγμα πριν την επαγωγή από κύτταρα E. coli BL21(DE3) που φέρουν κλώνο
pG63Α, 6) δείγμα από την ίδια καλλιέργεια μετά την επαγωγή. Σε αυτό το
μετάλλαγμα η πρωτεόλυση φαίνεται πλήρης και διακρίνεται καθαρά το 28kD
κομμάτι, 7)μάρτυρας μοριακών βαρών: 97, 66, 45, 30, 20.1, 14.4kD, 8) δείγμα
πριν την επαγωγή της έκφρασης από κύτταρα E. coli DH5a που φέρουν τον κλώνο
pG63A και 9) δείγμα μετά την επαγωγή, και εδώ διακρίνεται κυρίως η 28kD ζώνη.

Εικόνα 2 SDS-page σε 12% πηκτή
πολύακριλαμίδης και χρώση με
Coomassie blue. 1, 3, 6, 8)
Καθαρισμός με Ni-NTA αγαρόζη
από E.coli DH5a της AvrPphB
G63A, δείγματα flowthrough,
έκπλυσης 1, έκπλυσης 2, έκλουσης
1 αντίστοιχα. 2, 4, 7, 9) Καθα-
ρισμός της ίδιας πρωτεΐνης από
E.coli BL21(DE3), δείγματα flow-
through, έκπλυσης 1, έκπλυσης 2,
έκλουσης 1 αντίστοιχα, 5) δείκτης
μοριακών βαρών. Για τον
καθαρισμό το διάλυμα λύσης
περιείχε 10 mM ιμιδαζόλιο, η πρώ-

τη έκπλυση 20 mM ιμιδαζολίου, η δεύτερη 40 mM και η έκλουση 100mM. O
καθαρισμός έλαβε χώρα σε μίνι κλίμακα με batch διαδικασία.
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Κατά συνέπεια και τα μεταλλάγματα πρωτεολύονταν στο
αναμενόμενο σημείο όπως και η αγρίου τύπου πρωτεΐνη. Η μεταλλαγή
της G σε Α δεν ήταν αρκετή για να εμποδίσει την πρωτεόλυση. Η G
βρίσκεται πλησίον του σημείου πρωτεόλυσης αλλά αν και ανήκει στο
μοτίβο μυριστιλίωσης φαίνεται να μη συμμετέχει καθόλου στο μοτίβο
που αναγνωρίζει η υποθετική πρωτεάση για να κόψει την πρωτεΐνη
ΑvrPphB. To ίδιο φαίνεται να ισχύει και για το δεύτερο μετάλλαγμα
όπου η G έχει αντικατασταθεί από E και η C που ακολουθεί από F. Τι
μπορεί να συμβαίνει;

YopT και  avrPphB

Η απάντηση δεν άργησε να έρθει από την εργασία του Shao και
των συνεργατών του (2002). Από πολλαπλές παρατάξεις αλληλουχιών
μέσα στις οποίες άνηκε και η αλληλουχία της ΑvrPphB φάνηκε ότι αυτή
διαθέτει μια καταλυτική τριάδα συντηρημένων αμινοξέων C, H και D
που την χαρακτηρίζει ως μέλος μιας οικογένειας πρωτεασών κυστεϊνης.
Στην ίδια αυτή οικογένεια ανήκει και η ΑvrPpiC2 από την P. syringae
pv. pisi καθώς και η YopT από τo ζωικό παθογόνο Y. pestis. Η YopT ως
πιο γνωστή δίνει και το όνομα στην νέα αυτή οικογένεια πρωτεασών
κυστεϊνης. Τα πειράματα της ίδιας ομάδας έδειξαν ότι η AvrPphB
αυτοπρωτεολυόταν μιας και μεταλλαγές που αντικαταστούσαν την
συντηρημένη καταλυτική τριάδα C, H και D ήταν ικανές να κρατήσουν
ακέραιο το πλήρους μήκους πεπτίδιο των 35kD της AvrPphB. Η YopT
φαίνεται να αλληλεπιδρά με τις rho-GTPases που φέρουν το CAAX
μοτίβο στο καρβοξυτελικό τους άκρο (C: κυστεϊνη, Α: αλειφατικό αμινοξύ
και Χ: οποιοδήποτε αμινοξύ). Η έκφραση όμως της AvrPphB σε κύτταρα
θηλαστικών δεν οδηγεί σε κυτταροτοξικό φαινότυπο όπως έχει φανεί για
την YopT, υποδηλώνοντας ότι η AvrPphB ίσως να μην χρησιμοποιεί τις
rho-GTPases σαν υπόστρωμα.

Εικόνα 3 SDS-page σε 12%
πηκτή πολύακριλαμίδης και
χρώση με Coomassie blue. 1)
δείγμα πρωτεϊνών που δεν
κατακρατούνται από το χρω-
ματογραφικό υλικό (flow-
through), Ε. coli BL21 (DE3)
/ pG63A, 2) η πρώτη πλύση
με 20 mM ιμιδαζόλιο, 3) η
δεύτερη έκπλυση με 20 mM
ιμιδαζόλιο επίσης, 4) η πρώτη
έκλουση με 100 mM
ιμιδαζόλιο, 5) η δεύτερη με
100 mM ιμιδαζόλιο επίσης και 6) η τρίτη με 300 mM. Παρατηρούμε επίσης κυρίως το
28kD κομμάτι. 7) Δείκτης μοριακών βαρών : 97, 66, 45, 30, 20.1, 14.4kD, 8, 9, 10)
Εκλούσεις αντίστοιχες από καθαρισμό όπου χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα DH5a. H
διαδικασία είναι και εδώ σε μίνι κλίμακα - batch.
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Το ερώτημα γίνεται όλο και πιο ενδιαφέρον. Γιατί χρειάζεται ένα
πρόδρομο μόριο να αυτοπρωτεολυθεί; Ποιος είναι ο στόχος του εντός του
ευκαρυωτικού κυττάρου; Το αμινοτελικό πεπτίδιο που αποκόπτεται έχει
να κάνει μόνο με την μεταφορά μέσω του εκκριτικού συστήματος τύπου
ΙΙΙ; Ή παίζει και αυτό ακόμα κάποιο σημαντικό ρόλο στην μόλυνση ως
ανεξάρτητος παράγοντας;
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H περίπτωση της AvrPphF

ο γονίδιο avrPphF κλωνοποιήθηκε από τις φυλές 5 και 7 της P.
syringae pv. phaseolicola με βάση την ικανότητα του να
προκαλεί αντίδραση υπερευαισθησίας σε ποικιλίες φασολιού
που έφεραν το γονίδιο ανθεκτικότητας R1. Η αλληλουχία του
είναι όμοια και στις δύο φυλές της Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, (EMBL/GenBank accession number AF231452
και AF231453). Η γονιδιακή του οργάνωση φαίνεται να
αποτελεί ένα οπερόνιο που φέρει δύο ανοιχτά πλαίσια
ανάγνωσης, τα οποία απαιτούνται για την λειτουργία του
(Tsiamis, et al., 2000). Μπροστά από τα ανοικτά πλαίσια
ανάγνωσης βρίσκεται μια περιοχή υποκινητή η οποία περιέχει
το μοτίβο hrp-box και φαίνεται να ελέγχεται από την HrpL
(Innes et al., 1993, Pirhonen et al., 1996). Περιοχές πλούσιες
σε πουρίνη βρίσκονται έμπροσθεν των δύο ανοικτών πλαισίων
ανάγνωσης και φαίνεται να λειτουργούν σαν περιοχές
δέσμευσης ριβοσώματος (Singer & Berg, 1991). Τα πλαίσια
ανάγνωσης χωρίζονται μεταξύ τους με μια αλληλουχία 57
ζευγών βάσεων ενώ στο τέλος του οπερονίου φαίνεται να
σχηματίζεται μια δομή φουρκέτας σαν σινιάλο τέλους της
μεταγραφής. Το περιεχόμενο σε GC είναι 47% συνολικά (40%
για το πρώτο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης και 52.5% για το
δεύτερο), σημαντικά χαμηλότερο από το 59-61% που
αναφέρεται για μέλη του είδους Pseudomonas syringae (De
Ley, 1968).

To avrPphF ακολουθείται από ένα ατελές ανοιχτό πλαίσιο
ανάγνωσης που φέρει ομοιότητα με την τρανσποζάση IS100 της
νησίδας παθογένειας της P. syringae pv. phaseolicola (Jackson
et al., 1999). Πειράματα υβριδοποίησης εντόπισαν επίσης το
γονίδιο στο πλασμίδιο pAV511 της P. syringae pv.
phaseolicola, αριστερά από την νησίδα παθογένειας και κοντά
σε γονίδια μολυσματικότητας όπως το avrPphC και ένα ομόλογο
του avrD. Το στέλεχος RW60 της P. syringae pv. Phaseolicola
(παράγωγο του στελέχους 1449Β, race7),  έχει απολέσει το
πλασμίδιο pAV511. Το στέλεχος αυτό επέδειξε απώλεια της
μολυσματικότητας σε ποικιλίες φασολιού που είναι ευπαθής
στο αρχικό στέλεχος 1449Β, όπως οι ποικιλίες Tendergreen και
Canadian Wonder. Στο Tendergreen η ικανότητα
μολυσματικότητας  αποκαταστάθηκε στο στέλεχος RW60 μόνο
με την εισαγωγή  του avrPphF, ενώ υποκλωνοποίηση του
avrPphF απουσία του πλασμιδίου pAV511 σε RW60 επιτάχυνε
την αντίδραση υπερευαισθησίας του Canadian Wonder
(Tsiamis, et al., 2000). Τέλος η δράση του γονιδίου avrPphF
φαίνεται να μπλοκάρεται από την παρουσία του γονιδίου
avrPphC που εδράζει στο κεντρικό βακτηριακό χρωμόσωμα.

Τ
4
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Τι κρύβει η ύπαρξη δύο ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης στο avrPphF;

Τα δύο ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORF1 και ORF2) του avrPphF
βρίσκονται πάντα μαζί συνιστώντας ένα οπερόνιο, ενώ απαιτείται η ύπαρξη και
των δύο για την εμφάνιση ασθένειας ή ανθεκτικότητας στον ξενιστή. Η
παράδοση των μολυσματικών παραγόντων μέσω του εκκριτικού συστήματος
τύπου ΙΙΙ προτάσσει διάφορους μηχανισμούς αναγνώρισης και έκκρισης αυτών.
Ένας από αυτούς φαίνεται να είναι και η χρήση εξιδικευμένων τσαπερονών.

Στην Yersinia οι τσαπερόνες του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ
ονομάζονται Syc (specific Yop chaperon). Γενικά κωδικοποιούνται από ένα
γονίδιο που εντοπίζεται πλησίον της πρωτεΐνης Yop (Yersinia outer proteins)
που εξυπηρετούν. Οι τσαπερόνες αυτές δεν σχηματίζουν ομοιογενή ομάδα παρά
φαίνεται να ανήκουν σε δύο κύριες υποοικογένειες, η μία δεσμεύεται σε
μολυσματικές πρωτεΐνες και η άλλη σε πρωτεΐνες μεταφορείς του εκκριτικού
συστήματος τύπου ΙΙΙ.

Η SycE, τσαπερόνη της YopE, χαρακτηρίζει την πρώτη οικογένεια
(Wattiau & Cornelis, 1993). Αυτές οι τσαπερόνες είναι μικρές (14-15kD),
όξινες (pI 4.4 – 5.2) και φαίνεται να φέρουν πιθανή καρβοξυτελική αμφιπαθή
α-έλικα. Δεσμεύονται ειδικά στις μολυσματικές πρωτεΐνες που μεταφέρουν και
η απουσία τους μπορεί να μειώσει δραστικά, αν όχι να απολέσει τελείως, την
έκκριση των προς μεταφορά πρωτεϊνών. Έχουν προταθεί διάφορες υποθέσεις,
σχετικά με την δράση των τσαπερονών αυτών, ανάλογες των διαφορετικών
τύπων παρατηρήσεων που έλαβαν χώρα στα επιμέρους πειράματα. Οι SycE και
SycH δεσμεύονται στις συγγενείς τους μολυσματικές πρωτεΐνες YopE και YopH
αντίστοιχα σε μοναδικές περιοχές μεταξύ των καταλοίπων 20 και 70 (Sory et
al., 1995). Όταν όμως αυτή η αλληλουχία αφαιρεθεί οι  YopE και YopH
εκκρίνονται από το σύστημα τύπου ΙΙΙ, καθώς επίσης εκκρίνονται και οι
τσαπερόνες. Η παρατήρηση αυτή προτάσσει ότι η τσαπερόνη έχει δράση
«σωματοφύλαξης» της μολυσματικής πρωτείνης στην οποία δεσμεύεται,
προστατεύοντας το σημείο δέσμευσης από ανώριμες αλληλεπιδράσεις που
αλλιώς θα οδηγούσαν σε αποδόμηση την πρωτεΐνη. Σε πειράματα (Boyd et al.,
2000) όπου μόνο η μολυσματική πρωτεΐνη YopE συντίθεται, φαίνεται να
εκκρίνεται απουσία της τσαπερόνης της καθώς και απουσία της αλληλουχίας
πρόσδεσης της τσαπερόνης, γεγονός που δηλώνει ότι η παρουσία της
τσαπερόνης ίσως είναι απαραίτητη όταν η YopE συναγωνίζεται της άλλες
μολυσματικές πρωτεΐνες για έκκριση μέσω του συστήματος τύπου ΙΙΙ. Μία
εμπλοκή δηλαδή στην ιεραρχία της έκκρισης. Υπόθεση που υποστηρίζεται και
από το γεγονός ότι μόνο ένα υποσύνολο των μολυσματικών πρωτεϊνών
διαθέτουν τσαπερόνες καθώς επίσης και από το γεγονός ότι κάθε τσαπερόνη
είναι αυστηρά εξειδικευμένη ως προς την πρωτεΐνη που δεσμεύει. Η περιοχή
δέσμευσης της τσαπερόνης SicP στην μολυσματική πρωτεΐνη SptP από την
Salmonella έχει κρυσταλλωθεί μαζί με την τσαπερόνη SicP. Η δομή που
προέκυψε δείχνει την περιοχή δέσμευσης να βρίσκεται σε μια ξεδιπλωμένη
μορφή και να ελίσσεται γύρω από τρία διαδοχικά μόρια τσαπερόνης. Μικρά
τμήματα από δύο διαφορετικά μόρια SptP τοποθετούνται σε γειτνίαση από τις
τσαπερόνες και διμερίζονται μέσω μιας υδροφοβικής επιφάνειας. Αυτά τα
αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι οι τσαπερόνες του εκκριτικού συστήματος
τύπου ΙΙΙ διατηρούν τα υποστρώματα τους σε κατάσταση έκκρισης σε
ξεδιπλωμένη ή σχεδόν ξεδιπλωμένη μορφή (Stebbins & Galan, 2001).

Η SycD ανήκει στην δεύτερη οικογένεια των τσαπερονών του συστήματος
τύπου ΙΙΙ. Απουσία αυτής οι πρωτείνες μεταφορείς YopB και YopD δεν
εκκρίνονται και είναι λιγότερο ανιχνεύσιμες εντός του βακτηριακού
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κυτταροπλάσματος (Wattiu et al., 1994, Neyt & Cornelis, 1999). Η SycD
διαφέρει στο ότι δεσμεύεται σε περισσότερες περιοχές του YopB,
προσομοιάζοντας την περίπτωση της SecB, μιας τσαπερόνης της E. coli
υπεύθυνης για την εξαγωγή πρωτεϊνών  η οποία διαθέτει πολλές περιοχές
δέσμευσης στις πρωτείνες στόχους της (Neyt & Cornelis, 1999). Ακόμα η SycD
δεν φαίνεται να διαθέτει αλληλουχία όμοια με αυτή των τσαπερονών SycH και
SycE στο καρβοξυτελικό της άκρο (466).

Το γονίδιο hopPsyA της Pseudomonas syringae 61 βρίσκεται μετά από
ένα μικρό πλαίσιο ανάγνωσης που το προϊόν του φαίνεται να διαθέτει τα βασικά
χαρακτηριστικά των τσαπερονών τύπου ΙΙΙ των ζωικών παθογόνων βακτηρίων
(van Dijk et al., 2002).

Θα μπορούσε να δειχθεί άραγε ότι τα δύο ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης
του avrPphF έχουν σχέση τσαπερόνης τύπου ΙΙΙ – πρωτεΐνης μολυσματικότητας;

Η πληροφορία της αμινοξικής αλληλουχίας. Ανάλυση in silico.

Έρευνα στις βάσεις δεδομένων με μεθόδους BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990), θέτοντας τις αλληλουχίες των
προϊόντων των δύο ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης,  δεν κατέδειξαν σημαντικές
ομολογίες με καμία γνωστή πρωτεΐνη. Το ORF2 φαίνεται να παρουσιάζει 37%
ομολογία με μια υποθετική πρωτεΐνη της Ralstonia solanacearum (NP_522383),
ενώ το ORF1 δεν έδωσε κανένα σημαντικό αποτέλεσμα.

ORF1
Το προϊόν του orf1 αποτελείται από 134 αμινοξέα που προσδίδουν σε

αυτό μοριακό βάρος 15,6 kD ενώ το ισοηλεκτρικό του σημείο (pI) υπολογίζεται
στα 5,89. Στοιχεία που συμφωνούν με αυτά των άλλων τσαπερονών του
συστήματος τύπου ΙΙΙ (Πίνακας Ι).

Τσαπερόνη Αμινοξέα ΜW (kD) pI Βακτήριο
SycE 130 14,6 4,51 Yersinia
SycN 123 13,5 5,02 Yersinia
SycH 141 15,7 4,7 Yersinia
SicP 116 12,9 3,8 Salmonella
ShcA 112 12,9 4,74 Pseudomonas
ORFA 156 17,2 6,12 Erwinia
OrfU (CesT) 156 17,6 4,23 EPEC2 E.coli
ORF1 PphF 134 15,6 5,89 Pseudomonas

Η ομοιότητα των πρωτεϊνικών αλληλουχιών συνήθως αναγνωρίζεται με το
συνταίριασμα τους ανά ζεύγη, με προγράμματα όπως η BLAST ή η FASTA
(Pearson & Lipman, 1988). Οι αλληλουχίες όμως μπορούν να διαχωριστούν
πέραν του σημείου ανίχνευσης της συσχέτισης από τέτοιες διαδικασίες. Για να
ξεπεραστεί αυτό το πρόβλημα δημιουργήθηκαν μέθοδοι πολλαπλής στοίχισης
αλληλουχιών.

                                                
2 Εντεροπαθογόνος E.coli
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Η πολλαπλή στοίχιση αλληλουχίας αναγνωρίζεται ευρέως σαν ένα
ισχυρό εργαλείο σε ποικίλες μελέτες, παίζει βασικό ρόλο στην πρόβλεψη
λειτουργικά και δομικά σημαντικών περιοχών. Είναι δε προαπαιτούμενη για
την έγκυρη ανακατασκευή της εξελικτικής πορείας ενός ομόλογου συνόλου
βιολογικών αλληλουχιών, ενώ η ακρίβεια πρόβλεψης δομής βελτιώνεται
σημαντικά με αυτόν τον τρόπο. Τα τελευταία 20 χρόνια πολλοί τέτοιοι
αλγόριθμοι βασισμένοι σε ποικίλες αρχές έχουν επινοηθεί και πολλά
προγράμματα έχουν αναπτυχθεί.

Για την ενίσχυση των ενδείξεων πραγματοποιήθηκαν πολλαπλές
στοιχίσεις,  με την μέθοδο Clustal W (Higgins, 1994), του ORF1 και άλλων
γνωστών τσαπερονών του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ που ανήκουν στην
οικογένεια της SycE και SycH. Η οικογένεια των τσαπερονών αυτών δεν
παρουσιάζει σημαντική ομολογία παρά χαρακτηρίζεται από δεσπόζουσα δομή
έλικας ενώ προς το καρβοξυτελικό άκρο τους υπάρχουν κάποια συντηρημένα
κατάλοιπα λευκίνης (Wattiau et al., 1996). Κάτι τέτοιο φάνηκε να ισχύει και
στην περίπτωση της ORF1 του avrPphF  όπως παρουσιάζεται παρακάτω:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

ORFA  --MIIQDLLGGLARRLEAGPLSLDASQLCCLQVNGLEMTLEWLEQQKNMLFGYLNIGTLA 58
SHCA  ---------------MEMPALAFDDKGACNMIID-KAFALTLLRDD-DTHQRLLLIGLLE 43
ORFU  MSSRSELLLDRFAEKIGVGSISFNENRLCSFAID--EIYYISLSDASDEYMMIYGVCGKF 58
SYCH  -MRTYSSLLEEFATELGLEEIETNELGHGAVTID--KIWVVHLAPINEKELVAFMRAGIL 57
SYCE  -MYSFEQAITQLFQQLSLSIPDTIEP-VIGVKVG---EFACHITEHPVGQILMFTLPSLD 55
SICP  ---------------MGLP-LTFDDNNQCLLLLD--SDIFTSIEAKDDIWLLNGMIIPLS 42
ORF1  MKNSFDRLIDGLAKDYGMPGFPEKKHEHEVYCFEFKEVSIRIYQDKFKWVYFLSDIGVID 60
SYCN  -MSWIEPIISHFCQDLGVPTSSPLSPLIQLEMAQ----SGTLQLEQHGATLTLWLARSLA 55
           .

ORFA GEQHGALLADILAANLVSLWRERRSAFGLDKEKNELLLFQRFQLPSVDEASFVSACVQMI 118
SHCA PHED-LPLQRLLAGALNPLVNAG-PGIGWDEQSGLYHAYQSIPREKVSVEMLKLEIAGLV 101
ORFU PTDNPNFALEILNANLWFAENGG-PYLCYESGAQSLLLALRFPLDDATPEKLENEIEVVV 117
SYCH TGQS--QLYDILRKNLFSPLSGV--IRCALDKDDHWLLWSQLNINDTSGTQLASVLTSLV 113
SYCE NNNE---KETLLSHNIFSQDILK-PILSWDEVGGHPVLWNRQPLNSLDNNSLYTQLEMLV 111
SICP PVCGDSIWRQIMVINGELAANNE-GTLAYIDAAETLLLIHAIT-DLTNTYHIISQLESFV 100
ORF1 NLDS-NACQSLLRLNEFNLRTPFFTVGLNEKKDG--VVHTRIPLLNLDNVEMRRVFEALL 117
SYCN WHQCEDAMVKALTLTAAQK-SGALPLRAGWLGENQLVLFVSLDERSLTLPLLHQAFEQLL 114
                :                                       :      .:

ORFA  EVAKIWQGKLLHGRAVPSVAPRMLAQQGLTLNLAGKIT- 156
SHCA  EWMKCWR----EART------------------------ 112
ORFU  KSMENLYLVLHNQGITLENEHMKIEEISSSDNKHYYAGR 156
SYCH  DKAVTLSCEPTMKKEEDDHRPSSSHLLV----------- 141
SYCE  QGAERLQTSSLISPPRSFS-------------------- 130
SICP  NQQEALKNILQEYAKV----------------------- 116
ORF1  NLSGEVKKRLDLSESSV---------------------- 134
SYCN  RLQQEVLAP------------------------------ 123

                       : .

Στην παραπάνω πολλαπλή στοίχιση παρουσιάζεται έγχρωμη η συντηρημένη
περιοχή των τσαπερονών του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ. Με κόκκινο
διακρίνονται τα μικρά υδρόφοβα αμινοξέα συμπεριλαμβανόμενου και του
αρωματικού Υ, με μπλε τα όξινα, με πράσινο τα αμινοξέα που φέρουν
υδροξυλομάδα ή αμίδιο καθώς και το βασικό Q,  ενώ σε κίτρινο πλαίσιο τα
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βασικά. Παρατηρούμε ότι η ORF 1 του avrPphF φαίνεται να περιέχει την
συντηρημένη αυτή περιοχή. Από τις ανά ζεύγος στοιχίσεις που πραγματοποιεί η
μέθοδος Clustal W η ORF1 έχει μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας με την SicP και
την SycH. H δομή της SicP, τσαπερόνης της SptP πρωτεΐνης της Salmonella
έχει βρεθεί και κατατεθεί στην PDB (Protein Data bank) (Bernstein et al.,
1977). Θέτοντας την αλληλουχία της πρωτεΐνης ORF1 στην SWISS-MODEL
(Guex & Peitsch, 1997) και ορίζοντας σαν μήτρα την δομή της SicP το
πρόγραμμα καταλήγει στην παράθεση μόνο 15 αμινοξέων που δεν είναι αρκετό
για την παραγωγή τρισδιάστατου μοντέλου με βάση τις συντεταγμένες της SicP.

Μέχρι τώρα έχουν λυθεί οι δομές 4 τσαπερονών του εκκριτικού
συστήματος τύπου ΙΙΙ. Οι υπεροικογένεια τους (type III secretory system
chaperone), κατατάσσεται στην τάξη των άλφα και βήτα πρωτεϊνών στην βάση
SCOP (Structural Characterization Of Proteins) (Murzin et al. 1995). Οι άλφα
και βήτα τάξη πρωτεϊνών φέρει κυρίως αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες
και α-έλικες. Το συγκεκριμένο μοτίβο δευτερογενούς δομής που χαρακτηρίζει
την υπεροικογένεια των τσαπερονών τύπου ΙΙΙ είναι το εξής: alpha – beta(3) –
alpha – beta(2) – alpha. Στην υπεροικογένεια μέχρι τώρα κατατάσσεται μόνο
μία οικογένεια τσαπερονών τύπου ΙΙΙ που αποτελείται από τέσσερα μέλη: α) την
SycE, τσαπερόνη της YopE, από την Yersinia pestis (Birtalan & Ghosh, 2001,
Evdokimov et al., 2002), β) την SicP, τσαπερόνη της SptP, από την Salmonella
typhimurium (Stebbins & Galan, 2001) γ) την CesT (OrfU), τσαπερόνη της Tir,
από την εντεροπαθογόνο E.coli και δ) την SigE, τσαπερόνη της SigD, από την
Salmonella enterica (Luo et al., 2001).

Σε πολλαπλή στοίχιση αμινοξικής αλληλουχίας του ORF1 καθώς και των
προηγούμενων τσαπερονών που χρησιμοποιήθηκαν παραπάνω παρουσία και
του SigE με την Clustal W, οι ανά ζεύγος στοιχίσεις έδωσαν καλύτερο βαθμό
ομοιότητας του ORF1 με την SigE.

Σε πολλαπλή στοίχιση αμινοξικής αλληλουχίας με την μέθοδο Clustal
W των ORF1 του avrpPhF, SigE και OrfU (CesT) τα αποτελέσματα είναι τα
εξής:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

sigE  ----XESLLNRLYDALGLDAP-----EDEPLLIIDDGIQVYFNESDHTLEX-----CCPF 46
OrfU  MSSRSELLLDRFAEKIGVGSIS---FNENRLCSFAIDEIYYISLSDASDEYMMIYGVCGK 57
ORF1  MKNSFDRLIDGLAKDYGMPGFPEKKHEHEVYCFEFKEVSIRIYQDKFKWVYFLSDIGVID 60
            : *:: : .  *: .      :.:            :  .. .

sigE XPLPDDILTLQHF---LRLNYTSAVTIGADADNTALVALYRLPQTSTEEEALT-GFELFI 102
OrfU FPTDNPNFALEILNANLWFAENGGPYLCYESGAQSLLLALRFPLDDATPEKLENEIEVVV 117
ORF1 NLDSNACQSLLRLN---EFNLRTPFFTVGLNEKKDGVVHTRIPLLNLDNVEMRRVFEALL 117
           :   :*  :     :                 :   *:*  .     :   :* .:

sigE   SNVKQL--------------------------KEHYA-- 113
OrfU   KSMENLYLVLHNQGITLENEHMKIEEISSSDNKHYYAGR 156
ORF1   NLSGEVKKR--------------------LDLSESSV-- 134
       .   ::                          ..  .

Από τις λυμένες δομές του SigE και OrfU παρουσιάζονται σε κίτρινο πλαίσιο οι
α-έλικες και σε γκρι οι β-πτυχές (Luo et al., 2001). Από πρόγραμμα
πρόβλεψης δευτεροταγούς δομής DSC (Discrimination of protein Structure
Classes) (King & Sternberg, 1996), το ORF1 φαίνεται επίσης να ακολουθεί το
πρότυπο δευτεροταγούς δομής των τσαπερονών του εκκριτικού συστήματος
τύπου ΙΙΙ: alpha – beta(3) – alpha – beta(2) – alpha. Η Swiss-Model (Peitsch,
1995, 1996, Peitsch & Guex, 1997) δεν κατάφερε να φτιάξει ένα μοντέλο της
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πρωτεΐνης με βάση της συντεταγμένες της SigE και της OrfU. Παρακάτω
παρουσιάζεται η έξοδος του προγράμματος:

Length of target sequence: 134 residues

Reading user-defined template list

Extracting template sequences

Running pair-wise alignments with target sequence
Sequence identity of templates with target:

1K3EA.pdb: 23.1 % identity
1K3EB.pdb: 23.8 % identity
1K3SA.pdb: 20.4 % identity
1K3SB.pdb: 20.4 % identity

Looking for template groups
Global alignment overview:

Target Sequence:
|===================================================================|
1K3EA.pdb |                                ------------   
1K3EB.pdb |                                   ----------
1K3SA.pdb |             ------------------------
1K3SB.pdb |             ------------------------

AlignMaster found 3 regions to model separately:
1: Using template(s)   1K3EA.pdb
2: Using template(s)   1K3EB.pdb
3: Using template(s)  1K3SA.pdb 1K3SB.pdb

1K3EA.pdb has been rejected,  too low similarity with Target sequence
(23.1 % identity.)
1K3EB.pdb has been rejected,  too short projected model length (21
aa.)
1K3EB.pdb has been rejected,  too low similarity with Target sequence
(23.8 % identity.)
1K3SA.pdb has been rejected,  too low similarity with Target sequence
(20.4 % identity.)
1K3SB.pdb has been rejected,  too low similarity with Target sequence
(20.4 % identity.)

Creating Batch files for ProMod (if any):
Exiting AlignMaster

Ως μήτρες έχουν τεθεί η SigE (1K3SA.pdb, 1K3SB.pdb) και η CesT
(1K3EA.pdb, 1K3EB.pdb). H μεγαλύτερη παράθεση αμινοξέων φαίνεται να
ισχύει με την μήτρα της SigE. Η έρευνα στην Swiss Model έγινε θέτοντας ως
μήτρες τα παραπάνω αρχεία .pdb και χρησιμοποιώντας τις προκαθορισμένες
παραμέτρους.

Ο αλγόριθμος της Swiss Model στο πρώτο βήμα εκτελεί έρευνα blastp2
στην βάση ExNRL-3D (PDB : protein Data Bank) για να επιτύχει την εύρεση
πρωτεϊνών γνωστής δομής με ομολογία με την πρωτεΐνη στόχο. Βήμα που
παραλείπεται στην περίπτωση που οι μήτρες καθορίζονται απ’ ευθείας από τον
χρήστη. Στο δεύτερο βήμα με την μέθοδο SIM (Huang et al., 1991)θα επιλέξει
όλες τις μήτρες με ταυτόσημη αλληλουχία πάνω από 25% και θα σχεδιάσει
μοντέλα που είναι μεγαλύτερα από 20 αμινοξέα. Σε αυτό το βήμα ανιχνεύονται
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επίσης πρωτεϊνικές περιοχές όπου μπορούν να σχεδιαστούν μοντέλα βασισμένα
σε μη σχετιζόμενες αλληλουχίες. Στο τρίτο βήμα δημιουργούνται οι κατάλληλοι
φάκελοι εισόδου του ProModII (Peitsch, 1995) και στο τέταρτο βήμα γίνεται η
επεξεργασία από το ProModII, το οποίο χρησιμοποιεί την βάση ExPDB για να
σχεδιάσει όλα τα μοντέλα. Στο τελευταίο βήμα επιτυγχάνεται η ελαχιστοποίηση
της ενέργειας σε όλα τα παραγόμενα μοντέλα.

Μία άλλη μέθοδος εύρεσης πιθανού ομόλογου μοντέλου τεταρτοταγούς
δομής εκτός από την Swiss Model είναι και η μέθοδος 3D-PSSM (Imperial
College of Science) (Kelley et al., 2000). Η μέθοδος αυτή αποτελείται από τα
εξής βήματα. Στο πρώτο γίνεται έλεγχος PSI-BLAST (Altschul et al., 1997).
Ακολουθεί η μέθοδος Psi-Pred (McGuffin et al., 2000) για την πρόβλεψη της
δευτεροταγούς δομής. Στο τρίτο βήμα χρησιμοποιείται η μέθοδος SAWTED
(Structure Assignment With Text Description) (MacCallum et al., 2000) και η
Biotext. Ενώ στη συνέχεια ο ίδιος ο αλγόριθμος της 3D-PSSM ψάχνει την
βιβλιοθήκη για εύρεση δομών και παράγει τα μοντέλα χρησιμοποιώντας την
κατάλληλη μήτρα και υπερθέτοντας την αλληλουχία στόχο. Τέλος ο αλγόριθμος
SCWRL (Bower et al., 1997) χρησιμοποιείται για να τοποθετήσει τις πλευρικές
αλυσίδες της αλληλουχίας στόχου στο πιθανό ομόλογο μοντέλο. Θέτοντας στην
3D-PSSM την αλληλουχία της ORF1 του avrPphF, η έξοδος του προγράμματος
έδωσε τα εξής αποτελέσματα:

Fold
library

i.d. Template
length

PSSM
E_value

SAWTED
E_value

Biotext Fold:PDB
header:

Superfamily Protein:
PDB title

c1k3ea 22% 141 0,0462 1 n/a Chaperone Chain A:
PDB
Molecule:
cest

Type III
secretion
chaperon
e CesT

c1k3sa 24% 106 0,149 1 n/a Chaperone Chain A:
PDB
Molecule:
sige

Type III
secretion
chaperon
e SigE

c1jyaa 24% 115 0,194 1 n/a Chaperone Chain A:
PDB
Molecule:
yope
regulator

Crystal
structure
of SycE

Εδώ παρουσιάζονται οι τρεις πιθανότερες περιπτώσεις ομολογίας που
προέκυψαν από την 3D-PSSM. Το κόκκινο χρώμα στην τιμή Ε της μεθόδου
δηλώνει 95% έμπιστη πρόβλεψη ενώ το κίτρινο 80%. Οι SAWTED και Biotext
δεν έδωσαν καμιά πληροφορία.
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Ακολούθως παρουσιάζεται η στοίχιση κατά ζεύγη που εκτελεί η μέθοδος της
ORF1 με την CesT όπως υπολογίζεται από την 3D-PSSM (Εικόνα 1):

ORF1 PSS C C C C H H H H H H H H H H H H C C C C C C C C C
ORF1 M K N S F D R L I D G L A K D Y G M P G F P E K K
------- M + - - + - L + + - A + - - G + - -
CesT M S S R S E L L L E K F A E K I G I G S I . . S F
CesT SS C C C H H H H H H H H H H H H H C C C C C . . C C

ORF1 PSS C C C C E E E E E E E E . . . E E E E E E E E E E
ORF1 H E H E V Y C F E F K E . . . V S I R I Y Q D K F
------- + E + + - - F - - E + S + - - - D + +
CesT N E N R L C S F A I D E I Y Y I S L S D A N D E Y
CesT SS C C C C C C E E E E E C C C E E E E E C C C C C E

ORF1 PSS E E E E E E E C C C C C C C C C H H H H H H H H
ORF1 K W V Y F L S D I G V I D N L D S N A C Q S L L
------- - - + Y - + - - - - - - D N S N - - + L
CesT M M I Y G V C G K F P T D N . . S N F A L E I L
CesT SS E E E E E E E E E C C C C C . . H H H H H H H H

ORF1 PSS . . . . H C C C C C C E E E E C C C C C C C C
ORF1 . . . . E F N L R T P F F T V G L N E K K D G
------- E N - - P + - - - - - + -
CesT L W F A E . N . G G P Y L C Y E A G . A Q S L
CesT SS H H H H H . C . C C C E E E E E C C . C C E E

ORF1 PSS E E E E E C C E E C C C . . . . C H H H H H H H H
ORF1 V V H T R I P L L N L D . . . . N V E M R R V F E
------- + + - - R P L - + - - - E + - V - +
CesT L L A L R F P L D D A T P E K L E N E I E V V V K
CesT SS E E E E E E E C C C C C H H H H H H H H H H H H H

ORF1 PSS H H H C C C C H H H H H . . . H C C C C C C C
ORF1 A L L N L S G E V K K R . . . L D L S E S S V
------- + + - N L - - - + - + L - + E - S -
CesT S M E N L Y L V L H N Q G I T L K I E E I S S
CesT SS H H H H H H H H H H H C C C C C E E E E E C C

Εικόνα 1 Αμινοξική στοίχιση των ORF1 και CesT από την 3D-PSSM. Στην πρώτη γραμμή
παρουσιάζεται η προβλεπόμενη δευτεροταγής δομή της ORF1. Σε μπλε πλαίσιο βρίσκονται τα
αμινοξέα που συμμετέχουν σε δομή α-έλικας (Η), σε κίτρινο πλαίσιο τα κατάλοιπα που πιθανόν
σχηματίζουν β-πτυχές (Ε). Στην δεύτερη σειρά παρουσιάζεται η αλληλουχία του ORF1. Με
κόκκινο παρουσιάζονται τα αμινοξέα K, R, E, N, D, H και Q, με μωβ τα W και C, με πράσινο τα
Μ, Ι, L και V και τέλος τα A, S, T, G  και P με κίτρινο. Στην τρίτη γραμμή παρουσιάζονται τα
ομόλογα κατάλοιπα με + και – σκορ. Στην τέταρτη γραμμή βρίσκονται τα κατάλοιπα του CesT
και στην τελευταία η γνωστή δευτεροταγής δομή του.
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Το μοντέλο που παράγεται από την 3D-PSSM με βάση την CesT τσαπερόνη του
εκκριτικού συστήματος ΙΙΙ από την E.coli τίθεται στην SCWRL για την
τοποθέτηση των πλευρικών ομάδων των καταλοίπων της ORF1 μια και αυτό το
μοντέλο είναι σχετικά έμπιστο. Έτσι με την βοήθεια του Chime Plug-in viewer
(http://www.mdlchime.com) παρακάτω παρατίθεται το ομόλογο μοντέλο της
ORF1 με μήτρα την δομή της CesT σε γραφική απεικόνιση (Εικόνα 2).

 

Εικόνα 2 Στερεογράφημα ομόλογου μοντέλου του ORF1 βασισμένο στις συντεταγμένες του CesT,
υπολογισμένο από την 3D-PSSM. Η προσθήκη των πλευρικών αλυσίδων έγινε με την βοήθεια του
προγράμματος SCWRL. Με ροζ χρώμα αναπαρίστανται τα αμινοξέα που παίζουν ρόλο στον
σχηματισμό α-έλικας, με κίτρινο οι β-πτυχωτές επιφάνειες και με μπλε οι στροφές. Στο μοντέλο
σημειώνονται επίσης αμινοξέα που δεν μπορούν να υπερτεθούν ως DEL και ακολουθεί ο αριθμός
των καταλοίπων, ενώ αμινοξέα που δεν προβλέπονται από την μήτρα του CesT και υπάρχουν στο
ORF1 σημειώνονται ως INS. Στο μοντέλο σημειώνονται επίσης και οι δεσμοί υδρογόνου που
λαμβάνουν χώρα ως διακεκομένες γραμμές. Το μοντέλο έγινε ορατό με την βοήθεια του Chime
Plug-in viewer (http://www.mdlchime.com).
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ORF2

Στην περίπτωση της ORF2 οι ομολογίες δεν είναι τόσο ξεκάθαρες. Εκτός
από μια υποθετική πρωτεΐνη της Ralstonia η αλληλουχία της ORF2 στο
αμινοτελικό άκρο μοιάζει με την αλληλουχία του αμινοτελικού άκρου της
HopPtoO. Θα μπορούσε αυτή η πληροφορία να είναι σημαντική για τον
εντοπισμό του απαιτούμενου σινιάλου έκκρισης τύπου ΙΙΙ; Υπάρχει περίπτωση
η ομολογία αυτή να έχει να κάνει με τον υποκυτταρικό εντοπισμό από την
στιγμή που οι μολυσματικές πρωτεΐνες θα περάσουν στο ευκαρυωτικό κύτταρο;

Η TargetP (Emanuelsson et al., 2000), που προβλέπει τα αμινοτελικά
σινιάλα κυτταρικού εντοπισμού βασισμένη σε νευρωνικά δίκτυα, προβλέπει για
την ORF2 εντοπισμό στον χλωροπλάστη. Το ίδιο αποτέλεσμα δίνει και η PSORT
(Nakai & Kanehisa, 1992, Nakai & Horton, 1999). Αντίθετα η ORF1
στοχεύεται  στον πυρήνα. Η PROSITE (Falquet, 2002) για τις ORF1 και ORF2
δίνει μόνο κάποια profile υψηλής συχνότητας που απατούνται συνήθως σε
πρωτεΐνες και δεν είναι αληθή παρά μόνο αν συνοδεύονται και με πειραματικά
αποτελέσματα. Για το ORF1 ένα από αυτά είναι και το bipartite nuclear
targeting signal (PDOC 00015), ενώ για το ORF2 δίνεται και ένα αμινοτελικό
μοτίβο μυριστιλίωσης που λόγω θέσης είναι περισσότερο πιθανό από τα
εσωτερικά μοτίβα μυριστιλίωσης που δίνει η βάση. Παρόλα αυτά η βάση ΝΜΤ
(Prediction of N- terminal N- myristoylation, ://Mendel.imp.univie.ac.at/
myristate/SULPpredictor.htm) δεν θεωρεί το μοτίβο αυτό αληθές και δεν το
αναγνωρίζει ως υπόστρωμα του ενζύμου MyristoylCoA: Protein N-
myristoyltransferase σε αντίθεση με το μοτίβο μυριστιλίωσης της AvrPphB.
Πειράματα υποκυτταρικού εντοπισμού μπορούν να διαλευκάνουν το τοπίο.

H ORF2 δεν φαίνεται να παρουσιάζει μέχρι τώρα γνωστή αμινοξική
αλληλουχία με άλλες πρωτεΐνες, συστοιχίζεται περίπου στο ίδιο ποσοστό3 με
διάφορες μολυσματικές πρωτεϊνες όπως η SptP από την Salmonella, η YopE
και YopH από την Yersinia αλλά δεν φαίνεται να παρουσιάζει τα απαραίτητα
συντηρημένα αμινοξέα που δίνουν είτε την GAP είτε την PTP ενεργότητα. Στο
μέλλον η πληροφόρηση θα είναι μεγαλύτερη και μια πιο λεπτομερής μελέτη
στοίχισης και με άλλες μολυσματικές πρωτεΐνες ίσως δώσει κάποιο αποτέλεσμα.
Η εύρεση της δομής της θα είναι επίσης πολύ σημαντική γιατί οι δομικές
στοιχίσεις έχουν την ικανότητα να δώσουν περισσότερη πληροφορία για τον
τρόπο δράσης αυτού του μολυσματικού παράγοντα.

                                                
3 Σε επίπεδα ομολογίας 20% εμφανίζονται πολλά ψευδή θετικά που κάνουν δύσκολη την αναγνώριση των
αληθών θετικών αποτελεσμάτων. Τα περισσότερα πρωτεϊνικά ζεύγη με 30% ταυτόσημα αμινοξέα βρέθηκαν να
είναι δομικά όμοια. Οι δομικές παρατάξεις όμως έχουν αποκαλύψει ομόλογα πρωτεϊνικά ζεύγη και με
λιγότερο από 10% ταυτόσημη αλληλουχία. Οι περισσότερες όμοιες δομές φαίνονται να έχουν 12%  ανά ζεύγη
ταυτόσημη αλληλουχία ενώ η μέση ταυτόσημη αλληλουχία μεταξύ όλων των ζευγών όμοιας δομής είναι
υποθετικά 8-10% και η παρατηρούμενη κατανομή (κανονική με κορυφή γύρω στα 8%) σηματοδοτεί την
περιοχή της μεσονύχτιας ζώνης. Αυτή η ζώνη περιέχει πρωτεϊνικές δομές που μάλλον έχουν γίνει όμοιες από
συγκλίνουσα εξέλιξη. Ειδικοί αλγόριθμοι έχουν ως σκοπό την ανάσυρση ομόλογων  ζευγαριών από αυτή την
ζώνη. Οι συμβατές μέθοδοι παράταξης αλληλουχιών γίνονται προβληματικοί σε περισσότερο υψηλότερες
τιμές ταυτόσημης αλληλουχίας. Συχνά αποτυγχάνουν να παρατάξουν σωστά πρωτεϊνικά ζεύγη με 20-30%
ταυτόσημη ανά ζεύγη αλληλουχία. Αυτή οριοθετείται ως η ζώνη του λυκόφωτος (Rost, 1999).
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Aλληλεπίδραση των ORF1 και ORF2 του avrPphF

Το πρώτο σημαντικό στοιχείο για την θεμελίωση της θεώρησης μας ότι η
ORF1 αποτελεί τσαπερόνη του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ θα ήταν να
παρατηρηθεί πειραματικά ή αλληλεπίδραση με την ORF2. Γεγονός που συνέβη
κατά τις προσπάθειες καθαρισμού από στήλη με χρωματογραφικό υλικό Ni-
NTA αγαρόζης (QIAGEN). Παρόλο που μόνο η μία από τις δύο πρωτεΐνες  έφερε
ταμπέλα έξι ιστιδινών, στις εκλούσεις από την στήλη βρισκόταν πάντα και οι
δύο μαζί. Παρόμοια φαινόμενα συν-καθαρισμού έχουν παρατηρηθεί και από
άλλες τσαπερόνες του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ. Η μολυσματική
πρωτεΐνη YopE της Yersinia συν- καθαριζόταν μαζί με την τσαπερόνη της SycE
(YerA), από προσροφητικό υλικό glutathione – sepharose, όταν η SycE
βρισκόταν σε σύντηξη με την GST (glutathione-S-transferase) (Frithz-Lindsten
et al., 1995). Ενώ για τον καθαρισμό του συμπλόκου SicP και τμήματος της
SptP που έφερε την περιοχή δέσμευσης της τσαπερόνης SicP χρησιμοποιήθηκε
επίσης GST σύντηξη και  συν καθαρισμός. Η έκφραση σε αυτήν την περίπτωση
πραγματοποιήθηκε από δικιστρονικό φορέα (Stebbins & Galan, 2001).

Στην παρούσα εργασία τα δύο ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης orf1 και orf2
του avrPphF εκφράστηκαν από τον φορέα pPROEX (Gibco) που προσδίδει έξι
ιστιδίνες στο αμινοτελικό άκρο της συντηγμένης πρωτεΐνης καθώς επίσης και
την αλληλουχία αναγνώρισης της rTEV πρωτεάσης για την αποκοπή των έξι
ιστιδινών μετά τον καθαρισμό. Ο εκφραστικός φορέας διαθέτει τον trc
υποκινητή που επάγεται από IPTG. Η κλωνοποίηση του orf1 έγινε στην θέση
NcoI του φορέα, ενώ η προς κλωνοποίηση αλληλουχία ενισχύθηκε με
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) με κατάλληλους εκκινητές που
έφεραν περιοριστικές θέσεις BspHI και NcoI. H BspHI ενδονουκλεάση και η
NcoI αφήνουν συγκολλητικά άκρα και μπορούν να ενωθούν σε διαδικασία
αντίδρασης λιγάσης. Η BspHI θέση επιλέχτηκε να χρησιμοποιηθεί γιατί δεν
αλλάζει την δεύτερη κωδική τριπλέτα της αλληλουχίας του orf1.  Η
κλωνοποίηση του orf2 έγινε σε θέσεις NcoI και NotI του φορέα με παρόμοια
διαδικασία. Οι προκύπτοντες κλώνοι επιλέχτηκαν με την βοήθεια διαδικασίας
αποτύπωσης αποικιών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, επαγωγή της έκφρασης
με IPTG, λύση των κυττάρων και ανίχνευση με Ni-NTA AP conjugate
(QIAGEN). Οι κατασκευές αυτές ονομάστηκαν pPR1 και pPR2 αντίστοιχα.

Εκτός από την κατασκευή των κλώνων αυτών παρήχθησαν και κλώνοι
που έφεραν όλη την αλληλουχία του οπερονίου του avrPphF με την ORF1 να
βρίσκεται σε σύντηξη με τις έξι ιστιδίνες, καθώς επίσης και κλώνοι που
περιείχαν τη συντηγμένη ORF1 και τις 95 πρώτες κωδικές τριπλέτες του orf2.
Για χάρην απλοποίησης θα ονομάζονται από δω και πέρα pPR1,2 και pPR1,2-
Ν αντίστοιχα. Τα λεπτομερή χαρακτηριστικά τους παρουσιάζονται στο κεφάλαιο
2.

Κατά την έκφραση των πρωτεϊνών, μετά από επαγωγή του trc υποκινητή
με την προσθήκη στην καλλιέργεια IPTG, παράχθηκαν πολυπεπτίδια μήκους
19kD από τους κλώνους pPR1, 28kD από τους κλώνους pPR2, 19kD και 15,9
kD από τον κλώνο pPR1,2-N ενώ από τον κλώνο pPR1,2 παράχθηκαν τμήματα
19kD και 26,5kD. Τα πειραματικά αυτά αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι
πράγματι τα δύο ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης του avrPphF ελέγχονται από κοινό
υποκινητή και αποτελούν ένα οπερόνιο (Εικόνες 3, 4).
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Η επαγωγή της έκφρασης του κλώνου PR1,2-N έγινε σε O.D.590= 0.6 με
την προσθήκη 1mM IPTG και τα κύτταρα συλλέχθηκαν μετά από 3 ώρες στους
37ο C. H πρώτη προσπάθεια καθαρισμού έγινε σε στήλη Biorad με 0,5 ml
υλικού Ni-NTA αγαρόζης (QIAGEN). Η έκλουση έγινε στα 100mM και 300mM
ιμιδαζολίου. Παρατηρήθηκαν και οι δύο μεγέθους ζώνες στα 19 και 15,9 kD
στις εκλούσεις, γεγονός που δηλώνει την αλληλεπίδραση της ORF1 με το
αμινοτελικό τμήμα της ORF2. Τα κλάσματα ενώθηκαν και ξαναπέρασαν από
την στήλη. Αυτή τη φορά οι εκπλύσεις έγιναν με υψηλό αλάτι 1Μ για να
αποκλείσουν οσο το δυνατό τις ιοντικές αλληλεπιδράσεις αλλά το αποτέλεσμα
ήταν το ίδιο. Τα κλάσματα της έκλουσης ενώθηκαν και ξαναπέρασαν από τη
στήλη για μια ακόμη φορά, τώρα με παρουσία 10mM β-μερκαπτοαιθανόλης. O
συν-καθαρισμός των δύο ζωνών έλαβε χώρα και τούτη τη φορά (Εικόνα 5).

Εικόνα 3 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δειγμάτων
(ολική εκχύλιση) σε 14% πηκτή πολυακριλαμίδης
και χρώση με κυανό του Coomassie. Φαίνεται να
επάγεται η έκφραση των συντηγμένων πρωτεϊνών
6xHis-ORF2 από τον κλώνο PR2 καθώς και η
συνέκφραση του 6xHis-ORF1 και του αμινοτελικού
τμήματος του ORF2 από τον κλώνο PR1,2-N. Τα
γονίδια αυτά βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του trp
υποκινητή του φορέα pPROEX και η συνεπαγωγή
τους δηλώνει την οργάνωση τους σε οπερόνιο.

Εικόνα 5. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνι-
κών δειγμάτων σε 14% πηκτή πολύ-
ακριλαμίδης και χρώση με κυανό του
Coomassie. Τα δείγματα αυτά
πέρασαν τρεις φορές από στήλη Ni -
NTA αγαρόζης σε μη αποδιατακτικές
συνθήκες παρουσία 1Μ NaCl και 10
mM β – μερκαπτοαιθανόλης (Υλικά &
Μέθοδοι, κεφ2). Παρόλα αυτά το
αμινοτελικό κομμάτι της ORF2
παραμένει ενωμένο με την ORF1 που
φέρει τις έξι ιστιδίνες, υποδεικνύοντας
την in vivo αλληλεπίδραση των δυο
πρωτεϊνών κατά την έκφραση τους
από την E.coli.

Εικόνα 4 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών
δειγμάτων (ολική εκχύλιση) σε 14%
πηκτή πολυακριλαμίδης και χρώση με
κυανό του Coomassie. Επαγωγή της
έκφρασης πρωτεΐνης από κλώνους
PR1,2. 1) Μάρτυρας μοριακών βαρών,
από πάνω προς τα κάτω: 97, 66, 45,
30, 20.1, 14.4 kD. 2) Δείγμα όπου δεν
έχει γίνει επαγωγή της έκφρασης των
πρωτεϊνών, 3 ως 7) Διαφορετικοί κλώνοι
PR1,2 που παράγουν την έκφραση
6xHis-ORF1 (19kD) και την έκφραση
του ORF2 (26,5kD), βέλη.
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Η επαγωγή της έκφρασης του κλώνου PR2 έγινε σε O.D.590= 0.58 με την
προσθήκη 1mM IPTG και τα κύτταρα συλλέχθηκαν μετά από 3 ώρες στους 37ο
C. Καθότι όμως παρατηρήθηκε ότι το μεγαλύτερο ποσοστό της παραγόμενης
πρωτεΐνης δεν ήταν διαλυτό έκτοτε οι συνθήκες επαγωγής άλλαξαν με την
προσθήκη πλέον 0,5mM IPTG και την επώαση στους 28ο C. Συνήθως οι
μολυσματικές αυτές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με τις τσαπερόνες τους μέσω
υδροφοβικών επιδράσεων είναι συχνά αδιάλυτες όταν υπερεκφράζονται σε
E.coli (Cheng & Schneewind, 1999). O καθαρισμός επιτεύχθηκε σε στήλη με
υλικό 5ml Ni-NTA αγαρόζης ξεκινώντας από βακτηριακή πάστα 3,68 gr από
όπου τελικά παρελήφθησαν 10ml εκλούσεως καθαρής πρωτεΐνης συγκέντρωσης
περίπου 0,05mg/ml, υπολογιζόμενα με την μέθοδο Bradford. (Εικόνα 6).

Το κλάσμα των 10ml υπέστη διαδικασία dialysis για την αλλαγή του
ρυθμιστικού του συστήματος και την απομάκρυνση του ιμιδαζόλιου σε 20mM
TrisCl pH 7,5 και 100mM NaCl και ακολούθως συγκεντρώθηκε με Centriprep
και Centricon (Amicon) ως τελικής συγκέντρωσης 2,5mg/ml για να
χρησιμοποιηθεί για τα αρχικά πειράματα κρυστάλλωσης.

Προσπάθειες κρυστάλλωσης

Η εύρεση της δομής των παραγόντων μολυσματικότητας είναι πολύ
σημαντική γιατί μπορεί να αποκαλύψει τον μηχανισμό δράσης τους εντός του
ευκαρυωτικού κυττάρου. Οι πρωτεΐνες μολυσματικότητας τροποποιούν τις
κυτταρικές λειτουργίες του ξενιστή τους μιμούμενες τις ευκαρυωτικές. Στο
μοριακό επίπεδο η μίμηση παίρνει δύο κύριες μορφές, είτε με απευθείας
αμινοξική ομολογία είτε μέσω σχηματισμού όμοιων επιφανειών με τις πρωτεΐνες
του ξενιστή, στο επίπεδο δηλαδή της τεταρτοταγούς δομής όπως συμβαίνει σε
περιπτώσεις συγκλίνουσας εξέλιξης.

Για την λεπτομερειακή μελέτη της τρισδιάστατης δομής των πρωτεϊνών
μία από τις μεθόδους που  χρησιμοποιούνται είναι και η κρυσταλλογραφία
ακτίνων-Χ. Η παραγωγή των κρυστάλλων είναι απαραίτητη γιατί κάθε άτομο
σκεδάζει τις ακτίνες-Χ πολύ αδύναμα και μια υψηλά οργανωμένη και
διατεταγμένη σειρά των ίδιων ατόμων στο χώρο επιτυγχάνει την ζητούμενη

Εικόνα 6. SDS-Page. 14% gel
πολυακριλαμίδης. Χρώση με κυανό του
Coomassie. Διαδοχικά στάδια
καθαρισμού του ORF2. LMW: δείκτης
μοριακών βαρών, NI: δείγμα πριν την
επαγωγή της έκφρασης, Ι: δείγμα μετά
την επαγωγή, ολική εκχύλιση, Α: δείγμα
από το υπερκείμενο διαλυτό μέρος μετά
την λύση των κυττάρων, Β: δείγμα από το
ίζημα μετά την λύση των κυττάρων και
την φυγοκέντρηση, παρατηρούμε ότι το
περισσότερο ποσοστό της πρωτείνης είναι
αδιάλυτο, FT: δείγμα που εξέρχεται από
την στήλη Ni-NTA αγαρόζης μετά την
φόρτηση της με το δείγμα Α, W1: πρώτη
πλύση της στήλης με 30mM ιμιδαζολίου
και 1M NaCl, W2: δεύτερη έκπλυση με
30mM ιμιδαζολίου και 300mM NaCl,
Ε1, Ε2, Ε3: εκλούσεις με 300mM
ιμιδαζολίου.
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ενίσχυση του σήματος. Κρύσταλλοι σχηματίζονται όταν μόρια του διαλύματος
εισέρχονται από την διαλυτή φάση στην κρυσταλλική κατάσταση όπου
υιοθετούν έναν ή μερικούς μόνο προσανατολισμούς. Το πέρασμα αυτό από την
μια κατάσταση στην άλλη λαμβάνει χώρα συνήθως από υπερκορεσμένα
διαλύματα. Η κρυστάλλωση αποτελεί ένα ιδιαίτερο υποσύνολο της
κατακρήμνισης και εξαρτάται από πληθώρα παραμέτρων όπως το pH του
διαλύματος μέσα στο οποίο βρίσκεται το προς κρυστάλλωση μόριο, η
θερμοκρασία, η φύση του διαλύματος και του μέσου κατακρήμνισης, η ίδια η
συγκέντρωση του βιομορίου καθώς και η παρουσία άλλων ιόντων ή μορίων. Για
να βρεθούν οι κατάλληλες συνθήκες για την κρυστάλλωση μιας πρωτεΐνης
ερευνάται πληθώρα πιθανών συνδυασμών. Τέτοιου είδους πειράματα
σαρώματος συνθηκών επιτελούνται κυρίως με την μέθοδο της διάχυσης των
ατμών και την τεχνική της κρεμαστής σταγόνας.

Τα αρχικά πειράματα κρυστάλλωσης έλαβαν χώρα με τα σετ
κρυσταλλώσεων της Hampton Research: Grid Sreen Ammonium Sulfate HR2-
211 και Grid Screen PEG6000 HR2-213. Ίζημα παρατηρήθηκε αμέσως για το
80% των διαφορετικών συνθηκών. Ακολούθως αποφασίστηκε να εξεταστούν
λεπτομερέστερα οι συνθήκες με pH 5 ως 6, με PEG6000. Οπότε μελετήθηκαν
οι εξής περιπτώσεις: (Πίνακας II). Τα αποτελέσματα των συνθηκών αυτών ήταν η
παραλαβή ιζήματος.

Πείραμα PEG6000 Ρυθμιστικό διάλυμα
A1 5% 0.5M κιτρικά pH 5.0
A2 5% 0.5M κιτρικά pH 5.2
A3 5% 0.5M κιτρικά pH 5.4
A4 5% 0.5M κιτρικά pH 5.6
A5 5% 0.5M MES pH 5.8
A6 5% 0.5M MES pH 6.0
B1 9% 0.5M κιτρικά pH 5.0
B2 9% 0.5M κιτρικά pH 5.2
B3 9% 0.5M κιτρικά pH 5.4
B4 9% 0.5M κιτρικά pH 5.6
B5 9% 0.5M MES pH 5.8
B6 9% 0.5M MES pH 6.0
Γ1 14% 0.5M κιτρικά pH 5.0
Γ2 14% 0.5M κιτρικά pH 5.2
Γ3 14% 0.5M κιτρικά pH 5.4
Γ4 14% 0.5M κιτρικά pH 5.6
Γ5 14% 0.5M MES pH 5.8
Γ6 14% 0.5M MES pH 6.0
Δ1 18% 0.5M κιτρικά pH 5.0
Δ2 18% 0.5M κιτρικά pH 5.2
Δ3 18% 0.5M κιτρικά pH 5.4
Δ4 18% 0.5M κιτρικά pH 5.6
Δ5 18% 0.5M MES pH 5.8
Δ6 18% 0.5M MES pH 6.0
Ε1 22% 0.5M κιτρικά pH 5.0
Ε2 22% 0.5M κιτρικά pH 5.2
Ε3 22% 0.5M κιτρικά pH 5.4
Ε4 22% 0.5M κιτρικά pH 5.6
Ε5 22% 0.5M MES pH 5.8
Ε6 22% 0.5M MES pH 6.0
Ζ1 26% 0.5M κιτρικά pH 5.0
Ζ2 26% 0.5M κιτρικά pH 5.2
Ζ3 26% 0.5M κιτρικά pH 5.4
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Η1 5% 0.5Μ MES pH 6.2
Η2 10% 0.5Μ MES pH 6.2
Η3 15% 0.5Μ MES pH 6.2
Η4 20% 0.5Μ MES pH 6.2
Η5 25% 0.5Μ MES pH 6.2
Η6 30% 0.5Μ MES pH 6.2
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Οι περισσότερες μολυσματικές πρωτεΐνες-παράγοντες των παθογόνων
βακτηρίων δεν εμφανίζουν ομολογία με γνωστές και υπάρχουσες πρωτεΐνες
στις βάσεις δεδομένων. Ο ρόλος τους στην μολυσματικότητα προέρχεται
κυρίως από μελέτες μεταλαγμάτων. Η εφαρμογή προγραμμάτων πρόβλεψης
δευτεροταγούς δομής είναι σε θέση να ανγνωρίσει ομόλογες πρωτεΐνες από
διάφορα γένη παθογόνων βακτηρίων όπως Yersinia, Salmonella,
Pseudomonas.

Η Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph) αποτελεί το
παράγοντα πρόκλησης της ασθένειας halo blight στο κοινό φασόλι,
Phaseolus vulgaris L. (Taylor et al., 1996). Μόλυνση ανθεκτικών ποικιλιών
φασολιού οδηγεί στην διέγερση της αντίδρασης υπερευαισθησίας. Η
εξαρτώμενη από την ποικιλία του φασολιού αντίσταση καθορίζεται από την
αλληλεπίδραση μεταξύ γονιδίου αμολυσματικότητας avr του παθογόνου και
του γονιδίου αντίστασης R του φυτού. Εννιά φυλές του παθογόνου έχουν
ταυτοποιηθεί με βάση την αλληλεπίδραση τους με μια σειρά οχτώ
διαφορετικών ποικιλιών φασολιού. Δύο avr ειδικά γονίδια, το avrPphB.R3
και το avrpPhF.R1, έχουν κλωνοποιηθεί (Jenner et al., 1991, Vivian &
Mansfield, 1993, Mansfield et al., 1994, 1997). Τα προϊόντα των γονιδίων
αυτών μελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή.

H AvrPphB βρέθηκε να πρωτεολύεται πριν το κατάλοιπο G στην θέση
63 δίνοντας δύο κομμάτια 6kD και 28kD αντίστοιχα (Puri et al., 1997). Με
αυτόν τον τρόπο εκτίθεται ένα αμινοτελικό μοτίβο μυριστιλίωσης. Χάρη σε
αυτό η πρωτεϊνη αγκυροβολείται στην ευκαρυωτική μεμβράνη. Οι
σημειακές μεταλλαγές που αλλάζουν το αμινοξύ γλυκίνη σε αλανίνη ή
γλουταμικό δεν ήταν αρκετές για να εμποδίσουν την πρωτεόλυση με
αποτέλεσμα να κόβεται το αμινοτελικό άκρο και μαζί με αυτό η ταμπέλα
των έξι ιστιδινών που είχαμε τοποθετήσει στην πρωτεϊνη. Σε SDS-Page
κυρίως ανιχνεύεται το 28kD κομμάτι της πρωτεϊνης και καθόλου το 37kD
κομμάτι που αντιστοιχεί στο πλήρους μήκους πεπτίδιο συν την ταμπέλα των
ιστιδινών (κεφάλαιο 3). Οι Shao et al., 2002 κατατάσουν την AvrPphB σε
πρωτεάση κυστεϊνης της οικογένειας της YopT. Αν μάλιστα με σημειακή
μεταλλαγή αλλάξει κάποιο από τα τρία συντηρημένα κατάλοιπα το πεπτίδιο
φαίνεται να μην πρωτεολύεται όπως το αντίστοιχο του αγρίου τύπου
οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι έχουμε να κάνουμε με αυτοπρωτεόλυση. Οι
πρωτεάσες κυστεϊνης φαίνεται να κρατούν ρόλο κλειδί στην ρύθμιση του
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου στα ζωϊκά κύτταρα. Οι Solomon
et al., 1999 έδειξαν ότι στα κύτταρα της σόγιας κατά την

5
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εκδήλωση του οξειδωτικού στρες επαγώντουσαν μια σειρά γονιδίων
πρωτεασών κυστεϊνης. Η εκτοπική έκφραση κυστατίνης, μιας ενδογενούς
πρωτεϊνης που καταστέλει τις πρωτεάσες κυστεϊνης, εμπόδισε τον
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο των κυττάρων αυτών. Ο
προγραμματισμένος αυτός κυτταρικός θάνατος είχε επαχθεί είτε από
αμολυσματικό στέλεχος P. syringae pv. glycinea ή απευθείας από
οξειδωτικό στρες. Παρόμοια έκφραση καταστολέων πρωτεασών σερίνης
δεν έφερε κανένα αποτέλεσμα.

Η δράση του avrPphF οφείλεται σε δύο ανοιχτά πλαίσια
ανάγνωσης ORF1 και ORF2, τα οποία παρουσιάζουν δομή οπερονίου
και ελέγχονται από κοινό υποκινητή. Το γεγονός αυτό παρατηρήθηκε
κατά την επαγωγή της έκφρασης και των δυό πρωτεϊνών κάτω από τον
έλεγχο του trc υποκινητή. Η γειτνίαση των δύο αυτών ανοιχτών πλαισίων
ανάγνωσης και η απαίτηση για συνύπαρξη ώστε να εκφράσουν τον
μολυσματικό ή αμολυσματικό χαρακτήρα τους έθεσε τις υπόνοιες για
την κατάδειξη μιας σχέση τσαπερόνης – μολυσματικής πρωτεΐνης. Το
ORF1 φαίνεται να έχει το απαραίτητο μέγεθος και ισοηλεκτρικό σημείο
που διαθέτουν και οι άλλες τσαπερόνες του τύπου ΙΙΙ συστήματος που
ανήκουν στην οικογένεια της SycE (Wattiau & Cornelis, 1993). In silico
ανάλυση με την μέθοδο Clustal W (Higgins, 1994), φάνηκε να
παρατάσσει ικανοποιητικά την ORF1 σε σχέση με τις άλλες τσαπερόνες
του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ. Η συντήρηση των αμινοξέων αυτών
των τσαπερονών δεν είναι σημαντική. Παρόλα αυτά οι τέσσερις ήδη
γνωστές δομές που υπάρχουν παρουσιάζουν κοινή δευτεροταγή δομή: α-
έλικα (Η1) – τρεις β-πτυχές (S1, S2, S3) – α-έλικα (Η2) – δύο β-πτυχές
(S4, S5) – α-έλικα (Η3), ενώ διαφέρουν στη δευτεροταγή δομή του
καρβοξυτελικού τους άκρου. Η SycE διαθέτει μια επιπλέον β-πτυχή
όπου συμμετέχουν τα τρία καρβοξυτελικά της αμινοξέα (Evdokimov et
al., 2002). Μια επιπλέον β-πτυχή παρουσιάζεται και στο καρβοξυτελικό
άκρο της CesT (OrfU) (Luo et al., 2001). Η δομή στον χώρο των
τσαπερονών αυτών δεν είναι τελείως όμοια παρόλα τα κοινά
χαρακτηριστικά της δευτεροταγούς δομής αλλά σε όλες τις περιπτώσεις
βρέθηκε σε διμερή μορφή. Το μοτίβο συντηρημένων αμινοξέων πλούσιων
σε λευκίνη που παρουσιάζεται στις τσαπερόνες του εκκριτικού
συστήματος τύπου ΙΙΙ βρίσκεται στην S5 β-πτυχή και στην H3  α-έλικα.
Η Η3 α-έλικα φαίνεται να βρίσκεται εξωτερικά του μορίου σε όλες τις
γνωστές δομές και ίσως είναι πολύ σημαντική για την αλληλεπίδραση με
το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ. Στην περίπτωση του ORF1 το υποθετικό
bipartite nuclear targeting signal (PDOC 00015) που προβλέπει η
PROSITE (Falquet, 2002) βρίσκεται πάνω σε αυτή την έλικα κατ’
αντιστοιχίαν με τις άλλες δομές των τσαπερονών του εκκριτικού
συστήματος τύπου ΙΙΙ. Τα υδρόφοβα αμινοξέα της H3 έλικας που
θεωρήθηκε ότι είναι υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση με την
μολυσματική πρωτεϊνη είναι στραμένα προς το εσωτερικό της επιφάνειας
διμερισμού στην SycE (Birtalan & Ghosh, 2001). Στην παρακάτω
στοίχιση των τσαπερονών του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ τα
συντηρημένα αμινοξέα ή οι συντηρημένες αλλαγές αυτών (με κοινές
χημικές ιδιότητες) εμφανίζονται σε πράσινο πλαίσιο για τα υδρόφοβα
αμινοξέα και κίτρινο για τα πολικά στην επιφάνεια διμερισμού, μαύρα
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για τα κατάλοιπα της υδρόφοβης πλευράς της Η1 και της Η3 και
θαλασσί για τα υπόλοιπα συντηρημένα αμινοξέα. Με έντονα πλάγια
γράμματα παρουσιάζονται τα αμινοξέα που λαμβάνουν χώρα σε δομή α-
έλικας των ήδη γνωστών τεταρτοταγών δομών των τσαπερονών CesT,
SycE, SigE και SicP, ενώ με έντονα υπογραμισμένα τα κατάλοιπα που
λαμβάνουν χώρα σε σχηματισμούς β-πτυχών.

CesT  -MSSRSELLLEKFAEKIGIGSISFNENRLCSFAIDEIYYISLSDANDE-YMMIYGVCGKF 58
SigE  --M---ESLLNRLYDALGL-DAPEDE---PLLIIDDGIQVYFNE-SD-HTLEMCCPFMPP 49
Orf1  -MNPLYRAAIHQLFLALDLP-TPNDEESVLSLQVGPHLCHLAEHPTDH-LLMFTR----- 52
SycE  -MYS-FEQAITQLFQQLSLS-IPDTIEPVIGVKVGEFACHITEHPVGQ-ILMFTLPS--- 53
SycT  -MQTTFTELMQQLFLKLGLN-HQVNENDVYTFEVDGHIQVLIACYHQQ-WVQLFS----- 52
SycH  --MRTYSSLLEEFATELGLEEIETNELGHGAVTIDKIWVVHLAPINEKELVAFMRAG--- 55
SpcU  --------MIDTWLAQWGLR-LPSSNDATLRLQPAEGPELVMERLEGGWLFVVELGLVP- 50
SycN  --MSWIEPIISHFCQDLGVP-TSSPLSPLIQLEMAQSGTLQLEQHGATLTLWLARS-LA- 55
OrfA  --MMIIQDLLGALARRLEAGTLSLEAGQLCCLQVNGLEMTLEWLEQQN-MLFVYLSVGTL 57
ShcA  ----------------MEMPALAFDDKGACNMIIDKAFALTLLRDDDTHQRLLLIGLLE- 43
Orf155MINTTFTELLQKIASHFGLDKLSQDEYGLCELILNDRVVIMLRADEILNRLTLLGPILGF 60
SicP  --LQAHQDIIANIGEKLGLP-LTFDDNNQCLLLLDSDIFTSIEAKDDIWLLNGMIIPLSP 43
pphF1 -MKNSFDRLIDGLAKDYGMPGFPEKKHEHEVYCFEFKEVSIRIYQDKFKWVYFLSDIGVI 59

CesT P-TDNSNFALEILNANLWFAE-NGGPYLCYEAGAQSLLLALRFPLDDATPEKLENEIEVV 116
SigE P-D-DILTLQHFLRLNYTS----A-VTIGADADNTALVALYRLPQT-STEEEALTGFELF 101
Orf1 LEGQGD-ATASEQNLFSQD---PCKPILGRDPESGERLLWNRQPLQLLDRAQIHHQLEQL 108
SycE LDNNNEKETLLSHNIFSQD---ILKPILSWDEVGGHPVLWNRQPLNSLDNNSLYTQLEML 110
SycT ---ELGADLPTNDNLFGEH---WPAHVQGR--LDGKSILWSQQSLVGLDIDEMQAWLERF 104
SycH I-LTGQSQLYDILRKNLFSP--LSGVIRCALDKDDHWLLWSQLNINDTSGTQLASVLTSL 112
SpcU S-GLPLGVILQLLQVNSPFS--SLAPVKLAADDAGRLVLWAEARDGVDDVDALNRLHDRL 107
SycN W-HQCEDAMVKALTLTAAQKS-GALPLRAGWLGENQLVLFVSLDERSLTLPLLHQAFEQL 113
OrfA SGTESSTLLSDILAANLFHYGSSDGAAFGLDKEKNELLLFQRFQLSSVDEASFVSACVQM 117
ShcA P---HEDLPLQRLLAGALNPLVNAGPGIGWDEQSGLYHAYQSIPREKVSVEMLKLEIAGL 100
Or155SGPEARSTASQLFFCYSINALNKDGPCFAWSEELG-LIAFKHLSLGELNVENVSKEIANF 119
SicP VC--GDSIWRQIMVINGELAANNEG-TLAYIDAAETLLLIHAIT-DLTNTYHIISQLESF 99
pphF1D-NLDSNACQSLLRLNEFNLR—TPFFTVGLNEKKDG-VVHTRIPLLNLDNVEMRRVFEAL 116
                                                         .      .

CesT            VKSMENLYLVLHNQGITLENEHMKIEEISSSDNKHYYAGR 156
SigE            I-NVKQLKEHYA----------------------------- 113
Orf1            VAAAEELR-------------------------------- 116
SycE            VQGAERLQTSSLISPPRSFS-------------------- 130
SycT            IDDIEQRKEPQNTKFQPNSTSPILFI-------------- 130
SycH            VDKAVTLSCEPTMKKEEDDHRPSSSHLLV----------- 141
SpcU            REGHSRLVPLLEPTGELVPAQIQTSALVFV---------- 137
SycN            LRLQQEVLAP------------------------------ 123
OrfA            IEVAKRWQGKFLHGRALPTAAPRMLAQPGLTLNLAGKIK- 156
ShcA            VEWMKCWREART---------------------------- 112
Orf155          YDWLSLVSLPAETQQELPPHTQSTQSTQSTQSVKWG---- 155
SicP            VNQQEALKNILQEYAKV----------------------- 116
pphF1           LNLSGEVKKRLDLSESSV---------------------- 134

Με κόκκινο διακρίνονται τα μικρά υδρόφοβα αμινοξέα
συμπεριλαμβανόμενου και του αρωματικού Υ, με μπλε τα όξινα, με
πράσινο τα αμινοξέα που φέρουν υδροξυλομάδα ή αμίδιο καθώς και το
βασικό Q,  ενώ σε κίτρινο πλαίσιο τα βασικά.

Εκτός από την εύρεση της τεταρτοταγούς δομής του συμπλόκου
της τσαπερόνης SicP από την Salmonella και του τμήματος της περιοχής
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δέσμευσης αυτής στην μολυσματική πρωτεϊνη SptP (Stebbins & Galan,
2001) ακόμα ένα τέτοιο σύμπλοκο έχει λυθεί με την SycE και την
αντίστοιχη περιοχή δέσμευσης της στην YopE (2002, PDB). Ίσως το
σινιάλο έκκρισης από το σύστημα τύπου ΙΙΙ να μην βρίσκεται σε ένα
αμινοτελικό πεπτίδιο, ούτε στο mRNA αυτού αλλά στην τεταρτοταγή
δομή.

Η αλληλεπίδραση της ORF1 με την ORF2 φάνηκε και
πειραματικά. Τα 95 πρώτα αμινοξέα του ORF2 είναι αρκετά για να
εκλουσθούν μαζί με το ORF1, που φέρει ταμπέλα έξι ιστιδινών στο
αμινοτελικό του άκρο, από στήλη με χρωματογραφικό υλικό Ni-NTA
αγαρόζης (QIAGEN). Αυτές οι περιπτώσεις συν- καθαρισμού έχουν
παρατηρηθεί και στα υπόλοιπα γνωστά ζεύγη των τσαπερονών του
εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ και των αντίστοιχων μολυσματικών
πρωτεϊνών τους (Frithz-Lindsten et al., 1995, Stebbins & Galan, 2001).

H αλληλεπίδραση ανάμεσα στο avrPphF και στο avrPphC
εμποδίζει την αντίδραση υπερευαισθησίας στην ποικιλία του φασολιού
Canadian Wonder (Tsiamis et al., 2000). Η AvrPphC σε BLAST
παρουσιάζει 99% ομολογία με την ΑvrC της P. syringae pv. glycinea και
48% με την ΑvrB του ίδιου παθότυπου. Επίσης έχει 78% ομολογία με
έναν αμολυσματικό παράγοντα της X. campestris pv. campestris. H 3D-
PSSM (Kelley et al., 2000) ανιχνεύει με 70% ασφάλεια ένα μοτίβο
δίπλωσης protein kinase-like. H ικανότητα μερικών Avr να προκαλλούν
μόλυνση, εμποδίζοντας τον φαινότυπο της αντίδρασης υπερευαισθησίας
που προκαλλείται από άλλες Avr ίσως έχει να κάνει με τρεις τρόπους
αλληλεπιδράσεων: α) μεταξύ των ίδιων των Avr, β) μεταξύ της Avr και μια
της R πρωτεινης του ξενιστή και γ) παρακάτω στο μονοπάτι σήματος που
ξεκινά από την αλληλεπίδραση της Avr με την αντίστοιχη R πρωτεϊνη.

Το ORF2 τελικά διαθέτει ενεργό μοτίβο μυριστιλίωσης στο
αμινοτελικό του άκρο; Πειράματα υποκυτταρικού εντοπισμού σε
ευκαρυωτικά κύτταρα θα μας δώσουν πολύτιμες πληροφορίες για την
δράση του avrPphF.
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