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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 Η εκκριτική µηχανή Τύπου ΙΙΙ απαντάται σε παθογόνα Gram αρνητικά 
βακτήρια και αποτελεί µηχανισµό απ’ ευθείας µεταφοράς παθογονικών 
πρωτεϊνών σε ευκαρυωτικούς ξενιστές. Πρόκειται για πολύπλοκη µηχανή, 
εκτενώς συντηρηµένη σε βακτηριακά παθογόνα φυτών και ζώων καθώς και 
οµόλογη µε το µαστιγίο. Ως πρότυπος οργανισµός για τη µελέτη του 
συστήµατος χρησιµοποιήθηκε το φυτοπαθογόνο Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola. H ενζυµική και ολιγοµερική ανάλυση της HrcN έδειξε ότι είναι 
υψηλού ρυθµού ATPάση και ενεργή ως ολιγοµερές ~600kDa που είναι µορφή 
που εντοπίζεται και στο κύτταρο. Στην προσπάθεια παρατήρησης συµπλόκων 
που συµµετέχει η ATPάση ή/και το εκκρινόµενο υπόστρωµα φάνηκαν κάποια 
σύµπλοκα µεγάλου µοριακού βάρους καθώς και µεµονωµένες 
κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, ειδικές στο επαγώµενο σύστηµα που 
αλληλεπιδρούν µε τα παραπάνω. Η ταυτότητα και η σηµασία τους για τη 
λειτουργία της έκκρισης µένουν να προσδιοριστούν. 
 
 
SUMMARY 
 
 The Type III Secretion (TTS) machine is present in Gram negative 
pathogenic bacteria and it is used for straight forward delivery of pathogenic 
proteins into eucaryotic hosts. It is a complex machine, conserved among 
bacterial pathogens of plants and animals and homologous to the flagellum. 
The phytopathogenic Pseudomonas syringae pv. phaseolicola was used as 
model organism to study TTS. The enzymatic and oligomeric analysis of 
HrcN showed that it is a high rate ATPase and active as an oligomer of 
~600kDa, a conformation that can also be detected in the cell. Trying to 
visualize complexes that the ATPase and/or the substrate participate, high 
molecular weight complexes and specifically TTS induced cytoplasmic 
proteins interacting with the the ATPase and/or the substrate appeared. The 
identity and the importance of these proteins remain to be found. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 

1. Εκκριτικές µηχανές Τύπου ΙΙΙ: βακτηριακές κατασκευές 
για τη µεταφορά πρωτεϊνών σε ευκαρυωτικούς ξενιστές 
 
  

1.1 Η λειτουργία της έκκρισης  
 

Τα κύτταρα αφιερώνουν περίπου το ένα τρίτο των γονιδίων που 
εκφράζονται για τη σύνθεση πρωτεϊνών που µεταφέρονται και λειτουργούν στον 
εξωκυττάριο χώρο ή στην κυτταρική µεµβράνη. Στην πρώτη περίπτωση 
πρόκειται για υδρόφιλες πρωτεΐνες που πρέπει να εκκριθούν στην κυτταρική 
επιφάνεια, στον περιβάλλοντα χώρο ή να φύγουν από τον τόπο σύνθεσής τους 
που είναι το ενδοπλασµατικό δίκτυο στα ευκαρυωτικά. Αυτές µπορεί να είναι 
υδρολυτικά ένζυµα, κυτταρολυτικές τοξίνες, αυξητικοί παράγοντες, ορµόνες ή 
αντισώµατα. Στη δεύτερη περίπτωση ανήκουν πρωτεΐνες που έχουν υδρόφοβες 
περιοχές και παγιδεύονται στη µεµβράνη όπου λαµβάνουν τη λειτουργική τους 
µορφή. Πρόκειται για µεµβρανικούς µεταφορείς, κανάλια ιόντων, ένζυµα που 
βιοσυνθέτουν λιπίδια, αισθητήρες του περιβάλλοντος, δοµικές πρωτεΐνες του 
µαστιγίου στα βακτήρια ή µηχανές µετατροπής ενέργειας.  
 Η εξέλιξη επέλεξε διάφορες µηχανές έκκρισης πρωτεϊνών. Στα βακτήρια 
µόνο υπάρχουν τουλάχιστον έξι διαφορετικές, που ονοµάζονται πρωτεϊνικές 
µεταθετάσες. Οι µεταθετάσες φαίνεται να λειτουργούν σύµφωνα µε κοινές αρχές 
αλλά συχνά χρησιµοποιούν διαφορετικά πρωτεϊνικά συστατικά. Η έκκριση 
συµβαίνει σε τρία διακριτά στάδια. Το πρώτο είναι η στόχευση από το σηµείο 
παραγωγής της πολυπεπτιδικής αλυσίδας στο σηµείο εξόδου, στη µεµβράνη. 
Στη συνέχεια η πρωτεΐνη διασχίζει τη διπλοστιβάδα λιπιδίων, διαµέσου της 
µεταθετάσης και τέλος απελευθερώνεται στο σηµείο δράσης της και παίρνει τη 
λειτουργική της µορφή αν αυτό δεν έχει γίνει ήδη στο σηµείο παραγωγής της 
(1, 2). Ολα τα συστήµατα πρωτεϊνικής έκκρισης περιλαµβάνουν ειδικά σήµατα 
στόχευσης των προς µεταφορά πεπτιδίων στη µεµβράνη. Τα σήµατα αυτά 
αναγνωρίζονται από ειδικούς κυτταροπλασµατικούς παράγοντες που οδηγούν 
και συνδέουν τα εκκρινόµενα µόρια µε την εκκριτική µηχανή. Η λειτουργία της 
έκκρισης απαιτεί κατανάλωση ενέργειας εποµένως είναι στενά συνδεδεµένη µε 
κάποιο ειδικό ένζυµο υδρόλυσης του ATP ή χρησιµοποιεί και τη δύναµη 
κίνησης πρωτονίων (proton motive force). Η ενέργεια από την υδρόλυση του 
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νουκλεοτιδίου µετατρέπεται σε µηχανική ενέργεια για τη µεταφορά του 
υποστρώµατος διαµέσου του µεµβρανικού εκκριτικού καναλιού. Τέλος όλα τα 
εκκριτικά συστήµατα περιλαµβάνουν ένα µεµβρανικό σχηµατισµό που έχει τη 
µορφή καναλιού και προσφέρει το κατάλληλο υδρόφιλο περιβάλλον για να 
διαπεράσει µια υδατοδιαλυτή πρωτεΐνη το λιπιδικό περιβάλλον της µεµβράνης. 
 Από τα έξι µή οµόλογα συστήµατα πρωτεϊνικής έκκρισης στα βακτήρια, 
ένα µόνο είναι απαραίτητο για τη βιωσιµότητα του κυττάρου. Πρόκειται για το 
σύστηµα Sec (από τη λέξη secretion) του οποίου οµόλογα συστήµατα 
απαντώνται στα Αρχαία και στους Ευκαρυωτικούς οργανισµούς (3). Ολα τα 
απαραίτητα συστατικά του µονοπατιού Sec είναι γνωστά. Εχουν βρεθεί 
τουλάχιστον 11 πρωτεΐνες και ένα µόριο RNA που συµµετέχουν σε αυτή τη 
λειτουργία. Στο πρώτο στάδιο της στόχευσης του πεπτιδίου παίρνουν µέρος δύο 
ειδικές σαπερόνες, η SecB (4) και το Σωµάτιο Αναγνώρισης Σήµατος (Signal 
recognition Particle) που αναγνωρίζει το σήµα στόχευσης και που αποτελείται 
από την πρωτεΐνη Ffh και το 4.5S RNA (2). Εχουν αναφερθεί και περιπτώσεις 
που σαπερόνες γενικών καθηκόντων παίρνουν µέρος σε αυτή την εκκριτική 
διαδικασία, όπως ο GroEL (5) και η DnaK (6). Στο στάδιο της µεταφοράς 
διαµέσου της µεµβράνης σηµαντικό ρόλο έχει µία µεµβρανική κατασκευή που 
αποτελείται από ετεροτριµερή σύµπλοκα των πρωτεϊνών SecY, SecE και SecG. 
Με τη χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας υπολογίζεται ότι τρία SecYE διµερή 
σχηµατίζουν ένα δακτύλιο γύρω από ένα πιθανό πόρο (7). Εκτός από αυτές τις 
δοµικές πρωτεΐνες, η µεταθετάση Sec έχει ως κεντρικής σηµασίας µόριο την 
ATPάση SecA. Η SecA εκτός του ότι αποτελεί τον συνδετικό κρίκο για τα 
διάφορετικά συστατικά του µονοπατιού, αφού τα φέρνει σε επαφή, παρέχει 
µάλλον και το µηχανισµό µετατροπής της ενέργειας υδρόλυσης του ATP σε 
µηχανική (8, 9, 10, 11). Βοηθητικές πρωτεΐνες για την αντίδραση είναι οι SecD 
(12) και SecF όπως επίσης και τα όξινα φωσφολιπίδια που είναι απαραίτητα για 
την ενεργοποίηση της SecA και τη σταθερότητα της SecYEG. Προκειµένου το 
πεπτίδιο που µεταφέρεται να αποκοπεί από τη µεµβράνη και να λάβει η 
εκκρινόµενη πρωτεΐνη την ενεργή της διαµόρφωση είναι απαραίτητη η 
πεπτιδάση Lep (Leader peptidase) που αποµακρύνει το οδηγό πεπτίδιο-σήµα 
για έκκριση (13). 
 Ενας άλλος µηχανισµός έκκρισης που είναι ανεξάρτητος απο το Sec 
σύστηµα και απαντάται σε µια µεγάλη ποικιλία παθογόνων Gram αρνητικών 
βακτηρίων είναι το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ (Type III Secretion System, 
στο εξής TTS). Πρόκειται για µια εξαιρετικά συντηρηµένη εκκριτική µηχανή 
που απαντάται σε διαφορετικά βακτήρια που προσβάλλουν από τον άνθρωπο 
και άλλα θηλαστικά µέχρι φυτά (14). Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η οµολογία 
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του συστήµατος Τύπου ΙΙΙ µε το σύστηµα κατασκευής του µαστιγίου, το οποίο 
δεν έχει σχέση µε παθογένεια. Η µεταθετάση Τύπου ΙΙΙ δεν είναι απαραίτητη 
για τη βιοσιµότητα του βακτηρίου αλλά είναι η υπεύθυνη για την παθογένειά 
του. Η µελέτη του µηχανισµού λειτουργίας της αποτελεί το αντικείµενο της 
παρούσας εργασίας. 
 

1.2 Το µαστίγιο του βακτηρίου αποτελεί µια πρωτόγονη µηχανή 
έκκρισης Τύπου ΙΙΙ 
 
 Τα βακτήρια στα οποία έχει µελετηθεί εκτενώς η κατασκευή του 
µαστιγίου είναι ο Bacillus subtilis και τα εντεροπαθογόνα Escherichia coli και 
κυρίως η Salmonella typhimurium. Τα βακτήρια αυτά σχηµατίζουν µέχρι 10 
µαστίγια που ισοµοιράζονται σε όλη την κυτταρική περιφέρεια και χρησιµεύουν 
για τη µετακίνηση τους (15). Τα µαστίγια αυτά κινούνται µε ταχύτητα 18000 
rpm και µετακινούν τα κύτταρα µε ταχύτητα 30µm/s (16). Μοιάζουν να 
δουλεύουν σαν ένας κινητήρας που γυρνάει µία προπέλλα προκειµένου να 
µετακινηθεί το βακτήριο. Η ενέργεια που απαιτείται για αυτή τη διαδικασία 
προέρχεται από τη βαθµίδωση πρωτονίων ή ιόντων Να+ µεταξύ των δύο πλευρών 
της κυτταρικής µεµβράνης (17). Το ενδιαφέρον είναι ότι ο κινητήρας του 
µαστιγίου µπορεί να κινηθεί και προς τις δύο φορές (αριστερόστροφα και 
δεξιόστροφα), προσδίδοντας έτσι τη δυνατότητα ελέγχου της κίνησης. Πρόκειται 
για επιλεκτική µετακίνηση προς αυξανόµενη βαθµίδωση ελκτικών ουσιών ή 
αποµάκρυνση από αυξανόµενη βαθµίδωση απωθητικών ουσιών. Ενα µαστίγιο 
που δουλεύει αποτελείται περίπου από 20 διαφορετικές πρωτεΐνες ενώ τα 
γονίδια που εκφράζονται προκειµένου να κατασκευαστεί και να λειτουργήσει 
είναι περίπου 50. 
 Το µαστίγιο αποτελείται από δύο διαφορετικά τµήµατα, το ινίδιο 
(flagellum) που έχει το ρόλο της προπέλλας και από το βασικό σωµάτιο (basal 
body) που έχει το ρόλο του κινητήρα (Σχήµα1 & 2Γ). Το ινίδιο είναι περίπου 
10µm, λεπτό, άκαµπτο και ελικοειδές και εκτείνεται έξω από την εσωτερική και 
εξωτερική µεµβράνη. Αποτελείται από πολλά αντίτυπα των πρωτεϊνών FliC και 
FljB ενώ η τελική απόληξή του έχει την πρωτεΐνη FliD (18). Το ινίδιο συνδέεται 
µε το βασικό σωµάτιο µε τις συνδετικές πρωτεΐνες FlgK και FlgL (19). Το 
βασικό σωµάτιο αποτελείται από τέσσερεις δακτυλίους (rings) που ενώνονται µε 
ένα ραβδοειδή σχηµατισµό και έναν εξωκυττάριο σχηµατισµό που το ενώνει µε 
το ινίδιο και µοιάζει µε άγκιστρο (hook). Το άγκιστρο αυτό αποτελείται από τις 
πρωτεΐνες FlgE και FlgD (15). Κάθε ένας από τους δακτυλίους παίρνει το όνοµά 
του από το τµήµα του κυττάρου µε το οποίο συνδέεται. Ο δακτύλιος L 
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συνδέεται µε την εξωτερική µεµβράνη και αποτελείται από την πρωτεΐνη FlgH 
και ο δακτύλιος και P συνδέεται µε το στρώµα πεπτιδογλυκάνης και 
αποτελείται από την πρωτεΐνη FlgI (20). Θεωρείται ότι λειτουργούν ως 
αναµεταδότες της ενέργειας που παράγεται από τον κινητήρα, προς το ινίδιο-
προπέλλα. Στη συνέχεια υπάρχει ο δακτύλιος MS που διασχίζει την 
κυτταρoπλασµατική, εσωτερική µεµβράνη και εκτείνεται και πάνω από αυτήν, 
στον περιπλασµικό χώρο. Αποτελείται από πολλά αντίτυπα της ίδιας πρωτεΐνης 
που είναι η FliF (21). Οι δακτύλιοι MS και P συνδέονται µε το ραβδοειδή 
σχηµατισµό που αποτελείται από διάφορες πρωτεΐνες όπως οι FlgB, FlgC, FliE 
και FlgF. Γύρω από τον δακτύλιο MS υπάρχουν οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες 
MotA και MotB που συµµετέχουν στη δηµιουργία περιστροφικής κίνησης 
αποτελώντας την κυτταρική άγκυρα για τον κινητήρα και σχηµατίζοντας το 
κανάλι πρωτονίων (22).  

Ο σχηµατισµός που παράγει την περιστροφική κίνηση είναι ο δακτύλιος 
C που εκτείνεται στο κυτταρόπλασµα και για πάρα πολύ καιρό δεν µπορούσε 
να διατηρηθεί και να παρατηρηθεί στα παρασκευάσµατα της µικροσκοπίας 
(23). Αποτελείται από τρεις πρωτεΐνες, τη FliG που αλληλεπιδρά µε το δακτύλιο 
MS και τον φέρνει σε επαφή µε τις άλλες δύο πρωτεΐνες FliM και FliN. Το 
σύµπλοκο αυτό είναι υπεύθυνο και για την αποδοχή των σηµάτων που 
λαµβάνονται από το περιβάλλον και αλλάζει ανάλογα τη φορά της περιστροφής 
του µαστιγίου (24). Κύριος υπεύθυνος για την αλλαγή της φοράς της 
περιστροφής είναι η FliM και ίσως η FliG. Η FliM έχει περιοχή 
αλληλεπίδρασης µε τη CheY που µεταφέρει σήµατα από το περιβάλλον και 
επηρεάζουν τη χηµειοτακτική αντίδραση. Aνάλογα µε τα σήµατα αλλάζει η 
δοµή της FliM για να τα µεταφράσει σε κίνηση του µαστιγίου προς τη µία ή την 
άλλη φορά. Στην παραγωγή της περιστροφής εµπλέκεται άµεσα η FliG και 
παράγει κίνηση ανάλογη µε το σήµα που δέχεται από τη FliM. Η FliN φαίνεται 
να έχει απλώς σταθεροποιητικό ρόλο για το συµπλόκο (27).  
 Η πρώτη ένδειξη ότι στη βάση του βασικού σωµατίου του µαστιγίου 
υπάρχει µια εκκριτική συσκευή ήταν η παρατήρηση ότι τα µονοµερή που 
σχηµατίζουν το αυξανόµενου µήκους ινίδιο προστίθενται στο πιο µακρινό του 
άκρο. Αυτό απαιτεί την ενεργητική µεταφορά των πρωτεϊνών που συντίθενται 
στο κυτταρόπλασµα δια µέσου του βασικού σωµατίου και την τοποθέτησή τους 
µε ακρίβεια στο πιο µακρινό άκρο του νεοσυντιθέµενου µαστιγίου. Είναι πολύ 
λίγα γνωστά για το πώς λειτουργεί η µηχανή αυτή. Κεντρικό ρόλο σε αυτή 
φαίνεται να έχει η ATPάση FliI που ενδεχοµένως τροφοδοτεί το σύστηµα µε την 
ενέργεια που χρειάζεται για τη µεταφορά των πρωτεϊνών (28). Αλλες πρωτεΐνες 
που αποτελούν µέλη της εκκριτικής µηχανής είναι οι FlhA, FlhB, FliO, FliP, 
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FliQ και FliR (29). Το σύµπλοκο που ενδεχοµένως σχηµατίζουν πρέπει να είναι 
εξεραιτικά ασταθές ή µικρού µοριακού βάρους γιατί δεν µπορεί να αποµονωθεί 
µε τις µέχρι τώρα µεθόδους προκειµένου να παρατηρηθεί στο µικροσκόπιο. Η 
αλληλεπίδραση µε τις πρωτεΐνες των δακτυλίων MS και ίσως C αναµένεται να 
είναι δυναµική. Περιφεριακό ρόλο στη λειτουργία της εκκριτικής µηχανής 
ενδεχοµένως να έχουν και πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν τα προς µεταφορά 
υποστρώµατα και τα στοχεύουν σε αυτήν. Τέτοιες µπορεί να είναι οι FliH, FliJ, 
FliS, FliT και FlgN και να έχουν ρόλο σαπερονών (30, 31, 32). Για µερικές από 
αυτές υπάρχουν ενδείξεις. 
 Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι το σύστηµα αυτοσυναρµολόγησης του 
µαστιγίου είναι σε µεγάλο βαθµό οµόλογο µε το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ 
των παθογόνων Gram αρνητικών βακτηρίων (Σχήµα 2Α & 2Γ). Παρά το γεγονός 
ότι οι δύο µηχανές έχουν τελείως διαφορετική λειτουργία, η µία για 
κινητικότητα και η άλλη για προσβολή ευκαρυωτικών κυττάρων, είναι 
παρόµοιες όταν εστιάσουµε στη µεταθετάση. Η οµοιότητα είναι εµφανής όταν 
συγκρίνονται οι εικόνες µικροσκοπίου της υπερδοµής του συστήµατος Τύπου 
ΙΙΙ και του βασικού σωµατίου που αγκυροβολεί το µαστίγιο στην κυτταρική 
επιφάνεια (33). Πρόκειται για το ίδιο σύστηµα έκκρισης µε τα εξής κοινά 
χαρακτηριστικά: α. δεν απαιτεί τα υποστρώµατα να έχουν σήµατα έκκρισης 
που στοχεύουν στο σύστηµα Sec, β. είναι ανεξάρτητο από το σύστηµα Sec και 
γ. η συσκευή µεταφοράς διαπερνά και τις δύο µεµβράνες του κυττάρου. Είναι 
πιθανό το σύστηµα του µαστιγίου να είναι ο πρόγονος του παθογονικού 
συστήµατος Τύπου ΙΙΙ, αφού στην εξέλιξη η κινητικότητα πιθανότατα 
προηγήθηκε της µολυσµατικότητας. 
 

 

Σχήµα 1. Σχηµατική αναπαράσταση 
του βακτηριακού µαστιγίου. 
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1.3 Το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ στα παθογόνα Gram αρνητικά 
βακτήρια 
 
 Το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ που απαντάται στα παθογόνα Gram 
αρνητικά βακτήρια έχει εξελιχθεί να µεταφέρει πρωτεΐνες από το βακτηριακό 
κυτταρόπλασµα σε αυτό του ξενιστή. Αυτές οι πρωτεΐνες εµπλέκονται µε 
κυτταρικές λειτουργίες του ξενιστή. Το εκκριτικό σύστηµα υπάρχει σε βακτήρια 
που είναι παθογόνα για ζώα και φυτά και αυτό προϋποθέτει εξαιρετική 
εξειδίκευση στις πρωτεΐνες που µεταφέρονται. Στον παρακάτω πίνακα 
συνοψίζονται τα βακτηριακά είδη που είναι γνωστό πως διαθέτουν εκκριτικό 
σύστηµα Τύπου ΙΙΙ, τις συνέπειες και το φαινότυπο της προσβολής του 
ευκαρυωτικού ξενιστή (Πίνακας 1). 

Ολα τα γνωστά εκκριτικά συστήµατα Τύπου ΙΙΙ αποτελούνται από 
περισσότερες από 20 πρωτεΐνες µερικές από τις οποίες είναι συντηρηµένες (34). 
Αυτό κάνει τη µεταθετάση Τύπου ΙΙΙ από τα πιο πολύπλοκα συστήµατα 
έκκρισης στα βακτήρια. Στον Πίνακα 2 παρατίθενται όλες οι πρωτεΐνες που 
συνθέτουν το σύστηµα Τύπου ΙΙΙ στα διάφορα παθογόνα βακτήρια καθώς και 
στο σύστηµα κατασκευής στου µαστιγίου (35). Στον πίνακα φαίνεται και η 
πιθανή τοπολογία των πρωτεϊνών. 

Οι πρωτεΐνες που αποτελούν τα δοµικά συστατικά της συνθετάσης 
διακρίνονται σε δύο οµάδες (Σχήµα 2Α & 2Β). Η µία αποτελεί αυτές που 
εντοπίζονται και συνδέονται µε την εξωτερική µεµβράνη, που είναι διάφορες 
λιποπρωτεΐνες συµπεριλαµβανοµένης και µίας που παρουσιάζει οµολογία µε 
πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια των µεταφορέων των σεκρετινών (36). Η 
δεύτερη οµάδα απαρτίζεται από διαµεµβρανικές πρωτεΐνες της εσωτερικής 
µεµβράνης. Πρόσφατα αποµονώθηκαν σύµπλοκα της µεταθετάσης Τύπου ΙΙΙ 
από τα βακτήρια Salmonella typhmurium (33) και Shigella flexneri και εικόνες 
ηλεκτρονικής µικροσκοπίας είναι διαθέσιµες (Σχήµα 2Β) (37). Αυτή η δοµή 
ονοµάζεται σύµπλοκο βελόνας (needle complex), διασχίζει και τις δύο 
µεµβράνες και απότελείται από δύο χωριστά τµήµατα, την εξωκυττάρια βελόνα 
και την κυλινδρική βάση πού είναι συνδεδεµένη µε τις µεµβράνες. Ο 
σχηµατισµός αυτός φαίνεται να είναι συνδεδεµένος µε έναν κυτταροπλασµατικό 
λοβό (38). Το µήκος της βελόνας και η µορφολογία της διαφέρει από παθογόνο 
σε παθογόνο και είναι προσαρµοσµένη στη µορφολογία του ξενιστή.  
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Είδος Βακτηρίου Συνέπεια της Μόλυνσης 
Φαινότυπος που 
συνδέεται µε τη 
µεταθετάση Τύπου ΙΙΙ 

Παθογόνα ζώων   
Bordetella bronchiseptica Η αιτία του κοκκύτη Αγνωστος 

Chlamydia spp. 
Ασθένειες αναπνευστικού, 
οφθαλµών και σεξουαλικά 
µεταδιδόµενες 

Αγνωστος 

Enteropathogenic E. coli 
∆ιάρροια σε παιδιά, 
αιµορραγική κολίτιδα  

Προσκόλληση στην επιφάνεια 
των επιθηλιακών κυττάρων 
του εντέρου 

P. aeruginosa Ευκαιριακές µολύνσεις 
Κυτταροτοξικότητα και 
αντιφαγωκύττωση 

S. enterica 
∆ηλητηρίαση από φαγητό και 
τυφοειδής πυρετός 

Είσοδος σε µή φαγοκύτταρα 
και επαγωγή απόπτωσης στα 
µακροφάγα 

Shigella spp. ∆υσεντερία 
Είσοδος σε µή φαγοκύτταρα 
και επαγωγή απόπτωσης στα 
µακροφάγα 

Yersinia spp. Πανούκλα και γαστρεντερίτιδα 

Αντιφαγωκύττωση, 
παρεµπόδιση της παραγωγής 
κυττοκινών, επαγωγή της 
απόπτωσης στα φαγωκύτταρα 

Παθογόνα Φυτών   

Erwinia amylovora 
Κάψιµο του µήλου και 
αχλαδιού 

Αντίδραση υπερευαισθησίας 
ή/και παθογένεια  

Erwinia chrysanthemi 
Μαλακές σήψεις και νέκρωση 
παρεγχυµατικών ιστών 

Μολυσµατικότητα 

Erwinia herbicola pv. 
gypsophila 

Καρκινώµατα 
Αντίδραση υπερευαισθησίας 
ή/και παθογένεια  

Erwinia stewartii Μαρασµός στο καλαµπόκι Παθογένεια  

P. syringae 
Κηλιδώσεις και κάψιµο των 
φύλλων 

Αντίδραση υπερευαισθησίας 
ή/και παθογένεια  

Rhizobium spp. 
∆έσµευση αζώτου: φυµάτια 
στις ρίζες 

∆ηµιουργία φυµατίων 

Ralstonia solanacearum 
Μαρασµός στρυχνοειδών 
φυτών 

Αντίδραση υπερευαισθησίας 
ή/και παθογένεια  

Xanthomonas spp. 
Κηλιδώσεις στα φύλλα και 
κάψιµο 

Αντίδραση υπερευαισθησίας 
ή/και παθογένεια  

 
Πίνακας 1. Εκκριτικά Συστήµατα Τύπου ΙΙΙ σε παθογόνα βακτήρια ζώων και  φυτών. 
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Yersinia pestis 
Salmonella  
SP-1 

Pseudomonas 
syringae 

Βιοσύνθεση του 
Μαστιγίου 

Υποκυτταρικός 
εντοπισµός 

YscC InvG HrcC  Εξ. Μεµβράνη 

YscD  HrpQ FliG Εσ. Μεµβράνη 

YscJ PrgK HrcJ FliF Εξ./Εσ. Μεµβρ. 

YscL OrgB HrpE FliH Κυτταρόπλασµα 

YscN InvC HrcN FliI ATPάση 

YscQ SpaO HrcQ FliN Εσ. Μεµβράνη 

YscR SpaP HrcR FliP Εσ. Μεµβράνη 

YscS SpaQ HrcS FliQ Εσ. Μεµβράνη 

YscT SpaR HrcT FliR Εσ. Μεµβράνη 

YscU SpaS HrcU FlhB Εσ. Μεµβράνη 

YscV InvA HrcV FlhA Εσ. Μεµβράνη 

YscW InvH   Εξ.Μεµβράνη  

YscK OrgA HrpD  Κυτταρόπλασµα 

YscO InvI HrpO  Εκκρινόµενη 

YscP InvJ HrpP  Εκκρινόµενη 

YscF PrgI   Εκκρ./Βελόνα 

YscE    Κυτταρόπλασµα 

YscG    Κυτταρόπλασµα 

YscI PrgJ HrpB  Εκκρινόµενη 

YscX    Εκκρινόµενη 

YscY    Κυτταρόπλασµα 

  HrpA  Εκκρ/Βελόνα 

  HrpF  Κυτταρόπλασµα 

  HrpG  Κυτταρόπλασµα 

  HrpT  Εξ. Μεµβράνη 

 PrgH   Εσ. Μεµβράνη 

   FliO Εσ. Μεµβράνη 

   FliM Εσ. Μεµβράνη 

 
Πίνακας 2. Συντηρηµένα και εξειδικευµένα συστατικά του εκκριτικού συστήµατος 
Τύπου ΙΙΙ. 
   

Είναι πολύ λίγα γνωστά για τον τρόπο λειτουργίας της µεταθετάσης 
Τύπου ΙΙΙ. Είναι πιθανό το σύµπλοκο της βελόνας να χρησιµεύει ως κανάλι 
διαµέσου του οποίου τα εκκρινόµενα υποστρώµατα µετακινούνται προς το 
κυτταρόπλασµα του ξενιστή. Είναι επίσης πιθανό η ενέργεια που απαιτείται για 
αυτήν τη διαδικασία να παρέχεται από την υδρόλυση του ATP αφού και σε αυτό 
το σύστηµα, όµοια µε το σύστηµα του µαστιγίου, είναι συντηρηµένο ένα ένζυµο 
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υδρόλυσης ATP που παρουσιάζει µεγάλη οµολογία µε την υποµονάδα β της F1 
της F1F0 ATPάσης που µεταφέρει πρωτόνια (39). Το ένζυµο αυτό προτείνεται ότι 
εντοπίζεται στον κυτταροπλασµατικό λοβό. Ο φαινότυπος του στελέχους του 
βακτηρίου Shigella flexneri που το γονίδιο της ATPάσης έχει µεταλλαχθεί είναι 
ελαττωµατικά σύµπλοκα της µεταθετάσης Τύπου ΙΙΙ και απουσία µόνο της 
βελόνας και όχι του κυτταροπλασµατικού λοβού (38). Από τα παρασκευάσµατα 
αυτά λείπει η πρωτεΐνη που είναι δοµικό συστατικό της βελόνας. Επίσης τα 
στελέχη που είναι µεταλλαγµένο το γονίδιο που κωδικοποιεί αυτή την πρωτεΐνη 
έχουν τον ίδιο φαινότυπο όσον αφορά τα σύµπλοκα της µεταθετάσης και 
επιπλέον δεν µπορούν να εκκρίνουν τις τοξίνες στο κύτταρο ξενιστή. Αυτά τα 
στοιχεία υποδηλώνουν ότι η ATPάση έχει σηµαντικό ρόλο στο σχηµατισµό της 
βελόνας, ενδεχοµένως υποβοηθώντας την έκκριση των δοµικών πρωτεϊνών της 
(37). Αν η βελόνα δεν σχηµατιστεί λόγω έλλειψης του δοµικού της συστατικού 
τότε το βακτήριο χάνει την παθογένειά του. Αυτό σηµαίνει ότι η βελόνα είναι 
απαραίτητη για την µεταφορά των τοξινών, ενδεχοµένως διαµέσου αυτής. 
 Λίγα είναι γνωστά και για τα γεγονότα που συµβαίνουν στο 
κυτταρόπλασµα και για το µηχανισµό στόχευσης των υποστρωµάτων στο 
µονοπάτι έκκρισης Τύπου ΙΙΙ. Τελευταία πειράµατα που έχουν γίνει µε τα 
υποστρώµατα του εντεροπαθογόνου βακτηρίου Yersinia (τα YopE και YopN) 
αποκάλυψαν ότι τα ~15 πρώτα αµινοξέα αυτών των πρωτεϊνών είναι αρκετά για 
να οδηγήσουν σε έκκριση µια ετερόλογη πρωτεΐνη (40), όµως πειράµατα 
αλλαγής του αναγνωστικού πλαισίου αυτού του ολιγοπεπτιδίου δεν ήταν ικανά 
να αποτρέψουν την έκκριση της ετερόλογης πρωτεΐνης. Αυτό οδήγησε στο 
συµπέρασµα ότι το σήµα για έκκριση πρέπει να βρίσκεται στη δευτεροταγή 
δοµή που λαµβάνει το mRNA και όχι στη συγκεκριµένη πεπτιδική αλληλουχία 
(41). Επίσης οι αλληλουχίες των 5΄ mRNA κάποιων υπστρωµάτων  (έχει δειχθεί 
για το YopQ) της Yersinia έχουν προβλεπόµενη δοµή φουρκέτας που καλύπτει 
το σηµείο έναρξης της µετάφρασης. Αυτό ίσως σηµαίνει ότι η µετάφραση των 
µυνηµάτων αυτών καθυστερεί µέχρι να αλληλεπιδράσουν µε κάποιο συστατικό 
της µεταθετάσης Τύπου ΙΙΙ (42). Ο ίδιος τρόπος αναγνώρισης του υποστρώµατος 
φαίνεται να υπάρχει και στα υποστρώµατα AvrB και AvrPto του 
φυτοπαθογόνου P. syringae (43). Εκτός από το σήµα αναγνώρισης στο 5΄mRNA 
που φαίνεται να είναι γενικευµένος στο εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ υπάρχουν 
ενδείξεις και για εναλλακτικούς µηχανισµούς. Αυτοί περιλαµβάνουν την 
εµπλοκή ειδικών πρωτεϊνών που ίσως προσδένονται σε συγκεκριµένες περιοχές 
των υποστρωµάτων που εντοπίζονται στα πρώτα 100 αµινοξέα. Ο ρόλος των 
πιθανών αυτών σαπερονών ενδεχοµένως να είναι η στόχευση των υποστρωµάτων 
στην εκκριτική µηχανή ή η παρεµπόδιση της πρόωρης αναδίπλωσής τους, κάτι 
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που θα οδηγούσε στην καταστροφή τους στο βακτηριακό κυτταρόπλασµα. Σε 
άλλη περίπτωση εξειδικευµένες σαπερόνες µπορεί να αναγνωρίζουν ένα 
συγκεκριµένο υπόστρωµα και να το οδηγούν στην εκκριτική µηχανή για την 
οποία το ίδιο δεν έχει συνάφεια. Το αποτέλεσµα είναι οι σαπερόνες αυτές να 
εκκρίνονται µαζί µε το υπόστρωµα. Αυτές οι πρωτεΐνες που έχουν ενδεχοµένως 
ρόλο σαπερονών είναι σε µικρό βαθµό συντηρηµένες στα διάφορα συστήµατα 
Τύπου ΙΙΙ και αυτό ίσως σχετίζεται µε το ότι τα υποστρώµατα είναι ελάχιστα 
συντηρηµένα και αυτές έχουν εξειδικευτεί να αλληλεπιδρούν µε αυτά (44). 
Ωστόσο όλες είναι µικρού µεγέθους, µε χαµηλό ισοϊλεκτρικό σηµείο και µε 
δοµή πλούσια σε α έλικες. Είναι πιθανό να ισχύουν περισσότεροι από έναν 
µηχανισµό αναγνώρισης των υποστρωµάτων, τουλάχιστον σε µερικές 
περιπτώσεις, γιατί έχει δειχθεί ότι οι τοξίνες εκκρίνονται, λιγότερο 
αποτελεσµατικά, παρ’ όλο που το 5΄ mRNA τους λείπει (45). Οι δύο τρόποι 
αναγνώρισης µπορεί να χρησιµεύουν στη χρονική ρύθµιση της έκκρισης των 
διαφόρων υποστρωµάτων. Αυτά που πρέπει να µεταφερθούν αµέσως µπορεί να 
µεταφράζονται αµέσως και να στοχεύονται µε τη βοήθεια σαπερονών, ενώ αυτά 
που µεταφέρονται αργότερα να κρατιούνται µε τη µορφή mRNA µέχρι να έρθει 
η στιγµή της µεταφοράς, οπότε και µεταφράζονται. 
 Το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ δεν είναι συνεχώς παρόν και ενεργό στα 
παθογόνα βακτήρια αλλά υπόκειται σε ρύθµιση σε µεταγραφικό και 
µεταµεταγραφικό επίπεδο. Η επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων γίνεται µέσω 
ειδικών µεταγραφικών παραγόντων που ενεργοποιούνται αποκρινόµενοι σε 
διάφορες  περιβαλλοντικές συνθήκες που έχουν σχέση µε την εξειδίκευση του 
βακτηρίου και τη φυσιολογία του ξενιστή (46). Αυτές οι συνθήκες µπορεί να 
είναι η θερµοκρασία, η διαθεσιµότητα θρεπτικών, δισθενή κατιόντα (όπως 
Ca+2), pH και η φάση ανάπτυξης που βρίσκονται τα βακτήρια. Η µετα-
µεταγραφική ρύθµιση της διαδικασίας της έκκρισης είναι λιγότερο µελετηµένη 
και κατανοητή. Φαίνεται ότι η επαφή του βακτηρίου µε τον ξενιστή επάγει την 
έκκριση. Τέτοιες περιπτώσεις απαντώνται στα εντεροπαθογόνα Salmonella, 
Yershinia και Shigella που έχουν βρεθεί παράγοντες που εµποδίζουν την 
έκκριση τοξινών χωρίς την επαφή µε τον ξενιστή. Η απώλεια λειτουργίας αυτών 
των πρωτεϊνών οδηγεί στην ανεξέλεγκτη έκκριση τοξινών ακόµη και όταν 
ταυτόχρονα παρεµποδίζεται η πρωτεϊνοσύνθεση. Αυτό σηµαίνει ότι οι τοξίνες 
αυτές είχαν συντεθεί σε προηγούµενο στάδιο αλλά η έκκρισή τους 
παρεµποδιζόταν µέχρι να έρθει η κατάλληλη στιγµή, που είναι η επαφή µε τον 
ξενιστή (47). Ολα αυτά τα επίπεδα ρύθµισης µένουν να διερευνηθούν και να 
διευκρινιστούν. 
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  Τα εκκριτικά συστήµατα Τύπου ΙΙΙ των διαφόρων βακτηρίων παρά των 
υψηλό βαθµό συντήρησης των υποµονάδων τους παρουσιάζουν και υψηλή 
εξειδίκευση στις πρωτεΐνες που εκκρίνουν. Αυτές οι πρωτεΐνες που έχουν τοξικό 
ρόλο έχουν προσαρµοστεί να εµπλέκονται στις κυτταρικές λειτουργίες του 
ξενιστή. Συνήθως οι τοξίνες που εκκρίνουν τα παθογόνα βακτήρια των ζώων 
παρεµποδίζουν τη λειτουργία του κυτταροσκελετού της ακτίνης (48). Αυτό έχει 
ως συνέπεια την καταστολή της λειτουργίας της φαγοκύττωσης στα µακροφάγα 
κύτταρα από τα βακτήρια P. aeruginosa και Yersinia spp (49). Αλλα βακτήρια, 
όπως η Salmonella typhimurium και η Shigella spp. ενύουν τοξίνες στο κύτταρο 
που προκαλούν αναδιάταξη του κυτταροσκελετού και πινοκύττωση µε σκοπό 
την είσοδό τους στον ευκαρυωτικό ξενιστή. Η Shigella spp. έχει βρεθεί επίσης 
ότι εκκρίνοντας ειδικές τοξίνες επάγει το αποπτωτικό µονοπάτι στα µακροφάγα 
κύτταρα οδηγώντας τα έτσι στον κυτταρικό θάνατο (50, 51). 
 Οι πρωτεΐνες που ταξιδεύουν µέσω της µεταθετάσης Τύπου ΙΙΙ των 
φυτοπαθογόνων βακτηρίων έχουν διαφορετικό αποτέλεσµα ανάλογα µε το αν το  
φυτό ξενιστής είναι «δεκτικό» στη µόλυνση από το βακτήριο ή ανθεκτικό. Στην 
περίπτωση της ανθεκτικότητας το φυτό είναι ικανό να αντιµετωπίσει το 
παθογόνο βακτήριο εγείροντας την αντίδραση υπερευαισθησίας (Hypersensitive 
Response, HR). Η αντίδραση υπερευαισθησίας χαρακτηρίζεται από µία 
γρήγορη (~24 ώρες) επαγωγή του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου στα 
κύτταρα που είναι σε επαφή µε το παθογόνο και έτσι η µόλυνση σταµατά εκεί 
(52). Αντίθετα στην περίπτωση που το φυτό δεν µπορεί να αντιδράσει στην 
προσβολή από το παθογόνο, το βακτήριο πολλαπλασιάζεται απρόσκοπτα και 
εξαπλώνεται για µέρες στο φυτό πριν εκδηλωθεί η ασθένεια που είναι σε µεγάλη 
έκταση. Η αντίδραση της υπερευαισθησίας ενεργοποιείται µε τη βοήθεια 
πρωτεϊνών που εκφράζονται από το φυτό (πρωτεΐνες R: resistance) και 
αλληλεπιδρούν µε τις βακτηριακές πρωτεΐνες αµολυσµατικότητας (πρωτεΐνες 
Avr: Avirulence), σταµατώντας την καταστροφική τους δράση. Αντίδραση 
υπερευαισθησίας προκαλείται και από τις πρωτεΐνες χαρπίνες που είναι 
πλούσιες σε γλυκίνες, φτωχές σε κυστεΐνες και θερµοσταθερές (53). Οι 
πρωτεΐνες αυτές είναι ικανές να προκαλέσουν την αντίδραση του φυτικού 
κυττάρου βρισκόµενες σε επαφή µε το κυτταρικό του τοίχωµα και δεν ενύονται 
στο κυτταρόπλασµα. Η ακριβής λειτουργία τους δεν είναι γνωστή και παραµένει 
να διευκρινιστεί. 
 
 

β  
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Σχήµα 2. Εκκριτικά συστήµατα Τύπου ΙΙΙ 
         Α. Υποθετικό σχήµα των ΤΤS των S. typhimurium (αριστερά) και του µαστιγίου (δεξιά) 
             Τα συντηρηµένα συστατικά είναι σηµειωµένα. 
         Β. Ηλεκτρονική φωτογραφία του συµπλόκου βελόνας από το Shigella flexneri . 
             1/c=βελόνα, 2/b= διαµεµβρανικός επάνω διπλός δακτύλιος, 3/a= βάση/λοβός 
         Γ. Ηλεκτρονική Φωτογραφία του βασικού σωµατιού του µαστιγίου. 

 
1.4 Σκοπός της παρούσας διατριβής 
  
 Σε όλα τα βακτηριακά συστήµατα που έχει µελετηθεί η µεταθετάση 
Τύπου ΙΙΙ είναι γνωστά τα γονίδια που εκφράζονται προκειµένου να 
λειτουργήσει η µηχανή έκκρισης. Εχουν γίνει επίσης προβλέψεις για την 
τοπολογία όλων των πρωτεϊνών µε βάση την πεπτιδική τους αλληλουχία. Ωστόσο 
η βιοχηµική ανάλυση της πρωτεϊνικής συσκεύης καθώς και η παρατήρηση 
αυτής εχει γίνει σε περιορισµένο επίπεδο. Οι εικόνες της ηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας του συµπλόκου της βελόνας ήταν σηµαντική πρόοδος αλλά οι 
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γνώσεις όσον αφορά τον τρόπο λειτουργίας της βρίσκονται ακόµα σε 
πρωταρχικό στάδιο. 
 Χρησιµοποιώντας ως πρότυπο οργανισµό για τη µελέτη του εκκριτικού 
συστήµατος Τύπου ΙΙΙ το φυτοπαθογόνο βακτήριο Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola και µέσω της ανασύστασης αυτού in vitro θέτουµε ερωτήµατα που 
αφορούν την ανακάλυψη του µηχανισµού λειτουργίας. Σε ένα πρωταρχικό 
στάδιο µελέτης που αφορά και αυτή την εργασία, επικεντρωθήκαµε στην 
ATPάση του συστήµατος, θεωρώντας ότι αποτελεί βασικό συστατικό της 
µεταθετάσης. Αφού έγινε ο αρχικός χαρακτηρισµός του ενζύµου τέθηκε και το 
ερώτηµα της ολιγοµερικής κατάστασης που βρίσκεται τόσο in vitro όσο και 
µέσα στο κύτταρο. Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια ανεύρεσης αλληλεπιδρώντων 
πρωτεϊνών µε την ATPάση µε σκοπό την ταυτοποίηση των ικανών και αναγκαίων 
συστατικών του µονοπατιού έκκρισης. Αυτό προσεγγίστηκε µε δύο τρόπους in 
vitro και in vivo. Με τον πρώτο δεν στάθηκε δυνατό να έχουµε θετικό 
αποτέλεσµα ενώ η προσέγγιση in vivo δίνει ενδείξεις για σχηµατισµό των 
συµπλόκων. Οταν γίνει δυνατή η ανασύσταση του συστήµατος in vitro θα 
είµαστε σε θέση να αναλύσουµε το µηχανισµό λειτουργίας στη λεπτοµέρειά του 
και να απαντηθούν σηµαντικά ερωτήµατα όπως είναι ο τρόπος στόχευσης στην 
εκκριτική µηχανή, η έκκριση αυτή καθ’ εαυτή, ο ρόλος της ATPάσης, ο ρόλος 
των πιθανών σαπερονών. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
2. Ενζυµικός χαρακτηρισµός και ολιγοµερική κατάσταση 
της πρωτεΐνης HrcN. 
 
 

2.1 Εισαγωγή 
 
 Ενας πιθανός παράγοντας που επιτρέπει τη χρήση µεταβολικής ενέργειας 
από το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ του φυτοπαθογόνου βακτηρίου 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola είναι η πρωτεΐνη HrcN. Η 
προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία της HrcN που προκύπτει από την 
αλληλούχιση του γονιδίου της, παρουσιάζει συντήρηση σε ποσοστό 40-60% µε 
πρωτεΐνες της ίδιας οικογένειας άλλων εκκριτικών συστηµάτων Τύπου ΙΙΙ καθώς 
και µε την ATPάση που συµµετέχει στην κατασκευή του µαστιγίου. Επίσης 
παρουσιάζει ~30% οµοιότητα µε την β υποµονάδα της F1 που είναι τµήµα της 
βακτηριακής ATPάσης F0F1 (AΤPάση που µεταφέρει πρωτόνια) (28). Η F1 είναι 
υδατοδιαλυτή και συνδέεται µε τη µεµβράνη µέσω της F0 υποµονάδας. Η HrcN 
περιέχει τις συντηρηµένες περιοχές Walker box A και Walker box B που είναι 
χαρακτηριστικές σε όλες τις ΑΤPάσες. Η περιοχή Walker box A σχηµατίζει µία 
θηλιά που αλληλεπιδρά µε το νουκλεοτίδιο, ενώ η περιοχή Walker box B που 
περιλαµβάνει υδρόφοβα κατάλοιπα και σχετίζεται µε την επίθεση στο γ 
φώσφορο κατά τη διαδίκασία της υδρόλυσης (55). 
 H HrcN φαίνεται να είναι κεντρικής σηµασίας µόριο για τη διαδικασία 
έκκρισης Τύπου ΙΙΙ. Σηµαντικό για την περεταίρω µελέτη του ενζύµου ήταν να 
προσδιοριστούν µερικά βασικά κινητικά χαρακτηριστικά όπως Κm, Vmax καθώς 
και η θερµοκρασία, το δισθενές ιόν και το pH που το ένζυµο έχει τη µέγιστη 
υδρολυτική ικανότητα. Επίσης σηµαντικό για τη µελέτη της λειτουργίας της 
πρωτεΐνης ήταν να βρεθεί η ολιγοµερική κατάσταση τόσο in vitro όσο και µέσα 
στο κύτταρο. Τα µέχρι τώρα δεδοµένα στη βιβλιογραφία δείχνουν ότι η οµόλογή 
της από το σύστηµα του µαστιγίου είναι µονοµερική πρωτεΐνη κάτι που 
αντίκειται στα δικά µας αποτελέσµατα (56).  
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2.1 Εκφραση και καθαρισµός της  HisHrcN 
 
 Το γονίδιο hrcN κλωνοποιήθηκε στο βακτηριακό φορέα έκφρασης 
pET16b και σε σύµφυση µε ακροφύσιο 10 ιστιδινών στο αµινοτελικό άκρο της 
ώστε να είναι ικανός ο καθαρισµός της πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία 
συγγένειας νικελίου (από τη Ν. Ταµπακάκη, διδακτορικό.).  
 Η πρωτεΐνη εκφράστηκε σε κύτταρα E. coli BL21(DE3).pLysS. Οι 
συνθήκες επαγωγής της έκφρασης προκειµένου να παραµένει ένα µικρό 
ποσοστό σε διαλυτή µορφή είναι 22°C, 6 ώρες και 0.1mM IPTG (καθορίστηκαν 
από το Γ. Σιανίδη). Ο καθαρισµός έγινε µε τη βοήθεια ρητίνης αγαρόζης Ni2+-
NTA (Σχήµα 3). Με αυτήν την πρωτεΐνη έγιναν όλα τα in vitro πειράµατα που 
ακολουθούν.  
 
 

kDa 
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Σχήµα 3. Εκφραση και καθαρισµός της HisHrcN από ρητίνη 
Ni2+NTA. 
M= µάρτυρας µοριακών βαρών σε kDa 
-ind= ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
+ind= ολικό κυτταρικό εκχύλισµα µετάτην επαγωγή 
P= µεµβρανικά υπολείµατα µετά τη λύση των κυττάρων 
S= κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα 
FT= κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα που δεν συγκρατήθηκε από τη
ρητίνη 
Ε= έκλουση της HisHrcN από τη ρητίνη  
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2.3 Ενζυµικός χαρακτηρισµός της ATPάσης HrcN 
 

Οι βέλτιστες συνθήκες θερµοκρασίας, δισθενούς µετάλλου και pH  που 
λειτουργεί το ένζυµο HisHrcN in vitro προσδιορίστηκαν µε δοκιµασίες 
υδρόλυσης ATP χρησιµοποιώστας τη χρωστική Πράσινο του Μαλαχίτη. Η 
θερµοκρασία µέγιστης υδρόλυσης βρέθηκε να είναι 28ºC όπου εξάλλου είναι 
και η θερµοκρασία που αναπτύσσεται η P.s.phaseolicola και επάγεται το 
σύστηµα έκκρισης Τύπου ΙΙΙ (Σχήµα 4). Το δισθενές ιόν µετάλλου που βρέθηκε 
να είναι απαραίτητο για την υδρόλυση είναι το Mg+2 (Σχήµα 5). Χαµηλή επίσης 
δραστικότητα παρατηρείται παρουσία των ιόντων Mn+2  και Co+2, ενώ µε τα 
ιόντα Zn +2, Ca+2 και Cd+2 το ένζυµο είναι τελείως ανενεργό. Βέλτιστο pH που 
λειτουργεί η HrcN είναι το 8, ενώ η ενεργότητα πέφτει στο µισό όταν το pH είναι 
7 ή 9 και σχεδόν µηδενίζεται στο 6 (Σχήµα 6). Οι διαφορές στα απόλυτα 
νούµερα της ενεργότητας οφείλονται σε διαφορετικά παρασκευάσµατα της 
πρωτεΐνης και σε διαφορετική περιεκτικότητα σε ενεργή µορφή των ~600kDa. 
Τα αποτελέσµατα που αφορούν τα µέταλλα και το pH φαίνεται να είναι κοινά 
χαρακτηριστικά για όλη την οικογένεια αυτών των ενζύµων αφού παρόµοιες 
παρατηρήσεις έγιναν και για την FliI που είναι η ATPάση του συστήµατος του 
µαστιγίου. 
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Σχήµα 4. Ενεργότητα ATPάσης της HisHrcN σε διάφορες θερµοκρασίες 
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Σχήµα 5. Ενεργότητα ATPάσης της HisHrcN παρουσία διαφόρων  
δισθενών ιόντων µετάλλων 
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Σχήµα 6 Ενεργότητα ATPάσης της HisHrcN σε διαλύµατα διαφορετικής  
ιοντικής ισχύος 

 
Εγιναν επίσης δοκιµασίες υδρόλυσης του ATP µε αυξανόµενες ποσότητες 

ενζύµου (Σχήµα 7) καθώς και µε κινητική χρόνου (Σχήµα 8). Και στις δύο 
περιπτώσεις προκύπτει µία γραµµική σχέση, µε την προϋπόθεση ότι η 
ποσότητα του ATP δεν είναι περιοριστικός παράγοντας. Στην περίπτωση της 
κινητικής συγκέντρωσης ενζύµου, σε µεγάλες συγκεντρώσεις η σχέση δεν είναι 
γραµµική γιατί το ATP δεν είναι αρκετό και έτσι µια ποσότητα ενζύµου µένει 
ανενεργή. Στα διαγράµµατα φαίνεται και η µαθηµατική εξίσωση που 
περιγράφει τις δύο κινητικές. 
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Σχήµα 7. Κινητική ενεργότητας ATPάσης σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση της 
HisHrcN. Η εξίσωση που την περιγράφει είναι λογαριθµική και όχι γραµµική γιατί 
σε υψηλές συγκενρώσεις ενζύµου το ATP αποτελεί περιοριστικό παράγοντα, και µια  
ποσότητα του ενζύµου µένει ανενεργή. 
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Σχήµα 8. Κινητική ενεργότητας ATPάσης της HisHrcN σε συνάρτηση µε το χρόνο. Η 
εξίσωση που περιγράφει τη σχέση είναι γραµµική. 

 
Ολα τα παραπάνω πειράµατα έγιναν µε ανοµοιογενή πληθυσµό HisHrcN 

και στην ποσότητα του ενζύµου συνυπολογίζεται και ο ανενεργός πληθυσµός 
του µονοµερούς καθώς και µια µεγάλη ποσότητα πολύ µεγάλων, επίσης 
ανενεργών µορφών (>2000kD). Για τον προσδιορισµό των Km και Vmax 
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χρειάστηκε να διαχωριστούν οι δύο µορφές, µονοµερές και πολυµερές που 
έγινε µε τη µέθοδο της χρωµατογραφίας Μοριακής ∆ιήθησης µετά τον 
καθαρισµό από ρητίνη Ni+2-NTA (από τον Μ. Ποζίδη). Οι Km και Vmax για τις 
δύο µορφές φαίνονται στον παρακάτω Πίνακα 3 και προσδιορίστηκαν επίσης 
µε δοκιµασίες υδρόλυσης ATP µε Malachite Green. Φαίνεται ότι η πρωτεΐνη 
είναι ενεργή ως ολιγοµερές γιατί κάθε πρωτοµερές είναι ~700 φορές πιο ενεργό 
όταν είναι µέρος της ολιγοµερικής µορφής σε σχέση µε όταν βρίσκεται σε 
µονοµερική κατάσταση. 
 

                             HisHrcN 
Μονοµερές (~50kDa)           Ολιγοµερές (~600kDa) 

Vmax (nmol Pi/mg HisHrcN/min) 63.5 43,000 
Km 0.114 0.299 
Kcat (nmol Pi/mol protein/min) 3.175 26,875 
Kcat (nmol Pi/mol protomer/min) 3.175 2,150 
 
Πίνακας 3 Τιµές που αφορούν την υδρολυτική ταχύτητα των δύο µορφών της HisHrcN. 
 
  

2.4 Ολιγοµερική κατάσταση της HrcN 
 
α. In vitro 
 Αρχικά µελετήθηκε η ολιγοµερική κατάσταση της βακτηριακά 
παρασκευασµένης HisHrcN. Το πρώτο πείραµα που έγινε ήταν η 
ηλεκτροφόρηση της HisHrcN, όπως καθαρίζεται από το Ni+2-NTA, σε µή 
αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (Σχήµα 9). Η ηλεκτροφορητική 
εικόνα είναι χαρακτηριστική ενός πολύ µεγάλου µοριακού βάρους πρωτεϊνικού 
συµπλόκου αφού η πρωτεΐνη κινείται πιο αργά από το µοριακό µάρτυρα των 
440kDa.  

 HisHrcN    440 kDa 

Σχήµα 9. Ηλεκτροφόρηση της HisHrcN σε µή αποδιατακτικό πήκτωµα 
ακρυλαµίδης. Κινείται πιο αργά από το µορακό µάρτυρα των 440kDa.

 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 25

Το δεύτερο πείραµα ήταν η χηµική διασύνδεση της HisHrcN µε τον 
οµοδιλειτουργικό χηµικό σύνδεσµο DSP. Φαίνεται ότι η πρωτεΐνη στη φυσική 
της κατάσταση σχηµατίζει πολυµερή (Σχήµα 10). Tα µοριακά βάρη των 
ολιγοµερικών µορφών που είναι µεγαλύτερες του µάρτυρα των 207kDa 
υπολογίστηκαν να είναι ~300kDa και >500kDa αλλά ενδέχεται να είναι 
ανακριβή, ενώ οι µικρότερες ζώνες είναι 150kDa και 100kDa. Το ότι η 
µεγαλύτερη ζώνη είναι >500kDa υποστηρίζεται και από δεδοµένα που 
προέρχονται από το χρωµατογράφηµα Μοριακής ∆ιήθησης της καθαρισµένης 
απο ρητίνη Ni+2-NTA πρωτεΐνης (πείραµα που έγινε από τον Μ. Ποζίδη). Στο 
χρωµατογράφηµα αυτό εµφανίζεται µια µορφή που είναι περίπου 500-800kDa 
(υπολογίστηκε από την Α. Gomez-Serano). Πειράµατα υδρόλυσης ATP δείχνουν 
ότι αυτή είναι η ενεργή µορφή. 

kDa
 
207 
 
120 
 
 
78 
 
 
 
 
47 

DSP      +             + 
DTT      -              + 

x1 HisHrcN

x2 HisHrcN

x3 HisHrcN

x6 HisHrcN

x12 HisHrcN

Σχήµα 10. Χηµική διασύνδεση της HisHrcN  µε το χηµικό 
DSP. 

 
β. Ιn vivo 
 Προκειµένου να πιστοποιηθεί αν οι ολιγοµερικές µορφές της HisHrcN 
αντιπροσωπεύουν εγγενείς µορφές της HrcN στην P.s.phaseolicola έγιναν 
πειράµατα χηµικής διασύνδεσης σε κύτταρα P.s.phaseolicola στα οποία έχει 
επαχθεί το σύστηµα έκκρισης Τύπου ΙΙΙ. Το κυτταρικό εκχύλισµα 
ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Η πρωτεΐνη HrcN 
παρακολουθείται µε πολυκλωνικό αντίσωµα κατά της ανασυνδυασµένης 
HisHrcN (ετοιµάστηκε από τον Κ. Μπούλια). Προς αποφυγήν µή ειδικών 
σηµάτων ο ορός καθαρίστηκε από τα µή ειδικά αντισώµατα IgG, επωάζοντάς τον 
σε λωρίδα νιτροκυτταρίνης που έφερε HisHrcN και κρατώντας µόνο τα 
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αντισώµατα που την αναγνώρισαν. Η HrcN σχηµατίζει σύµπλοκα µοριακού 
βάρους ~150kD, ~300kD και ίσως 600kD (Σχήµα 11). Τα δύο τελευταία 
νούµερα δεν είναι υπολογισµένα µε απόλυτη ακρίβεια αφού δεν υπάρχει 
µοριακός µάρτυρας µεγαλύτερος των 205kD. 

x1HrcN

x3 HrcN ? 

x12 HrcN ? 

x6 HrcN  ? 

  DSP (mM)   -    1     1    1.5  1.5   2     2     2.5  2.5   
  DTT           +    -      +     -     +      -     +       -     + 

Πρωτεΐνη που αναγνωρίζεται 
από το αντίσωµα µή ειδικά 

kDa
 
205 
 
 
 
119 
98 
 
 
 
52 

Σχήµα 11. Χηµική διασύνδεση σε κύτταρα P.s. phaseolicola  που έχει επαχθεί το 
σύστηµα έκκρισης ΤύπουΙΙΙ. Φαίνεται ότι όσο αυξάνει η συγκέντρωση του χηµικού 
συνδέτη DSP εµφανίζονται σύµπλοκα µεγαλύτερου µοριακού βάρους. Με την 
προσθήκη DTT η χηµική διασύνδεση καταστρέφεται. H ανίχνευση γίνεται µε 
αντίσωµα α-HrcN.  

 
Το κυτταρικό εκχύλισµα από επηγµένα κύτταρα P.s.phaseolicola και 

χηµικά διασυνδεµένα αναλύθηκε σε ∆ιαβάθµιση Σουκρόζης. H HrcN 
παρακολουθείται και πάλι µε το ίδιο αντίσωµα και φαίνεται να κινείται ως λίγο 
πιο µεγάλη από 200kD πρωτεΐνη. 
 Οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν δεν ήταν ικανές να προσδιορίσουν το 
ακριβές µοριακό βάρος της πρωτεΐνης στο κύτταρο. Ωστόσο συγκλίνουν ότι η 
HrcN βρίσκεται και λειτουργεί ως ολιγοµερές, οµοµερές ή ετεροµερές. 
Πειράµατα Μοριακής διήθησης και ανάλυσης σε ∆ιαβάθµιση Σουκρόζης του 
κυτταροπλάσµατος από επηγµένα κύτταρα P.s.phaseolicola δείχνουν ότι η 
µορφή της πρωτεΐνης που υπάρχει στο κύτταρο είναι η ολιγοµερική και το 
µοριακό της βάρος υπολογίζεται ~600kDa (πειράµατα που έγιναν από τον 
Μ.Ποζίδη και A. Gomez-Serano). Κατά τα πειράµατα χηµικής διασύνδεσης 
είναι δυνατόν να παρατηρούνται και τα ενδιάµεσα στάδια ολιγοµερισµού 
(150kDa, 300kDa). 
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2.5 Συζήτηση 
 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι η πρωτεΐνη HisHrcN είναι 
όντως ATPάση και µάλιστα υδρολύει µε πολύ υψηλό ρυθµό. Ο υψηλός ρυθµός 
υδρόλυσης θεωρείται δύσκολο να συµβαίνει και µέσα στο κύτταρο ανεξέλεγκτα 
αφού αυτό θα εξαντλούσε όλα τα αποθέµατα ενέργειάς του. Είναι πιθανό η 
ATPάση να υπόκειται σε χρονική ή/και χωρική ρύθµιση. Είναι πιθανό να 
ενεργοποιείται ακριβώς τη χρονική στιγµή που χρειάζεται για να επιτελέσει το 
έργο της µετατόπισης του υποστρώµατος διαµέσου του καναλιού. Αυτό θα 
σήµαινε ότι κρατιέται ανενεργή όλο το υπόλοιπο διάστηµα αλληλεπιδρώντας µε 
άλλες πρωτεΐνες του συστήµατος. Αυτές µπορεί να παρεµποδίζουν την άκαιρη 
αλληλεπίδραση µε το υπόστρωµα, το οποίο αναµένεται να είναι και το 
ενεργοποιητικό σήµα, ή να αποτρέπουν το σχηµατισµό της ολιγοµερικής 
µορφής που είναι και η ενεργή. Είναι πιθανό ο ολιγοµερισµός της να 
ενεργοποιεί και την υδρολυτική της ικανότητα. 
 Προκειµένου να εξετάσουµε όλες αυτές τις υποθέσεις έγιναν προσπάθειες 
να βρεθούν αλληλεπιδρώντα µόρια µε την HrcN, in vitro και in vivo που 
περιγράφονται στα επόµενα κεφάλαια. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
3. Ελεγχος αλληλεπιδράσεων µεταξύ κυτταροπλασµατικών 
πρωτεϊνών και ATPάσης, in vitro. 
 
 

3.1 Εισαγωγή 
 
 Γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που έχουν ρόλο υποστρώµατος της 
εκκριτικής µηχανής Τύπου ΙΙΙ µεταγράφονται και µεταφράζονται µετά το ίδιο 
σήµα επαγωγής του ρυθµιζονίου Τύπου ΙΙΙ. Μια οικογένεια εκκρινόµενων 
πρωτεϊνών στα φυτοπαθογόνα βακτήρια είναι οι χαρπίνες που σε καθαρή 
µορφή είναι ικανές να επάγουν την αντίδραση υπερευαισθησίας στο φυτό. 
Πρόκειται για θερµοανθεκτικές, όξινες και πλούσιες σε γλυκίνες πρωτεΐνες που 
όταν το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ επάγεται in vitro, εκκρίνονται στο 
θρεπτικό µέσο. Εκκρινόµενη πρωτεΐνη είναι επίσης και αυτή που αποτελεί το 
δοµικό συστατικό του καναλιού της εκκριτικής µηχανής, που µοιάζει µε 
βελόνα. 
 ∆ύο πρωτεΐνες χρησιµοποιήσαµε ως πρότυπα υποστρώµατα µε σκοπό να 
παρακολουθούµε τη λειτουργία της έκκρισης του φυτοπαθογόνου βακτηρίου 
P.s.phaseolicola. Η µία είναι η HrpZ που ανήκει στην οικογένεια των χαρπινών 
και εµπλέκεται στην πρόκληση πόρων στο ευκαρυωτικό φυτικό κύτταρο που 
µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα την έκχυση θρεπτικών. Η άλλη είναι η HrpA που 
αποτελεί το δοµικό συστατικό της βελόνας. Εγιναν προσπάθειες να βρεθούν 
πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τα υποστρώµατα και εµπλέκονται στη 
διαδικασία της έκκρισης, ενδεχοµένως  µε το να τις στοχεύουν στην ATPάση. Η 
προσέγγιση που ακολουθήθηκε αρχικά ήταν διάφορες δοκιµασίες in vitro που 
έλεγχαν αν τα υποστρώµατα αλληλεπιδρούν απ’ ευθείας µε πρωτεΐνες που είχαν 
πιθανό ρόλο σαπερόνης, καθώς και αν αυτά ή οι πιθανές σαπερόνες 
επηρεάζουν την υδρολυτική ικανότητα της ATPάσης HrcN. 
 ∆ύο πρωτεΐνες της P.s.phaseolicola είναι υποψήφιες σαπερόνες αφού 
έχουν τα γενικά χαρακτηριστικά των σαπερονών του TTS. Αυτές είναι οι HrpE 
και HrpO και τα χαρακτηριστικά που έχουν είναι µικρό µέγεθος, πολλά 
υδρόφιλα αµινοξέα και µεγάλη προβλεπόµενη περιεκτικότητα σε α έλικες. Αυτά 
που είναι γνωστά ως τώρα, από πειράµατα in vitro στο σύστηµα του µαστιγίου 
είναι ότι η οµόλογη πρωτεΐνη της HrpO καθώς και της HrpE αλληλεπιδρoύν 
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ισχυρά µε την αντίστοιχη ATPάση καθώς και µεταξύ τους. Η οµόλογη της HrpE 
επιπλέον παρεµποδίζει την υδρολυτική ικανότητα της ATPάσης. Η υπόθεση 
που προτείνεται από τους ερευνητές είναι ότι οι δύο πιθανές σαπερόνες 
σχηµατίζουν σύµπλοκο µε την ATPάση και µε το προς µεταφορά  υπόστρωµα 
και κρατούν ανενεργή την ATPάση µέχρι να αλληλεπιδράσει µε µεµβρανικές 
πρωτεΐνες του εκκριτικού συστήµατος. Θέλαµε να εξετάσουµε αυτές τις 
υποθέσεις στο TTS του βακτηρίου P.s.phaseolicola στα πειράµατα που 
ακολουθούν. 
 

3.2 Εκφραση και καθαρισµός των υποστρωµάτων και των πιθανών 
σαπερονών 
 
 Τα γονίδια hrpA, hrpZ, hrpE και hrpO κλωνοποιήθηκαν σε βακτηριακούς 
φορείς έκφρασης και σε σύντηξη µε ακροφύσια πολυϊστιδινών για να είναι 
δυνατός ο καθαρισµός µε χρωµατογραφία συγγενείας νικελίου. Τα γονίδια 
hrpA, hrpE και hrpO κλωνοποιήθηκαν στο φορέα pET16b και οι πρωτεΐνες 
φέρουν ακροφύσιο δεκαϊστιδινών στο αµινοτελικό τους άκρο. Το γονίδιο hrpZ 
κλωνοποιήθηκε στο φορέα pEt26b έχοντας µία έλλειψη 99 νουκλεοτιδίων στο 
καρβοξυτελικό του άκρο. Στο ίδιο άκρο φέρει και το ακροφύσιο δεκαϊστιδινών. 
(Οι κλωνοποίησεις έγιναν από τη Ν. Ταµπακάκη και Α. Παπαϊωάννου). Η  
πρωτεΐνη που παράγεται θα αναφέρεται ως HrpZ∆C33 και θα θεωρείται πλήρως 
λειτουργική όσον αφορά τη λειτουργία της έκκρισης αφού αυτά τα 33 αµινοξέα 
του καρβοξυτελικού άκρου έχουν δειχθεί ότι δεν επηρεάζουν τη δυνατότητα του 
βακτηρίου να εκκρίνει τη χαρπίνη. 
 Οι πρωτεΐνες εκφράστηκαν σε κύτταρα E. coli BL21(DE3).pLys και οι 
συνθήκες έκφρασης και καθαρισµού αναφέρονται στο κεφάλαιο 6. Οι 
καθαρισµοί των HisHrpA, HrpZ∆C33His και HisHrpO έγιναν κάτω από µή 
αποδιατακτικές συνθήκες και µε τη βοήθεια ρητίνης αγαρόζης Ni2+-NTA. 
(Σχήµα 12Α, 12Β, 12Γ αντίστοιχα) Κατά τη διαδικασία καθαρισµού 
χρειάστηκε να εισαχθεί ένα επιπλέον στάδιο που περιλαµβάνει την επώαση των 
καθαρισµένων πρωτεϊνών µε 1mM ATP. Κατά τη διαδικασία αυτή βρέθηκε ότι 
αφαιρείται η πρωτεΐνη των 70kD που αλληλεπιδρά µε αυτές. Πρόκειται για τη 
βακτηριακή σαπερόνη Hsp70 όπως έδειξε αµινοτελική αλληλούχιση. Η 
πρωτεΐνη HisHrpE καθαρίστηκε κάτω από αποδιαταχτικές συνθήκες αφού όλη 
η ποσότητα του πολυπεπτιδίου παρέµενε σε έγκλειστα σωµάτια στα κύτταρα 
(Σχήµα 12∆). Η επαναδιάταξή της έγινε µε σταδιακή αποµάκρυνση της ουρίας. 
 Προκειµένου να είναι δυνατή η παρακολούθηση αυτών των πρωτεϊνών σε 
εκχυλίσµατα κυττάρων καθώς και σε δοκιµασίες που ελέγχεται η 
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αλληλεπίδρασή τους µε άλλες ήταν απαραίτητη η παρασκευή αντϊορών. 
Παρασκευάστηκε πολυκλωνικός αντϊορός κατά της πρωτεΐνης HisHrpA που 
αναγνωρίζει τόσο τη βακτηριακά παρασκευασµένη πρωτεΐνη καθώς και αυτή 
που εκφράζεται στα κύτταρα της P.s.phaseolicola µετά από επαγωγή του 
συστήµατος Τύπου ΙΙΙ (Σχήµα 13). Αντισώµατα κατά των άλλων πρωτεϊνών 
παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο του κ. Πανόπουλου. 
 

∆ Γ 
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Σχήµα 12 Εκφραση και καθαρισµός των πρωτεϊνών Α. HisHrpA Β. HrpZ∆C33His Γ. 
HisHrpO και ∆. HisHrpE 
M= µάρτυρας µοριακών βαρών σε kDa 
-ind= ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
+ind= ολικό κυτταρικό εκχύλισµα µετάτην επαγωγή 
P= µεµβρανικά υπολείµατα µετά τη λύση των κυττάρων 
S= κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα ή πρωτεΐνες διαλυτές σε ουρία στο 7δ 
FT= κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα που δεν συγκρατήθηκε από τη ρητίνη 
W= πρωτεΐνες που αποµακρύνθηκαν από τη ρητίνη µε τις πλύσεις 
Ε= έκλουση της πρωτεΐνης από τη ρητίνη  
+ ATP= έκλουση της πρωτεΐνης από τη ρητίνη µετά την επώαση µε ATP 
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Α. Ολικό Κυτταρικό 
      Εκχύλισµα 

1/1000    1/2000
      Αραίωση 

1/1000    1/2000
      Αραίωση 

πολυµερές

διµερές

µονοµερές

kDa
 
 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.6 

Β. Ολικό Μεµβρανικό 
         Εκχύλισµα 

πολυµερές

διµερές

µονοµερές

kDa
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.6 

Σχήµα 13 Προσδιορισµός του τίτλου των µονοειδικών αντισωµάτων α-HrpA σε 
Α. Ολικό κυτταρικό εκχύλισµα κυττάρων P.s. phaseolicola που έχει επαχθεί το TTS και 
Β. Ολικό µεµβρανικό εκχύλισµα κυττάρων P.s. phaseolicola που έχει επαχθεί το TTS  

 
3.3 Ελεγχος αλληλεπιδράσεων µε Μή Αποδιατακτικό Πήκτωµα 
Πολυακρυλαµίδης 
 
 Οι βακτηριακά εκφρασµένες πρωτεΐνες (είτε µε ακροφύσιο His σε E. coli 
κύτταρα ή ραδιοσηµασµένες µε 35 S µε το πρωτόκολλο των συζευγµένων 
αντιδράσεων µεταγραφής µετάφρασης και υλικά από την εταιρία Promega) 
αναµείχθηκαν ανά ζεύγη και σε διάφορες αναλογίες και πάντα τα ζεύγη ήταν 
υπόστρωµα-πιθανή σαπερόνη. Τα ζεύγη που δοκιµάστηκαν ήταν 35S-HrpE 
/HrpZ∆C33His, 35S-HrpE/HisHrpA, 35S-HrpO/HrpZ∆C33His, 35S-
HrpO/HrpA, 35 S-HrpZ/HisHrpE, 35 S-HrpZ/HisHrpO, 35S-HrpA/HisHrpE, 
35S-ΗrpA/HisHrpO καθώς και HisHrpE/HrpZ∆C33His, 
HisHrpO/HrpZ∆C33His. Σε όλες τις περιπτώσεις οι πρωτεΐνες επωάστηκαν για 
10΄ στον πάγο και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε µή αποδιατακτικό πήκτωµα 
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πολυακρυλαµίδης. Η τυχόν αλληλεπίδραση αναµενόταν να γίνει αντιληπτή µε 
την υστέρηση της ραδιασηµασµένης ζώνης παρουσία άλλης πρωτεΐνης, 
συγκρίνοντας την κινητικότητά της όταν ηλεκτροφορείται µόνη της. Η 
ανίχνευσή της έγινε µε αυτοραδιογραφία. Στις περιπτώσεις που δεν υπήρχε 
ραδιοσηµασµένη πρωτεΐνη, η κινητικότητα των πρωτεϊνών και η τυχόν 
υστέρηση κάποιας παρουσία άλλης, παρακολουθήθηκε µε χρώση του 
πηκτώµατος µε τη µέθοδο του αργύρου, ή µε την ανοσοανίχνευση Western. 
Στην τελευταία περίπτωση παρακολουθείται µόνο η µία από τις δύο πρωτεΐνες. 
 Σε αυτά τα πειράµατα δεν στάθηκε δυνατό να παρατηρηθεί κάποια 
αλληλεπίδραση, είτε γιατί δεν υφίστανται τέτοιες απ’ ευθείας αλληλεπιδράσεις 
είτε γιατί αυτές οι αλληλεπιδράσεις είναι ασθενείς και οι συνθήκες που 
δοκιµάστηκαν δεν ήταν οι κατάλληλες. 
 

3.4 Ελεγχος επιδράσεων των υποστρωµάτων και των πιθανών 
σαπερονών στην υδρολυτική ικανότητα της ATPάσης 
 
 Με σκοπό να απαντηθεί το ερώτηµα αν οι προβλεπόµενοι 
κυτταροπλασµατικοί παράγοντες, τα υποστρώµατα και οι πιθανές σαπερόνες, 
επηρεάζουν την υδρολυτική ικανότητα του ενζύµου έγιναν δοκιµασίες 
υδρόλυσης ATP µε τη µέθοδο του Πράσινου του Μαλαχίτη. ∆οκιµάστηκε η 
υδρόλυση και από τις δύο µορφές της HisHrcN (µονοµερική και ολιγοµερική) 
που περιγράφησαν στο κεφάλαιο 2, παρουσία υποστρώµατος, σαπερόνης ή και 
συνδυασµός των δύο, και σε διάφορες µοριακές αναλογίες. Στο Σχήµα 14 
φαίνονται οι διάφοροι συνδυασµοί και τα αποτελέσµατα υδρόλυσης σε nmol 
Pi/mg HisHrcN/ min. Κανένας συνδυασµός που δοκιµάστηκε δεν φαίνεται να 
επηρεάζει την υδρόλυση του ATP απο την ATPάση που είναι στα ίδια επίπεδα. 
Η µονοµερική µορφή έχει πολύ χαµηλά επίπεδα υδρόλυσης ένω η ολιγοµερική 
πολύ υψηλά. 

  

Αυτό το αποτέλεσµα σηµαίνει ότι είτε οι πρωτεΐνες αυτές δεν 
αλληλεπιδρούν απ’ ευθείας µε την ATPάση, είτε ότι η αλληλεπίδραση δεν 
ρυθµίζει τα επίπεδα υδρόλυσης και η ενδεχόµενη ρύθµιση γίνεται µέσω άλλης 
οδού ή τέλος οι συνθήκες αντίδρασης δεν ήταν οι βέλτιστες δυνατές για να γίνει 
ορατό κάποιο αποτέλεσµα. 
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12x HisHrcN   +    +     +    +    +    +    +    +     +    +    -     -      -    -     -     -     -    -     -     -
1x HisHrcN     -     -      -    -     -     -    -     -     -     -    +    +     +    +    +     +    +    +    +    +
HisHrpO         -     +     +    +    +    +    +    -     -     -     -    +     +    +    +     +    +    -     -     -
HisHrpE          -     -     -     +    +   +     -    -     +     +    -     -     -    +    +     +     -    -    +     +
HisHrpA          -     -     -     +    -    +    -     -     +     -    -     -     -    +     -     +     -    -    +     -
HrpZ∆C33His  -     -     -     -    +    -    +     -     -     +    -     -     -     -     +     -    +    -    -     +

∆  Ενεργότητα ATPάσης των δύο µορφών της HisHrcN (12x= ολιγοµερική
και 1x= µονοµερής) παρουσία (+) ή µή (-) σαπερονών και υποστρωµάτων.
ιάγραµµα 6Σχήµα 14. 

3.5 Συζήτηση 
 
 Η προσπάθεια να βρεθούν σύµπλοκα ανάµεσα σε γνωστά υποστρώµατα,  
πιθανές σαπερόνες και την ATPάση µε in vitro πειράµατα δεν στέφθηκε µε 
επιτυχία. Είναι πιθανό στο κύτταρο να δηµιουργούνται σύµπλοκα στα οποία 
συµµετέχουν πρωτεΐνες άλλες από αυτές που δοκιµάστηκαν. Επίσης είναι 
πιθανό οι πρωτεΐνες που δοκιµάστηκαν να µήν έχουν την κατάλληληλη 
διαµόρφωση που επιτρέπει την αλληλεπίδρασή τους. Η διαµόρφωση αυτή ίσως 
να απαιτεί την παρουσία µεµβράνης ή να είναι η ξεδιπλωµένη µορφή για τα 
υποστρώµατα. Με σκοπό να βρεθούν πρωτεΐνες που ανήκουν ή όχι στο 
εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ και που αλληλεπιδρούν µε τα υποστρώµατα και 
την ATPάση και ενδεχοµένως να είναι σηµαντικές για τη λειτούργία της 
έκκρισης,  ακολουθήθηκε µία λιγότερο κατευθυνόµενη µεθοδολογία που 
περιλαµβάνει πειράµατα in vivo. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
4. Ελεγχος αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών του 
συστήµατος Τύπου ΙΙΙ, in vivo 
 
 

4.1 Εισαγωγή  
 
 Σκοπός των πειραµάτων που ακολουθούν ήταν να παρατηρηθούν και σε 
επόµενο στάδιο να αποµονωθούν σύµπλοκα πρωτεϊνών που υπάρχουν στο 
ζωντανό κύτταρο της P.s.phaseolicola. Οι πρωτεΐνες που παρακολουθήθηκαν 
ήταν τα δύο υπόστρωµατα HrpZ και HrpA και κυρίως η HrpZ, καθώς και η 
ATPάση HrcN που είναι κεντρικό µόριο του εκκριτικού συστήµατος.  
 

4.2 Επαγωγή της σύνθεσης και τοπολογία πρωτεϊνών του 
εκκριτικού συστήµατος Τύπου ΙΙΙ  
 
α. Στο βακτήριο P.s.phaseolicola 
 Το βακτήριο αυτό είναι παθογόνο για το φυτό Phaseolus vulgaris και µή 
µολυσµατικό για το φυτό Nicotiana tabacum που παρουσιάζει ανθεκτικότητα. 
Σε επαφή µε τον πληγωµένο ιστό αυτού του φυτού επάγεται το εκκριτικό 
σύστηµα Τύπου ΙΙΙ και οι πρωτεΐνες Avr και HrpZ που ενύονται στα κύτταρα 
του φύλλου και στο διακυττάριο χώρο αντίστοιχα, προκαλούν την αντίδραση 
υπερευαισθησίας και το φαινόµενο νέκρωσης. Το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ 
της P.s.phaseolicola µπορεί να επαχθεί τεχνητά καλλιεργώντας το βακτήριο σε 
θρεπτικό µέσο που µιµείται το διακυττάριο χώρο των ιστών του φυτού. Αυτό το 
θρεπτικό µέσο είναι φτωχό, µε υψηλή περιεκτικότητα σε φρουκτόζη και όξινο 
pH (54). Η επαγωγή του εκκριτικού συστήµατος Τύπου ΙΙΙ κάτω από αυτές τις 
συνθήκες πιστοποιήθηκε µε την εµφάνιση των πρωτεϊνών HrcN και HrpZ στο 
ολικό κυτταρικό εκχύλισµα. Κλασµάτωση του κυττάρου αποκάλυψε ότι η HrcN  
εντοπίζεται κυρίως στο µεµβρανικό κλάσµα. Ενα µεγάλο τµήµα της HrpZ 
εντοπίζεται στο θρεπτικό µέσο, ενώ το υπόλοιπο είναι κυτταροπλασµατικό. Οι 
υποψήφιες σαπερόνες φαίνεται HrpE και HrpO φαίνεται να υπάρχουν πριν την 
επαγωγή του συστήµατος Τύπου IIΙ και η HrpE εντοπίζεται κυρίως στο 
µεµβρανικό τµήµα. Η DnaK που είναι γενική σαπερόνη του κυττάρου (6) 
χρησιµοποιήθηκε ως κυτταροπλασµατικός µάρτυρας ενώ η SecY που είναι 
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µεµβρανικό συστατικό του εκκριτικού συστήµατος Sec (7), αποτέλεσε το 
µεµβρανικό µάρτυρα (Σχήµα 15). 

kDa
205 
 
67 
48 
36 
 
30 
 
7.6 

α- HrpE

α- HrpZ

α- HrcN

α- SecY

α- DnaK

M -ind    +ind     P    S    m 

Σχήµα 15. Επαγωγή της σύνθεσης του TTS στη P. s. phaseolicola. 
M= µάρτυρας µοριακών βαρών 
-ind= Ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
+ind= Ολικό κυτταρικό εκχύλισµα µετά την επαγωγή 
P= Ολικό µεµβρανικό εκχύλισµα µετά τη λύση των κυττάρων 
S= Ολικό κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα µετά τη λύση των κυττάρων
m= Θρεπτικό µέσον µετά την επαγωγή 

 
β.  Στο βακτήριο E. coli MC4100 (pPY430 + pHrpL) 
 Προκειµένου να έχουµε ως πρότυπο οργανισµό για τη µελέτη του 
εκκριτικού συστήµατος Τύπου ΙΙΙ ένα βακτήριο που η φυσιολογία του είναι 
πολύ περισσοτερο γνωστή από την P.s.phaseolicola, τα εργαλεία γενετικής, που 
ίσως χρειαστούν στο µέλλον, είναι ευρέως διαδεδοµένα και το πρωτόκολλο 
ανάπτυξης και επαγωγής είναι πολύ πιο σύντοµο, κατασκευάστηκε το 
παραπάνω βακτήριο (64) (στο εργαστήριο του κ. Mansfield, Wye College, 
Univercity of London, UK). Αυτό το στέλεχος φέρει σε κοσµίδιο όλο το 
ρυθµιζόνιο της εκκριτικής µηχανής Τύπου ΙΙΙ από τη P.s.phaseolicola καθώς 
και το γονίδιο hrpL στο φορέα Bluescript και υπό τον έλεγχο του υποκινητή 
lac. Το γονίδιο hrpL επάγεται µε προσθήκη IPTG στο θρεπτικό µέσο που 
αναπτύσσονται τα κύτταρα. Η πρωτεΐνη HrpL είναι ένας σ παράγοντας και είναι 
ο φυσικός ενεργοποιητής των γονιδίων του ρυθµιζονίου Τύπου ΙΙΙ. Οπότε η 
προσθήκη IPTG έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή του ρυθµιζονίου Τύπου ΙΙΙ. 
Το βακτήριο αυτό προκαλεί αντίδραση υπερευαισθησίας σε φύλλα Nicotiana 
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tabacum (Ν. Ταµπακάκη, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο φαίνεται ο σχηµατισµός της βελόνας του εκκριτικού συστήµατος 
Τύπου ΙΙΙ (Σχήµα 16) (Brown et al. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

 

βελόνα

 

Σχήµα 16 Ηλεκτρονική φωτογραφία κυττάρων E. coli στα οποία 
έχει επαχθεί η σύνθεση του TTS και έχει σχηµατιστεί «βελόνα». 
Brown et al. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα 

Προκειµένου να επιτευχθούν η µέγιστη παραγωγή της µεταθετάσης 
Τύπου ΙΙΙ δοκιµάστηκαν διάφορες συνθήκες επαγωγής που αφορούσαν το 
θρεπτικό µέσο επαγωγής, τη διάρκεια της επαγωγής και το βακτηριακό 
στέλεχος. Πάντα παρακολουθείται η πρωτεΐνη HrpZ ως δείκτης επαγωγής του 
συστήµατος που εντοπίζεται κυρίως στο κυτταροπλασµατικό τµήµα (Σχήµα 17). 
∆εν ήταν δυνατόν να ανιχνευθεί η πρωτεΐνη HrpZ στο περιβάλλον µέσο, είτε 
γιατί δεν απελευθερώνεται από τη µεµβράνη αποτελεσµατικά (κάτι που 
δικαιολογεί τη µικρή παρουσία της στη µεµβράνη) είτε γιατί εκκρίνεται σε τόσο 
µικρά ποσά που χάνεται κατά τη διάρκεια παρασκευής του δείγµατος. Επίσης 
κάποια ποσά HrpZ παράγονται και πριν την προσθήκη IPTG που σηµαίνει ότι ο 
υποκινητής lac δεν είναι σε πλήρη καταστολή. Στο ίδιο στέλεχος και µε τη 
χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας (ανοσοσήµανση µε σωµατίδια χρυσού) 
φαίνεται ότι η HrcN εντoπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη (Σχήµα 18)(Brown 
et al. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Το πρωτόκολλο επαγωγής είναι πολύ 
συντοµότερο και η επαγωγή ικανοποιητική, επειδή όµως δεν ήταν σίγουρο ότι 
το στέλεχος αυτό είναι πλήρως λειτουργικό όσον αφορά τη διαδικασία έκκρισης 
Τύπου ΙΙΙ δεν έγιναν περεταίρω πειράµατα µε αυτό.  
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     M  W(-)   S(-)    P(-)   W(+)  S(+)  P(+) 

α-HrpZ

kDa
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48 
 
36 
30 
 
20 
 
 
7.6 
 

Σχήµα 17. Επαγωγή της σύνθεσης της HrpZ σε κύτταρα E.coli  
M= µάρτυρας µοριακών βαρών 
W(-)= Ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
S(-)= Ολικό κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
P(-)= Ολικό µεµβρανικό εκχύλισµα πριν την επαγωγή 
W(+)= Ολικό κυτταρικό εκχύλισµα µετά την επαγωγή 
S(+)= Ολικό κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα µετά την επαγωγή
P(+)= Ολικό µεµβρανικό εκχύλισµα µετά την επαγωγή 
 

HrcN

Σχήµα 18. Ηλεκτρονική φωτογραφία κυττάρων E. coli στα οποία έχει 
επαχθεί η σύνθεση του TTS. Η HrcN εντοπίζεται στην περιφέρεια 
του κυττάρου, µε ανοσοσήµανση µε σωµατίδια χρυσού. 
Brown et al. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα 

 
4.3 Ανίχνευση συµπλόκων στα οποία συµµετέχουν τα 
υποστρώµατα 
 
 Προκειµένου να παρατηρηθούν σύµπλοκα πρωτεϊνών που συµµετέχουν 
τα υποστρώµατα προς έκκριση και έτσι να αποµονωθούν πρωτεΐνες που είναι 
αναγκαίες για την µεταφορά τους έγιναν πειράµατα χηµικής διασύνδεσης σε 
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κύτταρα P.s.phaseolicola στα οποία έχει επαχθεί η σύνθεση του TTS. Ολικό 
εκχύλισµα αυτών των κυττάρων ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης και παρακολουθούνται οι πρωτεΐνες HrpZ και HrpA µε 
αντισώµατα. Οσον αφορά τη HrpZ παρατηρούµε 4 ζώνες που σηµαίνει ότι η 
πρωτεΐνη συµµετέχει πιθανά στο σχηµατισµό 4 διαφορετικών ή διαδοχικών, 
οµοµερών ή ετεροµερών συµπλόκων (Σχήµα 19). Για να είναι πιο εύκολος ο 
υπολογισµός των µοριακών βαρών αυτών των συµπλόκων και για να καταστεί 
αργότερα πιο εύκολος ο καθαρισµός τους οι κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες του 
ακινητοποιηµένου κυτταρικού εκχυλίσµατος διαχωρίστηκαν σε διαβάθµιση 
σουκρόζης. 
  

HrpZ

 x 300

 x 120

 x 90

 x 80

kDa
 
205 
 
 
 
119 
 
 98 
 
 
 
 
 52 
 
 
 36 

Φορµαλδεΰδη (%)    -             0.5              0.5               1             1        
Θέρµανση              +               +                 -                 +             -  

Σχήµα 19. Χηµική διασύνδεση µε φορµαλδεΰδη κυττάρων P. s. phaseolicola που έχει 
 επαχθεί η σύνθεση του TTS. Με θέρµανση καταστρέφεται η χηµική διασύνδεση. Στην 
εικόνα παρακολουθείται η HrpZ µε αντίσωµα α-HrpZ και σηµειώνονται τα 4 σύµπλοκα 
που συµµετέχει. 

 
Με σκοπό επίσης να βρεθούν πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τη HrpZ 

ακινητοποιήθηκε σε σφαιρίδια αγαρόζης Ni+2-NTA HrpZ∆C33His και 
επωάστηκαν µε κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα από κύτταρα P.s.phaseolicola 
µετά ή πριν την επαγωγή του συστήµατος Τύπου ΙΙΙ. Στη συνέχεια έγιναν 
διαδοχικές εκλούσεις µε διαλύµατα αυξανόµενης περιεκτικότητας σε 
χλωριούχο νάτριο. Παρόλο που µε τη HrpZ∆C33His αλληλεπιδρούν πολλές 
πρωτεΐνες που είναι κοινές στο κυτταρόπλασµα πριν και µετά την επαγωγή, 
υπάρχουν κάποιες που εµφανίζονται µόνο στο επηγµένο κυτταρόπλασµα 
(Σχήµα 20). Αυτές οι πρωτεΐνες θα πρέπει σε επόµενο στάδιο να 
ταυτοποιηθούν. 
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         M  1      2  3    4   5   6  7         8     9    10 11   12 13 14 15   16 17 18  19  20 21 
Επαγωγή        -   +    -   +    -  +          -     +     -    +     -    +   -    +     -   +   -     +    -   + 

Σχήµα 20. Εντοπισµός κυτταροπλασµατικών πρωτεΐνών από P. s. phaseolicola που έχει 
επαχθεί η σύνθεση του TTS που αλληλεπιδρούν µε τη HrpZ∆C33His (σηµειώνονται µε βέλη)
Μ= µάρτυρας µοριακών βαρών 1= HrpZ∆C33His σε ρητίνη 
2/3= Κυτταρόπλασµα από κύτταρα πριν(-)/µετά(+) την επαγωγή  
4/5= Πρωτεΐνες κυτταροπλάσµατος που αλληλεπιδρούν µή ειδικά µε τη ρητίνη. 
6/7= Πρωτεΐνες που δεν συγκαρατήθηκαν στη ρητίνη που φέρει HrpZ∆C33His. 
8/9= Πρωτεΐνες κυτταροπλάσµατος που αποµακρύνθηκαν µε τις πλύσεις 
10/11= Εκλουση µε 175mM NaCl  12/13= Εκλουση µε 200mM NaCl 
14/15= Εκλουση µε 225mM NaCl  16/17= Εκλουση µε 250mM NaCl  
18/19= Εκλουση µε 8M Ουρία  20/21= Εκλουση µε 200mM Ιµιδαζόλιο 

  
Η πρωτεΐνη HrpA παρακολουθήθηκε επίσης σε ολικό κυτταρικό 

εκχύλισµα που έχει ακινητοποιηθεί µε τη µέθοδο της χηµικής διασύνδεσης 
(Σχήµα 21). Το αποτέλεσµα είναι λιγότερο καθαρό από αυτό της HrpZ. Στο 
πήκτωµα που χρησιµοποιήθηκε δεν ήταν δυνατόν να φανεί η µονοµερής 
µορφή της πρωτεΐνης, ενώ οι ζώνες που φαίνονται µπορεί να αποτελούν 
σύµπλοκα του υποστρώµατος µε άλλες πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για την 
έκκριση (π.χ σαπερόνες ή ATPάση) ή να είναι ολιγοµερικές µορφές του εαυτού 
της, τµήµα του καναλιού έκκρισης. Μένει να ταυτοποιηθούν αυτά τα σύµπλοκα 
για να απαντηθεί το ερώτηµα. 
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Φορµαλδεΰδη(%)     2     2
Θέρµανση               -     + 

 
kDa 
 
 
 
 
 207
 120
 
 
 
 
 
 
 
 
  78 
 
 
 
 
  47 

Σχήµα 21. Χηµική ∆ιασύνδεση κυττάρων P. s. phaseolicola που έχει επαχθεί η 
σύνθεση του TTS. Παρακολουθείται η πρωτεΐνη HrpA µε αντίσωµα α-HrpA. 
Με βέλη σηµειώνονται τα σύµπλοκα που συµµετέχει.  

 
 
4.4 Ανίχνευση συµπλόκων στα οποία συµµετέχει η ATPάση  
 
 Με σκοπό να ανιχνευθούν πρωτεΐνες µε τις οποίες αλληλεπιδρά η HrcN 
ακολουθήθηκαν δύο πειραµατικές προσεγγίσεις, αντίστοιχες µε αυτές που 
χρησιµοποιήθηκαν για τη HrpZ. Στο πείραµα της χηµικής διασύνδεσης in vivo 
που περιγράφεται στο κεφάλαιο 2 (Σχήµα 22) και µένει να εξακριβωθεί αν στα 
σύµπλοκα που εµφανίζονται συµµετέχει και η HrcN, υπάρχουν και άλλες 
πρωτεΐνες που έχουν ρόλο στην εκκριτική διαδικασία Τύπου ΙΙΙ. Τα σύµπλοκα 
αυτά πρέπει στη συνέχεια να αποµονωθούν και να ταυτοποιηθούν οι πρωτεΐνες 
που τα αποτελούν. 
 Η δέυτερη πειραµατική προσέγγιση ήταν η ακινητοποίηση της HisHrcN 
σε ρητίνη αγαρόζης Ni2+-NTA και η επώση αυτών µε κυτταρόπλασµα από 
P.s.phaseolicola πριν ή µετά την επαγωγή του συστήµατος Τύπου ΙΙΙ. Εγιναν 
διαδοχικές εκλούσεις µε διαλύµατα αυξανόµενης αλατότητας, ουρίας και τέλος 
ιµιδαζολίου. Οι πρωτεΐνες που εκλούονται είναι πολλές και κοινές για το 
κυτταρόπλασµα πριν και µετά την επαγωγή, ωστόσο υπάρχουν καθαρά κάποιες 

 



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 41

που εµφανίζονται µόνο στο κυτταρόπλασµα µετά την επαγωγή της σύµθεσης 
του TTS (Σχήµα 10). Αυτές οι πρωτεΐνες πρέπει να ταυτοποιηθούν και να 
αξιολογηθεί η σηµαντικότητά τους για τη λειτουργία της έκκρισης. 

                  M  1   2     3    4   5      6   7     8     9  10 11  12  13  14 15  16 17   18  19  20 21 
      Επαγωγή         -    +     -    +      -   +     -     +     -   +     -    +    -   +     -   +     -     +    -   + 

 kDa 
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   52 
 
 
 
 
    36
 
  
   30 

Σχήµα 22 Εντοπισµός κυτταροπλασµατικών πρωτεΐνών από P. s. phaseolicola που έχει 
επαχθεί η σύνθεση του TTS που αλληλεπιδρούν µε τη HisHrcN. Σηµειώνονται µε βέλη. 
Μ= µάρτυρας µοριακών βαρών 1= HisHrcN σε ρητίνη 
2/3= Κυτταρόπλασµα από κύτταρα πριν(-)/µετά(+) την επαγωγή  
4/5= Πρωτεΐνες κυτταροπλάσµατος που αλληλεπιδρούν µή ειδικά µε τη ρητίνη. 
6/7= Πρωτεΐνες που δεν συγκαρατήθηκαν στη ρητίνη που φέρει HisHrcN. 
8/9= Πρωτεΐνες κυτταροπλάσµατος που αποµακρύνθηκαν µε τις πλύσεις 
10/11= Εκλουση µε 175mM NaCl  12/13= Εκλουση µε 200mM NaCl 
14/15= Εκλουση µε 225mM NaCl  16/17= Εκλουση µε 250mM NaCl  
18/19= Εκλουση µε 8M Ουρία  20/21= Εκλουση µε 200mM Ιµιδαζόλιο 

 
 
4.5 Συζήτηση 
 
 Τα πειράµατα in vivo που έγιναν για να απαντήσουν το ερώτηµα αν οι 
εκκρινόµενες πρωτεΐνες και η ATPάση συµµετέχουν σε σύµπλοκα είχαν θετικό 
αποτέλεσµα. Ειδικά µε τη HrpZ και µε τη HrcN εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που 
αλληλεπιδρούν και υπάρχουν µόνο στο επηγµένο κυτταρόπλασµα. Επίσης 
φαίνεται ότι η HrpZ συµµετέχει σε ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο που εµφανίζεται 
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µόνο στο ολικό εκχύλισµα και όχι στο κυτταροπλασµατικό, αντίστοιχο µε την 
εικόνα που εµφανίζει η HrcN. Ισως να πρόκειται για το ίδιο σύµπλοκο και να 
είναι η ολιγοµερική µορφή της HrcN που ίσως είναι συνδεδεµένη µε τη 
µεµβράνη. Σηµαντικό είναι να γίνει η ταυτοποίηση των συµπλόκων αυτών και 
να αξιολογηθεί η σηµασία τους όσον αφορά τη λειτουργία της έκκρισης. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 

5. Σύνοψη και Προοπτικές 
 
 Το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ των παθογόνων Gram αρνητικών 
βακτηρίων παρουσιάζει µεγάλο ενδιαφέρον γιατί είναι µια πολύπλοκη µηχανή 
µεταφοράς τοξινών εξαιρετικού αρχιτεκτονικού σχεδιασµού. Είναι σε υψηλό 
βαθµό συντηρηµένο στα δοµικά και λειτουργικά συστατικά του µηχανισµού 
έκκρισης, σε όλα τα παθογόνα βακτήρια που δρουν µε αυτόν τον τρόπο. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η οµολογία του µε το σύστηµα κατασκευής του 
µαστιγίου και δίνει ενδείξεις για την προέλευσή του στην πορεία της εξέλιξης. 
Χαρακτηριστικό είναι επίσης και η µεγάλη εξειδίκευση που έχει όσον αφορά τα 
πολυπεπτίδια που εκκρίνει και είναι προσαρµοσµένα στη φυσιολογία του 
ξενιστή που µπορεί να είναι από τον άνθρωπο µέχρι τα φυτά. Λόγω της 
πολυπλοκότητας της είναι λίγα γνωστά για τον µηχανισµό της λειτουργίας 
αυτής της εκκριτικής συσκευής σε βιοχηµικό επίπεδο και τα ερωτήµατα που 
µπορούν να τεθούν είναι πολλά και βασικής σηµασίας.  
 

5.1 Ολιγοµερική κατάσταση της ATPάσης HrcN 
 

Ενα από τα βασικά συστατικά του µονοπατιού είναι η ATPάση που 
απουσία της δεν γίνεται έκκριση (28). Είναι η πρώτη φορά που χαρακτηρίζεται 
η ATPάση του TTS ως ένζυµο αλλά ο ρόλος της δεν είναι ακόµη κατανοητός. Τα 
πειράµατα διερεύνησης της ολιγοµερικής κατάστασης της HrcN δίνουν ενδείξεις 
για πρώτη φορά ότι η ΑTPάση του TTS σχηµατίζει ολιγοµερή. Αυτό φάνηκε 
τόσο µε την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη µε ακροφύσιο His όσο και µε την 
πρωτεΐνη στο ζωντανό κύτταρο µε πειράµατα χηµικής διασύνδεσης. Παλαιότερα 
πειράµατα µε την ATPάση από το σύστηµα του µαστιγίου δεν είχαν δώσει τέτοια 
στοιχεία και είχαν δείξει ότι η πρωτεΐνη είναι µονοµερής (56). Ενδεχοµένως η 
πειραµατική προσέγγιση να µήν ήταν ικανή να αποκαλύψει τις ολιγοµερικές 
µορφές ή οι πρωτεΐνες στα διαφορετικά συστήµατα να είναι διαφορετικές. 
Ωστόσο τα πειράµατα εκείνα έγιναν µόνο µε βακτηριακά καθαρισµένη πρωτεΐνη 
που λόγω της υπερέκφρασης είναι δυνατόν να σχηµατιστεί ίζηµα γεγονός που 
παρατηρούµε και εµείς, εκτός από τη µορφή των ~600kDa. Τα πειράµατα όµως 
στο ζωντανό κύτταρο, που η έκφραση της ATPάσης είναι πολύ µικρή και δεν 
υπάρχει το ενδεχόµενο σχηµατισµού ιζήµατος λόγω υπερέκφρασης, καθώς και 
το γεγονός ότι η ολιγοµερική µορφή είναι ~700 φορές πιο ενεργή από τη 
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µονοµερική µορφή είναι στοιχεία που δείχνουν ότι η ολιγοµερής HrcN 
πιθανότατα να έχει φυσιολογικό ρόλο. Επίσης πρωταρχικά πειράµατα 
ηλεκτρονικής µικροσκοπίας της ολιγοµερικής µορφής της ανασυνδυασµένης 
πρωτεΐνης HisHrcN έδειξαν ότι έχει οργανωµένη µορφή δακτυλίου και δεν είναι 
µεγάλα άµορφα πρωτεϊνικά στοιχεία. Ο ολιγοµερισµός είναι ένα σηµαντικό 
εύρηµα και ίσως σχετίζεται και µε την οµολογία της πρωτεΐνης µε την 
υποµονάδα F1 της ATPάσης F1F0 που είναι εξαµερής. Ενδεχοµένως το 
ολιγοµερές (~ 600kDa = 12x HrcN) που παρατηρούµε να αποτελείται από δύο 
εξαµερικές υποµονάδες. Η σηµασία του ολιγοµερισµού για τη λειτουργία της 
έκκρισης είναι στα άµεσα ερωτήµατα που πρέπει να απαντηθούν. 

 

5.2 Σύµπλοκα µε την ATPάση και τα υποστρώµατα 
  
 Τα σύµπλοκα που παρατηρούνται µε τα πειράµατα χηµικής 
διασύνδεσης, στα οποία εντοπίζεται η HrcN είναι πολύ πιθανό να είναι 
ετεροµερή και εκτός από πολλά αντίτυπα της ΑTPάσης να αποτελούνται από 
υποστρώµατα προς έκκριση ή άλλες πρωτεΐνες µε βοηθητικό ή ρυθµιστικό ρόλο 
καθώς και δοµικά συστατικά της µεταθετάσης, όπως έχει δειχθεί σε κάποιες 
περιπτώσεις στο σύστηµα του µαστιγίου (30, 31, 32). Το πιθανότερο είναι ότι η 
ολιγοµερική µορφή δεν υπάρχει ή κρατιέται ανενεργή, προκειµένου να µην 
εξαντληθούν όλα τα αποθέµατα ενέργειας στο κύτταρο, µέχρι τη στιγµή που η 
ενέργεια που παράγεται να χρησιµοποιηθεί για την έκκριση. Το έναυσµα ίσως 
είναι η αλληλεπίδραση µε το υπόστρωµα ή κάποια πρωτεΐνη που οδηγεί το 
υπόστρωµα στην εκκριτική µηχανή. Η υπόθεση ότι µπορεί να αλληλεπιδρά µε 
µεµβρανικά συστατικά του µονοπατιού στηρίζεται και από το γεγονός ότι η 
HrcN εντοπίζεται στο µεµβρανικό κλάσµα στα πειράµατα κλασµάτωσης και εκεί 
ίσως να βρίσκεται σε επαφή µε τις µεµβρανικές πρωτεΐνες της εκκριτικής 
µηχανής. Στο σύστηµα του µαστιγίου έχει δειχθεί ότι η ATPάση αλληλεπιδρά 
µε πρωτεΐνη οµόλογη της υποψήφιας σαπερόνης HrpE και καταστέλει τη 
δραστικότητά της (32). Τα πειράµατα χηµικής διασύνδεσης στα οποία 
παρακολουθούνται τα υποστρώµατα έδειξαν ότι και αυτά συµµετέχουν σε 
µεγαλοµοριακά σύµπλοκα που ίσως να είναι η ATPάση ή και άλλες πρωτεΐνες 
που έχουν βοηθητικό ρόλο. Σε διάφορα άλλα συστήµατα έχει δειχθεί ότι 
υποστρώµατα αλληλεπιδρούν µε εξειδικευµένες πρωτεΐνες που έχουν ρόλο 
σαπερόνης και είναι απαραίτητες για την έκκριση των υποστρωµάτων (30, 31). 
Τα σύµπλοκα που εντοπίστηκαν µένει τώρα να ταυτοποιηθούν και να 
διερευνηθεί η σηµαντικότητα και αναγκαιότητά τους για τη λειτουργία της 
έκκρισης. 
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5.3 Μελλοντικά σχέδια 
 

Οσον αφορά το ρόλο και τη λειτουργία της ATPάσης τα βασικά 
ερωτήµατα που τίθενται είναι πού βρίσκεται τη στιγµή της έκκρισης και µε 
ποιές πρωτεΐνες αλληλεπιδρά, αν είναι αυτή που δίνει την ενέργεια για την 
µεταφορά των υποστρωµάτων ή η ενέργεια που παράγει χρησιµοποιείται για 
τυχόν άλλες δοµικές αλλαγές του καναλιού και πώς δουλεύει αυτή καθ’ εαυτή 
ως ένζυµο. Επίσης βασικό είναι να διερευνηθεί ο ρόλος και η ρύθµιση του 
ολιγοµερισµού. Ολα αυτά τα ερωτήµατα είναι σηµαντικό να απαντηθούν 
προκειµένου να αποκαλυφθεί ο µηχανισµός της έκκρισης.  
 Σηµαντικό για να απαντηθούν πολλά ερωτήµατα είναι να αναπτυχθεί ένα 
in vitro σύστηµα έκκρισης TTS όπου όλα τα απαραίτητα συστατικά θα είναι in 
vitro παρασκευασµένα και θα προστίθενται σε δοκιµαστικό σωλήνα, για 
παράδειγµα η ATPάση, το υπόστρωµα, µεµβράνες από κύτταρα που έχει 
συντεθεί το TTS και φέρουν τα δοµικά συστατικά της µεταθετάσης και άλλες 
τυχον απαραίτητες πρωτεΐνες όπως είναι οι σαπερόνες. Ετσι θα έχουµε στη 
διάθεσή µας το ελάχιστο ικανό και αναγκαίο σύστηµα έκκρισης και θα είναι 
δυνατό να µελετηθούν η σηµασία άλλων παραγόντων στην έκκριση, να τεθούν 
ερωτήµατα για τον τρόπο λειτουργίας του ενζύµου παρακολουθώντας 
µεταλλάγµατά του ίδιου, του υποστρώµατος ή ενδεχόµενης ρυθµιστικής 
πρωτεΐνης. 
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ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
6. Υλικά και Μέθοδοι 
 
 

6.1 Συνθήκες καλλιέργειας βακτηρίων και επαγωγή της σύνθεσης 
του εκκριτικού συστήµατος Τύπου ΙΙΙ 
 
α. Pseudomonas syringae phaseolicola 
 Από πρόσφατη στερεή καλλιέργεια σε  LB (~48 ώρες, 28-30°C) 
µολύνουµε µε 2-3 αποικίες δοκιµαστικούς σωλήνες που περιέχουν 5ml LB 
και αντιβιοτικό ριφαµπικίνη στην οποία έχει ανθεκτικότητα το εργαστηριακό 
στέλεχος. Μετά από ανάπτυξη για 16 ώρες στους 28°C αραιώνουµε τις 
καλλιέργειες 1/50 σε θρεπτικό µέσο ΚΒ και αφήνουµε να αναπτυχθούν στους 
28°C (OD600 να γίνει ~0.8,10 ώρες). Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 
4000rpm για 10΄ σε στείρες συνθήκες. Ξεπλένονται µε θρεπτικό µέσο 
επαγωγής επαναδιαλύοντας το ίζηµα σε αυτό και φυγοκεντρώντας ξανά στις 
ίδιες συνθήκες. Η επαγωγή του συστήµατος γίνεται µε επαναδιάλυση του 
ιζήµατος σε διπλάσιο όγκο θρεπτικού µέσου επαγωγής ώστε η OD600 να γίνει 
~0.4 και αφήνουµε τα κύτταρα να εκφράσουν το ρυθµιζόνιο Hrp/Hrc για 14 
ώρες στους 28°C. Τα κύτταρα έχουν κάνει ένα διπλασιασµό και η OD600  πρέπει 
να είναι ~0.8. 
 
β. E. coli MC4100 (pPY430 + pHrpL) 
 Το στέλεχος αυτό αναπτύσσεται σε µπουκάλι φυγοκέντρησης, ερµητικά 
κλειστό, σε θρεπτικό µέσο LB (30ml αν πρόκειται για µικρό µπουκάλι και 
300ml αν πρόκειται για µεγάλο). Εχει ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη 
(120µg/ml) και στην τετρακυκλίνη (25µg/ml). Η διαδικασία που ακολουθείται 
για να επαχθεί το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ έχει ως εξής. Από τα κύτταρα 
που διατηρούνται στους -20°C σε 20% γλυκερόλη µολύνουµε το θρεπτικό µέσο 
LB (30ml ή 300ml, ανάλογα το µπουκάλι) που περιέχει τα αντιβιοτικά. 
Αφήνουµε να αναπτυχθεί στους 37°C, 150rpm για περίπου ~20 ώρες και µέχρι 
η OD600 να είναι ~0.5. Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στις 4000rpm και 
επαναδιαλύουµε στο µισό από το αρχικό όγκο LB που περιέχει αντιβιοτικά και 
1mM IPTG. Αφήνουµε τα κύτταρα να επάγουν το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ 
στους 28°C, 150rpm για 2.5 ώρες. 
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Θρεπτικά µέσα 
LB: 1% Tryptone, 0.5%  Yeast Extract, 1% NaCl, 1.5% Agar (στο στερεό  
       θρεπτικό µέσο) 
ΚΒ: 2% Peptone, 8.5mM K2HPO4, 6mM MgSO4, 1.5% Glycerol 
Hrp Inducing: 50mM Potassium Phosphate pH 5.7, 7.6mM (NH4)2SO4,  
                      1.7mM NaCl, 1.7mM MgCl2, 10mM Fructose 
 

6.2 Συνθήκες έκφρασης και καθαρισµού των πρωτεϊνών 
 
 Σε κάθε περίπτωση ξεκινάµε από πρόσφατη στερεή καλλιέργεια 
βακτηρίων που φέρουν το γονίδιο που θέλουµε να εκφραστεί σε πλασµιδιακό 
φορέα έκφρασης. Μολύνουµε µικρή ποσότητα (2-5 ml) θρεπτικού υλικού LB 
που περιέχει τα αντιβιοτικά στα οποία έχουν αντίσταση τα βακτήρια. Μετά από 
ανάπτυξη 16 ωρών στους 37°C αραιώνουµε την καλλιέργεια 100 φορές στο ίδιο 
θρεπτικό µέσο και αφήνουµε να µεγαλώσει µέχρι η OD600 να είναι 0.6-0.8. Στη 
συνέχεια προσθέτουµε IPTG και αφήνουµε να εκφραστεί η υβριδική πρωτεΐνη. 
Οι συνθήκες ποικίλουν ανάλογα τις ιδιότητές της. Ολες οι πρωτεΐνες 
εκφράστηκαν στο στέλεχος E. coli BL21(DE3)pLysS το οποίο έχει 
ανθεκτικότητα στην χλωραµφενικόλη. Ο φορέας pET16b που είναι 
κλωνοποιηµένα όλα τα γονίδια εκτός από το hrpZ∆C εκφράζει το γονίδιο 
ανθεκτικότητας της αµπικιλίνης, ενώ ο φορέας pET26b που έχει κλωνοποιηθεί 
το γονίδιο hrpZ∆C εκφράζει το γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη.  
 
α. HisHrcN 

Η επαγωγή γίνεται µε 0.1 mM IPTG, στους 22˚C, για 3 ώρες. 
Ιζηµα κυττάρων από 1lt καλλιέργεια επαναδιαλύεται σε 20ml  Sonication 
Buffer. Τα κύτταρα λύνονται µε υπερήχους και το κυτταρόπλασµα διαχωρίζεται 
από τα µεµβρανικά υπολοίµατα µε φυγοκέντρηση στις 14000rpm. Το 
κυτταρόπλασµα περνάει από κολώνα συγγενείας Ni2+-NTA (~ 0.5ml που έχει 
προηγουµένως εξισορροπηθεί µε Sonication Buffer. H κολώνα ξεπλένεται µε 
40 όγκους Sonication Buffer που περιέχει 40mM Ιµιδαζόλιο και η πρωτεΐνη 
εκλούεται σε 1x BB, 10% γλυκερόλη, 150mM Ιµιδαζόλιο. Το ιµιδαζόλιο φεύγει 
µε διάλυση σε 1x BB, 20% γλυκερόλη και 10mM β-µερκαπτοαιθανόλη. 
Προκειµένου να διαχωριστούν οι µορφές της πρωτεΐνης το δείγµα 
χρωµατογραφείται µε τη µέθοδο της Μοριακής ∆ιήθησης σε κολώνα Superose 
600 σε διάλυµα που περιέχει 50mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl και 10% 
γλυκερόλη. 
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β. HisHrpO και HisHrpA 
H επαγωγή γίνεται µε 0.2 mM IPTG, στους 37°C για 3 ώρες. 

Το πρωτόκολο καθαρισµού είναι ίδιο µε αυτό της HisHrcN. Υπάρχει ένα 
επιπλέον στάδιο καθαρισµού προκειµένου να φύγει η πρωτεΐνη Hsp70 που 
αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες και περιλαµβάνει την επώαση της καθαρής 
πρωτεΐνης µε 1mM ATP, για 15΄στους 28°C σε 1x BB. Στη συνέχεια 
επαναλαµβάνεται η διαδικασία καθαρισµού από κολώνα συγγενείας Ni-NTA. 
 
γ. HrpZ∆C33His 

Η επαγωγή γίνεται µε 0.1mM IPTG, στους 22°C για 6 ώρες. 
Το πρωτόκολλο καθαρισµού είναι ίδιο µε παραπάνω, εκτός του ότι το ξέπλυµα 
της κολώνας πριν την έκλουση γίνεται µε Sonication Buffer που περιέχει 
20mM Ιµιδαζόλιο. Το στάδια επώασης µε 1mM ATP είναι απαραίτητο και σε 
αυτόν τον καθαρισµό. 
 
δ. HisHrpE 
 Η επαγωγή γίνεται µε 0.1mM IPTG, στους 37°C για 1.5 ώρα. 
Επειδή η πρωτεΐνη που εκφράζεται στα κύτταρα εντοπίζεται σε έγκλειστα 
σωµάτια τα οποία δεν είναι διαλυτά συγκατακρηµνίζονται µε τα µεµβρανικά 
υπολοίµατα µετά τη λύση των κυττάρων µε υπερήχους και τη φυγοκέντρησή 
τους. Το ίζηµα µετά από τη φυγοκέντρηση επαναδιαλύεται σε ∆ιάλυµα 1x BB, 
1M NaCl, 10mM Ιµιδαζόλιο και 6M Ουρία και περνάει από κολώνα συγγενείας 
Ni-NTA που έχει εξισορροπηθεί στο ίδιο διάλυµα. Η κολώνα ξεπλένεται µε 40 
όγκους από το παραπάνω διάλυµα που όµως περιέχει 20mM Ιµιδαζόλιο. Η 
έκλουση γίνεται σε διάλυµα 1x BB, 6Μ Ουρία και 150mM Ιµιδαζόλιο. Η 
επαναδιάταξη της πρωτεΐνης γίνεται σταδιακά µε διάλυση σε 1x BB, 10mM β-
µερκαπτοαιθανόλη που περιέχει ελαττούµενες συγκεντρώσεις Ουρίας µέχρι η 
συγκέντρωση της Ουρίας να µηδενιστεί. 
 
∆ιαλύµατα 
10x Buffer B: 500mM Tris-Cl pH 8, 500mM KCl, 50mM MgCl2, 10mM DTT 
Sonication Buffer: 1x Buffer B, 1M NaCl, 10% Glycerol,  
                             10mM Imidazol (ή όπου είναι διαφορετικό σηµειώνεται),  
                             10mM β-mercaptoethanol 
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6.3 Μέθοδοι ανίχνευσης πρωτεϊνών 
 

Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης,  η χρώση 
µε το Μπλε της Κουµµάσης, χρώση Αργύρου, η ανάλυση κατά Western και η 
ποσοτικοποίηση µε Bradford έγιναν σύµφωνα µε Sambrook et al (65). Στο 
πείραµα υπολογισµού των Km και Vmax, που οι µορφές της πρωτεΐνης 
χρειάστηκε να διαχωριστούν µε Μοριακή ∆ιήθηση, η ποσοτικοποίηση έγινε µε 
τη µέθοδο του Scan Densitometry. Τα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν στις 
παρακάτω αραιώσεις. Οπου παρασκευάζονται µονοειδικά IgGs η µέθοδος 
αναφέρεται στο Burke, B et al (1982), EMBO J., 1, 1621-1628. 
 

Αντισώµατα Αραίωση 
α-His 1/5000 
α-HrcN (monospecific IgG) 1/2000 
α-HrpE 1/5000 
α-HrpO 1/30000 
α-HrpA (monospecific IgG) 1/2000 
α-HrpZ 1/100000 
α-SecB 1/30000 
α-SecY 1/10000 
α-DnaK 1/100000 
Hrp α-mouse IgG 1/20000 
Hrp α-rabbit IgG 1/50000 

 
 

6.4 ∆οκιµασίες υδρόλυσης ATP 
 
 Οι δοκιµασίες υδρόλυσης ATP έγιναν µε τη µέθοδο του Πράσινου του 
Μαλαχίτη. O Pi που απελευθερώνεται από την αντίδραση αντιδρά µε το 
διάλυµα MGR. Η ποσότητα του φωσφόρου (από 0.65 nmol ως 16.25 nmol) που 
αντιδρά είναι ευθέως ανάλογη µε την απορρόφηση στα 660nm. Μια 
καθιερωµένη αντίδραση περιλαµβάνει 0.5µg HisHrcN, 1mM ATP, 1xBB και 
0.4mg/ml BSA. Η αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 50µl, στους 28°C για 10΄. 
Οπουδήποτε οι συνθήκες ήταν διαφορετικές αναφέρονται στο κείµενο. Η 
αντίδραση σταµατά µεταφέροντας το δοκιµαστικό σωλήνα στον πάγο και 
προσθέτοντας 800µl MGR. Η αντίδραση του Pi µε το MGR σταµατά µε 100µl 
37% κιτρικού οξέος.  
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∆ιαλύµατα 
MGR: 50ml MGSS, 250µl 20% Triton 
MGSS (1lt): 340mg Malachite Green (Sigma) σε 75ml H2O αναµιγνύονται µε     
διάλυµα 250ml (86.2ml συγκεντρωµένο HCl +163.8ml H2O) 4N HCl που 
περιέχει 10.5gr Ammonium Molybdate. Προστίθεται H2Ο µέχρι τον όγκο του 
1lt. Αναδεύεται σε θερµοκρασία 4°C µέχρι να γίνει διαυγές.  
 

6.5 Χηµική ∆ιασύνδεση  
 
α. in vitro 

Η χηµική διασύνδεση της πρωτεΐνης HisHrcN in vitro έγινε µε τη χρήση 
οµοδιλειτουργικού µορίου DSP (από την εταιρία Pierce). 6µg πρωτεΐνης 
αντέδρασαν µε 0.5µg DSP σε 1x BH σε 50 µl τελικό όγκο. Η αντίδραση γίνεται 
για 15΄ στον πάγο και σταµατά µε την προσθήκη 5µl 1M Tris pH 8 για 5΄.Το 
διάλυµα DSP παρασκευάζεται ζυγίζοντας 2mg χηµικού, διαλυτοποιώντας το σε 
100µl DMSO και στη συνέχεια αραιώνοντάς το σε 20ml 1x BH. Από αυτό 
χρησιµοποιούνται 5µl/50µl αντίδρασης. Η µοριακή αναλογία πρωτεΐνης/DSP 
είναι 1/10 αντίστοιχα. Με την προσθήκη ίσου όγκου 2χ SDS Loading Buffer 
που περιέχει αναγωγικό µέσο και τη θέρµανση στους 97°C για 5΄ η αντίδραση 
της χηµικής διασύνδεσης αντιστρέφεται.  
 
β. in vivo 

Η χηµική διασύνδεση in vivo έγινε σε ίζηµα κυττάρων Pseudomonas 
syringae phaseolicola που είχε επαχθεί το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ. Ιζηµα 
κυττάρων που προέρχεται από καλλιέργεια 100ml OD600 0.8-0.9 
επαναδιαλύθηκε σε 500µl 1x BH και σε αυτό προσθέθηκε το αντιδραστήριο 
χηµικής διασύνδεσης.  Ως τέτοιο χρησιµοποιήθηκε είτε το οµοδιλειτουργικό 
µόριο DSP σε τελική συγκέντρωση από 1mM ως 3mM, είτε η φορµαλδεΰδη σε 
τελική συγκέντρωση 0.5-2.5%. Η αντίδραση και στις δύο περιπτώσεις έγινε 
στους 24˚C για 40΄ και σταµάτησε µε 150mM γλυκίνη (10΄ στους 24˚C). 
Προκειµένου να καταστραφεί η χηµική διασύνδεση στην περίπτωση του DSP το 
δείγµα επαναδιαλύθηκε σε ίσο όγκο 2χ SDS Loading Buffer που περιέχει 
αναγωγικό µέσο και θερµάνθηκε στους 97°C για 5΄, ενώ στην περίπτωση της 
φορµαλδεΰδης αρκεί η θέρµανση για 5΄ στους 97°C. 
 
∆ιαλύµατα 
10x BH: 500mM Hepes pH 8, 500mM KCl, 50mM MgCl2 
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2x SDSLoading Buffer: 0.1M Tris pH6.8, 0.2M DTT, 4% SDS, 20% 
Γλυκερόλη. 
 

6.6 Ανάλυση κυτταροπλασµατικού εκχυλίσµατος µε τη µέθοδο της 
∆ιαβάθµισης Σουκρόζης. 
 
  Τα κύτταρα, που προηγουµένως είχαν υποστεί χηµική διασύνδεση, 
φυγοκεντρήθηκαν στις 6000rpm και επαναδιαλύθηκαν σε 1ml διαλύµατος που 
περιείχε 25mM Tris pH 8, 10mM EDTA, 50mM γλυκόζη, 2mM PMSF και 
1mg/ml λυσοζύµη. Το δείγµα αφήνεται για 0.5 ώρα στον πάγο για να δράσει η 
λυσοζύµη και στη συνέχεια τα κύτταρα λύνονται µε µηχανικό τρόπο (50χ 
douncing). Ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση στις 50000rpm, 20΄ για να 
διαχωριστούν τα κυτταρικά υπολείµατα από το κυτταρόπλασµα. 200µl από το 
υπερκείµενο φορτώνεται σε βαθµίδωση σουκροζης. 
 Η βαθµίδωση σουκροζης είναι συνολικά 2ml και αποτελείται από 5 
στρώµατα των 400µl αυξανώµενης πυκνότητας, από πάνω προς τα κάτω. Η 
σουκρόζη επαναδιαλύεται σε διάλυµα που περιέχει 25mM Tris pH 8, 10mM 
EDTA, 50mM γλυκόζη, 200mM NaCl, 0.1% NP40, 0.2mM PMSF, 0.1mM DTT. 
Η βαθµίδωση σχηµατίζεται και αφήνεται να οµαλοποιηθεί µε διάχυση, στους 
4°C για 1 ώρα. Στη συνέχεια φορτώνεται το δείγµα και ακολουθεί 
υπερφυγοκέντρηση στις 50000 rpm, για 14 ώρες, στους 4°C. Συλλέγονται 
δείγµατα των 100µl. 
 

6.7 ∆οκιµασίες αλληλεπίδρασης των HisHrcN και HrpZ∆C33His 
µε κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες 
 
 Ιζηµα από καλλιέργεια 100ml κυττάρων (OD600 =0.8) P.s.phaseolicola στα 
οποία έχει επαχθεί ή όχι το εκκριτικό σύστηµα Τύπου ΙΙΙ επαναδιαλύονται σε 
10 ml Lysis Buffer και λύνονται µε υπερήχους. Ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση 
στις 50000rpm για 20΄ για να κατακρηµνιστούν τα µεµβρανικά υπολείµατα και 
το υπερκείµενο επωάζεται µε ρητίνη αγαρόζης Ni2+-NTA για να απαλοιφθούν 
πρωτεΐνες που έχουν µή ειδική συνάφεια µε τη ρητίνη. Η επώαση γίνεται στους 
4˚C για 1 ώρα. Το κυτταρόπλασµα (1ml) στη συνέχεια επωάζεται µε ρητίνη 
αγαρόζης Ni2+-NTA (100µl) που έχει προσδεθεί σε περίσσεια πρωτεΐνη µε 
ακροφύσιο πολυϊστιδινών, για 2 ώρες στους 4˚C. Η ρητίνη ξεπλένεται µε 40x 
τον όγκο της µε Lysis Buffer και στη συνέχεια ακολουθούν διαδοχικές 
εκλούσεις των πρωτεϊνών που συγκρατήθηκαν µε 500µl διαλυµάτων 
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αυξανόµενης αλατότητας, προσθήκη ουρίας και τέλος προσθήκη υψηλής 
συγκέντρωσης Ιµιδαζολίου. Η σύσταση των διαλυµάτων είναι ίδια για τις δύο 
περιπτώσεις πρωτεϊνών µε ακροφύσιο His εκτός από τη συγκέντρωση του 
Ιµιδαζολίου, που για τη HisHrcN είναι 40mM ενώ για την περίπτωση της 
HrpZ∆C33His που είναι 10mM. 
  
∆ιαλύµατα 
Lysis Buffer: 1x BB, 150 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο, 2mM PMSF 
Elution Buffer 1: 1x BB, 175 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο 
Elution Buffer 2: 1x BB, 200 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο 
Elution Buffer 3: 1x BB, 225 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο 
Elution Buffer 4: 1x BB, 250 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο 
Elution Buffer 5: 1x BB, 250 mM NaCl, 10/40mM Ιµιδαζόλιο, 8M Ουρία 
Elution Buffer 6: 1x BB, 250 mM NaCl, 200mM Ιµιδαζόλιο, 8Μ Ουρία  
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