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        ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η στόχευση προπρωτεϊνών στην μεμβράνη 
παρουσία σαπερονών, με χρωματογραφία μοριακού αποκλεισμού σε σύνδεση με 
MALLS/QELS . Μελετώντας ως υποστρώματα την αλκαλική φωσφατάση και την 
β‐γλυκοσιδάση  είδαμε  τις  συνθήκες  κάτω  από  της  οποίες  επιτυγχάνεται  η 
πρόσδεσή  τους  στις    σαπερόνες  SecB  και  Trigger  Factor.  Για  την  αλκαλική 
φωσφατάση  είδαμε  ότι  μόνο  η  δομή  εύπλαστης  σφαίρας  αλληλεπιδρά  με  τις 
σαπερόνες.  Δείξαμε  οτι  οι  σαπερόνες  αναγνωρίζουν  διαφορετικό  τμήμα  της 
προπρωτεΐνης. Οι αλληλεπιδράσεις του TF με το ώριμο τμήμα της είναι ασθενείς 
και μόνο παρουσία πεπτιδίου σήματος σταθεροποιείται το σύμπλοκο. Η ειδική 
σαπερόνη SecB είδαμε οτι σχηματίζει σταθερό σύμπλοκο και απουσία πεπτιδίου 
σήματος, κάτι που σημαίνει οτι η ειδικότητα της αλληλεπίδρασης κρύβεται στο 
ώριμο τμήμα της αλκαλικής φωσφατάσης. Στην περίπτωση της β‐γλυκοσιδάσης 
και  οι  δύο  σαπερόνες  κατάφεραν  να  εμποδίσουν  τον  σχηματισμό 
συσσωματωμάτων,  ωστόσο  μόνο  η  SecB  είδαμε  οτι  δημιουργεί  σταθερό 
σύμπλοκο με το υπόστρωμα. Επιπρόσθετα δείξαμε οτι η πρωτεΐνη SecB έχει δύο 
ανεξάρτητους ρόλους στον μονοπάτι στόχευσης προπρωτεϊνών στην μεμβράνη. 
Ο βασικός της ρόλος είναι η πρόσδεσή της στην ATPάση SecA, μία προϋπόθεση 
αναγκαία και  ικανή για την μετατόπιση του υποστρώματος. Ο δεύτερος ρόλος 
της είναι η λειτουργία της σαν σαπερόνη, να διατηρεί δηλαδή όσα υποστρώματα 
δεν μπορούν από μόνα τους σε μία μη εγγενή στερεοδιαμόρφωση ικανή ώστε να 
μετατοπιστούν.  Έτσι  προτείνουμε  μηχανισμό  στόχευσης  των  εκκριτικών 
πρωτεϊνών  στην  μεμβράνη  με  απευθείας  πρόσδεση  του  υποστρώματος  στην 
TPάση και όχι παράδοση μέσω  σαπερονών.  A
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        ABSTRACT 

 

In this thesis we studied preprotein targeting to the membrane in the presence of 
chaperones  using  size  exclusion  chromatography  coupled  online  with 
MALLS/QELS.  Using  alkaline  phosphatase  and  b‐glycosidase  as  substrates  we 
studied  under  which  conditions  they  bind  chaperones  SecB  and  TF.  Only  the 
molten  globule  state  of  the  alkaline  phosphatase  was  able  to  interact  with 
chaperones.  The  recognition  sites  on  the  preprotein were  different  for  TF  and 
SecB.  Interactions between mature alkaline phosphatase and TF are not  strong 
enough to form a stable complex unless signal peptide is present. From the other 
hand  translocation‐specific  chaperone  SecB  can  form  stable  complex  with  the 
substrate even in the absence of signal peptide. It seems that the specificity of the 
interaction with SecB is implicated in the mature region of alkaline phosphatase. 
In  case  of  b‐glycosidase  as  a  substrate,  both  chaperones  prevent  aggregates 
formation  while  only  interactions  with  SecB  lead  to  the  formation  of  a  stable 
complex.  Furthermore we have  shown  that  SecB has  two  independent  roles  at 
the  Sec  pathway.  Its  key  role  is  the  allosteric  activation  of  SecA  upon  binding, 
which is necessary and sufficient for the substrate secretion. Its supporting part 
involves its chaperone activity, that is to maintain preproteins at a translocation‐
competent  state  (non‐native  state).  Thus  we  propose  a  mechanism  for 
preprotein targeting to the membrane that involves direct docking to the ATPase 
ather than chaperone mediated delivery. r
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 

Ε

 
ΙΣΑΓΩΓΗ  

1.1   Εισαγωγή 
 

  Το  βακτηριακό  κύτταρο  παράγει  χιλιάδες  διαφορετικές  πρωτεΐνες  οι 
οποίες  λειτουργούν  σε  διαφορετικά  υποκυτταρικά  διαμερίσματα.  Η  μεμβράνη 
λιπιδίων που φέρουν τα κύτταρα ορίζει έναν εσωτερικό χώρο ‐κυτταρόπλασμα ‐ 
και  έναν  εξωτερικό  που  αποτελεί  το  περίπλασμα.  Στον  κυτταροπλασματικό 
χώρο  εσωκλείονται  όλα  τα  απαραίτητα  συστατικά  για  τις  λειτουργίες  του 
κυττάρου  και  λαμβάνει  χώρα  η  πρωτεΐνοσύνθεση.  Ωστόσο  πάνω  από  το  ένα 
τρίτο του πρωτεώματος λειτουργεί  εκτός κυτταροπλάσματος. Το μεγάλο αυτό 
ποσοστό  πρωτεϊνών  ευθύνεται  για  πληθώρα  ζωτικών  διεργασιών  όπως  η 
βιογένεση  της  μεμβράνης,  η  εύρεση  και  μεταφορά  θρεπτικών  στοιχείων,  η 
παθογένεια, η κίνηση και άλλα. Το κύτταρο λοιπόν πρέπει να διαχωρίσει ποιές 
πρωτεΐνες  θα  παραμείνουν  στο  κυτταρόπλασμα  και  ποιες  θα  πρέπει  να 
οδηγηθούν  εκτός  μεμβράνης  (εκκριτικές  πρωτεΐνες),  για  να  επιτελέσουν  την 
λειτουργία  τους.  Επειδή  οι  πρωτεΐνες  δεν  μπορούν  να  διαπεράσουν  την 
μεμβράνη  το  κύτταρο  έχει  δημιουργήσει  κατά  την  εξέλιξή  του  διάφορους 
μηχανισμούς  για  να  τις  μετατοπίζει.  Οι  μεμβρανικές  πρωτεΐνες  κατά  την 
μετατόπισή  τους  ενσωματώνονται  στην  μεμβράνη  χρησιμοποιώντας  ένα 
διαφοροποιημένο  μονοπάτι.                                  
   Οι  πρωτεΐνες  γνωρίζουμε  οτι  είναι  πολύ  δυναμικά  μόρια  που 
απαρτίζονται  από  αμινοξέα.  Η  αμινοξική  αλληλουχία  υπαγορεύει  τις 
φυσικοχημικές ιδιότητες της πρωτεΐνης και συνεπώς τον τρόπο με τον οποίο θα 
αναδιπλωθεί  στον  χώρο  έτσι  ώστε  να  καταστεί  λειτουργική.  Η  δυναμική  που 
διέπει  την  αναδίπλωση  των  πρωτεϊνών  δεν  είναι  μέχρι  τώρα  γνωστή,  ενώ  η 
δυσκολία  στο  να  την  κατανοήσουμε  αυξάνει  εκθετικά  όσο  μεγαλώνει  και  το 
μήκος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Ήδη κατά την έξοδο μόλις λίγων αμινοξέων 
της νεοσυντιθέμενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας από το ριβόσωμα, είναι γνωστό 
οτι ξεκινά η αναδίπλωση. Από το σημείο αυτό ξεκινά το κύτταρο να διαχωρίζει 
τις εκκριτικές του πρωτεΐνες. Το μονοπάτι που ακολουθούν για την μετατόπισή 
τους διαφοροποιείται ανάλογα με τον εκκριτικό μηχανισμό. Αντικείμενο μελέτης 
της  παρούσας  διατριβής  αποτέλεσε  το  μονοπάτι  που  ακολουθούν  οι 
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προπρωτεΐνες από την σύνθεσή τους μέχρι  την στόχευσή τους στην μεμβράνη 
ε την χρήση του Sec συστήματος μετατόπισης. μ

 

1.2 Αναδίπλωση πρωτεϊνών     
 

Οι  νεοσυντιθέμενες  πολυπεπτιδικές  αλυσίδες  ήδη  από  την  έξοδό  τους  από  το 
ριβόσωμα αρχίζουν να δοκιμάζουν πιθανούς συνδυασμούς αναδίπλωσης. Κατά 
την πάροδο της έκφρασης οι συνδυασμοί πολλαπλασιάζονται καθώς αυξάνεται 
το μήκος της αλυσίδας. Οι μή αναδιπλωμένες πρωτεΐνες έχουν υψηλό ενεργειακό 
περιεχόμενο και για αυτό δεν μπορούν να σταθεροποιηθούν. Για να αποκτηθεί 
μία  σταθερή  στερεοδιαμόρφωση  δοκιμάζονται  όλοι  οι  δυνατοί  συνδυασμοί 
αναδίπλωσης  απορρίπτοντας  τις  μη  ενεργειακά  προτιμητέες 
στερεοδιαμορφώσεις  (σχήμα  1.1).  Η  λειτουργική  μορφή  έχει  μέσο  ενεργειακό 
περιεχόμενο  ενώ  άλλες  μη  εγγενής  μορφές  (μερικής  αναδίπλωσης) 
σταθεροποιούνται  επίσης.  Ωστόσο  κατά  το  μονοπάτι  αυτό  είναι  πιθανόν  να 
προκύψουν και μορφές χαμηλού ενεργειακού περιεχομένου όπως είναι τα ινίδια 
και  τα  συσσωματώματα.  Τα  συσσωματώματα  είναι  μορφές  που  δεν  έχουν 
βιολογική  αξία.  Δημιουργούνται  από  υδρόφοβες  διαμοριακές  αλληλεπιδράσεις  
είτε  από  λάθος  αναδίπλωση  είτε  λόγω  τις  μεγάλης  συγκέντρωσης  πρωτεϊνών 
που συναντάται στο κύτταρο. Η λάθος αναδίπλωση συνήθως οδηγεί σε έκθεση 
υδρόφοβων τμημάτων της πρωτεΐνης σε προσβάσιμα από τον υδατικό διαλύτη 
ημεία.  Το  κύτταρο  ωστόσο  μπορεί  να  εμποδίσει  τον  σχηματισμό  τέτοιων 
φών χρησιμοποιώντας ειδικά πρωτεϊνικά μόρια, τις σαπερόνες.  

σ
μορ
 
     

10 
 

Σχήμα 1. 1 (Hartl, Bracher et al.2011) Μονοπάτι αναδίπλωσης πρωτεϊνών. Η πορεία τους από την 
ενεργειακά υψηλή κατάστασή τους (μη αναδιπλωμένες) μέχρι τις σταθεροποιημένες μορφές (εγγενής και 
μη εγγενής). Για τις μεταβάσεις μεταξύ των καταστάσεων είναι αναγκαία η προσθήκη ενέργειας στο 
σύστημα. Το κύτταρο υπερβαίνει το ενεργειακό αυτό φράγμα με την χρήση σαπερονών.  
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1.4 Μετάθεση Πρωτεϊνών 
 
Από όλα τα συστήματα μετατόπισης πρωτεϊνών που εξελικτικά έχουν προκύψει 
μόνο  τα  Sec  και  Tat  απαντώνται  σε  κύτταρα και  από  τους  τρεις  χώρους  ζωής 
(βακτήρια, αρχαία, ευκάρυα). Στα βακτήρια το Sec και Tat σύστημα ευθύνονται 
για  την  μετατόπιση  σχεδόν  όλων  των  πρωτεϊνών  μέσω  της 
κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Η μεταφορά των αναδιπλωμένων πρωτεϊνών 
μέσω της κυτταροπλασματικής μεμβράνης στα βακτήρια επιτελείται από το Tat 
σύστημα ενώ η μεταφορά μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών από το Sec σύστημα. Η 
διαδικασία της μετατόπισης χωρίζεται σε 3 στάδια. Στο πρώτο στάδιο λαμβάνει 
χώρα  η  αναγνώριση  των  εκκριτικών  και  μεμβρανικών  πρωτεϊνών  από  τα 
στοιχεία  της μεταθετάσης με  την βοήθεια  των οποίων πραγματοποιείται στην 

 

 

1.3 Η σαπερόνη Τrigger Factor 
 

O TF  είναι  μία  σαπερόνη  48kDa  με  επιμήκης  δομή  και  αποτελεί  την  μοναδική 
σαπερόνη η οποία μπορεί  να προσδεθεί στο ριβόσωμα και  είναι  γνωστή μέχρι 
τώρα στα βακτήρια (Kramer, Rauch et al.2002). Η συγκεκριμένη σαπερόνη είναι 
μία  μόνο  από  τις  πρωτεΐνες  που  ανταγωνίζονται  για  την  πρόσδεση  πάνω  στο 
ριβόσωμα και που ανιχνεύουν συνεχώς τι πρωτεΐνες εκφράζονται. Υπάρχει στο 
κυτταρόπλασμα  σε  συγκέντρωση  περίπου  50μΜ,  σχεδόν  2  με  3  φορές  σε 
περίσσεια  συγκριτικά  με  τα  ριβοσώματα  ενώ  η  μονομερής  και  η  διμερής  του 
μορφή  βρίσκονται  σε  ισορροπία.  Προσδένεται  παροδικά  στα  ριβοσώματα  με 
στοιχειομετρία  1:1  χρησιμοποιώντας  την  ριβοσωμική  πρωτεΐνη  L23  σαν 
επιφάνεια  πρόσδεσης  (Lil,  Crooke  et  al.1988;  Hesterkamp,  Bukau  1996), 
ακριβώς δηλαδή στην έξοδο του ριβοσώματος. Γνωρίζουμε οτι κατά την έξοδο 
μόλις  μερικών  καταλοίπων  (~50‐110)  της  νεοσυντιθέμενης  πολυπεπτιδικής 
αλυσίδας  από  το  ριβόσωμα,  η  πρωτεΐνη  μπορεί  να  αναγνωριστεί  από  την 
σαπερόνη Trigger Factor (Oh et al. 2011). Η παρουσία πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
αυξάνει  τον  χρόνο  παραμονής  του  από  9  έως  30  φορές  αναλόγως  με  την 
αλληλουχία της εξερχόμενης αλυσίδας σε σχέση με τον χρόνο παραμονής του σε 
ριβόσωμα που δεν παράγει πρωτεΐνη (Maier, Scholtz et al.2001; Patzelt, Rudiger 
et  al.2001).  Ο  TF  αφού  δεσμεύσει  κάποια  νεοσυντιθέμενη  πρωτεΐνη  είναι  σε 
θέση να παραμείνει σε σύμπλοκο με αυτήν ακόμα και όταν απομακρυνθεί από 
την ριβοσωμική  έξοδο. Μπορεί  να αλληλεπιδράσει με άλλες πρωτεΐνες και στο 
κυτταρόπλασμα  μακριά  από  το  ριβόσωμα.  Ο  ρόλος  του  συνοψίζεται  στο  να 
βοηθά πρωτεΐνες να αναδιπλωθούν, η στο να αποτρέπει την πλήρη αναδίπλωση 
και  τον  σχηματισμό  συσσωματωμάτων.  Τέλος,  ο  TF  δεν  αποτελεί  ειδική 
σαπερόνη  του  εκκριτικού  συστήματος  Sec  καθώς  μπορεί  να  προσδέσει  εκτός 
από εκκριτικές και κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες. 

 



συνέχεια  η  στόχευσή  τους  στο  SecYEG  κανάλι  μετατόπισης.  Στην  συνέχεια 
μετατοπίζονται  στο  περίπλασμα  ή  ενσωματώνονται  στη  μεμβράνη  ενώ  στο 
τρίτο  και  τελευταίο  στάδιο  πραγματοποιείται  η  αποκοπή  του  πεπτιδίου 
σήματος  και  η  αναδίπλωση  των  ώριμων  πλέον  πρωτεϊνών  (Papanikou, 
Karamanou et al.2007). Οι πρωτεΐνες που προορίζονται για μετατόπιση φέρουν 
στο αμινοτελικό τους άκρο  ένα πεπτίδιο σήμα  (~30 κατάλοιπα)  ,  ένας  τρόπος 
ου  βοηθά  το  κύτταρο  να  τις  διαχωρίσει  από  τις  κυτταροπλασματικές 
ρωτεΐνες. 
π
π
 

1.4.1 Στόχευση πρωτεϊνών στην Sec μεταθετάση 
 

Υπάρχουν  δύο  τρόποι  στόχευσης  πρωτεϊνών  στην  μεταθετάση  (σχήμα  1.2).  Η 
πλειοψηφία  των  προπρωτεϊνών  εικάζεται  οτι  στοχεύεται  μέσω  της 
αλληλεπίδρασης σαπερονών που προσδένουν το ώριμο τμήμα των  εκκριτικών 
πρωτεϊνών  και  του  ππεπτιδίου  σήματος  με  την  μεμβρανικά  προσδεδεμένη 
ATPάση  του  συστήματος  (μέτα‐μεταφραστική  στόχευση).  Αντίθετα  οι 
μεμβρανικές  πρωτεΐνες  στοχεύονται  σαν  νεοσυντιθέμενα  πολυπεπτίδια 
προσδεδεμένα  στο  ριβόσωμα  από  το  SRP(signal  recognition  particle)  με  την 
βοήθεια του μεμβρανικού υποδοχέα (FtsY) (Papanikou, Karamanou et al. 2007; 
Driessen  and  Nouwen  2008)  (συν‐μεταφραστική  στόχευση).Το  μονοπάτι 
στόχευσης που θα ακολουθηθεί επιλέγεται πολύ νωρίς με την έξοδο ενός μικρού 
τμήματος  της  νεοσυντιθέμενης  πολυπεπτιδικής  αλυσίδας  από  το  ριβόσωμα 
(Koch, Hengelage et al. 1999). Στο σημείο αυτό το SRP ανταγωνίζεται με τον TF 
για την δέσμευση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας (Beck, Wu et al.2000). Η φύση 
της  αμινοξικής  αλληλουχίας  είναι  αυτή  που  θα  καθορίσει  τον  προσδέτη  ενώ 
είναι χαρακτηριστικό οτι το SRP παρουσιάζει αυξημένη συγγένεια για υδρόφοβα 
τμήματα. 

Σχήμα 1.2 : 
κυτταρόπλασ

 

  σ
από (Cross, Sinning et al. 2009) Στόχευση των εκκρινόμενων πρωτεϊνών από το βακτηριακό 
μα τις  μεμβρανικές  μεταθετάσες. α)  Κατά  την  μετά‐μεταφραστική  στόχευση  η  σαπερόνη 

SecB    προσδένει  το  ώριμο  τμήμα  των  προπρωτεϊνών  αποτρέποντας  την  αναδίπλωση  του  κατά  την 
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μεταφορά  του    στην  μεμβρανικά  προσδεδεμένη  SecA.  H  SecA  στην  συνέχεια  πραγματοποιεί  κύκλους 
υδρόλυσης ATP  για  να  μεταφέρει  τις  προπρωτεΐνες στο  SecY  κανάλι  μετατόπισης. Οι  γενικές σαπερόνες 
DnaK  και  DnaJ  ίσως  ενέχονται  στην  διαδικασία  αποτρέποντας  την  αναδίπλωση    των  προπρωτεϊνών. 
Πρωτεΐνες οι οποίες πρέπει να μετατοπίσουν ούσες ήδη αναδιπλωμένες, χρησιμοποιούν το μονοπάτι του 
TAT συστήματος. b) H συν‐μεταφραστική αρχίζει με την δέσμευση του πεπτιδίου σήματος από το SRP, το 
όποιο στην συνέχεια στρατολογεί  το σύμπλοκο ριβόσωμα‐νεοσυντιθέμενη αλυσίδα στην μεμβράνη μέσω 
του υποδοχέα του FtsY.  

 

1.4.2 Η σα

 

περόνη SecB 
 

ρ οιούν  το  Sec  σύστημα  μεταφοράς  πρέπει  να 
ρίσκ

                                    
Σχήμα    :  από  (Ζhou  and  Xu  2005)
σχηματική 

Οι  π ωτεΐνες  που  χρησιμοπ
β ονται  σε  μια  μη  πλήρως  αναδιπλωμένη  στεροδιαμόρφωση,  όμως  να  μην 
οδηγεί  στην  δημιουργία  συσσωματωμάτων  (Randall  and  Hardy  1986).  Η 
συμβατή αυτή με την μετατόπιση δομή, οφείλεται  κυρίως στην σαπερόνη SecB 
(Fekkes and Driessen 1999). Αξίζει να σημειωθεί ότι η SecB δεν εντοπίζεται σε 
όλα  τα  βακτήρια  (van  der  Sluis  and  Driessen  2006)  .Η  σαπερόνη  SecB 
αναγνωρίζει  μια  μη‐εγγενή  δομή  στο  ώριμο  τμήμα  των  προπρωτεϊνών  και 
προσδένεται σε αυτήν με υψηλή συγγένεια (5‐50 nM) (Randall and Hardy 1995). 
Το πεπτίδιο σήμα δεν προσδένεται από την σαπερόνη SecB (Randall, Topping et 
al. 1990) είναι όμως απαραίτητο για την μετατόπιση των πρωτεϊνών. Οι λόγοι 
για  τους  οποίους  εικάζεται  να  είναι  σημαντικό  στην  μετατόπιση  είναι  : 
καθυστερεί  την  αναδίπλωση  της  πρωτεΐνης  «κρατώντας»  την  στην  μη  εγγενή 
στερεοδιαμόρφωση που αναγνωρίζεται  από  την  SecB,  και  επίσης προσδένεται 
πάνω σε επιφάνεια της SecA  (Gelis, Bonvin et al. 2007). Η κρυσταλλική δομή της 
SecB έδειξε τον σχηματισμό τετραμερούς και ανέδειξε ότι αυτό οργανώνεται σαν 
ένα διμερές διμερών (Xu, Knafels et al. 2000) (σχήμα 1.4). Το μονομερές της SecB 
σχηματίζει  μια  β‐πτυχωτή  επιφάνεια  τεσσάρων  β‐φύλλων  και  δυο 
αντιπαράλληλες  α‐έλικες.  Το  διμερές  σταθεροποιείται  κυρίως  από  δεσμούς 
υδρογόνου  που  σχηματίζονται  μεταξύ  των  δυο  αντιπαράλληλων  β1  φύλλων 
(σχήμα  1.3).  Δυο  διμερή  της  SecB  ενθέτουν  τις  4  α‐έλικες  μεταξύ  των  οχτώ 
αντιπαράλληλων β‐φύλλων για  να σχηματίσουν το  τετραμερές. Το  τετραμερές 
που δημιουργείται είναι ιδιαίτερα σταθερό, μιας και η σταθερά ισορροπίας του 
διμερούς‐τετραμερούς είναι 20 nM.  

 

    
1.3   

αναπαράσταση  του 
τετραμερούς  SecB.  Κάθε  μονομερές 
αναπαριστάται  με  διαφορετικό  χρώμα. 
Το  ένα  διμερές  απαρτίζεται  από  το 
πράσινο  και  κόκκινο  μονομερές  ενώ  το 
δεύτερο από το μπλε και κίτρινο. 
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Η  δομή  της  SecB  από  το  H.  Influenza  φανέρωσε  τον  σχηματισμό  ενός 
αυλακιού  στο  όποιο  εικάζεται  ότι  προσδένονται  τα  ώριμα  τμήματα  των  μη 
αναδιπλωμένων  πρωτεϊνών  (σχήμα  1.4).  Έχει  προταθεί  ότι  το  αυλάκι  αυτό 
αποτελείται  από  δυο  ξεχωριστά  σημεία  πρόσδεσης,  τα  οποία  αναγνωρίζουν 
διαφορετικά  χαρακτηριστικά  των  προπρωτεϊνών.                                  
  Η  SecB  προσδένεται  με  την  SecΑ  ATPάση  στο  διάλυμα  με  Kd  =  1.6  �Μ  
(Fekkes,  de  Wit  et  al.  1999)    μέσω  ηλεκτροστατικών  αλληλεπιδράσεων  του 
θετικά  φορτισμένου  καρβοξυτελικού  άκρου  της  SecA  με  τις  αρνητικά 
φορτισμένες περιοχές στις δυο πλευρές του τετραμερούς της SecB  (σχήμα 1.5). 
Τα  αποτελέσματα  αυτά  οδήγησαν  στην  υπόθεση  ότι  η  εναλλαγή  διμερούς‐
μονομερούς  της  SecA  επισκιάζει  τον  μηχανισμό  διέλευσης  της  προπρωτεΐνης 
από την SecB στην SecA και στην συνέχεια την απελευθέρωση της SecB από το 
ένζυμο της ATPάσης  (Randall, Crane et al. 2005). 

 

 

 

Σχήμα 1.4  :  από    (Xu,  Knafels  et  al. 
2000)  Το  αυλάκι  πρόσδεσης 
προπρωτεϊνών  υποστρωμάτων  από 
τετραμερές  SecB.  (αριστερά) 
Επιφάνεια του τετραμερούς (άσπρο : 
άτομα  του  πολυπεπτιδικού  κορμού, 
μπλε  :  άτομα  φορτισμένων  ή 
πολικών  καταλοίπων,  κίτρινο  : 
άτομα  υδρόφοβων  κατάλοιπων). 
(δεξιά)  Με  μωβ  και  πράσινο  χρώμα 
τα  σημεία  πρόσδεσης  subsite  1  και 
subsite 2.  

Σχήμα  1.5  :    από  (Zhou  and  Xu 
2005).  Κρυσταλλική  δομή  του 
τετραμερούς  SecB  με  τα 
καρβοξυτελικά  κατάλοιπα  της  SecA 
(κατάλοιπα  876‐899  με  μωβ).  Κάθε 
πεπτίδιο  προσδένει  ένα  ιόν 
ψευδαργύρου. 
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εται  ενδογενώς  να  βρίσκεται 
στη  διμερή  μορφή  (Shinkai  et  al,  1990;  Akita  et  al,  1991;  Or  et  al,  2002; 
Woodbury  et  al,  2002).  Μέσα  στο  κύτταρο  μπορεί  να  βρεθεί  είτε  πάνω  στην 
μεμβρ νη  (SecYEG)  είτε  στο  κυτταρόπλασμα  (H rtle  et 
αναγνωρίζει  εκκριτικά  πολυπεπτίδια  και  πιθανό "έ
από το κανάλι (Hartl et al, 1990; Gouridis et al, 2
πεπτιδίου  στην  SecA  (PBD  domain)  (Gelis  et  a
διευκολύνει την μεταφορά του ώριμου τμήματος
μέσα  στο  κανάλι  (Osborne  &  Rapoport,  2007
συνέχεια η εκκριτική πρωτείνη μετατοπίζεται σε
κύκλους  υδρόλυσης  που  επάγουν  περιοδικές  αλ
της (Economou & Wickner, 1994).      

1.4.3 Η ATPάση SecA  
 

  H  SecA  υδρολύοντας  ATP  παρέχει  στο  σύστημα  Sec  ενέργεια  για  την 
μεταφορά  υποστρωμάτων  διαμέσου  του  μεμβρανικού  καναλιού.  Το  κάθε 
πρωτομερές  (102kDa)  απαρτίζεται  από  τρεις  δομικές  μονάδες  :  τον  "DEAD" 
κινητήρα  και  τα  δύο  προσαρτήματα  που  προεξέχουν  από  τον  κινητήρα,  την 
περιοχή δέσμευσης των προπρωτεϊνών PBD (preprotein binding domain) και το 
καρβόξυ‐τμήμα  (C‐domain)  (Vrontou  and  Economou  2004)  (σχήμα  1.6).  .    Τα 
δεδομένα  που  προκύπτουν  από  τις  διαθέσιμες  κρυσταλλογραφικές  δομές  της 
διμερούς  SecA  (Hunt  et  al.2002,  Sharma  et  al.  2003,  Vassylyev  et  al.  2006, 
Zimmer  et  al.  2006,  Papanikolau  et  al.  2007)  δεν  συμφωνούν  ως  προς  την 
επιφάνεια διμερισμού.  
  Εμφανίζεται  στο  διάλυμα  ως  διμερές  με  σταθερά  διάστασης  1nM 
(Kusters  et  al.  2011;  Worbro  et  al.  2011)  και  βάση  της  υπολογισμένης 
συγκέντρωσής  της  στο  κύτταρο  (2‐5μM)  αναμέν

ά u al.1990).  Μπορεί  και 
ν  τα  λκει"  στον  χώρο  γύρω 
009). Η πρόσδεση του σήματος 
l,  2007;  Gouridis  et  al,  2009) 
 της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
;  Gouridis  et  al,  2009).  Στην 
 στάδια μέσα από πολλαπλούς 
λαγές  στην  στερεδιαμόρφωσή 

 

Σχήμα  1.6: από  (Karamanou, 
Gouridis  et  al.2007).  Kρυσταλλική
δομή  της ecSecA  (Papanikolau, 
Papadovasilaki  et  al.  2007). 
Αναπαρίστανται  :  NBD  (nucleotide 
binding  domain,  μπλε),  IRA2 
(intramolecular  regulator  of  ATPase2, 
θαλασσί),  το PBD  (preprotein  binding 
domain, μωβ),το C‐domain (πράσινο),
το ATP(κόκκινο), SD (scaffold domain, 
έντονο πράσινο)  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

2.1 Κρυσταλλογραφική δομή της ATPάσης SecA 
 

  Για  να  γίνει  κατανοητός  ο  μηχανισμός  της  μεταφοράς  υποστρωμάτων 
έσω τ μμ ου SEC συστήματος απαιτείται η ξεχωριστή  ελέτη των πρωτεϊνών που 
το  απαρτίζουν.  Η  ATPάση  του  συστήματος  αποτελεί  ένα  από  τα  βασικότερα 
στοιχεία  προς  μελέτη.  
  Ο  τρόπος  με  τον  οποίο  συμμετέχει  στο  SEC  μονοπάτι  δεν  έχει 
αποσαφηνιστεί  πλήρως.  Ένα  πολύ  σημαντικό  χαρακτηριστικό  της  ATPάσης 
SecA,  για  την  κατανόηση  της  λειτουργίας  της,  είναι  η  ολιγομερική  της 
κατάσταση.  Εμφανίζεται  στο  διάλυμα ως  διμερές  με  σταθερά  διάστασης  1nM 
(Kusters  et  al.  2011;  Worbro  et  al.  2011)  και  βάση  της  υπολογισμένης 
συγκέντρωσής  της  στο  κύτταρο  (2‐5μM)  αναμένεται  ενδογενώς  να  βρίσκεται 
στη  διμερή  μορφή  (Shinkai  et  al,  1990;  Akita  et  al,  1991;  Or  et  al,  2002; 
Woodbury et al, 2002). Ουσιαστικά η μονομερής‐διμερής μορφή βρίσκονται σε 
μία  ισορροπία.  Στην  βιβλιογραφία  υπάρχουν  αντιφατικές  μελέτες  που 
υποστηρίζουν  πως  η  SecA  συμμετέχει  στο  μονοπάτι  της  έκκρισης 
υποστρωμάτων είτε ως διμερές (Karamanou et al, 2005; Gold et al, 2007; Wang 
et al, 2008) είτε ως μονομερές (Jilaveanu et al, 2005; Or et al, 2005; Randall et al, 
2005; Das et al, 2008), χωρίς να υπάρχει μια σαφής αντίληψη για το ποια από τις 
δύο μορφές είναι λειτουργική.  Όπως φαίνεται ωστόσο, και οι δυο μορφές είναι 
απαραίτητες για την ολοκλήρωση της

                                

 έκκρισης υποστρωμάτων και συνεπώς ο 
μηχανισμός  βασίζεται  όχι  στην  μία  από  τις  δυο  μορφές  αλλά  σ  
τους  (Gouridis  et  al.  2012                                 
  Για να μπορέσουν να μελετηθούν οι συνθή
ενδιαφέρον στρέφεται πλέον στην επιφάνεια διμερ
είδος των αλληλεπιδράσεων που συγκρατούν τα δ
που  προκύπτουν  από  τις  διαθέσιμες  κρυσταλλογ
SecA  (Hunt et  al.2002,  Sharma et  al. 2003, Vassyly
2006,  Papanikolau  et  al.  2007)  δεν  συμφωνού
διμερισμού  ενώ  και  crosslinking  πειράματα 
προτεινόμενες επιφάνειες   δεν αποτελούν τις σωσ
προετοιμασία).  Πολλές  κρυσταλλογραφικές  τεχνι δραστήρια 
τα οποία θα μπορούσαν να αλλοιώσουν την επιφάνεια διμερισμού προκαλώντας 
ταυτόχρονα  μία  πιθανή  αλλαγή  στην  στερεοδιάταξη.  Σε  τόσο  δυναμικά  μόρια, 
όπως  είναι  οι  πρωτεΐνες,  η  κρυστάλλωσή  τους  αποτελεί  πρόκληση  και  τέτοια 

την ισορροπία 
υπό  προετοιμασία).   

κες της  ισορροπίας αυτής, το 
ισμού και κατ' επέκταση στο 
ύο πρωτομερή .  Τα δεδομένα 
ραφικές  δομές  της  διμερούς 
ev et  al. 2006, Zimmer et  al. 
ν  ως  προς  την  επιφάνεια 
συνηγορούν  στο  οτι  οι 

τές (Gouridis et al. 2012 υπό 
κές  περιέχουν  αντι

16 
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η γκη  για  μία  ακόμη  απόπειρα  προσδιορισμού  της  κρυσταλλογραφικής 
δομής    της  ATPάσης  SecA.  
  Από  τις  μέχρι  τώρα  διαθέσιμες  κρυσταλλογραφικές  δομές  τις  SecA,  το 
καρβόξυ‐τελικό  άκρο  της  δεν  έχει  λυθεί  σε  ατομικό  επίπεδο.  Επειδή  είναι 
πιθανόν να μην σταθεροποιείται κάπου πάνω στο σώμα της πρωτεΐνης και να 
εμποδίζει την κρυστάλλωση δοκιμάσαμε και μεταλλάγματα SecA από τα οποία 
έχει  αφαιρεθεί  διαφορετικό  τμήμα  του  (SecA  N1‐861,  SecA  N1‐834).  Τα 
μεταλλάγματα  αυτά  επιλέχθηκαν  καθώς  είναι  πανομοιότυπα  με  την  αγρίου 
τύπου πρωτεΐνη τόσο από πλευρά λειτουργίας    in vivo και  in vitro όσο και από 
πλευράς διμερισμού. 

 

2.1.1 Ισορροπία  μονομερούς­διμερούς  SecA  κατά  τον  καθαρισμό 
της αγρίου τύπου Ν1­901 και των παραγώγων της SecA Ν1­861 και 
Ν1­834 για κρυσταλλογραφία. 

                                                                                                                                                    
  Οι SecA πρωτεΐνες που απομονώθηκαν εδώ δεν φέρουν κάποιο επίτοπο 
για τον καθαρισμό τους καθώς έχει δειχθεί οτι τέτοιοι επίτοποι επηρεάζουν τις 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτομερών, κάτι που θα οδηγούσε σε εσφαλμένο 
προσδιορισμό  της  στερεοδιαμόρφωσης.  Η  πρώτη  χρωματογραφία  που 
χρησιμοποιούμε  (χρωμ/φία  συγγένειας)  αποτελεί  έναν  χονδροειδή  καθαρισμό 
του  αρχικού  υλικού.  Οι  επόμενες  χρωματογραφίες  μοριακού  αποκλεισμού  μας 
επιτρέπουν έναν πολύ ακριβή διαχωρισμό. Πιο συγκεκριμένα, με την αύξηση της 
αλατότητας στην κινητή φάση  [50mM Tris‐HCl pH=8, 1M KCl]  επιτυγχάνουμε 
ουσιαστικά  το  σπάσιμο  ηλεκτροστατικών  αλληλεπιδράσεων  μεταξύ  των 
πρωτομερών της SecA και άρα μεταβάλουμε την  ισορροπία της διμερούς SecA 
προς  την  μονομερή  της  μορφή.  Συγχρόνως  ο  διαχωρισμός  μέσα  στην  κολώνα 
μας  βοηθά  να  απομακρύνουμε  άλλες  πρωτεΐνες  μικρότερου  η  μεγαλύτερου 
μοριακού βάρους αλλά και διάφορα ολιγομερή της ίδιας της SecA. Ο πληθυσμός 
της  διμερούς  μορφής της SecA που δεν ήταν επιρρεπής στην υψηλή αλατότητα , 
όπως  ο  κύριος  πληθυσμός,  συνιστά  μία  ένδειξή  για  μία  μορφή  διμερούς  με 
ελαφρώς διαφορετική επιφάνεια διμερισμού και πιο συγκεκριμένα με λιγότερες 
ηλεκτροστατικές  αλληλεπιδράσεις.  Χαμηλώνοντας  την  αλατότητα  στην  κινητή 
φάση  της  επόμενη  χρωματογραφίας  [50mM  Tris‐HCl  pH=8,  50mM  KCl], 

φ
α
αινόμενα απόκλισης της κρυσταλλογραφικής δομής από την πραγματική είναι 
ναμενόμενα.                                                                                                                                         

η εξειδικευμένου  λογισμικού  (CRK)  (Scharer  et  al.  2010) 
ιμες κρυσταλλογραφικές δομές ομόλογων πρωτεϊνών και 

ιαχωρίστηκαν  οι  βιολογικής σημασίας  επαφές από  τις  μη  ειδικές  επαφές  του 
τος  μεταξύ  των  δύο  πρωτομερών  της  SecA.    Έτσι 

ποκτήσαμε  μία  πρώτη  εικόνα  για  πιθανά  σημεία  διμερισμού  τα  οποία 
εξετάστηκαν  με  in  vivo  πειράματα  κάνοντας  χρήση  μεταλλαγμάτων  της  SecA 

2Α).  Ωστόσο προκύπτει 
  ανά

                                

  

  Με  τη  χρήσ  
εξετάστηκαν οι διαθέσ
δ
κρυσταλλικού  πλέγμα
α

(Gouridis et al. 2012 υπό προετοιμασία) (βλ. παράρτημα



ουσιαστικά  επιτρέπουμε  ξανά  την  δημιουργία  ηλεκτροστατικών 
αλληλεπιδράσεων μεταξύ των πρωτομερών και άρα μεταβάλουμε την ισορροπία 
από  την  μονομερή  προς  την  διμερή  μορφή,  απομακρύνοντας  συγχρόνως  και 
πρωτεΐνες που επιμολύνουν το δείγμα, μικρότερες από 200kDa (σχήμα 2.1).   Η 
καθαρότητα  του  δείγματος  αποτελεί  προϋπόθεση  για  την  κρυσταλλογραφία. 
Επίσης για να αποφευχθούν απρόβλεπτες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μορίων 
που είναι γνωστό οτι δημιουργεί   η γλυκερόλη,  έχει ήδη απομακρυνθεί από το 
δείγμα από την δεύτερη χρωματογραφία.                                                                             
  Η  κρυσταλλική  δομή  αποτελεί  ένα  ενεργειακά  επιτρεπτό  "στιγμιότυπο" 
απ'  όλες  τις  μορφές  τις  οποίες  μπορεί  να  πάρει  πρωτεΐνη.  Θέλοντας  να 
αποκτήσουμε  δομικές  πληροφορίες  για  την  στερεοδιαμόρφωση  της  διμερούς 
ATPάσης  στο  μονοπάτι  έκκρισης  υποστρωμάτων,  δοκιμάστηκε  στο  τελευταίο 
χρωματογραφικό στάδιο η προσθήκη ADP στην κινητή φάση. Το ADP αποτελεί 
ανάλογο του ATP που δεν υδρολύεται. Με τον τρόπο αυτό "ακινητοποιούμε" την 
στερεοδιαμόρφωση  που  έχει  η  SecA  όταν  βρίσκεται  προσδεδεμένη  στην 
μεμβράνη.    Από  την  κρυστάλλωση  αυτής  της  μορφής  δημιουργήθηκαν 
κρύσταλλοι που σκεδάζουν στα 8 Α, μία ανάλυση η οποία δεν μας επιτρέπει την 
μελέτη δομικών στοιχείων της πρωτεΐνης (σχήμα 2.2).   
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Σχήμα 2.1  Αποτελέσματα διαδοχικής χρωματογραφίας μοριακού αποκλεισμού κατά τον καθαρισμό 
της SecA N1-861. Στήλη HiLoad Superdex200 και ροή 0.8ml/min. Η αυξημένη ιοντική ισχύ στην 
κινητή φάση επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις που σταθεροποιούν το διμερές της SecA. Η ποσότητα της 
πρωτεΐνης στα κλάσματα προσδιορίστηκε φασματοφωτόμετρικά.  
(μπλε) κινητή φάση με 1Μ ΚCl - η ισορροπία έχει μετατοπιστεί προς την μονομερή μορφή.  
(κόκκινο) τα κλάσματα 36-37-38 από την προηγούμενη χρωμ/φία με χαμηλή αλατότητα στην κινητή 
φάση (50mM KCl + 2mM ADP). 
 
 
 



 

Σχήμα 2.2 Κρύσταλλοι SecA N1-861 + ADP σε 4 διαφορετικές συνθήκες κρυστάλλωσης. 

 

 

2.1.2 Μελέτη και χαρακτηρισμός του παραγώγου SecA (Y134S) 
   

  Μελετήσαμε  επίσης  με  χρωματογραφία  μοριακού  αποκλεισμού  σε 
σύνδεση με MALLS/QELS και άλλο ένα παράγωγο της SecA το οποίο φέρει την 
σημειακή μετάλλαξη Υ134S.   Το παράγωγο αυτό έχει εξεταστεί και  έχει βρεθεί 
οτι  μιμείται  την  στερεοδιαμόρφωση  της  ATPάσης,  όταν  αυτή  βρίσκεται 
προσδεδεμένη στην μεμβράνη παρουσία εκκριτικού υποστρώματος (Gouridis et 
l. 2012 υπό προετοιμασία). H χρωματογραφία του συa γκεκριμένου παραγώγου 
πραγματοποιήθηκε με  ρυθμιστικό διάλυμα  αυξημένης αλατότητας (50mM Tris‐
HCl;  pH=8,  200mM KCl)  για  ένα  εύρος συγκεντρώσεων και συγκρίθηκε με  την 
αγρίου τύπου SecA. Όπως έχουμε ήδη δείξει η αλατότητα είναι ένας παράγοντας 
που επηρεάζει την  ισορροπία μονομερούς  ‐ διμερούς της πρωτεΐνης  . Συνεπώς, 
αποτελεί  έναν  δείκτη  για  την  περιεκτικότητα  σε  ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσείς  που  διέπουν  τα  δύο  πρωτομερή  της  SecA.    Όπως  είδαμε  η 
ισορροπία για την αγρίου τύπου πρωτεΐνη είναι περίπου 4 φορές πιο επιρρεπής 
στην  αλατότητα  συγκριτικά  με  το  παράγωγο  Y134S  (σχήμα  2.3).  Συνεπώς  οι 
αλληλεπιδράσεις  που  σταθεροποιούν  το  διμερές  του  μεταλλάγματος  είναι 
διαφορετικές  από  αυτές  στην  αγρίου  τύπου,  κάτι  που  αποτελεί  ένδειξη  για 
αλλαγή  του  σημείου  διμερισμού.                                  
   Η  SecA  όταν  προσδένεται  στην  μεμβράνη  γνωρίζουμε  ότι  αυξάνει  την 
συγγένειά  της  για  το  υπόστρωμα  περίπου  10  φορές.  Αυτή  η  αλλαγή  στην 
στερεοδιαμόρφωση  που  επάγει  η  πρόσδεση  στην  μεμβράνη,  χαρακτηρίζεται 
όπως  δείξαμε  από  την  μετατόπιση  του  σημείου  διμερισμού.  Πλέον  τα  δύο 
πρωτομερή συγκρατούνται κυρίως από υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις.  
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Σχήμα 2.3  Στήλη: Superdex 200 HR10/30. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 200mM KCl, με ροή 
0,8ml/min. Υπολογισμός συγγένειας του πρωτομερούς της SecA για τον εαυτό του ( διακεκομμένη 
γραμμή) για την αγρίου τύπου και (συνεχής γραμμή) για το μετάλλαγμα SecA Υ134S . Η ισορροπία 
μονομερούς - διμερούς εξαρτάται τόσο από την συγκέντρωση όσο και από την αλατότητα. 
Παρατηρούμε οτι το διμερές της αγρίου τύπου "σπάει" πιο εύκολα από το διμερές του μεταλλάγματος. 
Οι αναγραφόμενες συγκεντρώσεις αναφέρονται κατόπιν αραίωσης του δείγματος στην κολώνα 
περίπου 10 φορές.      
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Κ
 
ΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.3 Μέθοδος  χαρακτηρισμού  προπρωτεϊνών  και  συμπλόκων  τους  με 
σαπερόνες.    
 

  Για  την  παρούσα  μελέτη  χρησιμοποιήθηκαν  δύο  διαφορετικές  κολώνες 
μοριακού αποκλεισμού με υλικό superdex 200(Pharmacia). Τα προφίλ έκλουσης 
των  μορίων  στις  δύο  στήλες  δεν  είναι  ακριβώς  ίδια.  Για  τον  λόγο  αυτό  θα 
ναγράφεται  ο  τύπος  της στήλης στις  λεζάντες  των  γραφημάτων. Οι  κολώνες 
υτές διαχωρίζουν τα πρωτεϊνικά μόρια με βάση τον υδροδυναμικό τους όγκο, 
να  μέγεθος  έμμεσα  συνδεδεμένο  με  το  μοριακό  τους  βάρος.  Στην  έξοδο  της 

όνισης των εκλουόμενων από την στήλη πρωτεϊνικών μορίων, 
πολογισμού της συγκέντρωσή τους και του μοριακού τους βάρος αντίστοιχα, 
α  οποία  μας  ιτρέπουν  να  χαρακτηρίσουμε  σε  ένα  μεγάλο  βαθμό  τόσο 
ρωτεϊνικά μόρια όσο και αλληλεπιδράσεις μεταξύ αυτών. Οι περιορισμοί και οι 
ποκλίσεις  στην  συγκεκριμένη  μέθοδο  προκύπτουν  από  την  διαχωριστική 
ανότητα  της  κολώνας,  την  ευαισθησία  των  ανιχνευτών  καθώς  και  από  τα 
αθηματικά  μοντέλα  που  χρησιμοποιούνται  για  την  ανάλυση  των  δεδομένων. 
αρακτηριστικό παράδειγμα αδυναμίας αξιόπιστης μέτρησης μάζας αποτελεί η 
υνέκλουση  διαφορετικών  πρωτεϊνικών  μορίων  παραπλήσιου  υδροδυναμικού 
γκου. Το αποτέλεσμα της μέτρησης μάζας στη χρωματογραφική κορυφή  ,υπό 
υγκεκριμένες συνθήκες, θα αποτελέσει τον μέσο όρο μαζών των πρωτεϊνικών 
ορίων. Οι συγκεντρώσεις στις παρακάτω αντιδράσεις αφορούν την μονομερή 
ορφή  των  πρωτεϊνών  για  να  αποφευχθεί  η  σύγχυση  κατά  τον  ολιγομερισμό 
ους. 

α
α
έ
κολώνας  υπάρχουν:  ανιχνευτής  μέτρησης    απορρόφησης  στα  280nm  μήκος 
κύματος  (UV  detector),  ένας  ανιχνευτής  διάθλασης  φωτός  (Refractive  Index 
detector),  και  μία  συστοιχία  laser  σε  κυκλική  διάταξη  για  την  μέτρηση  του 
σκεδαζομένου φωτός  συναρτήσει  της  γωνίας  (MALLS  detector).  Οι  ανιχνευτές 
παρέχουν  δεδομένα  που  με  την  χρήση  ειδικού  λογισμικού  μας  δίνεται  η 
υνατότητα απεικ
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3
φ
.2 Σχηματισμός  και  χαρακτηρισμός  συμπλόκων  της  αλκαλικής 
ωσφατάσης με τις σαπερόνες TF και SecB. 

 

ελέτη  της  εγγενούς  και  μη  εγγενούς  μορφής  της 
αλκαλικής φωσφατάσης.         

 

ική φωσφατάση είναι ένα ένζυμο του περιπλάσματος. Συντίθεται 
το  κυ

  της  αγρίου  τύπου  πρωτεΐνης  (σχήμα  3.1).                                  
Επειδή ο βαθμός αναγωγής της αγρίου τύπου πρωτεΐνης εξαρτάται από 

ολλές  παραμέτρους,  με  την  προσθήκη  αναγωγικού  παράγοντα  στην  ουσία 
ημιουργούμε  δύο πληθυσμούς. Ο  κύριος πληθυσμός  της πρωτεΐνης  βρίσκεται 
την  ανηγμένη  του  μορφή  ενώ  συνυπάρχει  και  ένας  υποπληθυσμός  με  μόρια 
την  οξειδωμένη  μορφή.  Για  να  αποφευχθεί  τέτοιου  είδους  σύγχυση  κρίνεται 
γκυρη,  βάση  των  παραπάνω,  η  χρήση  της  proPhoA  (Cys‐)  ως  την  ανηγμένη 

3.2.1 Μ

  Η αλκαλ
σ τταρόπλασμα  ως  πρόδρομο  μόριο  με  αμινοτελικό  πεπτίδιο  οδηγό  και 
εκκρίνεται μέσω του συστήματος Sec. Σε αντίθεση με άλλα υποστρώματα που 
έχουν  χρησιμοποιηθεί  κατά  καιρούς  για  την  μελέτη  του  συγκεκριμένου 
συστήματος έκκρισης πρωτεϊνών, η αλκαλική φωσφατάση κρίνεται ως ένα από 
τα  πιο  κατάλληλα.  Απομονώνεται  εύκολα  από  σωμάτια  εγκλεισμού  σε 
αποδιατακτικές  συνθήκες.  Δεν  σχηματίζει  συσσωματώματα  και  επιπλέον 
παραμένει διαλυτή σε υδατικά διαλύματα για μεγάλο χρονικό διάστημα απουσία 
αποδιατακτικού παράγοντα. Τέλος, έχει άψογη χρωματογραφική συμπεριφορά, 
γεγονός  που  ευνοεί  την  μελέτη  συμπλόκων  σε  διάλυμα,  με  την  χρήση  της 
χρωματογραφίας.                                                                                                                    
  Η  ενζυμική  της  δραστικότητα,  βασίζεται  στον  σχηματισμό  δύο 
ενδομοριακών  δισουλφιδικών  δεσμών  που  χαρακτηρίζουν  και  την  εγγενή  της 
κατάσταση (Akiyama and Ito 1993). Η απουσία των δισουλφιδικών δεσμών, έχει 
βρεθεί  οτι  επιφέρει  20%  αύξηση  της  υδροδυναμικής  ακτίνας  του  μορίου  κάτι 
που  συσχετίζεται  με  πιθανή  δομή  εύπλαστης  σφαίρας  (molten  globule).  Ένα 
βασικό χαρακτηριστικό της αλκαλικής φωσφατάσης είναι οτι μόνο η μη εγγενής 
της  μορφή  ‐ανηγμένη‐    έχει  την  δυνατότητα  να  μετατοπιστεί  διαμέσου  της 
μεμβράνης από την ATPάση του συστήματος SecA  (Gouridis, Karamanou et  al. 
2009).  Πρακτικά  λοιπόν  οι  δύο  μορφές  αυτές  της  πρωτεΐνης  μπόρεσαν  να 
μελετηθούν  ρυθμίζοντας  αντίστοιχα  τις  συνθήκες  παρουσία  η  μη  αναγωγικού 
παράγοντα DTT.                                                                                                                        
  Διαθέσιμο  ήταν  και  το  παράγωγο  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  του 
οποίου οι κυστείνες έχουν μεταλλαχθεί σε αλανίνες. Το παράγωγο αυτό έχει την 
ίδια  συμπεριφορά,  τόσο  σε  ιδιότητες  όσο  και  σε  λειτουργικό  επίπεδο,  με  την 
ανηγμένη  μορφή  της  αγρίου  τύπου  πρωτεΐνης  (Gouridis,  Karamanou  et  al. 
2009).  Το  παράγωγο  αυτό,  που  στο  εξής  θα  αναφέρεται  ως  proPhoA  (Cys‐), 
ξετάστηκε  με  χρωματογραφία  μοριακού  αποκλεισμού  και  επιβεβαιώθηκε  ότι 
αι  χρωματογραφικά  (χρόνος  έκλουσης)  συμπεριφέρεται  όπως  η  ανηγμένη 
ορφή

ε
κ
μ
 
π
δ
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μορφή  της  πρωτεΐνης,  για  τον  σχηματισμό  και  την  μελέτη    συμπλόκων  που 
δημιουργούνται κατά το μονοπάτι έκκρισης της πρωτεΐνης. 

         

Σχήμα 3.1: Αποτελέσματα χρωματογραφίας μοριακού αποκλεισμού. Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 
50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 0,8ml/min . Οι τελείες αντιπροσωπεύουν την 
μετρούμενη μάζα των εκλουόμενων μορίων. Γράφημα πάνω: διακρίνονται η εγγενής (διακεκομμένη 
γραμμή) και η μη εγγενής (συνεχόμενη γραμμή) μορφή της αλκαλική φωσφατάσης συγκέντρωσης 
20μM. Γράφημα κάτω: διακρίνεται το παράγωγο της αλκαλικής φωσφατάσης, του οποίου οι κυστείνες 
έχουν αντικατασταθεί με σερίνες, συγκέντρωσης 20μΜ. Παρατηρούμε οτι ο χρόνος έκλουσης τόσο 
του παραγώγου όσο και της ανηγμένης μορφής της αγρίου τύπου πρωτεΐνης είναι ο ίδιος. 

 

Το  θεωρητικό  μοριακό  βάρος  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  υπολογίστηκε  52 
kDa. Παρατηρούμε οτι η οξειδωμένη μορφή της εκλούεται σαν δύο πληθυσμοί. 
Ένας  υποπληθυσμός  που  μετράται    100kDa  και  αποτελεί  ένδειξη  για  την 
παρουσία  διμερούς  καθώς  και  ο  κύριος  πληθυσμός  48.2  kDa  αντίστοιχα.  Η 
δημιουργία ολιγομερών στη συγκεκριμένη πρωτεΐνη  έχει παρατηρηθεί και στο 
παρελθόν  και  έχει  συνδεθεί  με  την  ύπαρξη μετάλλων.  Για  τον  λόγο αυτό στην 
κινητή  φάση  περιέχεται  σε  μικρή  συγκέντρωση  μεταλλοχειλικός 
υποκαταστάτης EDTA σε μικρή συγκέντρωση. Η ανηγμένη μορφή της μετράται 
55 kDa, ακριβώς όσο και  το  (Cys‐) παράγωγο. Είναι αξιοσημείωτη η μεταβολή 
του  υδροδυναμικού  όγκου  της  πρωτεΐνης  μόνο  από  την  αναγωγή  των 
δισουλφιδικών  δεσμών,  κάτι  που  είναι  ορατό  από  την  διαφορά  του  χρόνου 
έκλουσης (16,3min‐ 14,2min).   
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3.2.2 Σύμπλοκο αλκαλικής φωσφατάσης με την σαπερόνη TF. 
 

  Η γενική  σαπερόνη Trigger  Factor  είναι  ένα  μία  από  τις  πρωτεΐνες που 
συναντάται  συνδεδεμένη  με  το  ριβόσωμα  και  ανιχνεύει  τι  πρωτεΐνες 
συντίθενται.  Η  λειτουργία  του  είναι  να  καθοδηγεί  συγκεκριμένες 
νεοσυντιθέμενες  πρωτεΐνες  στα  πρώτα  βήματα  αναδίπλωσής  τους 
προστατεύοντάς τις ταυτόχρονα από λάθος αναδίπλωση η από την δημιουργία 
συσσωματωμάτων.    Δεν  υπάρχουν  δεδομένα  για  το  αν  ο  TF  μπορεί  να 
αναγνωρίσει  και  να  διαχωρίσει  ποιες  πρωτεΐνες  πρέπει  να  στοχευθούν  στην 
μεμβράνη  και  συνεπώς  δεν  είναι  σαφές  το  αν  επιτελεί  κάποια  λειτουργία  στο 
μονοπάτι  στόχευσης  πρωτεϊνών.  Υπάρχουν  όμως  ενδείξεις  οτι  απουσία  του  οι 
πρωτεΐνες  της  εξωτερικής  μεμβράνης εμφανίζουν  πρόβλημα  έκκρισης.                                  
  Όπως  διαπιστώθηκε  ο  TF  αλληλεπιδρά  με  την  αλκαλική  φωσφατάση, 
μόνο  όμως  με  την  ανηγμένη  της  μορφή    σχηματίζοντας  σταθερό  σύμπλοκο  με 
στοιχειομετρία  1:1  και  μάζα  96kDa.  Όταν  ο  TF  βρίσκεται  στο  διάλυμα  μόνος, 
συναντάται  ως  διμερές  με  σταθερά  διάστασης  υπολογιζόμενη  περίπου  2μΜ 
(σχήμα  3.2).  Ο  TF  ωστόσο  για  να  δημιουργηθεί  το  σύμπλοκο  ΤF  ‐  proPhoA 
παρατηρούμε οτι μονομερίζεται αφού η μάζα του νέου πληθυσμού δικαιολογεί 
ένα μόριο proPhoA και ένα μονομερές TF (σχήμα 3.3).  

                                   
Σχήμα 3.2: Στήλη: 10/300GL. Κινητή 

ρές σε σχέση 

 

φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 
1mM EDTA με ροή 0,8ml/min. Η 
συγγένεια του TF για τον εαυτό του 
βρέθηκε περίπου 2μΜ. Το θεωρητικό 
μοριακό βάρος του είναι 52kDa. Οι 
συγκεντρώσεις TF που αναγράφονται 
αφορούν το δείγμα στην κολώνα όπου έχει 
υποστεί αραίωση περίπου 10φο
με την συγκέντρωση που φορτώθηκε. 
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 Σχήμα 3.3: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. Ο σχηματισμός συμπλόκου και η μέτρηση μάζας ήταν πανομοιότυπα τόσο για την αγρίου 
τύπου ανηγμένη μορφή όσο και για το μετάλλαγμα Cys- της αλκαλικής φωσφατάσης. Αντίδραση  20μΜ 
proPhoA (Cys-) και 40μΜ TF. Στα 13min εκλούεται νέος πληθυσμός και μετράται 96kDa. Η μάζα 
αυτή δικαιολογεί την δημιουργία συμπλόκου μεταξύ ενός μορίου TF και ενός μορίου proPhoA 
(θεωρητικό μοριακό βάρος συμπλόκου 92kDa).                                                                         

 

25 
 



3.2.3 Σύμπλοκο αλκαλικής φωσφατάσης με την σαπερόνη SecB.                                      
 

Η SecB αποτελεί μία ειδική σαπερόνη του συστήματος έκκρισης πρωτεϊνών Sec 
σε  μερικά βακτήρια  (Van der  Sluis  and Driessen 2006).  Το μοριακό  της  βάρος 
είναι  17  kDa  και  στο  διάλυμα  εμφανίζεται  ως  τετραμερές  (Xu,  Knafels  et 
al.2000).  Στην  βιβλιογραφία  αναφέρεται  πως  το  τετραμερές  της  SecB 
οργανώνεται  ως  διμερές  διμερών  ενώ  σημειώνεται  πως  η  μονομερής  και  η 
τριμερής μορφές δεν μπορούν να υπάρξουν (Xu, Knafels et al. 2000; de Kruijff et 
al.  2003).  Το  θεωρητικό  μοριακό  βάρος  ανέρχεται  στα  80  kDa  λόγω  του 
εξαϊστιδινικού  επιτόπου που έχει εισαχθεί για την απομόνωσή της πρωτεΐνης σε 
άθε  πρωτομερές.  H  σταθερά  ισορροπίας  του  διμερούς‐τετραμερούς  έχει 

για την 
ecB μετρήθηκε 0,85μΜ (σχήμα 3.4 πάνω δεξιά).                  

 

   

κ
υπολογιστεί 20nM (Muren, Suciu et al.1999). Η ανηγμένη μορφή της αλκαλικής 
φωσφατάσης αλληλεπιδρά με την σαπερόνη SecB, ενώ όπως παρατηρήθηκε με 
τον TF η οξειδωμένη δεν αλληλεπιδρά. O καινούριος πληθυσμός που προκύπτει 
από  την  ανάμειξη  της  ανηγμένης  proPhoA  με  την  SecB  μετράται  στα  90  kDa.  
Στην  μετρούμενη  μάζα  του  συμπλόκου  δικαιολογούνται  2μόρια  SecB  και  ένα 
μόριο proPhoA (2:1)  . H συγγένεια της ανηγμένης μορφής της proPhoA 
S

 

                                                                                                                                                                                     
Σχήμα 3.4: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. Γράφημα πάνω: Αντίδραση 20μΜ proPhoA (Cys-) και 80μΜ SecB. Στα 13min εκλούεται 
νέος πληθυσμός με μάζα 90kDa. Γράφημα κάτω: Αντίδραση 20μΜ proPhoA oxidized και 80μΜ SecB. 
Δεν παρατηρείται σχηματισμός συμπλόκου ή κάποια σημαντική αλληλεπίδραση. Γράφημα δεξιά: Η 
συγγένεια της proPhoA για την SecB μετρήθηκε 0,85μΜ. Οι συγκεντρώσεις SecB που αναγράφονται 
αφορούν το δείγμα στην κολώνα όπου έχει υποστεί αραίωση περίπου 10φορές σε σχέση με την 
συγκέντρωση που φορτώθηκε. 
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3.2.4 Αλληλεπιδράσεις  των  σαπερονών  TF,  SecB  με  το  ώριμο 
τμήμα της αλκαλικής φωσφατάσης. 

 

  Όπως είναι γνωστό το πεπτίδιο σήμα της αλκαλικής φωσφατάσης φέρει 
πληροφορίες  για  την  επιτυχή  μετατόπισή  της  πρωτεΐνης  στο  περίπλασμα 
διαμέσου  του  μεμβρανικού  καναλιού  SecYEG  (Halegoua,  Sekizawa  et  al.1977; 
Innouye and Beckwith 1977). Θέλοντας να μελετήσουμε το ρόλο του πεπτιδίου 
σήματος στην αναγνώριση του υποστρώματος αυτού από την γενική σαπερόνη 
TF  καθώς  και  από  την  ειδική  σαπερόνη  του  συστήματος  Sec,  την  SecB, 
αφαιρέσαμε  το  αμινοτελικό  άκρο  της  αλκαλικής  φωσφατάσης.  Πλέον  σαν 
υπόστρωμα  χρησιμοποιούμε  μόνο  το  ώριμο  τμήμα  της  πρωτεΐνης.  Κατ' 
αντιστοιχία  με  την  αλκαλική  φωσφατάση  που  φέρει  το  πεπτίδιο  σήμα,  η 
οξειδωμένη μορφή του ώριμου τμήματος δεν αλληλεπιδρά με καμία από τις δύο 
σαπερόνες.  Για  τον  λόγο  αυτό  χρησιμοποιήσαμε  παράγωγο  της  ώριμης 
αλκαλικής  φωσφατάσης  του  οποίου  οι  κυστείνες  μεταλλάχθηκαν  σε  αλανίνες 
(PhoA Cys‐).        Το  ώριμο  τμήμα  της  φωσφατάσης  αλληλεπιδρά  με  την 
ecB όπως ακριβώς και όταν διαθέτει το πεπτίδιο σήμα, σχηματίζοντας σταθερό 
ύμπλοκο μάζας 76,5kDa που δικαιο ίδια στοιχει
S
σ
Η
π

λογεί την  ομετρία 2SecB:1PhoA.  
  εικόνα  όμως  για  την  αλληλεπίδραση  με  τον  TF  διαφοροποιείται  αφού 
ρόκειται μάλλον για ασθενής αλληλεπίδραση (σχήμα 3.5). Συνεπώς το πεπτίδιο 
σήμα,  παρά  το  μικρό  μέγεθος  συγκριτικά  με  το  ώριμο  τμήμα  της  πρωτεΐνης, 
φαίνεται να αλληλεπιδρά άμεσα με τον ΤF ισχυροποιώντας τις αλληλεπιδράσεις.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 3.5: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
,8ml/min. Γράφημα πάνω: Αντίδραση 20μΜ PhoA (Cys-) και 80μΜ SecB. Στα 13,3 min εκλούεται 
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νέος πληθυσμός με μάζα 76.5kDa. Γράφημα κάτω: Αντίδραση 20μΜ PhoA (Cys-) και 40μΜ TF. Ο TF 
φαίνεται να αλληλεπιδρά με το ώριμο τμήμα της φωσφατάσης παροδικά. Η μάζα μετράται μόλις 

3.2.

                                

                                

έου. H συγγένεια της SecB για τον εαυτό της παραμένει χαμηλά στην κλίμακα 
nΜ  (μη  μετρήσιμη  με  αυτή  την  τεχνική)  όπως  ακριβώς  και  στην  αγρίου 
SecB.  Η  αντίδρασή  της  SecB  (L42R)  με  την  αλκαλική  φωσφατάση 

πιβεβαιώνει  τα  παραπάνω  καθώς  δεν  υπάρχει  σχηματισμός  σταθερού 
υμπλόκου  παρά  μόνο  κάποια  παροδική  αλληλεπίδραση  (σχήμα  3.6).  To 
χρωματογράφημα  της  αντίδρασης  μοιάζει  να  επικαλύπτει  τις  κορυφές  των 
ντιδρώντων.  Η  αντίδραση  πραγματοποιήθηκε  σε  ένα  εύρος  συγκεντρώσεων 
ερίσσειας  proPhoA  Cys‐  για  να  επιβεβαιωθεί  η  χαμηλή  συγγένεια  του 
μεταλλάγματος  της  SecB  για  την  φωσφατάση.  Επιπλέον  το  σύμπλοκο  με  την 
γρίου τύπου SecB ίδιας συγκεντρωσης, εκλούεται πιο νωρίς (13min) κάτι που 
ημαίνει οτι περισσοτερα μόρια proPhoA έχουν προσδεθεί στην SecB σε σχέση 
το μετάλλαγμα. Εφόσον οι συνθήκες της αντίδρασης παρέμειναν οι ίδιες κάτι 

σημαίνει οτι το μετάλλαγμα της SecB έχει χαμηλότερη συγγένεια για την 
λκαλική  φωσφατάση  συγριτικά  με  την  αγρίου  τύπου  και  έτσι  η  αντίδραση 
ετατοπίζεται με διαφορετικό τρόπο.  

65kDa και δεν δικαιολογεί κάποιο σύμπλοκο. 

5 Αλληλεπίδραση  αλκαλικής  φωσφατάσης  με  το  μετάλλαγμα  
SecB (L42R). 

  Στο παράγωγο αυτό της SecB έχει αντικατασταθεί η λυσίνη στη θέση 42 
της  με  το  αμινοξύ  αργινίνη.  Η  μεταλλαγή  αυτή  βρίσκεται  στο  κέντρο  της 
κοιλότητας πρόσδεσης πολυπεπτιδίου, στην πλευρική διεπιφάνεια που ορίζουν 
τα  δύο  διμερή  .  Τα  γειτονικά  αμινοξέα  στην  κοιλότητα  είναι  υδρόφοβα.  Η 
παρεμβολή  της  αργινίνης,  ενός  φορτισμένου  αμινοξέος,  στην  συγκεκριμένη 
επιφάνεια  φαίνεται  δημιουργεί  πρόβλημα  στην  σύνδεση  της  SecB  με  τα  μη 
εγγενή  υποστρώματα,  που  εικάζεται  οτι  αλληλεπιδρούν  με  τα  υδρόφοβα 
αμινοξέα  της  κοιλότητας.  Έτσι  λοιπόν  το  μετάλλαγμα  αυτό  παρουσιάζεται  να 
εμφανίζει μειωμένη συγγένεια για τα υποστρώματα, άρα χάνει την ιδιότητα της 
σαπερόνης και δεν μπορεί να διατηρήσει τα υποστρώματα στην μη εγγενή τους 
μορφή  ώστε  να  μετατοπιστούν  επιτυχώς.  ενώ  διατηρεί  την  τετραμερή  δομή 
(Bechtluft  et  al.  2010).  
  Τα  υποστρώματα  που  είχαν  δοκιμαστεί  στην  βιβλιογραφία  είχαν 
διαφορετικά  χαρακτηριστικά  από  την  αλκαλική  φωσφατάση  (μέγεθος, 
υδροφοβικότητα,  διαλυτότητα  σε  υδατικά  διαλύματα).  Επιπλέον  η  κοιλότητα 
στην οποία βρίσκεται το κατάλοιπο που μεταλλάχθηκε, εντοπίζεται στην άκρη 
της επιφάνειας που έρχονται σε επαφή τα δύο διμερή. Κατά την μετάβαση της 
SecB από την τετραμερή μορφή στην διμερή  ,όπως δείχθηκε οτι απαιτείται για 
ον σχηματισμό συμπλόκου με την φωσφατάση, η μεταλλαγή ενδέχεται να έχει 
ιαφορετικό  φαινότυπο.  

   Για  να  επιβεβαιωθούν  τα  παραπάνω  χαρακτηρίσαμε  την  πρωτεΐνη  εκ 
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Σχήμα 3.6: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. Η μάζα της SecB(L42R) (40μΜ) μετράται 89.2 kDa ,της proPhoA Cys- (20μΜ) 56.4 kDa. 
Με μαύρο χρώμα: Aντίδραση 20μΜ proPhoA (Cys-) και 40μΜ SecB(L42R). O κύριος πληθυσμός 
εκλούεται στα 13.8min με μάζα 81.6kDa. 

 

3.3 Σχηματισμός και χαρακτηρισμός συμπλόκων της β­γλυκοσιδάσης 
με τις σαπερόνες TF και SecB. 
 

  Εκτός  από  την  αλκαλική φωσφατάση  δοκιμάστηκε  και  η  περιπλασμική 
πρωτεΐνη β‐γαλακτοσιδάση. Το θεωρητικό μοριακό της βάρος  είναι 82kDa και 
εκτός  από  το  μέγεθος  παρουσιάζει  αρκετές  διαφορές  συγκριτικά  με  την 
φωσφατάση.  Πιο  συγκεκριμένα  η  γαλακτοσιδάση  η  οποία  απομονώνεται  και 
αυτή  από  σωμάτια  εγκλεισμού  σε  αποδιατακτικές  συνθήκες  εμφανίζει 
μεγαλύτερο  ποσοστό  υδρόφοβων  αμινοξέων.  Απομακρύνοντας  τον 
αποδιατακτικό  παράγοντα  ουρία,  το  μεγαλύτερο  μέρος  της  πρωτεΐνης 
σχηματίζει συσσωματώματα τα οποία δεν μπαίνουν στην στήλη και εκλούονται 
στα 7.2min (νεκρός όγκος στήλης) ενώ ένα μικρό μέρος της διαπερνά την στήλη 
και  εκλούεται  στα  15.3min  (σχήμα  3.7  πράσινο).  Μελετήθηκαν  οι 
αλληλεπιδράσεις  της  προπρωτεΐνης  με  τις  σαπερόνες  SecB  και  ΤF 
ακολουθώντας  την  ίδια  πορεία  εργασίας  όπως  και  στην  περίπτωση  της 
αλκαλικής φωσφατάσης. 
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Σχήμα 3.7: Στήλη: HR10/30. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. Με πράσινο χρώμα εμφανίζεται η proBglX. Χαρακτηριστική κορυφή στα 7.5min των 
συσσωματωμάτων που σχηματίζει η γλυκοσιδάση απομακρύνοντας τον αποδιατακτικό παράγοντα.    
Γράφημα πάνω: Αντίδραση 10μΜ proBglX και 40μΜ SecB. Στα 12min εκλούεται νέος πληθυσμός με 
μάζα 155kDa ενώ παράλληλα μειώνεται το ποσοστό της γλυκοσιδάσης που εκλούεται σαν 
συσσωματώματα. Η μάζα του συμπλόκου δικαιολογεί 4μόρια SecB: 1μόριο proBglX (θεωρητικό 
μοριακό βάρος 164kDa). Γράφημα κάτω: Αντίδραση 10μΜ proBglX και 40μΜ TF. Αντίστοιχα η 
παρουσία του TF προκαλεί μείωση του   ποσοστού της γλυκοσιδάσης που εκλούεται σαν 
συσσωματώματα. Παρ' όλα αυτά δεν δημιουργείται κάποιο σύμπλοκο. Ο TF παρουσία του 
υποστρώματος εκλούεται στο ίδιο σημείο και η μάζα του μετράται η ίδια. Πιο δεξιά, στα 15.1min 
παρατηρούμε την εμφάνιση ενός πληθυσμού που μετράται 77kDa. 

 

H β‐γλυκοσιδάση  δημιουργεί  σταθερό  σύμπλοκο  με  την  σαπερόνη  SecB  μάζας 
155kDa  (σχήμα 3.7 πάνω)  εμποδίζοντας  την  δημιουργία  συσσωματωμάτων. Η 
μάζα αυτή δικαιολογεί 4μόρια SecB και ένα μόριο υποστρώματος. Παρατηρούμε 
οτι ενώ η στοιχειομετρία σ

           

υμπλόκου με την SecB στην περίπτωση της αλκαλικής 
φωσφατάσης δείξαμε οτι είναι 2:1 διαφέρει από αυτήν με την γλυκοσιδάση που 
είναι 4:1. Ωστόσο δεν μπορούμε να εξάγουμε συμπέρασμα για την ολιγομερική 
μορφή  της  SecB  στο  σύμπλοκο.  Πιθανόν  διάφορα  χαρακτηριστικά  της 
πρωτεΐνης  να  υποδεικνύουν  την  στοιχειομετρία  του  συμπλόκου 
SecB:υποστρώματος.                                 
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Στην  περίπτωση  που  η  σαπερόνη  είναι  ο  TF  δεν  παρατηρείται  σχηματισμός 
συμπλόκου.  Ωστόσο  εμποδίζεται  η  δημιουργία  συσσωματωμάτων  και  έχουμε 
την  έκλουση    ενός  πληθυσμού  μάζας  77kDa  στο  ίδιο  σημείο  με  την  ελεύθερη 
γλυκοσιδάση  (σχήμα  3.7  κάτω).  Προκειμένου  να  ελέγξουμε  αν  ο  πληθυσμός 
αυτός    είναι  όντως  η  β‐γλυκοσιδάση,  τα  κλάσματα  που  συλλέχτηκαν  από  την 
χρωματογραφία  αναλύθηκαν  σε  SDS‐PAGE  πηκτής  ακρυλαμίδης  13%  (σχήμα 
3.8).  Όπως  φαίνεται  και  από  την  ανάλυση  των  κλασμάτων  ο  πληθυσμός  στα 
15.1min  είναι  η  β‐γλυκοσιδάση.  Πιθανόν  η  υδατοδιαλυτή  αυτή  μορφή  της  να 
είναι κάποια εν μέρει αναδιπλωμένη μορφή, που προέκυψε αυθόρμητα για ένα 
μέρος του συνολικού πληθυσμού, στην περίπτωση της ελεύθερης πρωτείνης και 
σαν κύριος πληθυσμός μετά από αλληλεπίδραση με τον TF. Παρατηρούμε οτι ο 
TF  δεν  λειτουργεί  σαν  holdase  αλλά  διατηρεί  την  ιδιότητα  της  σαπερόνης 
εμποδίζοντας  τον  σχηματισμό  συσσωματωμάτων  και  οδηγώντας  σε 
αναδίπλωση.  

 

Σχήμα 3.8: Στήλη: HR10/30. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. Γράφημα πάνω: (κόκκινο) αντίδραση1 : 10μΜ proBglX και 40μΜ TF, (πράσινο) 
αντίδραση2 : 10μΜ proBglX και 20μΜ TF. Είναι χαρακτηριστικό οτι χαμηλώνοντας την συγκέντρωση 
του TF αυξάνεται το ποσοστό συσσωματωμάτων της γλυκοσιδάσης. Ο άξονας των x είναι στην 
μονάδα του όγκου ενώ έχουν σημειωθεί τα κλάσματα των 0.4ml που αναλύονται (από 10.4ml-12.8ml 
). Κάτω : SDS-PAGE 13% πηκτής ακρυλαμίδης. 1: Μοριακοί δείκτες (Βiorad), 2 - 8: (πάνω) τα 
κλάσματα της αντίδρασης1, (κάτω) της αντίδρασης2, 9: ποσότητα καθαρισμένης proBglX. Έχουν 
σημειωθεί οι θέσεις που τρέχουν τόσο η proBglX όσο και ο TF. Τα κλάσματα συλλέχθηκαν 
χειροκίνητα και υπάρχει χρονική απόκλιση μεταξύ της συλλογής του κλάσματος και  της καταγραφής 
του σήματος από τον UV ανιχνευτή.  
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3.4 Αλληλεπιδράσεις των σαπερονών TF και SecB με την ATPάση SecA. 
 

  Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 2, βάση μοντελοποίησης της δομής του 
διμερούς  της  SecA  αποκτήσαμε  πληροφορίες  σχετικά  με  την  υποψήφια 
επιφάνεια  διμερισμού  της.  Έτσι  έγινε  προσπάθεια  να  κατασκευαστεί  το 
μετάλλαγμα της μονομερούς SecA. Το μετάλλαγμα από το οποίο αφαιρέσαμε ένα 
τμήμα  του αμινοτελικού άκρου  (έλικα α0)  και  αντικαταστήσαμε συγκεκριμένα 
αμινοξέα από την έλικα α1  σε αλανίνες, επιβεβαίωσε τον επιθυμητό φαινότυπο 
της  μονομερούς  SecA  και  εξετάστηκε  ενδελεχώς  (Gouridis  et  al.  2012  υπό 
προετοιμασία). Για να μπορέσουμε να μελετήσουμε το φαινόμενο της στόχευσης 
των  υποστρωμάτων  στην  ATPάση  του  συστήματος  και  κατ'  επέκταση  στην 
μεμβράνη,  έπρεπε  να  κατανοήσουμε  τις  αλληλεπιδράσεις  της  ATPάσης  με  τις 
σαπερόνες.  Επιπλέον  με  την  χρήση  της  μονομερούς  SecA  μπορέσαμε  να 
εξάγουμε  συμπεράσματα  για  την  ημασία  της  ολιγομε ικής της  κατάστασης 
στις 

σ ρ  
αλληλεπιδράσεις  αυτές.                                  

  Ο  TF  είδαμε  οτι  δεν  σχηματίζει  σύμπλοκο  με  την  SecB.  Αντίστοιχα  δεν 
αλληλεπιδρά  με  καμία  από  τις  δύο  μορφές  της  SecA  (μονομερή,  διμερή)  (βλ. 
παράρτημα1).    Η  SecB  αγρίου  τύπου  ωστόσο,  σχηματίζει  σταθερά  σύμπλοκα 
τόσο με το διμερές όσο και με το μονομερές της  SecA. Οι μάζες των συμπλόκων 
μετρήθηκαν 243.8kDa και  136.5kDa αντίστοιχα και  δικαιολογούν  και στις  δύο 
περιπτώσεις  την  ίδια  στοιχειομετρία  2μόρια  SecB  :  1μόριο  SecA  (σχήμα  3.9).                                  
  Παρατηρούμε  οτι  η  SecB  από  την  τετραμερή  μορφή  διίσταται  στην 
διμερή για να προσδεθεί στην ATPάση. Επιπλέον η 2:1 στοιχειομετρία και στα 
δύο σύμπλοκα, υποδεικνύει οτι η διμερής SecB προσδένεται μόνο στο ένα από τα 
δύο  πρωτομερή  της  SecA.  Ενώ  λοιπόν  το  μόριο  της  SecA  είναι  συμμετρικό, 
καθώς  τα  δύο  πρωτομερή  είναι  αντιπαράλληλα,  το  σύμπλοκο  με  την  SecB 
εμφανίζεται ασύμμετρο. Η συγγένεια  της  SecB για  την  διμερή SecA μετρήθηκε 
1.1μΜ ενώ για την μονομερή SecA 1μΜ (σχήμα 3.9). Το γεγονός οτι η συγγένεια 
για  το  διμερές  και  το  μονομερές  της  SecA  είναι  ίδια,  υποδεικνύει  ότι  η 
αλληλεπίδραση αφορά το ένα πρωτομερές και είναι ανεξάρτητη του δεύτερου.                                  
  Επιπλέον,  μελετώντας  την  αντίδραση  SecA  ‐  SecB  κάτω  από  συνθήκες 
ερίσσειας SecB, εμφανίζεται ένας νέος υποπληθυσμός μεγαλύτερης μάζας, που π
στην περίπτωση της διμερούς SecA μετράται 276 ενώ της μονομερούς 175kDa . 
Οι τιμές μάζας δικαιολογούν σύμπλοκα SecA‐SecB με στοιχειομετρία 4:1(σχήμα 
3.10).                                                                                    
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Σχήμα 3.9: Στήλη: HR10/30. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. (πάνω αριστερά): (μπλε) 10μΜ  SecA (διμερής μορφή), (κόκκινο) 40μΜ SecB,  (μαύρο) 
αντίδραση 10μΜ  SecA (διμερής μορφή) με 40μΜ SecB. Ο νέος πληθυσμός που προκύπτει από την 
ανάμειξη εκλούεται στα 10.7min και έχει μάζα 243.8kDa. (κάτω αριστερά): (μπλε) 10μΜ SecA 
(μονομερής μορφή), (κόκκινο) 40μΜ SecB,  (μαύρο) αντίδραση 10μΜ  SecA (μονομερής μορφή) με 
40μΜ SecB. Ο νέος πληθυσμός που προκύπτει από την ανάμειξη εκλούεται στα 11.7min και έχει μάζα 
136.5kDa. (πάνω δεξιά): Η συγγένεια της SecB για την διμερή SecA υπολογίζεται 1.16μΜ. (κάτω 
αριστερά): Η συγγένεια της SecB για την διμερή SecA υπολογίζεται 1.03μΜ. Η συγκέντρωση της 
SecA στις αντιδράσεις για τον υπολογισμό της συγγένειας, ήταν 10μΜ και η συγκέντρωση αναγωγικού 
παράγοντα ήταν 5mM. 

 

Σχήμα 3.10: Στήλη: 
HR10/30. Κινητή φάση: 
50mM Tris-HCl pH=8, 
50mM KCl, 1mM EDTA 
με ροή 0,8ml/min. 

(πάνω):Αντίδραση 
περίσσειας SecB 
(100μΜ) με 10μΜ  SecA 
και 5mM DTT. Στα 
9.8min εκλούεται 
υποπληθυσμός με μάζα 
276kDa που δικαιολογεί 
σύμπλοκο 4SecB:1SecA. 

(κάτω):Αντίδραση 
περίσσειας SecB 
(100μΜ) με 10μΜ  
μονομερούς SecA και 
5mM DTT. Στα 10.6min 
εκλούεται υποπληθυσμός 

με μάζα 175kDa που δικαιολογεί σύμπλοκο 4SecB:1SecA. 
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Επίσης  οι  αντιδράσεις  με  την  ATPάση  SecA  πραγματοποιήθηκαν  και  με  το 
μετάλλαγμα  της  SecB(L42R).  Η  συγγένεια  της  SecB(L42R)  για  την  SecA 
υπολογίστηκε  1.6μΜ  (σχήμα  3.11),  σχεδόν  όσο  και  της  αγρίου  τύπου  SecB 
(1.1μΜ). Η μόνη  διαφορά που  εντοπίσαμε  είναι  στις  αντιδράσεις  με περίσσεια 
SecΒ.  Όταν η συγκέντρωση τηs SecB(L42R) είναι κάτω από 6 φορές μεγαλύτερη 
από αυτήν της SecA, η στοιχειομετρία του συμπλόκου SecB(L42R):SecA είναι 2:1 
(σχήμα 3.11). Για μεγαλύτερες συγκεντρώσεις SecB(L42R) η στοιχειομετρία του 
συμπλόκου  ανάγεται  σε  4:1.  Οι  συγκεντρώσεις  του  μεταλλάγματος  που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη σχηματίζουν σύμπλοκα με την SecA με 
στοιχειομετρία 2:1 όπως ακριβώς και η με την αγρίου τύπου SecB.                                                               

 

Σχήμα 3.11: Στήλη: HR10/30. Κινητή φάση: 
50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA 
με ροή 0,8ml/min. Η συγγένεια της SecB(L42R), 
στο συγκεκριμένο εύρος συγκεντρώσεων, για την 
SecA υπολογίστηκε 1.66μΜ. Η συγκέντρωση 
SecA που χρησιμοποιήθηκε για κάθε αντίδραση 
ήταν 10μΜ και η συγκέντρωση αναγωγικού 
παράγοντα ήταν 5mM.  
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3.5 Μεταφορά υποστρωμάτων στην ATPάση SecA 
 

Στις  προηγούμενες  θεματικές  ενότητες  του  κεφαλαίου  3  μελετήσαμε  τις 
αλληλεπιδράσεις των υποστρωμάτων αλκαλική φωσφατάση και β‐γλυκοσιδάση 
με  τις  σαπερόνες  SecB  και  TF  καθώς  και  τις  αλληλεπιδράσεις  των  ίδιων  των 
σαπερονών  με  την  ATPάση  του  Sec  συστήματος,  SecA.  Οι  συγκεκριμένες 
προπρωτεΐνες μετά την έκφρασή τους έχουν σαν στόχο να μετατοπιστούν στο 
περίπλασμα δια μέσου του μεμβρανικού καναλιού του συστήματος. Το μονοπάτι 
αυτό της στόχευσης στην μεταθετάση εικάζεται οτι περιλαμβάνει την πρόσδεση 
των προπρωτεϊνών στην σαπερόνη SecB, έτσι ώστε να διατηρηθεί η μη εγγενής 
μορφή  τους  (Hardy  and  Randall  1991
υποστρώματος‐σαπερόνης  στοχεύεται
προσδεδεμένη  στην  μεταθετάση.  Η  σ
επιφάνεια  της  SecA  (Gelis,  Bonvin  et 
σημαντική  για  την  μεταφορά  υποστρω
συγγένεια  των  υποστρωμάτων  για  την  δ
περίπου 3μΜ (Gouridis, Karamanou et al.                                                             

 

3.5.1 Στόχευση αλκαλικής φωσφατάσης στην ATPάση SecA        
 

Ο  καινούριος  πληθυσμός  που  εκλούεται  από  την  αντίδραση  του 
προσχηματισμένου  συμπλόκου  αλκαλικής  φωσφατάσης  ‐  σαπερόνης    SecB  με 
την ATPάση SecA έχει μάζα 249kDa και δικαιολογεί τον σχηματισμό συμπλόκου 
μεταξύ ενός μορίου αλκαλικής φωσφατάσης και ενός μορίου SecA. Το σύμπλοκο 
SecA‐SecB  έχει  μάζα  236kDa  και  εκλούεται  νωρίτερα  (σχήμα  3.12  D).  Οι 
αντιδράσεις  αυτές  πραγματοποιήθηκαν  και  για  την  μονομερή  SecA.  Το 
σύμπλοκο  της  μονομερούς  SecA  με  την  SecB  εκλούεται  στα  12.4min  και  έχει 
μάζα  156  kDa  (σχήμα  3.12  Β).  Αντίστοιχα  στην  αντίδραση  του 
προσχηματισμένου  συμπλόκου  αλκαλικής  φωσφατάσης  ‐  σαπερόνης    SecB  με 
την  μονομερή    SecA  εκλούεται  ένας  νέος  πληθυσμός  στα  11.9min  με  μάζα 
170kDa.  Η  θεωρητική  μάζα  του  συμπλόκου  φωσφατάσης‐μονομερούς  SecA 
υπολογίζεται  152kDa.  Αν  λάβουμε  υπόψη  την  αυξημένη  τιμή  μάζας  στο 
σύμπλοκο  της  μονομερούς  SecA  με  την  SecB,  καθώς  και  τους  διαφορετικούς 
χρόνους έκλουσης, τότε ο νέος πληθυσμός στα 11.9min με μάζα 170kDa μπορεί 
να  αποδοθεί  στο  σύμπλοκο  φωσφατάσης  με  την  μονομερή  SecA.  Είναι 
αξιοσημείωτο οτι σε καμία περίπτωση, στο τελικό σύμπλοκο της ATPάσης με το 
υπόστρωμα δεν μετράται το διμερές της SecB.   

)  και  σε  επόμενο  βήμα  το  σύμπλοκο 
  στην  SecA,  η  οποία  βρίσκεται 
απερόνη  SecB  προσδένεται  σε  μία 
al.  2007)  η  οποία  εικάζεται  οτι  είναι 
μάτων  από  την  SecB  στην  SecA.  Η 
SecA  στο  ιάλυμα  είναι  πολύ  χαμηλή, 
 2009).                         
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Σχήμα 3.12: Κολώνα: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με
ροή 0,8ml/min. (A) (μπλε) 10μΜ μονομερής SecA, (κόκκινο) 80μΜ SecB, (πράσινο) 20μΜ proPhoA
Cys-. (B) (γαλάζιο) αντίδραση 10μΜ μονομερής SecA με 80μΜ SecB, ο νέος πληθυσμός που 
εκλούεται στα 12.4min έχει μάζα 156kDa. (μαύρο) αντίδραση 20μΜ proPhoA Cys- με 80μΜ SecB, ο 
νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 13.4min έχει μάζα 95kDa. (κόκκινο) αντίδραση 
προσχηματισμένου συμπλόκου 20μΜ proPhoA Cys- και 80μΜ SecB με 10μΜ μονομερούς SecA, ο 
νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.9min έχει μάζα 170kDa. (C) (μπλε) 10μΜ αγρίου τύπου SecA, 
(κόκκινο) 80μΜ SecB, (πράσινο) 20μΜ proPhoA Cys-. (D) (γαλάζιο) αντίδραση 10μΜ αγρίου τύπου 
SecA με 80μΜ SecB, ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.6min έχει μάζα 236kDa. (μαύρο)
αντίδραση 20μΜ proPhoA Cys- με 80μΜ SecB, ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 13.4min έχει 
μάζα 95kDa. (κόκκινο) αντίδραση προσχηματισμένου συμπλόκου 20μΜ proPhoA Cys- και 80μΜ 
SecB με 10μΜ αγρίου τύπου SecA, ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.4min έχει μάζα 236kDa. 



 

 

Οι  παραπάνω  αντιδράσεις  πραγματοποιήθηκαν  και  με  το  μετάλλαγμα  της 
SecB(L42R) που όπως είχε αναλυθεί στην ενότητα 3.2.5 έχει μειωμένη συγγένεια 
για  την  αλκαλική  φωσφατάση  και  έτσι  δεν  σχηματίζεται  σταθερό  σύμπλοκο 
φωσφατάσης‐σαπερόνης  στις  συγκεντρώσεις  που  χρησιμοποιούνται.  Η 
σημειακή αυτή μετάλλαξη  δεν επηρεάζει ωστόσο την πρόσδεση στην SecA  (βλ. 
σχήμα  3.11).  Γνωρίζουμε  επίσης  οτι  η  μη  εγγενής  μορφή  της  αλκαλικής 
φωσφατάσης είναι υδατοδιαλυτή και μπορεί να διατηρηθεί απουσία σαπερόνης. 
Εφόσον  η  SecB  δεν  αλληλεπιδρά  με  το  υπόστρωμα  η  πορεία  εργασίας  των 
παρακάτω  αντιδράσεων  περιλαμβάνει  την  προσθήκη  του  υποστρώματος  σε 
προσχηματισμένο  σύμπλοκο  SecA:SecB(L42R).                                  
  Στην αντίδραση με τo σύμπλοκο της αγρίου τύπου SecA με SecB (σχ. 3.13 
Β  κόκκινο)  παρατηρούμε  οτι  με  την  προσθήκη  αλκαλικής  φωσφατάσης 
εκλούεται  ένας  νέος  πληθυσμός  στα  11.6min.  O  πληθυσμός  αυτός  έχει  μάζα 
237.5kDa  και  εκλούεται  νωρίτερα από  το  σύμπλοκο  SecA‐SecB  μάζας  231kDa. 
Αντίστοιχα  και  στην  περίπτωση  της  μονομερούς  SecA.  Ο  νέος  πληθυσμός  που 
δημιουργείται  μετά  την  προσθήκη  υποστρώματος  είναι  μάζας  140kDa  και 
εκλούεται επίσης νωρίτερα από το σύμπλοκο SecA‐SecB όπως φαίνεται και στο 
χρωματογράφημα  (σχ.  3.13  D  κόκκινο).  .                                  
  Η  απόκλιση  προς  τα  κάτω  στην  μέτρηση  της  μάζας  σε  σχέση  με  τα 
θεωρητικά  αναμενόμενα  μοριακά  βάρη  (περίπου  10kDa)  θα  μπορούσε  να 
δικαιολογηθεί  από  αδυναμία  της  τεχνικής  λόγω  κακού  διαχωρισμού  των 
χαμηλών  συγκεντρώσεων  των  πρωτεϊνών.  Στην  σκέδαση  η  μέτρηση  μάζας 
αποτελεί τον μέσο όρο των μαζών των πρωτεϊνών που εκλούονται στο σημείο 
που εξετάζουμε. Η θεωρητική διαφορά μάζας μεταξύ των συμπλόκων SecA:SecB 
και SecA:prοPhoA είναι 12kDa, κάτι που δεν επιτρέπει τον εύκολο διαχωρισμό 
τους.   
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Σ
ρ
p

χήμ με
οή 0,8ml/min. (A) (μπλε) 10μΜ αγρίου τύπου SecA, (κόκκινο) 20μΜ SecB(L42R), (πράσινο) 20μΜ 

A Cys-. (B) (γαλάζιο) αντίδραση 10μΜ αγρίου τύπου SecA με 20μΜ SecB(L42R), ο νέος 
μός που εκλούεται στα 11.8 min έχει μάζα 231kDa. (κόκκινο) αντίδραση προσχηματισμένου 
κου 10μΜ αγρίου τύπου SecA και 20μΜ SecB(L42R) με 20μΜ proPhoA Cys-, ο νέος 
μός που εκλούεται στα 11.6min έχει μάζα 237.5kDa. (C) (μπλε) 10μΜ μονομερούς SecA, 
) 80μΜ SecB(L42R), (πράσινο) 20μΜ proPhoA Cys-. (D) (γαλάζιο) αντίδραση 10μΜ 
ύς SecA με 20μΜ SecB(L42R), ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 12.9min έχει μάζα 

. (κόκκινο) αντίδραση προσχηματισμένου συμπλόκου 10μΜ μονομερούς SecA και 20μΜ 
SecB(L42R) με 20μΜ proPhoA Cys-, ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 12.6min έχει μάζα 
140kDa. Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν παρουσία αναγωγικού παράγοντα DTT (5mM). 

α 3.13: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA 

roPho
πληθυσ
συμπλό
πληθυσ
(κόκκινο
μονομερο
136kDa
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Η  πρόσδεση  υποστρώματος  στην  ATPάση  SecA,  έχοντας  αποκλείσει  την 
πιθανότητα  να  οφείλεται  στην  SecB,  δίνει  αρκετές  νέες  πληροφορίες  για  τον 
τρόπο με τον οποίο  στοχεύονται προπρωτεΐνες όπως η αλκαλική φωσφατάση. 
Στο  σύμπλοκο  SecA‐φωσφατάσης  σε  όλες  τις  αντιδράσεις,  δεν  μετράται  το 
διμερές SecB που αρχικά ήταν προσδεδεμένο στην SecA, κάτι που υποδεικνύει 
οτι  μετά  την  πρόσδεση  του  υποστρώματος  η  SecB  απελευθερώνεται  από  την 
SecA.                                                                                                                                                           
  Η πρόσδεση της αλκαλικής φωσφατάσης στην SecA δεν απαιτεί να είναι 
προσδεδεμένη  στην  σαπερόνη  SecB  όπως  φαίνεται  από  τα  παραπάνω. 
Γνωρίζοντας οτι ο ΤF μπορεί να προσδέσει την ανηγμένη μορφή της αλκαλικής 
φωσφατάσης  (βλ.  ενότητα  3.2.2)    δοκιμάσαμε  αν  η  σαπερόνη  TF  μπορεί  να 
παραδώσει  στην  SecA  το  υπόστρωμα.  Η  προσθήκη  SecA  σε  προσχηματισμένο 
σύμπλοκο ΤF‐proPhoA Cys‐ δεν δείχνει κάποια αλληλεπίδραση. Ωστόσο όταν η 
SecA  βρίσκεται  προσδεδεμένη  με  την  SecB    η  εικόνα  διαφοροποιείται. 
Δοκιμάστηκε  το  μετάλλαγμα  της  SecB  στην  αντίδραση  αυτή  για  να 
αποκλείσουμε  το  ενδεχόμενο  μεταφοράς  του  υποστρώματος  από  τον  ΤF  στην 
SecB  (σχήμα  3.14).  Η  αντίδραση  της  σαπερόνης  SecB  με  τον  TF  που  φέρει 
προσδεδεμένο το υπόστρωμα, δεν μπόρεσε να μελετηθεί χρωματογραφικά λόγω 
παραπλήσιων  σημείων  έκλουσης  των  αντιδρώντων  μορίων.  Ενδεικτικά  ο 
ελεύθερος TF λόγω ολιγομερισμού του στο διάλυμα εκλούεται σχεδόν στον ίδιο 
χρόνο  με  το  τετραμερές  της  SecB.  Αντίστοιχα  και  τα  σύμπλοκά  τους  με  την 
φωσφατάση,  κάτι  που  δεν  μας  επέτρεψε  να  δούμε  αν  στην  αντίδραση 
δημιουργείται  σύμπλοκο  SecB‐proPhoΑ  που  προϋποθέτει  παράλληλα  και  την 
απελευθέρωση  του  TF.                                  
  Στο χρωματογράφημα της συνολικής αντίδρασης (σχήμα 3.14 κόκκινο) ο 
πληθυσμός που προκύπτει εκλούεται στα 11.6min έχει μάζα 241kDa. Ωστόσο το 
σύμπλοκο SecA‐SecB(L42R) εκλούεται στα 11.8min και έχει μάζα 232kDa.  
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Σχήμα 3.14: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
0,8ml/min. (γαλάζιο) αντίδραση 10μΜ αγρίου τύπου SecA με 20μΜ SecB(L42R), ο νέος πληθυσμός 
που εκλούεται στα 11.8min έχει μάζα 232kDa. (μαύρο) αντίδραση 10μΜ proPhoA Cys- με 20μΜ TF, ο 
νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 13.2min έχει μάζα 86kDa. (κόκκινο) αντίδραση προσχηματισμένου 
συμπλόκου 10μΜ proPhoA Cys- και 20μΜ TF με προσχηματισμένο σύμπλοκο 10μΜ αγρίου τύπου 
SecA και 20μΜ SecB(L42R), ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.6min έχει μάζα 241.5kDa. Όλες 
οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν παρουσία αναγωγικού παράγοντα DTT (5mM). 

 

 

3.5.2 Στόχευση της β­γλυκοσιδάσης (BglX) στην ATPάση SecA 

πως είδαμε στην ενότητα 3.3, η β‐γλυκοσιδάση (proBglX) αλληλεπιδρά με τις 
απερόνες  TF,  SecB  με  διαφορετικό  τρόπο  συγκριτικά  με  την  αλκα

 

Ό
σ λική 
ωσφατάση.  Στο  διάλυμα  η  συγκεκριμένη  προπρωτεΐνη  σχηματίζει 
υσσωματώματα  ενώ  παρουσία  TF  η  δημιουργία  τους  εμποδίζεται  και  η 
λυκοσιδάση  εκλούεται  σαν  πληθυσμός  διαλυτής  πρωτεΐνης.  Ωστόσο  ο 
ληθυσμός  αυτός  δεν  φαίνεται  να  αναγνωρίζεται  και  να  αλληλεπιδρά  με  την 
σαπερόνη  SecB.  Παρουσία  SecB,  επίσης  αποτρέπεται  ο  σχηματισμός 
υσσωματωμάτων    με  την  πρόσδεση  της  γλυκοσιδάσης  στην  SecB  με 
τοιχειομετρία  SecB‐proBglX  4:1.  Θέλοντας  να  μελετήσουμε  το  αν  η 
γλυκοσιδάση  μπορεί  να  στοχευθεί  στην  ATPάση  του  συστήματος 
ραγματοποιήθηκαν  οι  αντιδράσεις  προσχηματισμένου  συμπλόκου  SecB‐
roBglX  τόσο  με  την  αγρίου  τύπου  SecA  όσο  και  με  το  μονομερές  της 

φ
σ
γ
π

σ
σ

π
p
μετάλλαγμα (σχήμα 3.15).  
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Σχήμα
0

 3.15: Στήλη: 10/300GL. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 50mM KCl, 1mM EDTA με ροή 
,8ml/min. (μαύρο) αντίδραση περίσσειας proBglX 10μM με 10μΜ SecB αγρίου τύπου. Η ποσότητα 

γία 
ή στα 

ρεί να προσδιοριστεί καθώς στην πρώτη περίπτωση 
η μάζα  του συμπλόκου δικαιολογεί  ένα διμερές  SecB  ενώ στην περίπτωση της 
αγρίου τύπου SecA ένα μονομερές, κάτι που σύμφωνα τόσο με τα αποτελέσματα 
της μελέτης αυτής όσο και με την βιβλιογραφία δεν είναι πιθανόν να συμβαίνει.  

 

της SecB στην αντίδραση ήταν ικανή να προσδέσει μόνο ένα μέρος της β-γλυκοσιδάσης με αναλο
4:1. Ο πληθυσμός αυτός εκλούεται στα 12.5min και έχει μάζα 187kDa. Χαρακτηριστική κορυφ
9.2min των συσσωματωμάτων της γλυκοσιδάσης που δεν δεσμεύτηκε. (μπλε) αντίδραση 
προσχηματισμένου συμπλόκου 10μΜ proBglX και 10μΜ SecB αγρίου τύπου, με 10μΜ μονομερούς 
μεταλλάγματος SecA. Ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.8min έχει μάζα 220kDa. (κόκκινο) 
αντίδραση προσχηματισμένου συμπλόκου 10μΜ proBglX και 10μΜ SecB αγρίου τύπου, με 10μΜ 
αγρίου τύπου SecA. Ο νέος πληθυσμός που εκλούεται στα 11.2min έχει μάζα 306 kDa.   

 

Στην  περίπτωση  του  συμπλόκου  με  την  μονομερή  SecA  η  μάζα  του  νέου 
πληθυσμού  που  εκλούεται  στα  11.8min,  έχει  μάζα  220kDa.  Η  τιμή  αυτή 
δικαιολογεί  την  πρόσδεση  ενός  μορίου  γλυκοσιδάσης  πάνω  σε  ένα  μόριο 
μονομερούς SecA με θεωρητικό μοριακό βάρος 180kDa. Η διαφορά των 40kDa 
αποδίδεται στην ύπαρξη SecB  (διμερής μορφή) στο σύμπλοκο υποστρώματος‐
ATPάσης,  κάτι  το  οποίο  δεν  είχε  παρατηρηθεί  στην  περίπτωση  της  αλκαλικής 
φωσφατάσης. Αντίστοιχα και στην αντίδραση με την αγρίου τύπου SecA, η τιμή 
μάζας του νέου πληθυσμού δικαιολογεί σύμπλοκο με ένα μόριο β‐γλυκοσιδάσης 
προσδεδεμένο στην διμερή SecA, παρουσία SecB. H στοιχειομετρία της SecB στα 
σύμπλοκα ωστόσο δεν μπο
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4                                                                                                                     
 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 

  Η μετατόπιση των προπρωτεϊνών διαμέσου της μεμβράνης αποτελεί μία 
πολύ  σημαντική  βιοσυνθετική  διεργασία  και  πραγματοποιείται  μέσω  της 
μεταθετάσης  του  συστήματος  Sec.  Η  μεταθετάση  αποτελείται  από  ένα 
διαμεμβρανικό κανάλι, το SecYEG καθώς και από την ATPάση SecA. Προϋπόθεση 
για  την μετατόπιση από  το συγκεκριμένο σύστημα αποτελεί  τα υποστρώματα 
να  βρίσκονται  σε  μη  πλήρως  αναδιπλωμένη  στερεδιαμόρφωση.                                  
Οι  πρωτεΐνες  που  προορίζονται  για  μετατόπιση φέρουν  στο  αμινοτελικό  τους 
άκρο  ένα  πεπτίδιο  σήμα.  Το  πεπτίδιο  αυτό  ωστόσο  φαίνεται  να  μην  είναι  η 
μοναδική  "ετικέτα"  αυτών  των  εκκριτικών  πρωτεϊνών.                                  
  Σύμφωνα  με  τα  όσα  είναι  γνωστά  μέχρι  τώρα  το  κύτταρο  στοχεύει  τις 
πρωτεΐνες  του  στην  μεταθετάση  είτε  μέσω  αλληλεπιδράσεων  με  την  ειδική 
σαπερόνη  του  συστήματος  SecB  είτε  απευθείας  στην  ATPάση  SecA.  Η 
αλληλεπίδραση με την σαπερόνη βοηθά την διατήρηση της μη εγγενούς μορφής 

                                
λκαλική 

                
 

του  υποστρώματος.  Το  σύμπλοκο  SecB  ‐  προπρωτεΐνης  στην  συνέχεια 
δεσμεύεται στην  ATPάση SecA, και πιο συγκεκριμένα στο καρβόξυτελικό άκρο 
της που αποτελεί θέση πρόσδεσης για την SecB. Το μονοπάτι αυτό που οδηγεί 
τελικά  στην  μετατόπιση  της  προπρωτεΐνης  δεν  είναι  ακόμα  γνωστό.  Στην 
διατριβή  αυτή  έγινε  προσπάθεια  να  κατανοήσουμε  τις  αλληλεπιδράσεις  που 
υφίσταται  μία  νεοσυντιθέμενη  εκκριτική  πρωτεΐνη  και  που  οδηγούν  στην 
στόχευση  της  στην  ATPάση  του  συστήματος  Sec. 
  Η  πρώτη  εκκριτική  πρωτεΐνη  που  μελετήσαμε  ήταν  η  α
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φωσφατάση, μία πρωτεΐνη 52kDa που λειτουργεί ως ένζυμο στο περίπλασμα. Η 
λειτουργική  της  μορφή,  δηλαδή  η  ενζυμικά  ενεργή,  (εγγενής 
στερεοδιαμόρφωση)  βασίζεται  στην  δημιουργία  δύο  ενδομοριακών 
δισουλφιδικών  δεσμών  και  δεσμεύει  μεταλλικά  ιόντα.  Με  την  χρήση 
χρωματογραφίας  μοριακού  αποκλεισμού  σε  συνδυασμό  με  MALLS/QELS 
μελετήσαμε  την  πρόδρομη  μορφή  της  πρωτεΐνης  που  συναντάται  στο 
κυτταρόπλασμα. Η προσθήκη αναγωγικού παράγοντα DTT (5mM) στην εγγενή 
μορφή  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  είδαμε  οτι  επιφέρει  αύξηση  του 
υδροδυναμικού όγκου αλλάζοντας σημαντικά το σημείο έκλουσής της σε σχέση 
με  την  οξειδωμένη  της  μορφή.  Η  αύξηση  αυτή,  υποδεικνύει  αλλαγή  στην 
στερεοδιαμόρφωση  του  μορίου.  Η  ανηγμένη  αυτή  μορφή,  αποτελεί  μία 
ενδιάμεση  σταθερή  κατάσταση  της  πρωτεΐνης  μεταξύ  της  πλήρους 
αναδιπλωμένης και της μη αναδιπλωμένης μορφής (δομή εύπλαστης σφαίρας ‐ 
molten globule). Η πλήρης αναδιπλωμένη, δηλαδή η ενζυμικά ενεργή μορφή της 
λκαλικής  φωσφατάσης,  έχει  βρεθεί  οτι  δεν  μπορεί  να  μετατοπιστεί  στο 
ερίπλασμα  από  το  σύστημα  (Gouridis,  Karamanou  et  al.  2009). 
ελετήσαμε επίσης το μετάλλαγμα της πρόδρομης αλκαλικής φωσφατάσης στο

α
π
Μ
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 Στην  υνέχεια προσπαθήσαμε να εντοπίσουμε in vitro πιθανές αλληλεπιδράσεις 
της πρόδρομης φωσφατάσης με άλλες πρωτεΐνες, στο πλαίσιο του κυττάρου.  

  Γνωρίζουμε οτι κατά την έξοδο μόλις μερικών καταλοίπων (~50‐110) της 
νεοσυντιθέμενης  πολυπεπτιδικής  αλυσίδας  από  το  ριβόσωμα,  η  προπρωτεΐνη 
μπορεί  να  αναγνωριστεί  από  την  σαπερόνη  Trigger  Factor  (Oh  et  al.  2011).  Η 
συγκεκριμένη  σαπερόνη  είναι  μία  από  τις  πρωτεΐνες  που  ανταγωνίζονται  για 
την  πρόσδεση πάνω στο  ριβόσωμα  και  που  ανιχνεύουν  συνεχώς  τι  πρωτεΐνες 
εκφράζονται.  Κατά  την  επιμήκυνση  της  πολυπεπτιδικής  της  αλυσίδας  (~150 
κατάλοιπα)  η  προπρωτεΐνη  μπορεί  να  αλληλεπιδράσει  και  με  την  ειδική 
σαπερόνη  του  Sec  συστήματος,  την  SecB.  Συνεπώς  και  οι  δύο  σαπερόνες 
αποτελούν  δυνητικούς  partners  για  μία  προπρωτεΐνη  όπως  είναι  η  αλκαλική 
φωσφατάση.  Η  οξειδωμένη  μορφή  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  (εγγενής 
μορφή) παρατηρήσαμε οτι δεν αλληλεπιδρά ούτε με την σαπερόνη ΤF ούτε με 
την  SecB.  Κάτι  τέτοιο  ήταν  αναμενόμενο  εφόσον  είναι  γνωστό  οτι  μόνο  η 
ανηγμένη  (μη  εγγενής)  μορφή  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  μπορεί  να 
αναγνωριστεί από την μεταθετάση. Επίσης είναι σημαντικό να λάβουμε υπόψη 
οτι στο κυτταρόπλασμα υπάρχουν αναγωγικές συνθήκες και συνεπώς η εγγενής 
μορφή δεν θα μπορούσε να υπάρξει. 

Η  ανηγμένη  μορφή  της  φωσφατάσης  σχηματίζει  σύμπλοκο  και  με  τις  δύο 
σαπερόνες,  TF  και  SecB,  που  δυνητικά  θα  μπορούσε  να  αλληλεπιδράσει  μέσα 
στο  κύτταρο  κατά  την  έξοδό  της  από  το  ριβόσωμα.  Το  σύμπλοκο  TF  : 
φωσφατάσης  για  να  δημιουργηθεί  είδαμε  οτι  ο  TF  πρέπει  διασταθεί  από  την 
διμερή  στην  μονομερή  του  μορφή  για  να  προσδέσει  ένα  μόριο  υποστρώματος 
(1:1). Το σύμπλοκο με την SecB απαιτεί  την διάσταση από την τετραμερή στη 
διμερή  μορφή  της  σαπερόνης  για  να  προσδέσει  αντίστοιχα  ένα  μόριο 
υποστρώματος (2:1). Παρατηρούμε λοιπόν οτι η αλκαλική φωσφατάση μπορεί 
να  αλληλεπιδράσει  τόσο  με  την  γενική  σαπερόνη  TF  όσο  και  με  την  ειδική 
σαπερόνη SecB, παρόλο που δεν ανήκει στην κατηγορία των πρωτεϊνών που η 
μετατόπισή  της  στο  περίπλασμα  απαιτεί  την  παρουσία  SecB.  
  Στην συνέχεια μελετήσαμε την αλληλεπίδραση των σαπερονών με την μη 
εγγενή  μορφή  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  από  την  οποία  είχε  αφαιρεθεί  το 
πεπτίδιο σήμα.   Ο TF δεν μπόρεσε να σχηματίσει σταθερό σύμπλοκο κάτι που 
δείχνει  οτι  το  πεπτίδιο  σήμα  είχε  καθοριστικό  ρόλο  στην  σταθεροποίηση  του 
συμπλόκου.  Η  SecB  ωστόσο  σχημάτισε  σταθερό  σύμπλοκο  με  στοιχειομετρία 
2:1, κάτι που δείχνει οτι το πεπτίδιο σήμα είτε δεν αλληλεπιδρά καθόλου με την 
σαπερόνη,  είτε  αλληλεπιδρά ασθενώς. Η  δέσμευση στη  SecB βλέπουμε  οτι  δεν 
υπαγορεύεται από την ύπαρξη του πεπτιδίου σήματος. Έχει δειχθεί ότι και για 

οποίο οι κυστείνες έχουν αντικατασταθεί με αλανίνες. Το παράγωγο αυτό, όπως 
και  η  ανηγμένη  μορφή  της  αγρίου  τύπου  πρωτεΐνης,  παρουσιάζουν  ίδια 
χρωματογραφική συμπεριφορά και γνωρίζουμε οτι μπορούν να μετατοπιστούν 

σ

                                

στο περίπλασμα.  
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Οι  δύο  σαπερόνες  SecB  και  TF  δεν  αλληλεπιδρούν  μεταξύ  τους.  Με  αυτή  την 
μέθοδο  δεν  μπορέσαμε  να  δούμε  ωστόσο  αν  είναι  εφικτή  η  μεταφορά 
υποστρώματος απο την μία στην άλλη. 

Η ATPάση SecA μέσα στο κύτταρο μπορεί να βρεθεί είτε πάνω στην μεμβράνη 
(SecYEG)  είτε  στο  κυτταρόπλασμα.  Η  ενδογενής  της  συγκέντρωση  πρέπει  να 
ικανοποιεί τον όρο [SecY]/[SecA] ≥2. Η προϋπόθεση αυτή καθορίζει την επιτυχή  
μετατόπιση των εκκριτικών πρωτεϊνών διαμέσου του καναλιού (Gouridis et al. 
2012  υπό  προετοιμασία)  (βλ.  παράρτημα2Α).  Συνεπώς  η  μελέτη  των 
αλληλεπιδράσεων  της  ATPάσης  με  άλλες  πρωτεΐνες  in  vitro,  απουσία  SecYEG, 
προσομοιώνουν  την  ελεύθερη  κυτταροπλασματική  SecA    και  άρα  μπορούν  να 
υπάρξουν και μέσα στο κύτταρο.         Η SecA μέσα στο διάλυμα εμφανίζεται 
ως ομοδιμερές με σταθερά διάστασης 1nM και βάση της συγκέντρωσής της στο 
κύτταρο (2‐5μM) αναμένεται και ενδογενώς στο κυτταρόπλασμα να βρίσκεται 
κυρίως  στη  διμερή  μορφή  (ισορροπία  μονομερούς‐διμερούς  μορφής).  Στην 
βιβλιογραφία  υπάρχουν  αντίρροπες  μελέτες  που  υποστηρίζουν  πως  η  SecA 
συμμετέχει στο μονοπάτι της έκκρισης υποστρωμάτων είτε ως διμερές είτε ως 
μονομερές,  χωρίς  να  υπάρχει  μια  σαφής  αντίληψη  για  το  ποια  από  τις  δύο 
μορφές  είναι  λειτουργική.    Όπως  φαίνεται  ωστόσο,  και  οι  δυο  μορφές  είναι 
απαραίτητες για την ολοκλήρωση της έκκρισης υποστρωμάτων και συνεπώς ο 
μηχανισμός  βασίζεται  όχι  στην  μία  από  τις  δυο  μορφές  αλλά  στην  ισορροπία 

 

                                

την  πρόσδεση  της  προπρωτεΐνης  στην  ATPάση,  η  συνεισφορά  του  ώριμου 
τμήματος  μπορεί  να  είναι  μεγαλύτερη  από  αυτήν  του  σήματος  πεπτιδίου 
(Gouridis,  Karamanou  et  al  2009).  

μία δεύ  Στην μελέτη αυτή χρησιμοποιήσαμε και  τερη εκκριτική πρωτεΐνη, 
την  β‐γλυκοσιδάση,  αρκετά  μεγαλύτερη  από  την  αλκαλική  φωσφατάση  με 
μοριακό  βάρος  80kDa.  Και  αυτή  η  πρωτεΐνη  λειτουργεί  ως  ένζυμο  στο 
περίπλασμα.  Σε  υδατικά  διαλύματα  απουσία  αποδιατακτικού  παράγοντα 
δημιουργεί  συσσωματώματα.  Δοκιμάστηκε  η  αντίδρασή  της  με  την  σαπερόνη 
SecB  και  είδαμε  οτι  σχηματίζει  σταθερό  σύμπλοκο  με  στοιχειομετρία 
4SecB:1proBglX,  εμποδίζοντας  την  δημιουργία  συσσωματωμάτων. 
Παρατηρούμε οτι ενώ το σύμπλοκο SecB:proPhoA είχε στοιχειομετρία 2:1, στην 
περίπτωση της μεγαλύτερης γλυκοσιδάσης είναι 4:1. Η στοιχειομετρία αυτή έχει 
παρατηρηθεί  ξανά  για  πρωτεΐνες  που  έχουν  την  τάση  να  σχηματίζουν 
συσσωματώματα (Randall, Crane et al.2005). Η ολιγομερής κατάσταση της SecB 
στο  σύμπλοκο  δεν  είναι  γνωστή.  Η  SecB  θα  μπορούσε  να  δεσμεύει  το 
υπόστρωμα  είτε  σαν  τετραμερές  είτε  σαν  δύο  διμερή  τα  οποία  βρίσκονται  σε 
διαφορετικό σημείο στο σώμα της πρωτεΐνης. Στην αντίδραση του TF με την β‐
γλυκοσιδάση  δεν  παρατηρήθηκε  δημιουργία  συμπλόκου.  Παρόλα  αυτά  η 
παρουσία ΤF εμποδίζει την δημιουργία συσσωματωμάτων. Η έκλουση ενός νέου 
πληθυσμού  αποτελεί  ένδειξη  για  κάποια  μερικώς  αναδιπλωμένη  μορφή  του 
υποστρώματος. Εδώ ο TF φαίνεται να έχει την ιδιότητα να αναδιπλώνει (foldase 
activity) και όχι να προσδένει το υπόστρωμα (holdase activity).  
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ισορροπία  της  διμερούς  SecB  (προσδεδεμένης στην  SecA) προς  την  τετραμερή 
μορφή  παρά  την  χαμηλή  συγγένεια.  
  Η  ίδια  αντίδραση  δοκιμάστηκε  και  με    μετάλλαγμα  της  SecB  που  δεν 
μπορεί  να  δεσμεύσει  υποστρώματα.  Διατηρεί  την  τετραμερή  του  δομή  και 
σχηματίζει κανονικά σύμπλοκο με την SecA με παραπλήσια συγγένεια  (1,6μΜ) 
όπως  η  αγρίου  τύπου  SecB.  Η  μόνη  διαφορά  που  παρατηρήσαμε  είναι  οτι  το 
σύμπλοκο SecA με 4 μόρια SecB σχηματίζεται με μικρότερη περίσσεια SecB απ' 
ότι  η  αγρίου  τύπου.  
  Στην  συνέχεια  προσπαθήσαμε  να  μελετήσουμε  αν  η  αλκαλική 
φωσφατάση μπορεί να δεσμευτεί στην κυτταροπλασματική SecA . Η απευθείας 
αντίδραση  υποστρώματος  και  ATPάσης  είδαμε  οτι  δεν  δείχνει  καμία 
αλληλεπίδραση  (στο  επιτρεπτό  για  την  τεχνική  εύρος  συγκεντρώσεων). 
Παρατηρήσαμε όμως οτι από την αντίδραση προσχηματισμένου SecB+proPhoA 
συμπλόκου με την ATPάση προκύπτει νέος πληθυσμός με μάζα 249 kDa. Η μάζα 
αυτή αντιστοιχεί σε ένα μόριο αλκαλικής φωσφατάσης και ένα διμερές SecA. Το 
γεγονός  οτι  τα  δύο  πρωτομερή    δεσμεύουν  ένα  μόνο  μόριο  υποστρώματος 
υποδεικνύει  οτι  η  ασυμμετρία που  είχε παρατηρηθεί  στο σύμπλοκο  SecA‐SecB 
επεκτείνεται  και  στην  πρόσδεση  υποστρώματος.  Είναι  αξιοσημείωτο  οτι  στο 

 

                                

                                

                                

τους.  Το  μονομερές  της  SecA  δεν  μπορεί  να  υπάρξει  στο  κυτταρόπλασμα 
σταθερό λόγω της  ισορροπίας με την διμερή του μορφή. Στην παρούσα μελέτη 
το μονομερές μετάλλαγμα της SecA που δεν σχηματίζει ομοδιμερή  (Gouridis et 
al. 2012 υπό προετοιμασία) χρησιμοποιήθηκε για σύγκριση με την αγρίου τύπου 
SecA.                                                                                                  Προκειμένου  να 
μελετήσουμε  την  στόχευση  προπρωτεϊνών  στην  ATPάση  σε  πρώτη  φάση 
μελετήσαμε  την  αντίδραση  της  SecA  με  τις  σαπερόνες  TF  και  SecB.  O  TF  δεν 
βρέθηκε  να  αλληλεπιδρά  ενώ  με  την  SecB  παρατηρήσαμε  σύμπλοκο    μάζας 
243.8kDa. Η  μάζα  αυτή  αντιστοιχεί  σε  ένα  διμερές  SecB  και  ένα  διμερές  SecA. 
Αντίστοιχα  και  με  το  μονομερές  μετάλλαγμα  της  SecA,  όπου  ένα  διμερές  SecB 
αντιδρά  με  ένα  μόριο  μονομερούς  SecA.  Η  συγγένεια  της  SecB  για  την  SecΑ 
μετρήθηκε  και  στις  δύο  περιπτώσεις  περίπου  1μΜ.  Έτσι  λοιπόν  δείξαμε  ότι  η 
παρουσία  SecA  επάγει  την  διάσταση  της  SecB  στη  διμερή  μορφή  για  να 
σχηματιστεί το σύμπλοκο. Eπιπλέον αποδείξαμε οτι ένα πρωτομερές SecA είναι 
αναγκαίο  και  ικανό  να  προσδέσει  SecB.  Παρατηρούμε  οτι  ενώ  το  διμερές  της 
SecA  είναι  συμμετρικό,  το  σύμπλοκο  SecA‐SecB  είναι  ασσύμετρο.  H  πρόσδεση 
της  SecB  στην  SecA  φαίνεται  να  επάγει  αλλαγή  στην  στερεοδιαμόρφωση  του 
συμπλόκου,  καθιστώντας  τον  επίτοπο  πρόσδεσης  SecB  στο  δεύτερο 
πρωτομερές  της  SecA μη  προσβάσιμο.  
Το  διμερές  SecB  πάνω  στην    SecA  εικάζουμε  οτι  έχει    αποκτήσει  διαφορετική 
στερεοδιαμόρφωση,  κάτι  που  θα  δικαιολογούσε  την  μειωμένη  συγγένεια  που 
εμφανίζει  για  τον  εαυτό  του.  Παρουσία  μεγάλης  περίσσειας  SecB  στην 
αντίδραση,  τόσο  με  την  αγρίου  τύπου  SecA  όσο  και  με  το  μονομερές 
μετάλλαγμα, εκλούεται ένας νέος υποπληθυσμός  που δικαιολογεί σύμπλοκα με 
4μόρια  SecB  και  ένα  μόριο  SecA.  Πιθανόν  η  περίσσεια  SecB  μετατοπίζει  την 
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σύμπλοκο με το υπόστρωμα δεν υπάρχει το διμερές της SecB. Πιθανόν μετά την 
πρόσδεση  του  υποστρώματος  στην  SecA,  η  SecB  ελευθερώθηκε.  Η  αντίδραση 
πραγματοποιήθηκε και με το μονομερές μετάλλαγμα της SecA. Η μάζα του νέου 
πληθυσμού    σε  αυτή  την  περίπτωση  μετρήθηκε  18kDa  υψηλότερα  από  την 
θεωρητική μάζα  ενός  μορίου φωσφατάσης  και  ενός μορίου μονομερούς  SecA  . 
Παρ' όλα αυτά δικαιολογεί την πρόσδεση ενός μόνο μορίου proPhoA στην SecA 
ενώ  δε  δικαιολογεί  την  παρουσία  διμερούς  SecB.   
  Διακρίνοντας  οτι  η  SecB  μπορεί  να  αλληλεπιδράσει  τόσο  με  το 
υπόστρωμα όσο και με την SecA, επιχειρήσαμε να ακυρώσουμε μία από τις δύο 
αλληλεπιδράσεις έτσι ώστε να κατανοήσουμε καλύτερα τον τρόπο με τον οποίο 
δημιουργείται το σύμπλοκο. Η φωσφατάση όπως δείξαμε δεν έχει πρόβλημα να 
διατηρηθεί στην μη εγγενή της μορφή χωρίς σαπερόνη. Απεμπλέξαμε λοιπόν την 
SecB  από  το  ρόλο  της  σαπερόνης  κάνοντας  χρήση  του  μεταλλάγματος 
SecB(L42R).  Από  την  αντίδραση  προσχηματισμένου  συμπλόκου  SecA‐
SecB(L42R) με αλκαλική φωσφατάση δημιουργείται ένας νέος πληθυσμός μάζας 
237.5kDa.  Ο  πληθυσμός  αυτός  εκλούεται  νωρίτερα  από  το  σύμπλοκο  SecA‐
SecB(L42R) (231kDa) κάτι που αποτελεί ένδειξη οτι πρόκειται για διαφορετικό 
πληθυσμό.  proPhoA και  ένα διμερές  SecA. Αντίστοιχα και  με  το μονομερές  της 
SecA  ο  νέος  πληθυσμός  έχει  μάζα  140kDa  και  εκλούεται  νωρίτερα  από  το 
σύμπλοκο  SecA‐SecB(L42R)  (136kDa).  Παρατηρούμε  λοιπόν  οτι  οι  παραπάνω 
μάζες  δικαιολογούν  μόνο  την  δημιουργία συμπλόκου  μεταξύ  ενός  μορίου  SecA 
και ενός μορίου υποστρώματος.  

  Το  αποτέλεσμα  αυτό  στην  ουσία  αποκαλύπτει  με  ποιον  τρόπο 
δημιουργείται το σύμπλοκο. Παρατηρούμε οτι μόνο η αλληλεπίδραση της SecB 
με την SecA είναι αναγκαία και  ικανή για να δεσμευτεί αλκαλική φωσφατάση. 
Άρα  καταλήγουμε  στο  συμπέρασμα  οτι  η  SecB  έχει  δύο  διαφορετικούς  και 
ανεξάρτητους  ρόλους.  Ο  πρώτος  ρόλος  της  είναι  ως  σαπερόνη,  έτσι  ώστε  να 
διατηρεί  όσα  υποστρώματα  δεν  μπορούν  μόνα  τους,    σε  μία  μορφή  ικανή  να 
μετατοπιστεί  (μη  εγγενής  μορφή).  Ο  δεύτερος  ρόλος  της  είναι  πρόσδεση  στην 
SecA (στο ένα πρωτομερές‐).   Η πρόσδεση φαίνεται να επάγει μία αλλαγή στην 
στερεοδιαμόρφωση  που οδηγεί σε αύξηση της συγγένειας του πρωτομερούς για 
το  υπόστρωμα.  Μετά  την  ολοκλήρωση  της  πρόσδεσης  η  SecB  φαίνεται  να 
απομακρύνεται  από  το  πρωτομερές  που  φέρει  το  υπόστρωμα.                                  
  Η εικόνα αυτή είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που υπάρχουν για 
την  αντίδραση  στόχευσης  της  αλκαλικής  φωσφατάσης  στην  SecA  παρουσία 
ανεστραμμένων μεμβρανικών κυστυδίων  (SecYEG)  (Gouridis, Karamanou et al. 
2009). Στην αντίδραση αύτη η SecA δεσμεύεται στην μεμβράνη με ασυμμετρικό 
τρόπο  και  η  συγγένεια  της  για  το  υπόστρωμα  αυξάνεται  περίπου  δέκα φορές 
(από  3μΜ  σε  0,2μΜ).  Στην  μεμβρανικά  προσδεδεμένη  SecA  η  έννοια  της 
ασυμμετρίας  επεκτείνεται  και  κατά  την  πρόσδεση  του  υποστρώματος.  Στην 
αντίδραση  αυτή  η  παρουσία/απουσία  SecB  δεν  επηρεάζει  το  μετατόπιση  του 
υποστρώματος.  Παρατηρούμε  λοιπόν  πως  τον  ρόλο  της  μεμβράνης  στο 
κυτταρόπλασμα έχει η SecB. Με το παράγωγο SecA Y134S δείξαμε επίσης οτι η 
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π μο που  δημιουργούνται,  μ ζας  306kDa  και  220kDa  αντίστοιχα, 
δικαιολογούν την πρόσδεση ενός μορίου υποστρώματος στην SecA. Για πρώτη 
φορά  όμως  παρατηρούμε  οτι  η  μάζα  δικαιολογεί  και  την  ύπαρξη  σαπερόνης 
στον πληθυσμό αυτό. Έχοντας δείξει ωστόσο τον διπλό ρόλο της SecB κατά την 
στόχευση  υποστρωμάτων  στην  SecA,  η  SecB  που  μετράται  στον  πληθυσμό 
λειτουργεί  μάλλον  ως  σαπερόνη  χωρίς  να  προσδένεται  στο  σύμπλοκο.   
  Στην  παρούσα  διατριβή  προσπαθήσαμε  με  την  χρήση  χρωματογραφίας 
μοριακού  αποκλεισμού  σε  σύνδεση  με  MALLS/QUELS  να  εξετάσουμε  πιθανές 
αλληλεπιδράσεις  πρωτεϊνών  που  εμπλέκονται  στο  σύστημα  μετατόπισης  Sec, 
χρησιμοποιώντας  δύο  διαφορετικές  εκκριτικές  πρωτεΐνες.  Πιο  συγκεκριμένα 
προσπαθήσαμε  να  προσομοιώσουμε  τις  συνθήκες  του  κυτταροπλάσματος  και 
να    εξετάσουμε  το  μονοπάτι  που  οδηγεί  τις  νεοσυντιθέμενες  αυτές 
προπρωτεΐνες στην ATPάση SecA και κατ' επέκταση στην μετατόπισή τους στο 
περίπλασμα.  

 

 
 
 

πρόσδεση της SecA στην μεμβράνη επάγει μετατόπιση του σημείου διμερισμού, 
κάτι που ίσως συμβαίνει και με την πρόσδεση στην SecB.                                       
  Η  μέχρι  τώρα  αντίληψη  για  την  στόχευση  των  υποστρωμάτων  ήταν  η 
"παράδοσή"  τους  από  την  SecB  στην  SecA  διαμέσου  του  επιτόπου  πρόσδεσης 
στο καρβόξυτελικό  άκρο. Δεν υπήρχαν ωστόσο δεδομένα που να αποκαλύπτουν 
πως  τελικά  το  υπόστρωμα  κατέληγε  να  δεσμεύεται  στην  περιοχή  πρόσδεσης 
πεπτιδίου  της  SecA.                                  
  Στην συνέχεια δοκιμάσαμε να δούμε αν μία μη ειδική σαπερόνη, όπως ο 
ΤF, μπορεί να παραδώσει απευθείας το υπόστρωμα στην SecA παρουσία SecB. 
Για  να  αποκλείσουμε  την  περίπτωση  ο  TF  να  παραδώσει  το  υπόστρωμα στην 
SecB,  κάτι  που  δεν  καταφέραμε  να  μελετήσουμε  αν  είναι  εφικτό, 
χρησιμοποιήσαμε  το  μετάλλαγμα  της  SecB(L42R).  Το  αποτέλεσμα  δεν  ήταν 
σαφές καθώς ο χρόνος έκλουσης του νέου πληθυσμού μάζας 241.5kDa από την 
αντίδραση  προσχηματισμένων  συμπλόκων  (ΤF‐proPhoA)  με  (SecB‐SecA)  ήταν 
πολύ  κοντά  με  αυτόν  του  συμπλόκου  SecA‐SecB(232kDa).  Ωστόσο  οι  μάζες 
δείχνουν  σύμφωνα  και  με  τα  προηγούμενα  τον  σχηματισμό  συμπλόκου  ενός 
μορίου  φωσφατάσης  και  ενός  διμερούς  SecA.  
  Θέλοντας  να  μελετήσουμε  και  την  στόχευση  μίας  δεύτερης  εκκριτικής 
πρωτεΐνης,  με  διαφορετικά  χαρακτηριστικά  από  την  αλκαλική  φωσφατάση, 
δοκιμάσαμε τις αντιδράσεις με SecA, SecB αγρίου τύπου και proBglX. Τόσο για 
την  αγρίου  τύπου  SecA  όσο  και  για  το  μονομερές  της  μεττάλαγμα  οι  νέοι 
ληθυσ ί  ά

                   

                                

          



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

5.2 Τεχνικές μοριακής βιολογίας  
 

Οι τεχνικές μοριακής βιολογίας εκτελέστηκαν με βάση τα εγχειρίδια :"Molecular 
Cloning",  laboratory  manual,  J.  Sambrook,  E.F.  Fritsch,  T.Maniatis  καθώς  και 
"Current  protocols  in  molecular  biology",  F.  Ausubel,  R.  Brent,  R.  Kingston,  D. 
Moore, J. Seidman, J. Smith, K. Struhl. Χρησιμοποιήθηκαν πρωτόκολλα και έτοιμα 
διαλύματα της QUIAGEN. Οι DNA αλληλουχίσεις έγιναν από την MACROGEN. 

 

5.1.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
 

Διαλύουμε την ενδεδειγμένη ποσότητα αγαρόζης σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 1Χ 
και  θερμαίνουμε  σε  φούρνο  μικροκυμάτων.  Αφού  το  δείγμα  κρυώσει 
προσθέτουμε  βρωμιούχο  αιθίδιο  σε  τελική  συγκέντρωση  0,5  mg/ml.  Στα 
δείγματα εισάγεται διάλυμα που φέρει χρωστική orange g και γλυκερόλη ώστε 
να  μπορούν  να  φορτωθούν  ευκολότερα  στο  πήκτωμα.  Εφαρμόζεται  διαφορά 
δυναμικού. Τα αρνητικά φορτισμένα μόρια DNA κινούνται προς τον θετικό πόλο 
και  διαχωρίζονται.  Το  πήκτωμα  εκτίθεται  σε  υπεριώδη  ακτινοβολία  και 
εμφανίζονται οι ζώνες των μορίων DNA. 

 

5.2.1 Παραγωγή επιδεκτικών κυττάρων  
 

Για την παράγωγη επιδεκτικών κυττάρων εμβολιάζουμε μοναδιαία αποικία από 
στερεό  θρεπτικό  LB  σε  υγρό  και  επωάζουμε  με  ολονύκτια  ανάδευση  σε 
κατάλληλη θερμοκρασία. Η ολονύκτια καλλιέργεια αραιώθηκε  εκατό φορές σε 
έο  υγρό  θρεπτικό  LB που περιέχει  20μΜ MgSO4  και  επωάστηκε  μέχρι OD600= 
,47.  Έπειτα  γίνεται 
oC).  Το  ίζημ

ν
0
4
T

συλλογή  των  κυττάρων  με  φυγοκέντρηση  (3000g,  5min, 
α παναδιαλύεται  σε  0,4  όγκου  καλλιέργειας  παγωμένο  διάλυμα 

FB1  και  επωάζεται  για  5min  στον  πάγο.  Επαναλαμβάνεται  η  προηγούμενη 
φυγοκέντρηση και  το  ίζημα  αυτή  τη  φόρα  επαναδιαλύεται  σε  0,04  όγκους 
καλλιέργειας παγωμένο TFB2 διάλυμα. Ακολουθεί επώαση για 60min στον πάγο 
και ψύξη με υδατόλουτρο αιθανόλης στο οποίο  έχει προστεθεί  ξηρός πάγος. Η 
αποθήκευση γίνεται στους ‐80οC. 

  ε
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5.1.3 Μετασχηματισμός κυττάρων 

  προσθέτουμε  2‐10ng  του  επιθυμητού 

5.1.4 Κατασκευή της σημειακής μετάλλαξης His­SecB(L42R)  

  πληθυσμοί  θα  ανπτυχθούν  και  θα 
πιβιώσουν. Πραγματοποιήθηκε DNA αλληλούχιση για να επιβεβαιώσουμε την 

μό pIMBB1310. 

Περίπου  σε  100μL  δεκτικών  κυττάρων
DNA. Τα κύτταρα μένουν με  το DNA στον πάγο για 30min    και στην  συνεχεία 
επωάζονται για 45sec στους 42οC. Άμεσα τοποθετούνται στον πάγο για 2min. 
Έπειτα  αφού  προστεθεί    900  mL  θρεπτικού  LB,  επωάζονται  για  60min  υπό 
ανάδευση στη κατάλληλη θερμοκρασία. Ακολουθεί επίστρωση των κυττάρων σε 
τριβλίο LB που περιέχει κατάλληλο αντιβιοτικό και επωάζονται ολονύκτια στην 
κατάλληλη θερμοκρασία.  

 

 

Πραγματοποιούμε  αλυσιδωτή  αντίδραση  πολυμεράσης  με  90ng  pET16b‐His‐
SecB  (pIMBB490),  με  εκκινητές  X1135:  CAA CCA GAA GTT AAA CGC  GAT  CTG 
GAT ACG GCA, X1136: TGC CGT ATC CAG ATC GCG  TTT AAC TTC TGG TTG σε 
τελική  συγκέντρωση  10pmol/ml  και  ειδική  Pfu  ultra  πολυμεράση  σε  τελική 
ενεργότητα 2.5units/μL.  To προϊόν  της  αντίδρασης  επωάζεται  με  ένζυμο DpnI 
(37  οC;  2h)  για  να  γίνει  πέψη του αρχικού  μεθυλιωμένου DNA   Tα    θυγατρικά 
μόρια  που  φέρουν  την  επιθυμητή  μετάλλαξη  θα  παραμείνουν  ανέπαφα.  Στην 
συνέχεια μετασχηματίζουμε το προιόν της πέψης σε Ε.Coli κύτταρα DH5A και τα 
πιστρώνουμε σε  τριβλίο LB που περιέχει αμπικιλλίνη σε  τελική συγκέντρωση 
00μg/ml.  Oι  φέροντες  το  πλασμίδιο
ε
1
ε
εισαγωγή της μετάλλαξης. Το κατασκεύασμα έχει αριθ
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5.2 Έκφραση πρωτεινών σε E.coli 

 μεταγραφή το γονιδίου που μας ενδιαφέρει προχώρα 
πολύ 

ι  pET  πλασμιδιακοί  φορείς  που  φέρουν  την  proPhoA,  proPhoA  Cys‐  και  την 
roBglX  μετασχηματιστήκαν  σε  κύτταρα  E.coli  BL21.19.  Εμβολιάσαμε  μια 
εμονωμένη  αποικά  σε  LB  θρεπτικό  που  περιέχει  αμπικιλλίνη  (100μg/mL)  η 
οποία μεγάλωσε ολονυκτία στους 30οC. Aραιώσαμε την ολονύκτια βακτηριακή 
αλλιέργεια  50  φορές  σε  φρέσκο  LB  θρεπτικό  που  περιείχε  αμπικιλλίνη 

οC έως ότου η οπτική πυκνότητα OD600=0.6‐
Πραγματοποιήσαμε επαγωγή των πρωτεϊνών με  IPTG (0.2mM) για 4 ώρες 

εχεία  συλλέξαμε  τα  κύτταρα  με  φυγοκέντρηση  (10.000g,  4oC, 
10min).                                                                                                                                    
  Ακλουθώντας  τις  συνθήκες  που  περιγράφηκαν,  το  70‐90%  της 
εκφραζόμενης  πρωτεΐνης  βρίσκονται  στα  έγκλειστα  σωμάτια,  τα  οποία  στην 

5.2.1 Έκφραση πρωτείνών με την χρήση pET συστήματος.              

           
Το  pET  πλασμίδιο  είναι  ένας  βακτηριακής  φορέας  ο  οποίος  επιτρέπει  την 
παραγωγή οποιασδήποτε επιθυμητής πρωτεΐνης. Περιέχει ορισμένα σημαντικά 
στοιχειά όπως: το  lacI γονίδιο, τον  lac καταστολέα, τον Τ7 υποκινητή ο οποίος 
είναι ειδικός μόνο για την Τ7 RNA πολυμεράση (και όχι για τις βακτηριακές RNA 
πολυμεράσες),  τον  lac  χειριστή  ο  οποίος  εμποδίζει  την  μεταγραφή,  έναν 
ολυσύνδετη,  το  f1 σινιάλο  έναρξης αντιγραφής,  γονίδιο ανθεκτικότητας στην 
μπικιλλίνη.  Όταν  η  Τ7  RNA  πολυμεράση  είναι  παρούσα  και  ο  χειρίστης  δεν 
ρίσκεται σε καταστολή, η

π
α
β
με  γρήγορο  ρυθμό.  Επειδή  ο  Τ7  είναι  ιικος  υποκινητής,  μεταγράφεται 
γρήγορα  και  ανεξέλεγκτα  αρκεί  να  είναι  παρούσα  η  Τ7  RNA  πολυμεράση.  Η 
έκφραση  της  πρωτεΐνης  ενδιαφέροντος  αυξάνει  όσο  αυξάνει  και  το 
μεταγραφόμενο  mRNA.  Μέσα  σε  λίγες  ώρες  η  πρωτεΐνη  ενδιαφέροντος  θα 
αποτελεί  ένα  από  τα  πιο  επικρατή  συστατικά  μέσα  στο  κύτταρο.  Το  επόμενο 
βήμα περιλαμβάνει  τον μετασχηματισμό του φορέα σε  κατάλληλο βακτηριακό 
ξενιστή που φέρει το γονίδιο της RNA πολυμεράσης φηγού T7 στο γένωμα του 
(λDE3) το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο του lac υποκινητή και χειριστή. Κοινό 
χαρακτηριστικό όλων το πλασμιδιακών φορέων pET που χρησιμοποιηθήκαν σε 
αυτήν  την  διατριβή  είναι  ότι  προσθέτουν  ένα  εξαϊστιδινικό  επίτοπο  στο 
αμινοτελικό  ή  στο  καρβοξυτελικό  άκρο  της  πρωτεΐνης  αναλόγως  την 
περίπτωση. 

 

5.2.3 'Εκφραση  και  καθαρισμός  υποστρωμάτων  υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες. 

 

Ο
p
μ

κ
(100μg/mL) και επωάσαμε στους 30
0.8. 
και  στην  συν
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glycerol) ώστε να απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο. Τα δείγματα συγκεντρώθηκαν με 
φυγοκέντρηση (Amicon Centricon). 

* το βήμα της επώασης με EDTA καθώς και η προσθήκη EDTA στο ρυθμιστικό διάλυμα της διαπίδυσης 
πολλές φορές παραλείφθηκαν καθώς φαίνεται να επηρεάζουν την οξειδωμένη μορφή της φωσφατάσης.  

  

5.2.4 'Εκφραση και καθαρισμός των πρωτεϊνών His­SecB και Ηis­
TF με την χρήση χρωματογραφίας συγγένειας μετάλλου (Ni2+ ­NTA) 
και μοριακού αποκλεισμού. 

 

συνεχεία  απομονώθηκαν  έτσι  ώστε  να  καθαριστούν  οι  πρωτεΐνες  με  χρήση 
μετάλλου.                                  

λλέτα  επαναδιαλύθηκε  σε  ρυθμιστικό 
ιάλυμα  (50mM Tris‐HCl,  pH  8.0,  0.5M NaCl,  5%  glycerol)  με  ανάδευση  στους 

α 

ς.            
συνέχεια  τα  κλάσματα  που  επιλέχθηκαν  επωάστηκαν  με  30mM 

NaCl,  6M  urea,  1mM  EDTA*,    5% 

χ
 
δ
4

ρωματογραφίας  συγγενείας 
Συγκεκριμένα  η  βακτηριακή  πε

οC  και  προστέθηκε  PMSF  (2.5mM)  και  DNase  (50μg/μL).  Στην  συνεχεία  τ
κύτταρα  διασπάστηκαν  και  τα  έγκλειστα  σωμάτια  απομονώθηκαν  με 
υπερφυγοκέντρηση  (50.000g;  4oC,  30min).  Το  υπερκείμενο φυλάχθηκε  ενώ  το 
ίζημα επαναδιαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα (50mM Tris,pH 8.0, 0.5M NaCl, 8M 
urea, 5% glycerol). Στο  επαναδυαλυμένο  ίζημα προστέθηκε PMSF  (2.5mM) και 
φυγοκεντρήθηκε  (50.000g;  4oC;  30min).  Το  επαναδυαλυμένο  σε  ουρία  ίζημα 
επαναδιαλύθηκε σε ίσο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος (50mM Tris, pH 8.0, 0.5M 
NaCl,  8M urea,  5%  glycerol). Όλα  τα  δείγματα αναλύθηκαν σε  12% SDS‐PAGE 
πηκτής ακρυλαμίδης, έτσι ώστε να εκτιμηθεί η ποσότητα της πρωτεΐνης που μας 
ενδιαφέρει  στο  διαλυτοποιημένο  σε  ουρία  ίζημα  για  να  χρησιμοποιηθεί  η 
ενδεδειγμένη  ποσότητα  ρητίνης  Νι+2‐ΝΤΑ.  Η  ρητίνη  εξισορροπήθηκε  με 
ρυθμιστικό διάλυμα (50mM Tris‐HCl, pH 8.0, 0.5M NaCl, 6Μ urea, 5% glycerol). 
Το  επαναδιαλυτοποιημένο  σε  ουρία  ίζημα  αραιώθηκε  με  ρυθμιστικό  διάλυμα 
(50mM Tris‐HCl, pH 8.0, 0.5M NaCl, 5% glycerol) έτσι ώστε να επιτευχθεί τελική 
συγκέντρωση  ουρίας  6Μ,  προστέθηκε  σε  αυτό  β‐mercaptethanol  (5mM)  και 
φορτώθηκε στην ρητίνη. Πραγματοποιήθηκαν εκπλήσσεις της ρητίνης αρχικά με 
10 όγκους ρητίνης ρυθμιστικού διαλύματος (50mM Tris‐HCl, pH 8.0, 0.5M NaCl, 
6Μ  urea,  5%  glycerol)  και  στην  συνέχεια  με  15  όγκους  ρητίνης  ρυθμιστικού 
διαλύματος  (50mM  Tris‐HCl,  pH  8.0,  50mM  NaCl,  6M  urea,  5%  glycerol)  .  Η 
έκλουση  της  δεσμευμένης  στην  ρητίνη  πρωτεΐνη  πραγματοποιήθηκε  με  10 
όγκους  ρητίνης  ρυθμιστικού  διαλύματος  (50mM Tris‐HCl,  pH  8.0,  50mM NaCl, 
6M urea, 250mM imidazol, 5% glycerol). Τα δείγματα της έκλουσης αναλύθηκαν 
ε  12%  SDS‐PAGE  πηκτής  ακρυλαμίδης,  έτσι  ώστε  να  διαπιστωθεί  ο  βαθμός 
αθαρότητα                                                                                                                              

Στην 
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EDTA  για  μία  ώρα*.    Πραγματοποιήθηκε  μοριακή  διαπίδυση  σε  ρυθμιστικό 
διάλυμα  (50mM  Tris‐HCl,  pH  8.0,  50mM 



Οι  σαπερόνες  Ηis‐SecB  και  His‐TF  φέρουν  στο  αμινοτελικό  τους  άκρο 
εξαϊστιδινικό  επίτοπο.  Ο  επίτοπος  προσφέρει  ένα  τεράστιο  πλεονέκτημα  όσον 
αφορά την εύκολη και γρήγορη απομόνωση της σε καθαρή μορφή με την μέθοδο 
της χρωματογραφίας συγγένειας νικελίου. Η ρητίνη που χρησιμοποιείται για τον 
καθαρισμό των πρωτεϊνών, περιέχει αγαρόζη ως προσροφητικό υλικό, το οποίο 
συνδέεται  με  το  νικέλιο  μέσω  νιτριλο‐τριοξικού  οξέος  (ΝΤΑ)  που  φέρει  τρία 
καρβονύλια. Το NTA καταλαμβάνει 4 από τις 6 θέσεις σύνδεσης υποκατάστατη 
στη σφαίρα συναρμογής του ιόντος νικελίου, αφήνοντας ελεύθερες   δυο θέσεις 
να  αλληλεπιδράσουν  με  τον  εξαϊστιδινικό  επίτοπο  των  προς  καθαρισμό 
πρωτεϊνών.  Έτσι  τρία  ιόντα  νικελίου  αντιστοιχούν  σε  κάθε  πρωτεϊνικό  μόριο 
που φέρει 6 ιστιδίνες στο αμινοτελικό του άκρο. Η ρητίνη χρωματογραφίας θα 
κατακρατήσει μόνο την φέρουσα τον επίτοπο πρωτεΐνη, και η μη ειδική σύνδεση 
πρωτεϊνών  αποτρέπεται  με  τις  εκπλήσσεις  της  ρητίνης  με  χαμηλής 
συγκέντρωσης  διάλυμα  ιμιδαζολίου.  
  Η  βακτηριακή  πελλέτα  επαναδιαλύεται  σε  ρυθμιστικό  διάλυμα  (50mM 
Tris‐HCl  pH:8.0,  1M  NaCl,  10%  glycerol,  5mM  Imidazol)  και  προστίθεται 
αναστολέας  πρωτεασών  PMSF  με  τελική  συγκέντρωση  2mM.  Ακολουθεί 
συμπίεση  και  τελικά  σπάσιμο  των  κυττάρων  με  τη  χρήση  γαλλικής  πρέσας. 
Κατόπιν  απομακρύνονται  τα  μεγάλα  θραύσματα  και  άσπαστα  κύτταρα  με 
φυγοκέντρηση  (30min,  4oC,  2500g).  Συλλέγουμε  το  υπερκείμενο  και  τα 
φορτώνουμε  στην  χρωματογραφική  στήλη  που  περιέχει  τη  Ni2+‐NTA  ρητίνη 
εξισορροπημένη με 10 όγκους διαλύματος (50mM Tris‐HCl pH:8.0, 1M NaCl, 10% 
glycerol, 5mM Imidazol), με ρυθμό ροής μικρότερο από 1mL/min. Συλλέγουμε το 
διάλυμα  που  διαπερνά    την  ρητίνη,  και  ακολουθεί  έκπλυση  της  ρητίνης  με  10 
όγκους  διαλύματος  (50mM  Tris‐HCl  pH:8.0,  1M  NaCl,  10%  glycerol,  5mM 
Imidazol).  Ακολουθεί  ακόμα  μια  έκπλυση  με  μειωμένη  συγκέντρωση  αλατιού 
(50mM  Tris‐HCl  pH:8.0,  50mM  NaCl,  10%  glycerol,  5mM  Imidazol).  Τέλος 
εκλούεται η καθαρή πρωτεΐνη με 5 όγκους διαλύματος (50mM Tris‐HCl pH:8.0, 
50mM  NaCl,  10%  glycerol,  250mM  Imidazol).  H  συλλογή  των  κλασμάτων 
έκλουσης  γίνεται  συνήθως  σε  μισό  όγκο  απ’  αυτόν  της  ρητίνης  και  ακολουθεί 
SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  με  δείγματα  από  όλα  τα  στάδια  ώστε  να  κριθεί  η 
καθαρότητα  της  πρωτεΐνης.  Τα  δείγματα  που  έχουν  την  μεγαλύτερη 
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αι  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  των  κλασμάτων  που  περιέχουν  την  επιθυμητή 

mM  Tris‐HCl  pH:8.0,  50mM  NaCl,  50% 
lycerol) και η καθαρισμένη πρωτεΐνη φυλάσσεται στους ‐20oC. 

 

καθαρότητα  συγκεντρώνονται  στα  5ml  και  φορτώνονται 
προπαρασκευαστική στήλη  superdex200 HiLoad,  εξισορροπημένη  με  2  όγκου
κολώνας  ρυθμιστικό  διάλυμα  (50mM  Tris‐HCl  pH:8.0,  50mM  NaCl)  και  ρο
ml/min. Ακολουθεί προσδιορισμός της ποσότητας πρωτεΐνης των κλασμάτω2
κ
πρωτεΐνη.  Τέλος  αφού  αναμιχτούν  τα  κλάσματα  με  την  μεγαλύτερη 
καθαρότητα,  συγκεντρώνονται  και  η  πρωτεΐνη  υπόκεινται  σε  ολονύκτιο 
διαπίδυση  ενάντια  σε  διάλυμα  (50
g
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5.2.5 'Εκφραση  και  καθαρισμός  των  πρωτεϊνών  SecA  6A  N1­15­
 901, SecA N1­901 (Y134S), SecA 6A N15­901 (Y134S), SecA N1­ 
 901, SecA N1­861, SecA N1­834                      

                                                                                                                                                                
  Οι SecA πρωτεΐνες που απομονώθηκαν εδώ δεν φέρουν κάποιο επίτοπο 
για τον καθαρισμό τους καθώς έχει δειχθεί οτι τέτοιοι επίτοποι επηρεάζουν τις 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτομερών ,κάτι που θα οδηγούσε σε εσφαλμένο 
προσδιορισμό  της  στερεοδιαμόρφωσης  .  Για  το  λόγο  αυτό  επιλέχθηκε  pZ 
πλασμιδιακός  φορέας  έκφρασης.  Οι  φορείς  που  έχουν  ενσωματωμένα    τα 
γονίδια  των  πρωτεϊνών  pIMBB10,  pIMBB1297,  pIMBB1296  αντίστοιχα, 
μετασχηματίστηκαν  σε  κύτταρα E.coli  JM109  pLySs.  Εμβολιάσαμε  μεμονωμένη 
αποικία  σε  LB  θρεπτικό  που  περιείχε  αμπικιλλίνη  100μg/ml,  και 
χλωραμφενικόλη  25μg/ml  η  οποία  μεγάλωσε  ολονύκτια  στους  37◦C.  Με  την 
χρήση ζυμωτήρα αραιώσαμε την καλλιέργεια 50 φορές σε τελικό όγκο 30L και 
επωάσαμε στους 30◦C, μέχρι η οπτική πυκνότητα να φτάσει την τιμή OD600=0.5. 
Στην  συνέχεια  έγινε  επαγωγή  των  πρωτεϊνών  με  0.25mM  IPTG  για  3  ώρες. 
Συλλέξαμε  την  βακτηριακή  καλλιέργεια  και  ακολούθησε  φυγοκέντρηση 
(10000g;  4◦C,  12min).              Η  βακτηριακή  πελλέτα  αφέθηκε  σε  ολονύκτια 
επαναδιάλυση  υπό  ανάδευση,  στους  4◦C,  σε  μικρή  ποσότητα  (50ml) 
ρυθμιστικού διαλύματος1 [50mM Tris‐HCl pH=7.6 ,175mM KCl, 10% glycerol] με 
την  προσθήκη  αντιπρωτεασικού  διαλύματος  PMSF  (0,5mM).    Ακολούθησε 
διάρρηξη  των  κυττάρων με  την  χρήση  γαλλικής πρέσσας  ενώ προστέθηκε  και 
PMSF (2.5mM) και στην συνέχεια το δείγμα αραιώθηκε σε τελικό όγκο 100ml με 
ρυθμιστικό  διάλυμα1  και  φυγοκεντρήθηκε  (50000g;  4◦C,  60min).To 
υπερκείμενο φορτώθηκε σε QUIAGEN κολώνες που περιείχαν συνολικά 700ml 
χρωματογραφικού  υλικού  Cibacron‐Blue  SepharoseTM  CL‐6B  (Pharmacia)  και 
είχαν ήδη εξισορροπηθεί με 5 όγκους κολώνας  ρυθμιστικού διαλύματος 1. Η ροή 
ρυθμίστηκε κάτω από 1ml/min  . Ακολούθησε   έκπλυση του υλικού με 3όγκους 
κολώνας  ρυθμιστικό  διάλυμα 1 σε  χαμηλή ροή και στην συνέχεια με 3  όγκους 
κολώνας  ρυθμιστικό  διάλυμα  2  [50mM  Tris‐HCl  pH=7.6  ,  200mM  KCl,  10% 
glycerol]με ροή περίπου 1.5ml/min. Η έκλουση της καθαρής πρωτείνης από το 
χρωματογραφικό  υλικό  έγινε  με  2  όγκους  κολώνας  ρυθμιστικό  διάλυμα  3 
[50mMTris‐HCl pH=7.6  ,1M KCl] με χαμηλή ροή. Τα δείγματα που συλλέγονται 
από  τις  κολώνες  εξετάζονται  σε  13%  SDS‐PAGE  πηκτής  ακρυλαμίδης  για  να 
διαπιστωθεί  η  καθαρότητα  και  η  ποσότητα  πρωτεΐνης  που  παρέμεινε  στην 
κολώνα  κατά  τα  βήματα  της  χρωματογραφίας.  Το  έκλουσμα  από  την  κολώνα 
συγκεντρώνεται  στα  5  ml  (Vivacell  250  concentrators‐Sartorius  Amicon‐
Illipore). Τα 5ml δείγματος, μετά την προσθήκη αναγωγικού παράγοντα DTT 
5mM)    φορτώνονται  σε  πακεταρισμένη  στήλη  με  χρωματο
uperdex  200(HiLoad)  και  υπόκεινται  σε  χρωματογραφία 
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κλάσμ ράται 
φασματοφωτομετρικά.  Επιλέγονται  τα  2‐4  κλάσματα  με  την  μεγαλύτερη 
καθαρότητα για την επόμενη χρωματογραφία. Γίνεται χρήση της ίδιας κολώνας 
με  την  μόνη  διαφορά  το  ρυθμιστικό  διάλυμα  χαμηλής  αλατότητας  ως  κινητή 
φάση    [50mMTris‐HCl  pH=8  ,50mM  KCl].    Αντίστοιχος  έλεγχος 
πραγματοποιείται στα κλάσματα που συλλέγονται ενώ  επιλέγονται μόνο τα 1‐2 
κλάσματα από την χρωματογραφική κορυφή για να αποφύγουμε οποιαδήποτε 
επιμόλυνση  του  δείγματος  .  Η  ποσότητα  πρωτεΐνης  που  συλλέγεται  για 
κρυσταλλογραφία είναι περίπου 10‐20 mg τα οποία και συγκεντρώνονται. Μόνο 
οι  πρωτεΐνες  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  χρωματογραφία  υπόκεινται  σε 
ολονύκτιο  διαπίδυση  ενάντια  σε  διάλυμα  (50mM  Tris‐HCl  pH:8.0,  50mM  ΚCl, 
50% glycerol)  και φυλάσσεται  στους  ‐20oC.  Στα  δείγματα που στάλθηκαν  για 
πειράματα  κρυσταλλογραφίας  το  ρυθμιστικό  διάλυμα  ήταν  50mM  Tris‐HCl 
pH:8.0, 50mM ΚCl +/‐ 1mM  ADP. 
 

  

5.3 Ανίχνευση  και  μελέτη  καθαρότητας  και  μεγέθους  πρωτεϊνών  με 
SDS­PAGE πηκτής ακρυλαμίδης και χρωση coomassie blue 
 

Οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν ηλεκτροφορητικά με βάση το μοριακό 
τους  βάρος  με  ηλεκτροφόρηση  σε  πήκτωμα  πολυακριλαμίδης.  Το  πρωτεϊνικό 
μίγμα  αρχικά  επεξεργάζεται  με  διάλυμα  Laemmli  που  περιέχει  SDS  ένα  ιονικό 
απορρυπαντικό  το  οποίο  σπάει  σχεδόν  όλες  τις  μη  ομοιοπολικές 
αλληλεπιδράσεις  σε  μη  αποδιαταγμένες  (native)  πρωτεΐνες.  Το  διάλυμα  αυτό 
περιέχει  επίσης  β‐μερκαπταιθανόλη  ώστε  να  αναχθούν  τυχόν  δισουλφιδικοί 
δεσμοί.  Το  SDS  προσδένεται  πάνω  στην  πρωτεΐνη  με  αποτέλεσμα  την 
αποδιάταξη της και την δημιουργία συμπλόκου SDS ‐ αποδιαταγμένη πρωτεΐνη 
το  οποίο  φέρει  μεγάλο  αρνητικό  φορτίο  και  κατά  προσέγγιση  ανάλογο  του 
μοριακού βάρους της πρωτεΐνης. H ανίχνευση πρωτεϊνών πραγματοποιείται με 
χρώση  με  Coomasie  Brilliant  Blue  (R‐250)  που  βαφεί  με  μπλε  τις  πρωτεϊνικές 
ζώνες και ανιχνεύει πρωτεΐνες από 0,1mg. 

 

5.4 Σχηματισμός συμπλόκων και ανάλυσή τους 
 

Η ανάλυση των συμπλόκων στην διατριβή αυτή έγινε με υγρή  χρωματογραφία 
μοριακού αποκλεισμού υψηλής πίεσης. Οι στήλες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι 

 

ποκλεισμού. Το ρυθμιστικό διάλυμα που χρησιμοποιείται ως κινητή φάση είναι  
50mMTris‐HCl  pH=8  ,1M  KCl]  ενώ  η  ροή  ρυθμίζεται  στα  2ml/  min.  Τα 
λάσματα που συλλέγονται εξετάζονται σε 13% SDS‐PAGE πηκτής ακρυλαμίδης 
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για  να  διαπιστωθεί  η  καθαρότητά  τους  ενώ  η  ποσότητα  πρωτεΐνης  στα 

ατα  ελέγχεται  με  αντιδραστήριο  Bradford  και  μετ
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συνέχεια η μισή ποσότητα της αντίδρασης φορτωνόταν στην κολώνα ενώ στην 
υπόλοιπη αντίδραση προσθέταμε SecA.  Στην περίπτωση των αντιδράσεων με 
το μετάλλαγμα της SecB που εμφανίζει μειωμένη συγγένεια για το υπόστρωμα, 

Superdex200  HR  10/30  καθώς  και  η  Superdex200  10/300GL  (Pharmacia).  Η 
έξοδος της κολώνας ήταν συνδεδεμένη με τέσσερις διαφορετικόυς ανιχνευτές σε 
σειρά.  Το ίχνος του χρωματογραφήματος δίνεται από μετρήσεις UV στα 280nm, 
η συγκέντρωση του διαλύματος μετράται βάση διάθλασης φωτός του δείγματος 
που  εισέρχεται  στον  ανιχνευτή  (Refractive  Index  detector)  ενώ  στην  συνέχεια 
ακολουθεί ο ανιχνευτής σκεδαζόμενου φωτος υπό γωνιακή εξάρτηση (MALLS ‐ 
Multi  Angle  Laser  Light  Scattering)  και  τέλος  ανιχνευτής  σκέδασης  δυναμικού 
φωτός  (QELS  ‐ Quasi Elastic  Light  Scattering)  όπου μας δίνει πληροφορίες  για 
τον  υπολογισμό  της  υδροδυναμικής  ακτίνας  των  μορίων.  Τα  δεδομένα 
συλλέγονται  σε  πραγματικό  χρόνο  και  συνδυάζονται  από  ειδικό  software 
(ASTRA). Διάφορα βιοφυσικά μεγέθη είναι διαθέσιμα κατόπιν  επεξεργασίας. Ο 
εξοπλισμός και το λογισμικό είναι της εταιρίας Wyatt. 

 

5.4.1 Αντιδράσεις  εκκριτικών  υποστρωμάτων  με  σαπερόνες  και 
SecA. 

   

όσο η αλκαλική φωσφατάση όσο και η β‐γλυκοσιδάση που χρησιμοποιήσαμε 
την διατριβή αυτή απομονώνοντ
Τ
σ αι από το κύτταρο σαν σωμάτια εγκλεισμού 
αρουσία αποδιατακτικού παράγοντα ουρίας. Οι συνθήκες αυτές κρατούν τα 

ται σταδιακά ο 

 
προσχηματίζαμε 

τους 4 οC 15' και στην 

π
υποστρώματα σε μία μη πλήρως αναδιπλωμένη μορφή. Αραιώνοντας το 
διάλυμα του υποστρώματος με διάλυμα  σαπερόνη απομακρύνε
παράγοντας ουρία και έτσι επιτρέπουμε στις πρωτεΐνες να αλληλεπιδράσουν. Η 
αντίδραση αφήνεται για 15 λεπτά στους 4 οC και κατόπιν φορτώνεται στην 
κολώνα μοριακού αποκλεισμού.  Το ρυθμιστικό διάλυμα τόσο της κινητής 
φάσης όσο και των διαλυμάτων των πρωτεϊνών είναι 50mM Tris pH=8, 50mM 
KCl, 1mM EDTA. Σε όλες τις αντιδράσεις προσπαθήσαμε να κρατήσουμε το 
ποσοστό της ουρίας κάτω από 0,2Μ και της γλυκερόλης κάτω από 5% του 
συνολικού όγκου της αντίδρασης. Τόσο η ουρία όσο και η γλυκερόλη 
προέρχονται από τα διαλύματα στα οποία φυλάσσονται οι πρωτεΐνες στους ‐20 
οC.                                                                                                                                                     
  Απουσία του χαοτροπικού παράγοντα η αλκαλική φωσφατάση 
γνωρίζουμε οτι είναι ενζυμικά ενεργή ενώ παρουσία αναγωγικού παράγοντα 
αποκτά μία δομή μη εγγενή, ικανή να μετατοπιστεί από το σύστημα. Η β‐
γλυκοσιδάση ωστόσο απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή καθώς η απομάκρυνση του 
χαοτροπικού παράγοντα προκαλεί την δημιουργία συσσωματωμάτων. Γι'αυτό 
τον λόγο η αραίωση της ουρίας γινόταν σταδιακά.                                                              
  Για τις αντιδράσεις με υπόστρωμα, σαπερόνη και SecA, 
το σύμπλοκο σαπερόνης ‐ υποστρώματος, αφήνονταν σ
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προσχηματίζαμε το σύμπλοκο SecA SecB και στην συνέχεια προσθέταμε την 
αλκαλική φωσφατάση.
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                                         ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1 
 

 

Στήλη: Superdex 200 HR10/30. Κινητή φάση: 50mM Tris-HCl pH=8, 200mM KCl, με ροή 0,8ml/min. 
ράφημα πάνω: 10μΜ SecA αγρίου τύπου (πράσινο), 40μΜ TF (κόκκινο), αντίδραση 10μΜ SecA 

αγρίου τύπου με 40μΜ TF (μπλε). Γράφημα κάτω:10μΜ SecA μονομερούς μεταλλάγματος (πράσινο), 
0μΜ TF (κόκκινο), αντίδραση 10μΜ SecA μονομερούς μεταλλάγματος με 40μΜ TF (μπλε). 
Παρατηρούμε οτι ο TF δεν αλληλεπιδρά ούτε με την αγρίου τύπου SecA ούτε με το μονομερές 
ετάλλαγμα αφού τα χρωματογραφήματα των αντιδράσεων αποτελούν την συμβολη των κορυφών των 

 ενώ και οι μετρήσεις μάζας είναι επιβεβαιώνουν οτι δεν σχηματίζεται κάποιο σύμπλοκο. 
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Secretion of bacterial preproteins is mediated by the Sec translocase or 
anslocon. The translocase comprises a transmembrane protein-conducting channel 
uilt of three polypeptides SecY, SecE, SecG and the SecA ATPase nanomotor [1] 

 A). We recently showed [2] that 
 distinct states of the translocase: 

triggering” and “secretion” (Panel A). The triggering state is characterized as a low 
ation energy of the translocase while in the secretion state the mature domain is 

apped on the translocase and moved processively to the periplasm. Furthermore, it 
as been shown in vitro (paper in preparation) that the translocase assembly is 

ferent in the two identified states. In the triggering state the translocase is 
omposed of a dimeric SecA bound to a dimer of SecY, while in the secretion state 

the translocase is composed of a monomeric SecA bound to a SecY dimer. The active 
ligomeric state of SecA during secretion has been a matter of considerable 

controversy [1, 3]. 

 

Materials and methods

tr
b
(Panel A, SecY labeled with Y and SecA with
protein translocation is achieved through two
“
activ
tr
h
dif
c

o

 

In vivo genetic complementation test of the BL21.19 secAts strain at 42°C 
itchell and Oliver, 1993) using SecA wild type and a monomeric mutant SecA 15-

901 (D15A/R16A/R19A/R20A/R22A/K23A) (paper in preparation). BL21.19 
ultures with pET3a vector harboring the SecA derivative genes were grown at 30°C 

and then adjusted to the same optical density at 600nm. The indicated dilutions were 
potted on LB/ampicilin plates having different concentrations of IPTG (as indicated) 

and incubated at 42°C for 12 h. 
SecA and SecY amounts of four different bacterial strains (BL21.19; DH5a; 

n blots with anti-SecA and anti-SecY 
ng amounts of purified SecA and SecY 

rotein. Protein amounts were then converted to protein concentration according to 
ical density , number of E. coli cells; volume of an E. 

oli cell (Moran et al, 2010)  

 

esults

(M

c

s

MC4100; JM109) were quantified using wester
immunostaining respectively and increasi
p
the inter-conversion between opt
c

R  

According to recent findings (see background), SecA is bound initially as a 
er at SecYEG (triggered state) but eventually has to monomerize (secretion state) 

 order to accomplish secretion. To test this hypothesis in vivo, I used in vivo 
dim
in
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complementation test with increasing amounts of IPTG in order to increase SecA
concentration in t

 
he cell. Secretion is necessary for cell viability, thus if the 

translocase is inactive the phenotype of the cell is death. I have tested wild type SecA 
).  

ansition from a dimeric SecA to a monomeric one is necessary for 
secretion, shifting the equilibrium towards the dimer (Panel B) should be 

I used SecA wild type which is active at 
in the 

the dimer. I noticed that increase of SecA 
ogressively to death (Panel C). 

e other hand if the dimeric state is also essential, a monomeric mutant 
should 

which is a very strong dimer as well as a monomeric mutant of SecA (Panel B
If the tr

incompatible with cell viability. To this end 
physiological concentration (Panel C). Inducing overproduction of the prote
equilibrium will be shifted towards 
concentration in the cell leads pr

On th
be inactive at concentrations in which the monomer is the predominant form 

(see panel B) and become active at increased concentrations. This is exactly what I 
observed in the in vivo complementation test (Panel C).  
Another important issue ,raised from the in vitro studies (see background) is the 
[SecY]/[SecA] ratio which must be ≥2 for optimal secretion. To confirm this ratio in 
vivo, I calculated SecA and SecY concentration in four different E. coli strains (Panel 
D). I indeed concluded that the [SecY]/[SecA] ratiois ≥2 in all the strains tested. 
 
 
Conclusions 

I confirmed in vivo, the in vitro results which indicate that SecA must 
interconvert from a dimeric state to a monomeric one during secretion. In order this to 
be accomplished , its intracellular concentration is crucial. This is probably the reason 
why a cell controls so tightly SecA concentration. In E. coli but also in other bacteria, 
evolution has placed an additional regulation mechanism: in the SecA operon there is 
an extra gene which function is to regulate SecA translation . 
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ver one third of a cell’s proteome is non cytoplasmic. As a consequence, protein 
stitutes a major biosynthetic process.Here we aim to decipher targeting 

bination of complementary tools. This 
targetin

The main substrate used for in vitro studies so far was proOmpA, that aggregates in 
aqueous solutions. Development of a new substrate (proPhoA) and a methodology to 
keep it water-soluble allowed us to apply various biophysical tools. 

We first characterized the translocation-incompetent and competent states of 
proPhoA. We used Size Exclusion Chromatography coupled online toMulti Angle 
Light Scattering and Quasi Elastic Light scattering(SEC-MALLS-QELS)and by Gas 
phase Electrophoretic Mobility Molecule Analysis (GEMMA). Hydrogen Deuterium 
exchange experiments coupled with Mass Spectrometry allowed us to map, at a 

ion of proPhoA with the the first potential interactor residing at the 
ribosomes, Trigger Factor, was also characterized using Isothermal Titration 

Sec sy and ITC.Using HDX, crosslinking MS and 

he final destination of a preprotein before its secretion is SecA. It has been proposed 
at SecA oligomerization may affect recognition and/or secretion events. Using 
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O
secretion con
of Sec-dependent substrates using a com

g event has been proposed to be achieved and/or facilitated by molecular 
chaperones, such as Trigger Factor, SecB as well as the SecA ATPase, which is the 
final receptor of the substrates.SecA shuttles between a cytoplasmic and a membrane-
bound state. Up to now we sought to characterize interactions of a model substrate 
with all these chaperones.  

residue level resolution, solvent accessible areasof the two states of proPhoA.  

The interact

Calorimetry (ITC) and SEC-MALLS. 

Afterwards, we characterized the interaction of proPhoA with the chaperone of the 
stem, SecB , using SEC-MALS 

native MS we are trying to obtain information about the interacting surfaces.  

T
th
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advanced bioinformatics tools to analyze existing crystallographic data, X
crystallogr

-Ray 
aphy and SEC-MALS we identified a SecA dimerization interface .This 

permitted us to examine monomeric and dimericderivativesand characterize their 

s 
aintain it in a translocation-competent state and guide it to its final membrane-bound 

receptor, SecA. For these interactions the oligomeric state of the chaperones and the 

ry and 

interaction with SecB, proPhoA and SecB-proPhoA (SEC-MALLS, HDX). 

Here we show that specific interactions of a preprotein with molecular chaperone
m

non-native state of the preprotein is crucial for the recognition. Finally, the preprotein 
is delivered to an asymmetric SecA, where one SecA protomer is necessa
sufficient for recognition but not for secretion. 
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