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Ένας αριθµός παθογόνων βακτηρίων έχει εξελιχθεί έτσι ώστε να είναι ικανός 
να δεσµεύει τους ξενιστές του σε πολύ στενές αλληλεπιδράσεις, µε σκοπό όχι 
απαραίτητα να προκαλέσει µια ασθένεια αλλά περισσότερο να διασφαλίσει την 
ικανότητά του να πολλαπλασιάζεται και να µεταδίδεται σε νέους ξενιστές. Η σχέση 
µεταξύ παθογόνων βακτηρίων και ξενιστών είναι πολύ συχνά ειρηνική επειδή έχει 
διαµορφωθεί µέσω µιας συνεξελικτικής διαδικασίας που στοχεύει στη διασφάλιση 
της επιβίωσης και των δύο (Galan, 1999). Αυτό συµβαίνει και µε τα παθογόνα 
βακτήρια που µέσω της διαδικασίας της προσαρµογής στον ξενιστή, έχουν χάσει την 
ικανότητα να εξερευνούν νέα περιβάλλοντα.  
 Μερικές φορές όµως δρουν εις βάρος του ξενιστή. Σε µερικές περιπτώσεις τα 
συµπτώµατα της ασθένειας που προκαλούν µπορεί να είναι απλά δυσάρεστες 
εκδηλώσεις µιας αυτοπεριοριστικής διαδικασίας, που οδηγεί στη µετάδοσή τους από 
τον ένα ξενιστή στον επόµενο. Σε άλλες περιπτώσεις όµως, όταν τα βακτήρια βρουν 
έναν ξενιστή εξασθενηµένο από συνθήκες που µεταβάλλουν τη λεπτή ισορροπία της 
αλληλεπίδρασης βακτηρίου-ξενιστή, µπορεί να προκύψουν θανατηφόρες ασθένειες  
(Galan, 1999). 
 Κεντρικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις βακτηρίων-ξενιστών έχουν οι πρωτεΐνες, 
είτε είναι εκκρινόµενες, είτε µεµβρανικές. Στα Gram αρνητικά βακτήρια οι πρωτεΐνες 
αυτές πρέπει να περάσουν 2 µεµβράνες, την εσωτερική που περιβάλλει το 
κυτταρόπλασµα και τον εξωτερικό φάκελο που περιβάλλει το περίπλασµα και δρα ως 
διαχωριστικό µε το περιβάλλον (εικόνα 1). Το γενικό µονοπάτι έκκρισης µεταφέρει 
τις πρωτεΐνες στο περίπλασµα. Πριν προσδιοριστεί το τύπου ΙΙΙ εκκριτικό σύστηµα 
(TTSS) στη Yersinia, δυο άλλα ειδικευµένα συστήµατα, το τύπου Ι και τύπου ΙΙ, ήταν 
γνωστά για τη µεταφορά µορίων στην κυτταρική επιφάνεια (Salmond and Reeves, 
1993; Pugsley, 1993; Fath and Kolter, 1993). Οι πρωτεΐνες που εκκρίνονται από το 
τύπου Ι µονοπάτι περνούν απ’ευθείας από το κυτταρόπλασµα στην επιφάνεια, 
παρακάµπτοντας εντελώς το γενικό µονοπάτι έκκρισης (εικόνα 1) σε αντίθεση µε το 
τύπου ΙΙ όπου οι πρωτεΐνες χρησιµοποιούν το µονοπάτι αυτό για να φτάσουν στο 
περίπλασµα και µετά διαπερνούν την εξωτερική µεµβράνη µέσω διαφορετικών 
πρωτεϊνικών καναλιών. Και τα δυο συστήµατα εκκρίνουν πρωτεΐνες που έχουν 
ποικίλες λειτουργίες, συµπεριλαµβανοµένης και της παθογένεσης (Mecsas and 
Strauss, 1996). Επίσης, έχει αναφερθεί και η ύπαρξη ενός άλλου βακτηριακού 
εκκριτικού συστήµατος, του τύπου ΙV, στο οποίο όµως δεν έχει χαρακτηριστεί ακόµα 
το ακριβές µονοπάτι έκκρισης (Christie, 2001). 
 Τα τελευταία 15 περίπου χρόνια, το υψηλά συντηρηµένο, τύπου ΙΙΙ εκκριτικό 
σύστηµα έχει βρεθεί σε πολλά Gram αρνητικά βακτήρια που προκαλούν ασθένειες σε 
ζώα και φυτά. Το σύστηµα έχει εξελιχθεί ώστε να µεταφέρει πρωτεΐνες από το 
βακτηριακό κυτταρόπλασµα στον ξενιστή, οι οποίες µπορούν στη συνέχεια να 
επάγουν ή να παρέµβουν στις κυτταρικές διαδικασίες του ξενιστή και να επιβάλλουν 
τους όρους της αλληλεπίδρασης. Αυτή η διαδικασία ενός βήµατος θυµίζει το 
µηχανισµό που χρησιµοποιείται από τα τύπου Ι συστήµατα (εικόνα 1). Τα συστήµατα 
έκκρισης τύπου ΙΙΙ βρίσκονται τόσο σε φυτοπαθογόνα όσο και σε ζωοπαθογόνα 
βακτήρια, γεγονός που φανερώνει την ικανότητά τους να λειτουργήσουν όχι µόνο 
µέσα στον πληθυσµό των βακτηρίων αλλά και µέσα στα βασίλεια των ξενιστών 
(Galan, 1999). 
 Αποτελούµενα από περισσότερες των είκοσι πρωτεϊνών, τα συστήµατα τύπου 
ΙΙΙ είναι τα πιο πολύπλοκα από όλα τα βακτηριακά συστήµατα έκκρισης και έχουν 
τρία χαρακτηριστικά: 
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- οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες δε διαθέτουν πεπτίδια οδηγούς που στη συνέχεια 
να αποµακρύνονται, χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών που εκκρίνονται µέσω 
του sec-διαµεσολαβούµενου γενικού εκκριτικού µονοπατιού. 

 

 
Εικόνα 1: Σχηµατικό διάγραµµα των τύπου Ι, ΙΙ και ΙΙΙ εκκριτικών συστηµάτων. Όλα 
τα συστήµατα χρησιµοποιούν την ενέργεια της υδρόλυσης του ΑΤΡ για την έκκριση. 
Τα τύπου Ι και ΙΙΙ εκκρίνουν τις πρωτεΐνες κατά µήκος και της εσωτερικής 
µεµβράνης και του κυτταρικού φακέλου (εξωτερική µεµβράνη) σε ένα βήµα. Οι 
εκκρινόµενες πρωτεΐνες δεν κάνουν ενδιάµεσο σταθµό στο περίπλασµα, όπως 
συµβαίνει στο τύπου ΙΙ σύστηµα. Τα δυο αυτά συστήµατα µοιάζουν επίσης στο ότι 
δεν αποµακρύνουν κάποιο τµήµα της πρωτεΐνης. Αντίθετα, το Ν-άκρο των πρωτεϊνών 
που εκκρίνονται από το γενικό εκκριτικό µονοπάτι, αποµακρύνεται κατά τη 
µεταφορά τους στο περιπλασµα. Η Ν-τελική αλληλουχία σινιάλο µπορεί να 
παρατηρηθεί στο περιπλασµα και η εξωκυτταρική πρωτεΐνη είναι καθαρά 
διαφορετική από την ενδοκυτταρική δια της απουσίας της. Τα τύπου Ι συστήµατα 
συντίθενται από πολύ λιγότερα συστατικά από ότι τα τύπου ΙΙΙ. Αυτό φαίνεται από 
τον αριθµό των διαφορετικών πρωτεϊνών (σχήµα και µέγεθος) στην εικόνα. Τα τύπου 
ΙΙ και ΙΙΙ συστήµατα µοιράζονται ένα κοινό συστατικό του κυτταρικού φακέλου, 
όπως φανερώνει η αλληλουχικη οµολογία. Αυτό φαίνεται στο σχήµα του συστατικού 
στην εικόνα. 
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- για την έκκριση αρκετών υποστρωµάτων, απαραίτητη είναι η παρουσία 
βοηθητικών πρωτεϊνών, των σαπερονών (chaperones)   

- για την πλήρη ενεργοποίηση του εκκριτικού µονοπατιού απαιτείται επαφή µε 
το κύτταρο-ξενιστή 
 Λόγω της αρχιτεκτονικής του κυτταρικού φακέλου των Gram αρνητικών 

βακτηρίων, οι πρωτεΐνες που θα µεταφερθούν πρέπει να περάσουν πολλά εµπόδια: 
την εσωτερική µεµβράνη, τον περιπλασµικό χώρο, το στρώµα πεπτιδογλυκάνης και 
την εξωτερική µεµβράνη. Κατά συνέπεια, τα βακτήρια αυτά έχουν διαµορφώσει 
εξελικτικά µια ποικιλία µηχανισµών για να µεταφέρουν πρωτεΐνες από το 
κυτταρόπλασµα στο εξωκυτταρικό περιβάλλον (Pugsley, 1993). H ανακάλυψη 
αλληλουχικής οµολογίας µεταξύ πρωτεϊνών που ενέχονται στην έκκριση ιογενών 
παραγόντων (virulence factors) σε διάφορα παθογόνα βακτήρια και πρωτεϊνών που 
ενέχονται στην εξαγωγή συστατικών του µαστιγίου, οδήγησε στην υπόθεση ότι 
υπάρχει ένα κοινό µονοπάτι πρωτεϊνικής έκκρισης, που ονοµάστηκε τύπου ΙΙΙ 
(Μichelis et al., 1991; Galan et al., 1992; Van Gijsegem et al., 1993). Είναι πολύ 
πιθανό ότι το αρχικό τύπου ΙΙΙ εκκριτικό σύστηµα των ιογενών παραγόντων 
εξελίχθηκε από τα συστήµατα της µαστιγιακής συγκρότησης (Stephens and Shapiro, 
1996; Macnab, 1996). Το βακτηριακό µαστίγιο υπάρχει σε µια µεγάλη γκάµα 
ευβακτηριων και σε µερικά αρχαιοβακτήρια, γεγονός που αποτελεί ένδειξη ότι 
πιθανώς εµφανίστηκε πολύ πριν τα gram αρνητικά βακτηρία που φέρουν το τύπου ΙΙΙ 
σύστηµα. ∆ιαφορές βρίσκονται στην εξωτερική µεµβράνη. Τα συστατικά του 
µαστιγίου περνούν από µια εξωτερική δοµή δακτυλίου που είναι τµήµα του ίδιου του 
µαστιγίου (Aizawa, 1996), ενώ τα παθογονικά µόρια δράσης διαπερνούν την 
εξωτερική µεµβράνη µέσω ενός πρωτεϊνικού καναλιού, οµόλογου αυτών που 
χρησιµοποιούνται από τα τύπου ΙΙ συστήµατα (Pugsley, 1993; Kaniga et al., 1994). 

Τα Gram- παθογόνα βακτήρια πιθανότατα απέκτησαν τα συστήµατα αυτά 
µέσω κάποιου µηχανισµού οριζόντιας µεταφοράς. Η άποψη αυτή υποστηρίζεται από 
την παρατήρηση ότι τα συστήµατα αυτά συχνά κωδικοποιούνται από επιπλέον 
χρωµοσωµικά στοιχεία ή περιοχές µέσα στις νησίδες παθογονικότητας οι οποίες είναι 
τµήµατα χρωµοσωµικού DNA που απουσιάζουν από συγγενή µη παθογόνα βακτήρια 
(Hueck, 1998; Lee, 1997). Οι νησίδες αυτές έχουν ένα G+C περιεχόµενο που 
διαφέρει από αυτό των χρωµοσωµάτων του ξενιστή και είναι συχνά δεσµευµένες από 
αποµεινάρια αλληλουχιών ένθεσης, γονίδια βακτηριοφάγων ή µεταθετά στοιχεία. 
Αµινοξική και αλληλουχική σύγκριση των πιο συντηρηµένων συστατικών του τύπου 
ΙΙΙ συστήµατος έκκρισης και του συστήµατος µαστιγιακής εξόδου δείχνουν µια 
οµαδοποίηση διαφορετικών µελών της οικογένειας σε χωριστές οµάδες (Galan,1999). 

Οι πρωτεΐνες του µαστιγίου φτιάχνουν µια χωριστή οµάδα και τα συστατικά 
του τύπου ΙΙΙ εκκριτικού συστήµατος των φυτοπαθογόνων και ζωοπαθογόνων 
βακτηρίων οµαδοποιούνται επίσης χωριστά. Το σύστηµα έκκρισης των 
φυτοπαθογόνων βακτηρίων είναι πιο συγγενές της µαστιγιακής µηχανής. Αυτό 
σηµαίνει ότι είναι πιθανό τα συστήµατα έκκρισης να εµφανίστηκαν πρώτα στα 
βακτήρια αυτά, ως µια εξελικτική προσαρµογή του συστήµατος εξόδου του 
µαστιγίου, προκειµένου να εκκρίνουν άλλες πρωτεΐνες εκτός της συστατικής 
µαστιγιακης πρωτεΐνης, της φλαγγελίνης, διευκολύνοντας έτσι την ικανότητα τους να 
δηµιουργούν στενές σχέσεις µα τα φυτικά κύτταρα (Galan, 1999).   
 Όλα τα γνωστά τύπου ΙΙΙ εκκριτικά συστήµατα φυτοπαθογόνων και 
ζωοπαθογόνων βακτηριών, διαθέτουν έναν αριθµό βασικών δοµικών συστατικών που 
Είναι υψηλά συντηρηµένα (Hueck, 1998): µια δοµή γενετικά οµόλογη στο βασικό 
σώµα του µαστιγίου (Hueck, 1998; Kubori et al., 1998), έναν εξωτερικό µεµβρανικό 
πόρο αποτελούµενο από µια πρωτεΐνη που ανήκει στη οικογένεια των σεκρετινών 
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(Hobbs and Mattick, 1993) και ένα γενετικά και µορφολογικά ποικίλο εξωκυτταρικό 
εξάρτηµα (Ginocchio et al., 1994; Roine et al., 1997a; Ebel et al., 1998; Knutton et 
al., 1998; Kubori et al., 1998; Blocker et al., 1999; Hoiczyk and Blobel, 2001). Η 
τελευταία αυτή υπερµοριακή δοµή, αποτελείται από πρωτεΐνες που εκκρίνονται µέσω 
του τύπου ΙΙΙ συστήµατος και οι οποίες συγκεντρώνονται στην επιφάνεια µετά την 
επαφή µε τον ξενιστή.  

Το πρώτο τύπου ΙΙΙ εξάρτηµα βρέθηκε στο βακτήριο Salmonella typhimurium  
(Ginocchio et al., 1994), όπου αναφέρθηκε ότι τα επιφανειακά εξαρτήµατα 
σχηµατίζονται µετά από επαφή µε τα επιθηλιακά κύτταρα. Αργότερα, παρόµοιες 
δοµές παρατηρήθηκαν σε στελέχη E.coli που παρήγαγαν τοξίνες (Ebel  et al., 1998). 
Στα φυτοπαθογονικά βακτηρία το πρώτο εξάρτηµα παρατηρήθηκε στην P. syringae 
(Roine et al.,1997a) ενώ παρόµοιες δοµές έχουν πλέον αναφερθεί για τα βακτήρια 
Erwinia amylovora  (Jin et al., 2001) και Ralstonia solanacearum (Van Gijsegem et 
al., 2000) και ονοµάζονται βελονοειδή σύµπλοκα (needle complexes). Τέτοια 
σύµπλοκα έχουν αποµονωθεί από βακτηρία που εκφράζουν το τύπου ΙΙΙ σύστηµα 
(Salmonella, Shigella, Yersinia, E.coli) (Kubori et al., 1998; Blocker et al., 1999; 
Hoiczyk and Blobel, 2001; Sekiya et al., 2001) και αποτελούν αποµονωµένους τύπου 
ΙΙΙ  εκκριτικούς µηχανισµούς που µορφολογικά µοιάζουν µε το βασικό σώµα του 
µαστιγίου µε µια βελονοειδή προέκταση συνηµµένη στο µακρινό άκρο. Η 
παρατήρηση αυτή υποστηρίζει περαιτέρω την εξελικτική σχέση µεταξύ των δυο 
συστηµάτων. 

Γενικά, οι πρωτεΐνες και οι επιφανειακές δοµές, διαφέρουν αρκετά ανάµεσα 
στα παθογόνα βακτηρία. Έτσι, το βακτήριο Salmonella typhimurium και το 
εντεροπαθογονικό E.coli, παράγουν ινώδη εξαρτήµατα διαµέτρου 50nm που 
γεφυρώνουν τα βακτηρία µε τον ξενιστή και φαίνεται να χαλαρώνουν όταν επάγονται 
οι κυτταρικές αποκρίσεις (Ginocchio et al., 1994; Knutton et al., 1998). Αντίθετα, το 
βακτήριο Pseudomonas syringae παράγει ένα λεπτότερο ινίδιο διαµέτρου 6-8nm που 
µπορεί να διεισδύει µέσα στο φυτικό κυτταρικό τοίχωµα πάχους 200nm (Roine et 
al.,1997a). Το ινίδιο Αυτό έχει τη δυνατότητα να επεκταθεί σε µήκος αρκετών 
µικροµέτρων (Βrown et al., 2001) ενώ εκείνο της Yersinia Είναι µόλις 60-80nm 
(Hoiczyk and Blobel, 2001). Στην P.syringae το µακρύ Hrp ινίδιο πιθανά να επιτρέπει 
τη µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεγάλη απόσταση, κατευθείαν στη µεµβράνη του 
φυτικού κυττάρου διασχίζοντας το κυτταρικό τοίχωµα (Brown et al., 2001) ενώ στα 
ζωοπαθογονικά Salmonellα και Shigella η µεταφορά των πρωτεϊνών στους ξενιστές 
γίνεται µέσω µεµβρανών που βρίσκονται σε επαφή. Ίσως κατ’επέκταση, οι ινιδιακές 
προεκβολές που παρατηρούνται σε αυτά τα βακτηρία να είναι πιο κοντές από το Hrp 
ινίδιο (Li et al., 2002).  

Αν και οι δοµές αυτές Είναι απαραίτητες στα βακτηρία προκειµένου να 
µεταφέρουν τις πρωτεΐνες-υποστρώµατα στους ξενιστές, δεν είναι γνωστό αν 
λειτουργούν ως αγωγοί η ως παράγοντες προσκόλλησης που διευκολύνουν την επαφή 
βακτηρίου-ξενιστή. Πειράµατα που έγιναν µε το βακτήριο P.syringae και την 
πρωτεΐνη-υπόστρωµα HrpZ, έδειξαν ότι το ινίδιο λειτουργεί ως αγωγός (Li et al., 
2002) µέσα από τον οποίο ταξιδεύουν οι πρωτεΐνες δράσης. Το ινίδιο Αυτό καθώς και 
τα ινίδια των ζωοπαθογονικών βακτηριών έχουν εξωτερική διάµετρο 6-8nm (Roine et 
al., 1997b; Kubori et al., 1998; Brown et al., 2001) ενώ η εσωτερική διάµετρος στη 
Yersinia εκτιµάται γύρω στα 2nm (Hoiczyk and Blobel, 2001). ∆εδοµένων των 
διαστάσεων αυτών, οι πρωτεΐνες που διαλέγουν να µετακινηθούν µέσω αυτού του 
δρόµου, αναµένεται να Είναι τουλάχιστον µερικώς αποδιαταγµένες. Πολλές 
πρωτεΐνες που εκκρίνονται µέσω των τύπου ΙΙΙ συστηµάτων έχει δειχθεί ότι απαιτούν 
την παρουσία τσαπερονών που τις κρατούν σε µερική αποδιάταξη στο βακτηριακο 
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κυτταρόπλασµα (Stebbins and Galan, 2001). Τα δεδοµένα αυτά οδηγούν στην 
υπόθεση ότι στο βακτήριο P.syringae οι πρωτεΐνες εισέρχονται στο εκκριτικό κανάλι 
αποδιαταγµένες, ταξιδεύουν µέσα στο µακρύ ενδο-ινιδιακό δρόµο µέχρι το φυτικό 
κυτταρικό τοίχωµα και παίρνουν την ενεργή διαµόρφωση τους φτάνοντας στον 
προορισµό τους µετά την έκκριση (Li et al., 2002).  

Το σενάριο αυτό ενδεχοµένως να ισχύει και για την ίδια τη συστατική 
πρωτεΐνη του ινιδίου (pilin) η οποία µπορεί να δηµιουργήσει από µόνη της ινίδια in 
vitro (Roine et al., 1997b) και εποµένως ενδέχεται να διπλώνεται και να συνδυάζεται 
για να σχηµατίσει τη δοµή του ινιδίου στο άκρο του αναπτυσσόµενου εξαρτήµατος 
όπως υποστηρίζεται από τους Li et al. (2002) . Ο τρόπος της προέκτασης του ινιδίου 
εξηγεί επίσης πως το µακρύ και ευλύγιστο ινίδιο µπορεί να διεισδύει στο πορώδες 
στρώµα κυτταρίνης που δηµιουργεί το κυτταρικό τοίχωµα. καθώς η ανάπτυξη 
συµβαίνει στο άκρο, η συγκρότηση του ινιδίου πρέπει να συµβαίνει µέσα στο 
τοίχωµα και όχι να οδηγείται η δοµή εκεί µέσω προέκτασης της βάσης όπως είχε 
προταθεί από τους Brown et al. (2001). Το τι συµβαίνει στο ινίδιο αφού φτάσει στην 
φυτική κυτταρική µεµβράνη παραµένει άγνωστο. Είναι πιθανό ότι τα µονοµερή της 
συστατικής του πρωτεΐνης καθώς εµφανίζονται, διαχέονται µέσα στη λιπιδική 
µεµβράνη. Εναλλακτικά, το ινίδιο µπορεί να τρυπάει τη µεµβράνη, όπως έχει 
προταθεί για την Yersinia (Hoiczyk and Blobel, 2001). Ιδιαίτερα ενδιαφέρον Είναι να 
αναφερθεί ότι και στην περίπτωση του µαστιγιακού σχηµατισµού, νεοσχηµατισµένα 
µονοµερή φλαγγελίνης προστίθενται στο άκρο του εξαρτήµατος (Emerson et al., 
1970). 

Η ενέργεια για την πρωτεϊνική έκκριση πιθανά να προέρχεται από το ΑΤΡ. Ή 
άποψη αυτή υποστηρίζεται από την παρατήρηση ότι ένα συντηρηµένο συστατικό των 
εκκριτικών συστηµάτων τύπου ΙΙΙ, εµφανίζει αλληλουχική οµοιότητα µε τις α και β 
υποµονάδες της βακτηριακής F1F0 ATPάσης και ότι σε τουλάχιστον 2 συστήµατα, η 
πρωτεΐνη αυτή έχει δειχθεί να υδρολύει ΑΤΡ in vitro (Ηard et al., 1992). Γενικά, οι 
ΑΤΡάσες των συστηµάτων έκκρισης είναι περιφερικά συνδεδεµένες µε τη µεµβράνη 
και έχουν υψηλή ενεργότητα σε ολιγοµερική µορφή. Για παράδειγµα, η πρωτεΐνη FliI 
του βακτηρίου Salmonella, σχηµατίζει δακτυλίους που εµφανίζουν ισχυρή εξαµερική 
συµµετρία γύρω από µια κεντρική οπή που µπορεί να αντιπροσωπεύει ένα κεντρικό 
κανάλι (Claret et al., 2003). Μια τέτοια δοµή θα ήταν συγκρίσιµη µε εκείνη των 
αντίστοιχων ενζύµων στο τύπου IV µονοπάτι έκκρισης του H.pylori και της E.coli 
(Krause et al., 2000a,b). Οι κρυσταλλικές δοµές των εξαµερικών τύπου IV ΑΤΡασών 
(Yeo et al., 2000; Gomis-Ruth et al., 2001) δείχνουν ότι οι Ν- και C-τελικές περιοχές 
σχηµατίζουν 2 δακτυλίους, που µαζί δηµιουργούν µια δίοδο ανοιχτή στη µια µεριά 
και κλειστή στην άλλη. Έχει προταθεί ότι αυτές οι ΑΤΡάσες δρουν ως πύλες της 
εσωτερικής µεµβράνης, µε κύκλους ΑΤΡ υδρόλυσης να ρυθµίζουν το άνοιγµα του 
ενός ή του άλλου άκρου µε βάση αλλαγές στη στερεοδιάταξη του ενζύµου. Παρόµοια 
εξαµερική µορφή έχει και η DnaB ελικάση –η κύρια DNA ελικάση αντιγραφής της 
E.coli- η οποία έχει ανάµεσα σε άλλες και ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ (Biswas and 
Biswas, 1999). 

Οι Claret et al. έδειξαν επίσης ότι η ενεργότητα της FliI παρουσιάζει θετική 
συνεργατικότητα υποδηλώνοντας αλληλεπιδράσεις µεταξύ των υποµονάδων και 
σύνδεση του ολιγοµερισµού µε την ενζυµική ενεργοποίηση. Αυτή η σύνδεση έχει 
δειχθεί και για άλλα ένζυµα όπως η πολυµερική περµεάση ιστιδίνης και οι ΑΤΡάσες 
µεταφοράς µαλτόζης (Davidson et al., 1996; Liu and Ames, 1998).    
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Αναγνώριση του υποστρώµατος και µεταφορά στο κύτταρο ξενιστή 
 
 Οι πρωτεΐνες υποστρώµατα του µονοπατιού τύπου ΙΙΙ φέρουν πολλαπλά 
σινιάλα που τις οδηγούν στο µονοπάτι έκκρισης και τελικά στους υποκυτταρικούς 
στόχους µέσα στον ξενιστή. Πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε τις τύπου ΙΙΙ 
εκκρινόµενες πρωτεΐνες YopE και YopN του εντεροπαθογονικού βακτηρίου Yersinia, 
έδειξαν ότι τα 15 πρώτα αµινοξέα των πρωτεϊνών αυτών ήταν αρκετά για να 
οδηγήσουν στην έκκριση ετερόλογων πρωτεϊνών (Cornelis et al.,1998; Sory et al., 
1995). Πιο αναλυτική έρευνα οδήγησε στη σκέψη ότι το σινιάλο έκκρισης πρέπει να 
βρίσκεται στη δοµή του mRNA επειδή µεταλλαγές που µεταβάλλουν το αναγνωστικό 
πλαίσιο του πιθανού σινιάλου δηµιουργώντας εντελώς διαφορετικές πολυπεπτιδικές 
αλληλουχιες, ήταν ακοµα ικανες να οδηγήσουν σε τύπου ΙΙΙ έκκριση (Anderson and 
Schneewind, 1997; Cheng et al., 1997; Anderson and Schneewind, 1999). 
 Οι 5’ mRNA περιοχές µερικών yop µηνυµάτων προβλέπεται να έχουν δοµές 
stem-λούπας που κρύβουν τα AUG σινιάλα µεταφραστικής έναρξης γεγονός που 
προτείνει ότι η µετάφραση των πρωτεϊνών αυτών ίσως αναστέλλεται µέχρι η 5’ 
mRNA περιοχή να αλληλεπιδράσει µε ένα συστατικό του µηχανισµού έκκρισης. 
Αυτή η σύνδεση µεταξύ µετάφρασης και έκκρισης έχει παρατηρηθεί για την πρωτεΐνη 
YopQ  (Anderson and Schneewind, 1997; Cheng et al., 1997; Anderson and 
Schneewind, 1999) αλλά και τα εκκριτικά σινιάλα δυο πρωτεϊνών του 
φυτοποθαγονικού βακτηρίου P. syringae AvrB και AvrPto φαίνεται να εντοπίζονται 
επίσης στην 5’ περιοχή του mRNA τους. Ενδεχοµένως, αυτός ο τύπος αναγνώρισης 
να είναι ένα γενικό χαρακτηριστικό των εκκριτικών συστηµάτων τύπου ΙΙΙ (Anderson 
et al.,  in preparation). 
 Παρ’ολ’αυτά, µερικές πρωτεΐνες µπορούν να εκκριθούν µετά-µεταφραστικά 
µέσω ενός εναλλακτικού µονοπατιού  (Anderson and Schneewind, 1997; Cheng et al., 
1997; Anderson and Schneewind, 1999) που περιλαµβάνει τη λειτουργία ειδικών 
βοηθητικών πρωτεϊνών, των τσαπερονών, οι οποίες δεσµεύουν τα προς έκκριση 
υποστρώµατα σε διακριτές περιοχές που εντοπίζονται στα εκατό πρώτα αµινοξέα  
(Cornelis et al., 1998; Sory et al., 1995; Wattiau et al., 1994; Wattiau and Cornelis, 
1993). Οι τσαπερόνες εµφανίζουν µεγάλη ειδικότητα δέσµευσης και φαίνεται να µη 
διαθέτουν ενεργότητα νουκλεοτιδικής δέσµευσης η υδρόλυσης. Αν και εµφανίζουν 
µικρή οµοιότητα αµινοξικής αλληλουχίας µεταξύ τους, έχουν µια σειρά κοινών 
ιδιοτήτων όπως Είναι το σχετικά µικρό µέγεθος (15-18 kDa), χαµηλό ισοηλεκτρικό 
σηµείο και κατά κύριο λόγο δευτεροταγή δοµή α-έλικας. Οι τσαπερόνες έχουν 
αρκετές προτεινόµενες λειτουργίες (Wattiau et al., 1996; Frithz-Lindsten et al., 1995; 
M�rd et al., 1994). Η δέσµευση τους ίσως αποσταθεροποιεί και προλαµβάνει την 
αναδίπλωση των πρωτεϊνών σε στερεοδιατάξεις που δεν µπορούν να εκκριθούν. 
Εναλλακτικά, όπως έχει δειχθεί για τη Shigella, µπορεί να εµποδίζουν τις πρωτεΐνες 
δράσης να ενώνονται µεταξύ τους πριν την έκκριση (M�rd et al., 1994) η τέλος, 
ενδέχεται να µεταφέρουν µόρια στη µηχανή έκκρισης. Οι πρωτεΐνες που φέρουν 
περιοχές δέσµευσης τσαπερονών δεν εκκρίνονται σε καλλιέργειες και δεν 
µεταφέρονται στον ξενιστή απουσία της αντίστοιχης τσαπερόνης. Αποµάκρυνση της 
περιοχής αυτής, παρακάµπτει την ανάγκη παρουσίας της τσαπερόνης αλλά εµποδίζει 
επίσης και την µεταφορά της πρωτεΐνης στον ξενιστή (Galan  et al., 1999). 
 Οι πρωτεΐνες δράσης που εκκρίνονται από το τύπου ΙΙΙ σύστηµα έχουν 
διάφορους στόχους. Έτσι, τα ζωοπαθογονικά βακτηρία χρησιµοποιούν το εκκριτικό 
σύστηµα για να τροποποιήσουν τον κυτταροσκελετό ακτίνης στο κύτταρο ξενιστή, 
προκειµένου να παρεµποδίσουν τη φαγοκυττάρωση (Cornelis et al., 1998; Sory et al., 
1995) και να αποκτήσουν πρόσβαση σε µη φαγοκυτταρικούς ξενιστές  η να 
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προσκολληθούν σε επιθηλιακές κυτταρικές επιφάνειες. Επίσης, µπορούν να επάγουν 
απόπτωση στα προσβεβληµένα µακροφάγα. Στην περίπτωση των φυτοπαθογονικών 
βακτηριών, οι πρωτεΐνες δράσεις έχουν διαφορετικό ρόλο ανάλογα µε το αν το φυτό 
είναι δεκτικό η µη στη βακτηριακή προσβολή. Στα µη δεκτικά φυτά προκαλούν µια 
αµυντική απόκριση γνωστή ως απόκριση υπερευαισθησίας (HR) που χαρακτηρίζεται 
από µια γρήγορη επαγωγή προγραµµατισµένου θανάτου των φυτικών κύτταρων που 
είναι σε επαφή µε το παθογόνο. Αντίθετα, στα δεκτικά φυτά, τα παθογόνα συνεχίζουν 
να µεγαλώνουν και να εξαπλώνονται στα διακυτταρικά διαστήµατα του µολυσµένου 
οργάνου για αρκετές ηµέρες πριν εµφανιστούν συµπτώµατα ασθένειας, 
δηµιουργώντας περιοχές νέκρωσης. 
 
 
Ρύθµιση της έκκρισης τύπου ΙΙΙ 
 
 Τα βακτηρία χρησιµοποιούν ειδικές και πολλαπλές στρατηγικές για να 
ρυθµίσουν την έκφραση των τύπου ΙΙΙ εκκριτικών µηχανισµών. Η ρύθµιση γίνεται 
τόσο σε µεταγραφικό επίπεδο όσο και σε µετά-µεταφραστικό επίπεδο. Σε 
µεταγραφικό επίπεδο η ρύθµιση πραγµατοποιείται µέσω ενός η περισσότερων 
ειδικών µεταγρφικών παραγόντων αλλά και µέσω γενικών ρυθµιστικών δικτύων που 
ελέγχουν την έκφραση των συστατικών του τύπου ΙΙΙ συστήµατος ως απόκριση σε 
µια ποικιλία περιβαλλοντικών παραγόντων όπως η θερµοκρασία, η ώσµωση, η 
διαθεσιµότητα θρεπτικών, τα δι-ιοντικά κατιόντα (κυρίως Ca++), το PH και η φάση 
ανάπτυξης. Επιπρόσθετα σε µερικά βακτηρία η γονιδιακή έκφραση ελέγχεται µέσω 
της αίσθησης της ίδιας της εκκριτικής διαδικασίας. Η στρατηγική αυτή στηρίζεται 
στην έκκριση ενός αρνητικού ρυθµιστή, συνδυάζοντας έτσι τη µεταγραφή και την 
έκκριση (Hughes et al., 1993; Petterson et al., 1996). 
  Σε µετά-µεταφραστικό επίπεδο, η ρύθµιση είναι λιγότερο κατανοητή. 
φαίνεται ότι, τουλάχιστον σε µερικά συστήµατα, το σινιάλο που επάγει Αυτό το 
ρυθµιστικό µονοπάτι περιλαµβάνει την επαφή µε παράγοντες του ξενιστή. 
Παρ’ολ’αυτά, η συσχέτιση έκκρισης και µεταγραφής που αναφέρθηκε παραπάνω 
υποδεικνύει ότι η µετά-µεταφραστική επαγωγή της έκκρισης τελικά θα οδηγήσει στη 
µεταγραφική ενεργοποίηση των γονίδιων έκκρισης τύπου ΙΙΙ. 
 
Φυτοπαθογονικά βακτήρια 
 
 To φυτοπαθογονικό βακτήριο Pseudomonas syringae εµφανίζει πολλαπλές 
αλληλεπιδράσεις µε τους ξενιστές και ειδικές ως προς αυτούς (Hirano and Upper, 
1990). Κάθε κυτταρική σειρά µπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε µια από τις 40 οµάδες 
παθογόνων στελεχών µε βάση τη γκάµα ξενιστών που προσβάλλει και µπορεί 
περαιτέρω να κατηγοριοποιηθεί σε µια µικρότερη οµάδα µε βάση τις διαφορετικές 
αλληλεπιδράσεις µε τις διαφορετικές ποικιλίες του ξενιστή.  

Τα φυτοπαθογονικά βακτηρία µπορούν να προκαλέσουν διαφορετικές 
αποκρίσεις ανάλογα µε το φυτό που προσβάλλουν, νεκρωτικές περιοχές στα δεκτικά 
φυτά και γρήγορο προγραµµατισµένο θάνατο ως άµυνα στα µη δεκτικά η στα φυλο-
ειδικά φυτά (Alfano and Collmer, 1997). Η ικανότητα επαγωγής των αντιδράσεων 
αυτών φαίνεται να εξαρτάται από τα hrp και τα hrc γονίδια που κωδικοποιούν ένα 
τύπου ΙΙΙ µονοπάτι πρωτεϊνικής έκκρισης και από τα avr και hop γονίδια που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες δράσης που µεταφέρονται στα φυτικά κύτταρα µέσω του 
µονοπατιού αυτού (Alfano and Collmer, 1997). µεταλλαγές στα γονίδια hrp/hrc 
οδηγούν στην πλειοτροπική απώλεια της ικανότητας των βακτηριών να επάγουν 
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«αντίδραση υπερευαισθησίας» στα ανθεκτικά φυτά και παθογονικότητα ως προς αυτά 
(Alfano and Collmer, 1997).  

∆υο οµάδες πρωτεϊνών εκκρίνονται από το τύπου ΙΙΙ σύστηµα στα 
φυτοπαθογονικα βακτηρία: α) οι πρωτεΐνες-φουρκέτες (hairpin proteins) όπως η 
HrpZ, οι οποίες εκκρίνονται σε κανονικά επίπεδα in vitro και στοχεύουν τις 
κυτταρικές µεµβράνες (Lee et al., 2001a,b) και β) οι δηλητηριώδεις η µη πρωτεΐνες 
(virulence-avirulence proteins) όπως οι AvrPto και VirPphA που στην καλύτερη 
περίπτωση εκκρίνονται σε χαµηλά επίπεδα στην καλλιέργεια αλλά πιστεύεται ότι 
µεταφέρονται άµεσα στο κυτταρόπλασµα του φυτικού κυττάρου (Jackson et al., 
1999; Jin et al., 2001). έκφραση των γονίδιων avr στα ανθεκτικά φυτά, ενεργοποιεί 
την αντίδραση υπερευαισθησίας µέσω αλληλεπίδρασης µε τα πρωτεϊνικά προϊόντα 
των γονίδιων ανθεκτικότητας R (Stevens et al., 1998). Ο ακριβής ρόλος των 
πρωτεϊνών δράσης στη φυτοπαθογονικότητα Είναι άγνωστος. όταν τα R γονίδια 
απουσιάζουν, οι Avr και Vir πρωτεΐνες πιθανά να καταστέλλουν την άµυνα του 
ξενιστή µέσω αλληλεπίδρασης µε ενδοκυτταρικούς στόχους όπως συµβαίνει και µε 
τις ζωοπαθογονικές πρωτεΐνες δράσης (Leach and White, 1996; Tsiamis  et al., 2000). 
H HrpZ πρωτεΐνη του βακτηρίου P. syringae έχει δειχθεί ότι δεσµεύεται σε λιπιδικά 
στρώµατα σχηµατίζοντας in vitro έναν ιοντο-αγώγιµο πόρο (Lee et al., 2001a).  

Το πιο πιθανό Είναι ότι τα hrp/hrc γονίδια υπάρχουν σε όλα τα gram αρνητικά 
φυτοπαθογονικα βακτηρία που προκαλούν νέκρωση και έχουν αλληλουχηθεί για τα 
βακτηρία P. syringae pv. syringae (Psy) 61, Erwinia amylovora Ea321, Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria (Xcv) 85-10, και Ralstonia solanacearum GMI1000 
(Alfano and Collmer, 1997). Με βάση τη διαφορετική γονιδιακή διάταξη και τους 
διαφορετικούς ρυθµιστές, οι οµάδες των hrp/hrc γονίδιων των τεσσάρων αυτών 
βακτηριών, µπορούν να χωριστούν σε δυο κατηγόριες: I (Pseudomonas and Erwinia) 
και II (Xanthomonas and Ralstonia). Η διαφοροποίηση σχετικά µε την διάταξη σε 
αυτές τις δυο κατηγόριες και η βακτηριακή φυλογένεση αποτελούν ενδείξεις για το 
γεγονός ότι οι γονιδιακές αυτές οµάδες έχουν αποκτηθεί µέσω οριζόντιας µεταφοράς 
και εποµένως ενδέχεται να αποτελούν νησίδες παθογονικότητας (Alfano and Collmer, 
1997). 

Οι Hacker et al. (1997), όρισαν ως νησίδες παθογονικοτητας οµάδες γονίδιων 
που (i) περιέχουν πολλά ιογενή γονίδια, (ii) είναι επιλεκτικά παρούσες σε 
παθογονικές κυτταρικές σειρές, (iii) έχουν διαφορετικό G + C περιεχόµενο σε 
σύγκριση µε το υπόλοιπο βακτηριακό DNA, (iv) καταλαµβάνουν µεγάλες 
χρωµοσωµικές περιοχές, (v) συχνά περιβάλλονται από επαναλαµβανόµενες 
αλληλουχίες, γεγονός που προτείνει πως έχει συµβεί κάποιου είδους ανασυνδυασµός 
ο οποίος τις µετέφερε στο χρωµόσωµα (vi) οριοθετούνται από tRNA γονίδια και/η 
κρυφά κινητά γενετικά στοιχεία και (vii) είναι ασταθείς. Μερικές νησίδες έχουν 
εντεθεί σε διαφορετικές γενωµικές περιοχές στο ίδιο είδος (Wieler et al., 1997). 
Άλλες εµφανίζουν µια µωσαϊκή δοµή, ενδεικτική της οριζόντιας απόκτησης (Hensel 
et al., 1999). Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα τύπου ΙΙΙ εκκριτικά συστήµατα είναι 
οµαδοποιηµένα σε νησίδες στη ζωοπαθογονική Salmonella spp και στη Pseudomonas 
aeruginosa και σε µεγάλα πλασµίδια στη Yersinia και Shigella spp. Τα γονίδια των 
πρωτεϊνών δράσης που εκκρίνονται από αυτό το µονοπάτι βρίσκονται γενικά 
συνδεδεµένα µε τα γονίδια του µονοπατιού (Hueck, 1998). 

Το 2000 οι Alfano et al., βρήκαν ότι τα hrp/hrc γονίδια της P. syringae είναι 
µέρος µιας Hrp νησίδας παθογονικοτητας που έχει τρεις διαφορετικούς τόπους: την 
EEL περιοχή (περιοχή ποικίλων πρωτεϊνών δράσης), την οµάδα των hrp/hrc γονίδιων 
και την περιοχή CEL (περιοχή συντηρηµένων πρωτεϊνών δράσης). Η EEL περιοχή 
περιλαµβάνει γονίδια ανταλλάξιµων πρωτεϊνών δράσης και συνεισφέρει µόνο 
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ποσοτικά στην προσαρµογή του παρασίτου στα φυτά ξενιστές ενώ η περιοχή των 
hrp/hrc γονίδιων κωδικοποιεί το Hrp εκκριτικό σύστηµα και απαιτείται για τη 
µεταφορά των πρωτεϊνών, τον παρασιτισµό και την παθογονικότητα. Η  CEL περιοχή 
δεν έχει κάποια ευδιάκριτη συνεισφορά στις εκκριτικές λειτουργίες αλλά συνεισφέρει 
πολύ στην παρασιτική προσαρµογή (Alfano et al., 2000). αυτή η τρισκελής νησίδα 
διαθέτει τα χαρακτηριστικά που αναφέρθηκαν από τους (Hacker et al., 1997). 
 
Κέρδος από τις πληροφορίες σχετικά µε την τύπου ΙΙΙ έκκριση και τις νησίδες 
παθογονικοτητας 
 
 Τα παθογονικά βακτηρία συνεχίζουν να εµφανίζουν εντυπωσιακή γενετική 
ευλυγισία και ανταλαξιµότητα και χρησιµοποιούν αυτές τις ικανότητες για να 
προσαρµοστούν σε µια ποικιλία ειδών ζωής µέσα στους ξενιστές.  Η γνώση από 
µελέτες των νησίδων παθογονικοτητας και της τύπου ΙΙΙ έκκρισης πρέπει να µπορέσει 
να χρησιµοποιηθεί στο χαρακτηρισµό βακτηριακών µολύνσεων. Όταν ένα νέο 
παθογόνο αποµονώνεται, ίσως αξίζει να προσδιοριστούν χρωµοσωµικές περιοχές 
ειδικές σε αυτό συγκρίνοντας όλη τη γενωµική δοµή του µε αυτήν ενός συγγενούς 
οργανισµού, που µπορεί να προσφέρει ένα πιο σύντοµο δροµο στον προσδιορισµό 
των δηλητηριωδών γονίδιων. επίσης, απλές µοριακές τεχνικές µπορούν να 
φανερώσουν αν τα βακτηρία διαθέτουν συστήµατα τύπου ΙΙΙ επειδή γονίδια που 
κωδικοποιούν συγκεκριµένους παράγοντες Είναι υψηλά συντηρηµένα.  
 Η γνώση για τα τύπου ΙΙΙ συστήµατα έκκρισης ίσως αποφέρει θεραπευτικό 
Κέρδος. Τα συστήµατα που εξαρτώνται από την επαφή µε τον ξενιστή φαίνεται να 
βρίσκονται στα παθογονικα και όχι στα συµβιωτικά βακτηρία. Αν αυτή η 
παρατήρηση αντικατοπτρίζει µια γενική αλήθεια, αντιβιοτικά που στοχεύουν τα 
συστήµατα ίσως µπορέσουν να στοχεύσουν ειδικά τα βακτηρία-εισβολείς χωρίς να 
επηρεάσουν τη φυσιολογική χλωρίδα, παρουσιάζοντας ελάχιστες παρενέργειες. 
Επιπρόσθετα, τα τύπου ΙΙΙ συστήµατα έκκρισης θα προσφέρουν νέους στόχους 
θεραπευτικών φαρµάκων που ενδεχοµένως να είναι ικανά να εµποδίζουν την 
εκκριτική διαδικασία χωρίς να σκοτώνουν το βακτήριο. επίσης τα συστήµατα αυτά 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε εξασθενηµένα βακτηρία για µελέτες ανόσιας. 
Χιµαιρικές πρωτεΐνες-η πρωτεΐνη δράσης ενωµένη µε την υπό µελέτη πρωτεΐνη- 
µπορούν να εκκριθούν σε µεγάλες ποσότητες από τον τύπου ΙΙΙ µηχανισµό και να 
εισέλθουν στους ξενιστές.  Επιπρόσθετα, οι πρωτεΐνες αυτές µπορούν να επάγουν 
αντισωµική αντίδραση στα ποντίκια (Sory and Cornelis, 1994; Sory et al., 1995). 
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H πρωτεΐνη HrcN κωδικοποιείται από το οπερόνιο που κωδικοποιεί το TTSS. 
Είναι µια υψηλού επιπέδου ΑΤΡάση που ενεργοποιείται µε τον ολιγοµερισµό της και  
οποία συνδέεται περιφερικά µε τη µεµβράνη (Pozidis et al., 2002). O στόχος της 
µελέτης αυτής είναι να συσχετιστούν περιοχές της πρωτεΐνης µε την ενζυµική 
ενεργότητα και την ικανότητα ολιγοµερισµού. 
 Πληροφορίες που είναι γνωστές από προηγούµενες µελέτες (Pozidis et al., 
2002) έχουν οδηγήσει στην υπόθεση ότι η HrcN, όπως και οι υποµονάδες της FI 
ATPάσης, αποτελείται από 3 περιοχές επειδή παρουσιάζει 3 διαφορετικά σηµεία 
µετάβασης µέχρι την τελική τήξη. Υδροδυναµικές και δοµικές αναλύσεις καθώς και 
αναλύσεις χηµικής διασύνδεσης (cross-linking), φανέρωσαν ότι τόσο η 
ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη όσο και η φυσική HrcN, σχηµατίζουν 4 διαφορετικές 
µορφές: α) µια µονοµερική µορφή µεγέθους ~48 kDa, β) µια ασταθή µορφή µεγέθους 
~300 kDa, µια δωδεκαµερική µορφή µεγέθους ~575 kDa η οποία σχηµατίζει µια 
κυκλική δοµή εξωτερικής διαµέτρου ~13 nm, και δ) µεγαλύτερες µορφές που 
αντιστοιχούν σε συσσωµατώµατα. 
 Συγκέντρωση της µονοµερούς µορφής οδηγεί σε µη αντιστρεπτό de novo 
σχηµατισµό της δωδεκαµερούς µορφής. Για την µετατροπή αυτή δεν απαιτείται η  
παρουσία κάποιου παράγοντα, εποµένως πρόκειται για µια ενδογενή ιδιότητα της 
πρωτεΐνης. Ιδιαίτερα σηµαντική είναι η παρατήρηση ότι αυτή η µορφή εµφανίζει 
υψηλή ενεργότητα ΑΤΡάσης και άρα πιθανά να είναι η φυσιολογική µορφή που 
εντοπίζεται στο κύτταρο. Μετά από πειράµατα βιοχηµικής κλασµατοποίησης και 
ανοσοεντοπισµού µε σφαιρίδια χρυσού, παρατηρήθηκε ότι ~90% της πρωτεΐνης 
συνδέεται µε τη µεµβράνη. Επιπρόσθετα, πειράµατα ανοσοηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας έδειξαν ένα σηµαντικό βαθµό συσσωµάτωσης σε διακριτά σηµεία της 
µεµβράνης. Τέτοια σηµεία θα µπορούσαν να αντιπροσωπεύουν συνδέσεις της 
δωδεκαµερικής  HrcN µε τη µεµβρανική TTS µεταφοράση. 
 Στην εργασία αυτή αρχικά θα µελετηθεί ο πιθανός συσχετισµός των δύο 
άκρων της HrcN µε τις ιδιότητες του ολιγοµερισµού και της ενζυµικής ενεργότητας. 
Αυτό θα επιτευχθεί κατασκευάζοντες ελλείπτικές µορφές της πρωτείνης ή υβριδικές 
πρωτεΐνες µε την προσθήκη της GFP στο ένα ή στο άλλο άκρο. Στη συνέχεια θα 
µελετηθεί αν οι πρωτεΐνες αυτές µπορούν να υποστηρίξουν την έκκριση των 
υποστρωµάτων του τύπου ΙΙΙ συστήµατος και τέλος θα παρατηρηθεί η υποκυττάρια 
τοπολογία τους στο συνεστιακό µικροσκόπιο .  
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Κλωνοποιήσεις 
 
 Στο φορέα pet16b (εικόνα 2), κλωνοποιήθηκαν τα γονίδια που κωδικοποιούν 
την πρωτεΐνη HrcN, τέσσερις µεταλλαγµένες -λόγω έλλειψης- µορφές της και 2 
αγρίου τύπου που είναι ενωµένες µε την πρωτεΐνη GFP στο αµινοτελικό και 
καρβοξυτελικό άκρο χωριστά (εικόνα). Ο φορέας φέρει 10 κατάλοιπα ιστιδίνης 
αριστερά της περιοχής κλωνοποίησης και ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στην 
αµπικιλίνη.  

Οι ελλειπτικές µορφές κατασκευάστηκαν µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιώντας εκκινητές συµπληρωµατικούς στα 
άκρα της πρωτεΐνης και στα κατάλληλα εσωτερικά σηµεία Οι εκκινητές έφεραν 
επίσης περιοριστικές θέσεις των ενζύµων NdeI στο αµινοτελικό άκρο και Bam1 στο 
καρβοξυτελικό, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν και για το άνοιγµα του φορέα. Ενθέµατα 
και φορέας συγκολλήθηκαν στη συνέχεια και οι κατασκευές εισήχθησαν στις 
κατάλληλες κυτταρικές σειρές.  

Οι HrcN πρωτεΐνες που είναι ενωµένες µε την GFP κατασκευάστηκαν ως 
εξής. Στην περίπτωση της αµινοτελικής GFP, µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυµεράσης κατασκευάστηκε µια GFP πρωτεΐνη που έφερε ένα τµήµα 
DNA στο αµινοτελικό άκρο. Το τµήµα αυτό λειτουργεί ως συνδέτης µεταξύ των δύο 
πρωτεινών κρατώντας τες σε µια σχτεική απόσταση, προκειµένου να τους επιτρέπει 
νααναδιπλωθούν σωστά Οι εκκινητές έφεραν περιοριστικές θέσεις για το ένζυµο 
NdeI προκειµένου να συγκολληθούν µε τον φορέα που είχε επωαστεί µε το ίδιο 
ένζυµο. Ο φορέας είναι ο ίδιος µε παραπάνω (pet16b His10) στον οποίο έχει ήδη 
κλωνοποιηθεί η πρωτεΐνη HrcN. Στην περίπτωση της καρβοξυτελικής GFP η 
κλωνοποίηση έγινε από τον Σιανίδη Γιώργο. 

 
 

  
 
 

 
 

 

 

 

 
                             

 
                       

 

Εικόνα 2: Γονίδ
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Βακτηριακά στελέχη και θρεπτικά µέσα 
 
 Οι πλασµιδιακές κατασκευές αρχικά εισήχθησαν µε µετασχηµατισµό σε 
κύτταρα E.coli DH5α προκειµένου να ελεγχθεί η ορθότητα των κατασκευών. Στη 
συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα E.coli BL21 plys για την έκφραση των HrcN 
πρωτεϊνών. Τέλος, οι κατασκευές εισήχθησαν σε κύτταρα E.coli JM109 που φέρουν 
ένα κοσµίδιο στο οποίο είναι κλωνοποιηµένο είτε όλο το οπερόνιο (pHir) είτε το 
οπερόνιο που στη θέση του γονιδίου της HrcN έχει µια κασέτα καναµυκίνης (pHir 
HrcN::Kan). Όλα τα βακτηριακά στελέχη µεγάλωσαν σε LB θρεπτικό µέσο.  
 
 
Έκφραση πρωτεϊνών σε κύτταρα E.coli BL21 
 

Το σύστηµα έκφρασης φαίνεται στην εικόνα 3. Τα κλωνοποιηµένα γονίδια 
βρίσκονται υπό τον έλεγχο ενός Τ7 εκκινητή. Το γονίδιο της Τ7 πολυµεράσης 
βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενός lac οπερονίου. Το οπερόνιο έχει πάνω του 
δεσµευµένους τους lac καταστολείς και είναι γενικά ανενεργό, διατηρώντας µια 
βασική ενεργότητα που επιτρέπει µια µικρή µεταγραφική διαρροή. Τα µόρια τα Τ7 
πολυµεράσης που εκφράζονται δεσµεύονται από τη λυσοζύµη, που κωδικοποιείται 
από ένα άλλο πλασµίδιο, εµποδίζοντας την Τ7-εξαρτώµενη µεταγραφή. Το πλασµίδιο 
αυτό φέρει ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στη χλωραµφενικόλη Με την προσθήκη 
IPTG, οι lac καταστολείς δεσµεύονται στο οπερόνιο, επιτρέποντας έτσι την 
µεταγραφή της Τ7 RNA πολυµεράσης και των στόχων της. 

Για την έκφραση των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε LB θρεπτικό υλικό και 
προστέθηκαν 0.2 mΜ IPTG σε θερµοκρασία 180C για την επαγωγή των πρωτεϊνών 
His10 HrcN, His10 ∆1-16 HrcN και His10 ∆1-23 HrcN, 0.01mM IPTG για την επαγωγή 
της πρωτεΐνης His10 ∆446-449 HrcN και 0.005mM για την επαγωγή της πρωτεΐνης 
His10 ∆432-449 HrcN προκειµένου να βελτιστοποιηθεί η διαλυτότητα της. H επαγωγή 
διαρκεί 3-5 ώρες. Στη συνέχεια  καλλιέργεια φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 5.000 
στροφές / λεπτό και  πελέτα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε ρυθµιστικό διάλυµα 
υψηλής αλατότητας προκειµένου στη συνέχεια να καταστραφούν όλες οι πρωτεϊνικές 
αλληλεπιδράσεις. 

 
Ρυθµιστικό διάλυµα υψηλής αλατότητας: 50mM Tris-Hcl, 1M NaCl, 10mM β-
mercaptoethanol, 20% glycerol 
 
 
Καθαρισµός πρωτεϊνών-Χρωµατογραφία συγγένειας 
 

Τα επαναδιαλυµένα κύτταρα διαρρηγνύονται και το διάλυµα 
υπερφυγοκεντρείται για µια ώρα στις 30.000 στροφές / λεπτό και σε θερµοκρασία 
40C. Tο υπερκείµενο υγρό φορτώνεται σε µια κολώνα µε υλικό Ni/NTA. Tα ιόντα Ni 
δεσµεύουν τα κατάλοιπα των ιστιδινών µε αποτέλεσµα οι HrcN πρωτεΐνες να 
παραµένουν δεσµευµένες στη ρητίνη της κολώνας. Ακολουθούν 2 πλυσίµατα, το 
πρώτο µε το ρυθµιστικό διάλυµα υψηλής αλατότητας και το δεύτερο µε  ρυθµιστικό 
διάλυµα χαµηλής αλατότητας. Τέλος, οι πρωτεΐνες εκλούονται από την κολώνα µε το 
ρυθµιστικό διάλυµα χαµηλής αλατότητας και αυξηµένης συγκέντρωσης ιµιδαζολίου,  

 20



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4: Σύστηµα έκφρασης των πρωτεϊνών στην κυτταρική σειρά E.coli BL21 plys 

plys 

HrcN His10 T7 

+IPTG 

lac T7 RNA pol

 
 
που ανταγωνίζεται τα κατάλοιπα ιστιδίνης για δέσµευση στα ιόντα Νi, 
αποδεσµεύοντας έτσι την πρωτεΐνη.   
 
Ρυθµιστικό διάλυµα χαµηλής αλατότητας: 50mM Tris- Hcl, 50mM NaCl, 10mM β-
mercaptoethanol, 30mM imidazole, 20% glycerol 
 
Ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης: 50mM Tris-Hcl, 50mM NaCl, 10mM β-
mercaptoetanol, 350mM imidazole, 20% glycerol 
 
 
Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης  
 

 Για τη χρωµατογραφία µοριακής διήθησης χρησιµοποιήθηκε η 
προπακεταρισµένη κολώνα FPLC Superose 6HR 10/30. Το υλικό της κολώνας 
εξισορροπείται µε 30 ml ρυθµιστικού διαλύµατος και στη συνέχεια φορτώνεται όγκος 
πρωτεϊνικού διαλύµατος 400µl της επιθυµητής συγκέντρωσης. Για συγκέντρωση 2 
mg/ml χρησιµοποιείται ευαισθησία UV ανιχνευτή 0,05 (εύρος 10) και για 
συγκέντρωση 2 mg/ml, ευαισθησία 0,2 (εύρος 20). Ο ρυθµός ροής είναι 0.4 ml/min. 
 
Ρυθµιστικό διάλυµα µοριακής διήθησης: 50mM Tris-HCl, 150mM KCl 
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∆ιαπίδυση 
 
 Οι εκλουσµένες πρωτεΐνες τοποθετούνται µέσα σε µεµβράνες διαπίδυσης  και 
προστίθενται σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει EDTA το οποίο δεσµεύει τυχόν 
ιόντα Ni που έχουν φύγει από το υλικό της κολώνας.  
 
Ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης: 50mM Tris-Hcl, 50mM NaCl, 10mM β-
mercaptoethanol, 2mΜ EDTA, 20% glycerol 
 
 
Συγκέντρωση πρωτεϊνών 
 
 Οι καθαρισµένες πρωτεΐνες φορτώνονται σε µια κολώνα Q sepharose  που δρα 
ως ανιοντοανταλλακτής. Λόγω του θετικού τους φορτίου δεσµεύονται στο υλικό τα 
κολώνας από την οποία εκλούονται µε το διάλυµα διαπίδυσης και αφού έχει αυξηθεί  
αλατότητά του.   
 
Ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης: 50mM Tris-Hcl, 600mM NaCl, 10mM β-
mercaptoethanol, 2mM EDTA, 20% glycerol 
 
 
Μέτρηση ενεργότητας υδρόλυσης ΑΤΡ 
 
 Μετά την χρωµατογραφία όπου το πρωτεϊνικό δείγµα έχει χωριστεί σε 
κλάσµατα, µια ποσότητα από κάθε κλάσµα χρησιµοποιείται για τη µέτρηση της 
ενεργότητας της HrcN πρωτεΐνης ως ΑΤΡ υδρολάση. Αφού η πρωτεΐνη επωαστεί µε 
το ΑΤΡ στους 280C και για το κατάλληλο χρονικό διάστηµα, ανάλογα µε την 
ενεργότητά της, στη συνέχεια στο µείγµα της αντίδρασης προστίθεται Malachite 
green, ένα αντιδραστήριο που έχει ως υπόστρωµα ελεύθερο φώσφορο, ο οποίος στην 
προκειµένη περίπτωση προέρχεται από την υδρόλυση του ΑΤΡ, βάφοντας το διάλυµα 
πράσινο. Πέντε λεπτά µετά την προσθήκη του Μ.green προστίθεται 37% κιτρικό οξύ 
το οποίο σταµατά την ανάπτυξη του χρώµατος. Αφού τα δείγµατα επωαστούν για 40 
λεπτά στη συνέχεια µετρώνται στα 660nm και υπολογίζονται τα επίπεδα του 
υδρολυµένου φωσφόρου µε βάση µια πρότυπη καµπύλη που έχει φτιαχτεί µε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις φωσφόρου. 
 
Μείγµα αντίδρασης υδρόλυσης: 1x Buffer B, 1mM DTT, 0,2 mg/ml BSA, 3mM 
ATP 
 
 
Πρωτεϊνική έκκριση 
 
 Οι κυτταρικές σειρές E.coli JM109 που φέρουν το κοσµίδιο µε το 
κλωνοποιηµένο οπερόνιο ελέγχθηκαν για την έκκριση της πρωτεΐνης ΗrpZ. Οι 
βακτηριακές καλλιέργειες επωάστηκαν στους 370C µέχρι η οπτική τους πυκνότητα να 
φτάσει την τιµή 0,5 και στη συνέχεια οι πρωτεΐνες των πλασµιδιακών κατασκευών 
άρχισαν να εκφράζονται µε την προσθήκη 0,15mM IPTG στους 300C για 3 ώρες. 
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Κατακρήµνιση µε TCA 
 
 Στο υπερκείµενο των καλλιεργειών προστίθεται 1/4 του όγκου 100% TCA και 
επωάζεται για µια ώρα στον πάγο. Στη συνέχεια φυγοκεντρείται για 40 λεπτά στις 
13.000 στροφές / λεπτό. Η πελέτα που σχηµατίζεται από τις κατακρηµνισµένες 
πρωτεΐνες, ξεπλένεται µε 1/2 του όγκου κρύα ακετόνη και επαναφυγοκεντρείται. Η 
πελέτα επαναδιαλύεται σε ρυθµιστικό διάλυµα φορτώµατος σε gel πολυακρυλαµίδης. 
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Ι.HrcN ΜΕΤΑΛΛΑΓΕΣ 
 
A.Έκφραση πρωτεϊνών 
 
 Στην εικόνα φαίνεται η έκφραση της αγρίου τύπου και των τεσσάρων 
µεταλλαγµένων HrcN πρωτεϊνών, πριν και µετά την προσθήκη IPTG, µε χρώση 
coomassie brilliant blue (εικόνα 5α) και µε ανοσοαποτύπωση (εικόνα 5β). Όλες οι 
πρωτεΐνες εµφανίζουν ικανοποιητική έκφραση µε την HrcN ∆1-23 να έχει τα 
χαµηλότερα επίπεδα και την HrcN ∆432-449 τα υψηλότερα. 
 

• Καθαρισµός πρωτεϊνών  
 
 Για τον καθαρισµό των πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκαν επωάσεις 
καλλιεργειών 30lt. Στην εικόνα 6 φαίνεται η επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών 
και η περιεκτικότητα της διαλυτής φάσης και των µεµβρανών του κυττάρου σε κάθε 
πρωτεΐνη µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας α-HrcN αντίσωµα. Όπως φαίνεται η 
His10 HrcN βρίσκεται στο µεγαλύτερο ποσοστό της στη διαλυτή φάση, οι His10 HrcN 
∆1-16 και ∆1-23 είναι διαλυτές σε ένα µεγάλο ποσοστό, η His10 HrcN ∆446-449 
µοιράζεται ισόποσα µεταξύ των δύο φάσεων ενώ η HrcN ∆432-449 εµφανίζεται 
σχεδόν ολοκληρωτικά στη µη διαλυτή φάση.  
 
 
 
 
                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

   116 −
  66.2 −

←

Εικόνα 5: Έκφραση των πρωτεϊνών His10 HrcN, His10 ∆1-1
∆1-23 HrcN, His10 ∆446-449 HrcN και His10 ∆432-449 HrcN
Coomassie brilliant blue. B) Ανοσοαποτύπωση. 

− 

  26 −

  18.4 − 
   

 

←

     His10  -       +           -       +        -      +       -      + 
     HrcN  ∆1-16        ∆1-23         ∆446-     ∆432- 
                                                        449          449 
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  47 −
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. Α) Χρώση µε
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Εικόνα 6: Επαγωγή της έκφρασης και διαλυτότητα
την προσθήκη IPTG, +,µετά την προσθήκη IPTG, s
κυτταρική διάρρηξη, in, µη διαλυτή φάση µετά την
Ανοσοαποτύπωση µε α-HrcN αντίσωµα. 

   -       +         s         in 

 
 
 Η διαλυτή φάση πέρασε από κολώνα Ni-NT
της ύπαρξης του επιτόπου των ιστιδινών παρέµεινα
εκλούστηκαν µε υψηλή συγκέντρωση ιµιδαζολίου σε
εικόνα 7 φαίνεται ο καθαρισµός της κάθε πρωτ
πρωτεΐνη HrcN ∆432-449 δεν κατάφερε να καθαρ
διαλυτή φάση και κατά τον καθαρισµό αποµονώνετα
µε άλλες πρωτεΐνες. Γι’αυτό το λόγο δε χρησιµοποιή
 

• Συγκέντρωση πρωτεϊνών 
 
 Οι πρωτεΐνες αφού καθαρίστηκαν και απαλλ
ιµιδαζολίων, πέρασαν από µια κολώνα ανιοντο
δεσµεύονται λόγω φορτίου. Χρησιµοποιώντας µικ
όγκο διαλύµατος έκλουσης, οι πρωτεΐνες εκλούοντα
προκειµένη περίπτωση οι πρωτεΐνες εκλούστηκαν σε

 

His10 HrcN
His10 HrcN ∆1-16  
His10 HrcN ∆1-23  
His10 HrcN ∆446-449  
His10 HrcN ∆432-449  
 των HrcN πρωτεϊνών. -,πριν 
, διαλυτή φάση µετά την 
 κυτταρική διάρρηξη. 

A όπου οι HrcN πρωτεΐνες λόγω 
ν δεσµευµένες και στη συνεχεία 
 συγκέντρωση ~0,2 mg/ml. Στην 
εΐνης µε χρώση coomassie. Η 
ιστεί καθώς παραµένει στη µη 
ι µια πολύ µικρή ποσότητα µαζί 
θηκε για περαιτέρω πειράµατα. 

άχθηκαν από την παρουσία των 
ανταλλαγής Q sepharose όπου 
ρή ποσότητα υλικού και µικρό 
ι σε υψηλές συγκεντρώσεις. Στην 
 συγκέντρωση 2mg/ml.   
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Εικόνα7: Καθαρισµός των πρωτεινών His10 HrcN, His10 HrcN ∆1-16, Ηis10
HrcN ∆1-23, His10 HrcN ∆446-449 και His10 HrcN ∆432-449. – πριν την
επαγωγή της έκφρασης, +, µετά την επαγωγή, s, διαλυτή φάση µετά τη
διάρρηξη των κυττάρων, in, µη διαλυτή φάση, f.t., διαλυτή φάση µετά από την
κολώνα Ni-NTA, W1, πρώτο πλύσιµο, W2, δεύτερο πλύσιµο, E, έκλουση
καθαρής πρωτείνης. Χρώση µε coomassie brilliant blue
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B.Ολιγοµερισµός πρωτεϊνών 
 

• Χρωµατογραφία-Υδρόλυση ΑΤΡ 
 
 Οι καθαρισµένες πρωτεΐνες µετά την έκλουση από την κολώνα Ni-NTA και 
σε συγκέντρωση 0,2 mg/ml, πέρασαν από µια κολώνα µοριακής διήθησης 
προκειµένου να ανιχνευθούν οι διαφορετικοί πληθυσµοί που σχηµατίζονται. Τα 
χρωµατογραφήµατα τους φαίνονται στο γράφηµα (εικόνα 8α). Οι πρωτεΐνες His10 
HrcN, His10 ∆1-16 HrcN και His10 ∆1-23 HrcN εµφανίζουν δύο βασικές κορυφές, µια 
στα κλάσµατα 30-31 που αντιστοιχεί σε έναν δωδεκαµερή πληθυσµό και µια στο 
κλάσµα 41 που αντιστοιχεί στο µονοµερές. Κορυφές που προηγούνται του 
δωδεκαµερούς αντιστοιχούν σε συσσωµατωµένα πολυµερή ενώ κορυφές που έπονται 
αντιστοιχούν σε µικρότερους πληθυσµούς όπως στην περίπτωση της πρωτεΐνης His10 
∆1-23 HrcN που εµφανίζει µια κορυφή στο κλάσµα 33. Η πρωτεΐνη His10 ∆446-449 
HrcN δεν εµφανίζει ευδιάκριτες κορυφές αλλά έχει µια εικόνα που υποδηλώνει 
υψηλό βαθµό συσσωµάτωσης.  

Ανάλογα είναι και τα αποτελέσµατα µετά από τη συγκέντρωση των 
πρωτεϊνών. H αυξηµένη συγκέντρωση ευνοεί την πρωτεΐνη να σχηµατίσει 
ολιγοµερικές µορφές, κυρίως δωδεκαµερείς (εικόνα 9α). Οι κορυφές συνεχίζουν να 
εµφανίζονται στα ίδια κλάσµατα εκτός από την συσσωµατωµένη µορφή στα 
κλάσµατα 17-18 η οποία δεν κατακρατείται στο υλικό της κολώνας. 

  
 
Γ.Ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ 
 
 Για κάθε πρωτεΐνη µετρήθηκε η ενεργότητα (ταχύτητα) υδρόλυσης ΑΤΡ κάθε 
κλάσµατος  που προέκυψε από τη χρωµατογραφία τόσο πριν όσο και µετά τη 
συγκέντρωσή τους. Η µεγαλύτερη ενεργότητα παρουσιάζεται στα κλάσµατα 30-31, 
δηλαδή στα κλάσµατα που αντιστοιχούν στη δωδεκαµερή µορφή. Η σχετική 
ταχύτητα των δωδεκαµερών µορφών των πρωτεϊνών φαίνονται στις εικόνες 8β (πριν 
τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης) και 9β (µετά τη συγκέντρωση). Η τιµή αυτή 
αντιστοιχεί σε συγκέντρωση ΑΤΡ 3mM.  
 

• Κινητική Michaelis-Menten 
 
Στη συνέχεια µετρήθηκε η ταχύτητα κατάλυσης κάθε ενζύµου, χρησιµοποιώντας 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ΑΤΡ έτσι ώστε να υπολογιστούν τα χαρακτηριστικά της 
κινητικής Michaelis-Menten (εικόνα 10):  

1) η µέγιστη ταχύτητα (Vmax) - είναι η ταχύτητα κατάλυσης του ενζύµου όταν τα 
ενεργά κέντρα όλων των µορίων είναι κορεσµένα µε υπόστρωµα 

2) η σταθερά Michaelis (Km) – είναι η συγκέντρωση του υποστρώµατος όπου τα 
µισά από τα ενεργά κέντρα έχουν καταληφθεί από αυτό και η ταχύτητα της 
αντίδρασης είναι ίση µε το µισό της µέγιστης τιµής της.  
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να 8: A) Χρωµατογραφήµατα των HrcN πρωτεϊνών µετά την έκλουση
την κολώνα Ni++-NTA. B) Ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ της
καµερούς µορφής. 
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  9: A) Χρωµατογραφήµατα των HrcN πρωτεϊνών µετά την έκλουση
ν κολώνα Ni++-NTA. B) Ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ. 
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                 His10 HrcN                                              His10 HrcN ∆1-16 
 

 
                      His10 HrcN ∆1-23                                        His10 HrcN ∆446-449    
 
 
 
  

         Proteins Vmax (nmoles Pi/ 
nmol type III/min)

 Km (mM ATP) 

His10 HrcN 118956,3         6,339 
His10 HrcN ∆1-16 24929,55         3,563 
His10 HrcN ∆1-23 21923,3         1,306 
His10 HrcN ∆446-449   26641,48         2,413 

 
      Εικόνα 10: Κινητική Michaelis-Menten της ενζυµικής ενεργότητας των πρωτεϊνών 
      His10 HrcN, His10 HrcN ∆1-16, His10 HrcN ∆1-23  και His10 HrcN ∆446-449. Vmax, 
      µέγιστη ταχύτητα, Κm, σταθερά Michaelis  

 
∆.Τοπολογία των πρωτεϊνικών άκρων 
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                  a-HrcN                         a-C-terminal                      a-N-terminal 
  47 − 

118 − 
  95 − 
 

  36 − 
  26 −
 Προκειµένου να διαπιστωθεί αν το αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο των 
πρωτεϊνών συµµετέχουν στον ολιγοµερισµό της πρωτείνης, µελετήθηκε η τοπολογία 
τους. Με τη χρήση αντισωµάτων ενάντια στα δύο άκρα πραγµατοποιήθηκε 
ανοσοαποτύπωση για να διαπιστωθεί αν είναι εκτεθειµένα στο εξωτερικό περιβάλλον 
ή αν βρίσκονται εσωτερικά στη δοµή του δωδεκαµερούς. Τα αντισώµατα 
αντιστοιχούν στις περιοχές 6-19 για το αµινοτελικό άκρο και 433-449 για το 
καρβοξυτελικό. Ως εκ τούτου το πρώτο δεν αναγνωρίζει τις πρωτεΐνες His10 ∆1-16 
HrcN και His10 ∆1-23 HrcN και το δεύτερο δεν αναγνωρίζει την πρωτεΐνη His10 
∆432-449 HrcN σε αποδιαταγµένη µορφή (εικόνα 11).  

                          

Εικόνα 11: Ανοσοαποτύπωση των HrcN πρωτεϊνών µε τη χρήση αντισωµάτων α-HrcN, 
α-C-terminal HrcN (433-449) και α-N-terminal HrcN (6-19).  
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 Για να διαπιστωθεί η τοπολογία των άκρων της His10 HrcN στην 
αναδιπλωµένη µορφή, χρησιµοποιήθηκαν τα κλάσµατα 30 και 41 από τη 
χρωµατογραφία, που περιέχουν τη δωδεκαµερή και µονοµερή µορφή αντίστοιχα. Οι 
πρωτεΐνες αποτυπώθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης χωρίς να αποδιαταχθούν και 
στη συνέχεια επωάστηκαν µε αντισώµατα ενάντια στην ολόκληρη πρωτεΐνη HrcN και 
ενάντια στο αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 12 
και τα δύο άκρα της πρωτεΐνης φαίνεται να είναι εκτεθειµένα στο εξωτερικό 
περιβάλλον. 
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        Εικόνα 12: Ανοσοαποτύπωση των πρωτεϊνών HrcN, δωδεκαµερές (type III) και µονοµερές (type I)    
        µορφή, SecA και BSA µε τα αντισώµατα α-HrcN, α-Ν-HrcN, α-C-HrcN και α-SecA. 

 

type          type       type                 type            type                 type           type               type    
 III              I            III                     I                III                     I                III                   I  

SecA          BSA      SecA               BSA          SecA                BSA            SecA                BSA 
 
       α-HrcN                       α-Ν-HrcN                      α-C-HrcN                               α-SecA 
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II.GFP ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ 
 
Α .Έκφραση πρωτεϊνών 
 
 Οι ίδιες διαδικασίες που πραγαµατοποιήθηκαν για τις µεταλλαγµένες HrcN, 
πραγµατοποιήθηκαν στη συνέχεια και για τις GFP κατασκευές. Στην εικόνα φαίνεται 
η έκφραση των δύο πρωτεϊνών πριν και µετά την προσθήκη IPTG µε χρώση 
coomassie brilliant blue (εικόνα 13α)  και µε ανοσοαποτύπωση (εικόνα 13β). Στην 
εικόνα 14 φαίνεται η διαλυτότητα τους και στην εικόνα 15 ο καθαρισµός της κάθε 
πρωτεΐνης χωριστά. Όπως φαίνεται και στα δύο πειράµατα της ανοσοαποτύπωσης η 
πρωτεΐνη αυτή δεν είναι πολύ σταθερή και κόβεται σε κάποιο σηµείο, σχηµατίζοντας 
έναν ακόµα πληθυσµό. 
 
Β. Ολιγοµερισµός πρωτεϊνών 
 
            Ο καθαρισµός και η συγκέντρωση των πρωτεϊνών έγιναν µε τον ίδιο τρόπο 
όπως και στην περίπτωση των µεταλλαγµένων HrcN πρωτεϊνών. Οι πληθυσµοί που 
σχηµατίζουν οι πρωτεΐνες τόσο πριν όσο και µετά τη συγκέντρωση φαίνονται στις  
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a- GFP
 Εικόνα 13: Έκφραση των πρωτεϊνών His10 GFP lnk HrcN και His10 HrcN lnk
GFP. Α) Χρώση µε Coomassie brilliant blue. B) Ανοσοαποτύπωση. 
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Εικόνα 15: Καθαρισµός των πρωτεινών His10 GFP lnk HrcN και His10 HrcN lnk
GFP. – πριν την επαγωγή της έκφρασης, +, µετά την επαγωγή, s, διαλυτή φάση,
in, µη διαλυτή φάση, f.t., υπερκείµενο µετά από την κολώνα Ni-NTA, W1, πρώτο
πλύσιµο, W2, δεύτερο πλύσιµο, E, έκλουση καθαρής πρωτείνης. Χρώση µε
coomassie brilliant blue 
 
 18.4 −
 
 
 
 
 

 

 
His10 GFP lnk HrcN 
Εικόνα 14: Επαγωγή της έκφρασης και διαλυτότητα των πρωτεϊνών His10
GFP lnk HrcN και HrcN lnk GFP,  -,πριν την προσθήκη IPTG, +,µετά την
προσθήκη IPTG, s, διαλυτή φάση µετά την κυτταρική διάρρηξη, in, µη
διαλυτή φάση. Ανοσοσαποτύπωση µε α-HrcN αντίσωµα. 
His10 HrcN lnk GFP
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εικόνες 16 και 17α αντίστοιχα. Στην περίπτωση αυτών των πρωτεϊνών, λόγω 
διαφορετικού µεγέθους, οι κορυφές του δωδεκαµερούς και του µονοµερούς 
εµφανίζονται στα κλάσµατα 28 και 37 αντίστοιχα. 
 
Γ. Ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ 

 
                 Μετά τη µέτρηση της ενεργότητας των κλασµάτων που προέκυψαν από τα 
χρωµατογραφία µοριακής διήθησης, η µεγαλύτερη ενεργότητα/ταχύτητα 
παρατηρήθηκε στα κλάσµατα 27-28, µόνο στη συγκεντρωµένη πρωτεΐνη, που 
συµπίπτουν µε την κορυφή του δωδεκαµερούς πληθυσµού. Πριν τη συγκέντρωση οι 
πρωτεΐνες δεν µπορούν να σχηµατίσουν δωδεκαµερή µορφή, πιθανά λόγω 
παρεµπόδισης από τον όγκο της GFP. Η ενεργότητα/ταχύτητα υδρόλυσης ΑΤΡ των 
δωδεκαµερών µορφών των δύο πρωτεϊνών φαίνονται στο γράφηµα 17β. Όπως 
φαίνεται, η ύπαρξη της GFP πρωτεΐνης στο καρβοξυτελικό άκρο µειώνει δραστικά 
την ενεργότητα της πρωτεΐνης χωρίς να επηρεάζει τον ολιγοµερισµό της, ενώ η 
τοποθέτησή της στο αµινοτελικό άκρο δεν έχει τόσο µεγάλη επίδραση στην 
ενεργότητα αλλά επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό τον ολιγοµερισµό. Στην εικόνα 18 
φαίνονται επίσης τα χαρακτηριστικά της κινητικής Michaelis-Menten. 
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    Εικόνα 16: Χρωµατογραφήµατα των HrcN πρωτεϊνών µετά την έκλουση από την   
    κολώνα Ni-NTA. 
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Εικόνα 17: A) Χρωµατογραφήµατα των HrcN πρωτεϊνών µετά την
έκλουση από την ρητίνη ιοντοανταλλαγής Q. B) Ενεργότητα υδρόλυσης
ΑΤΡ.
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                                                            His10 HrcN 
 

  
                 His10 GFP lnk HrcN                                 His10 HrcN lnk GFP 
 
 
 

 
          Proteins Vmax (nmoles Pi/ 

 nmol type III/min 
Km  (mM ATP) 

His10 HrcN 118956,3       6,339 
His10 GFP lnk HrcN 81455,6       1,114 
His10 HrcN lnk GFP 19791,3       6,321 

 
       
     Εικόνα 18: Κινητική Michaelis-Menten της ενζυµικής ενεργότητας των πρωτεϊνών
     His10 HrcN, His10 GFP lnk HrcN και His10 HrcN lnk GFP. 
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ΙΙΙ.ΕΚΚΡΙΣΗ ΤΗΣ πρωτεΐνης HrpZ 
 
 Προκειµένου να διαπιστωθεί αν οι ανασυνδυασµένες HrcN πρωτεΐνες είναι 
ικανές να υποστηρίξουν την έκκριση της πρωτεΐνης HrpZ, οι πλασµιδιακές 
κατασκευές (εικόνα 2) εισήχθησαν στην κυτταρική σειρά E.coli JM109 που φέρει το 
κοσµίδιο µε το κλωνοποιηµένο οπερόνιο. Στο οπερόνιο αυτό, το γονίδιο της HrcN 
έχει αντικατασταθεί µε µια κασέτα καναµυκίνης. Βακτηριακές καλλιέργειες 
επωάστηκαν στους 370C και η έκφραση των πλασµιδιακών πρωτεϊνών έγινε µετά την 
προσθήκη IPTG και την επώαση στους 300C (εικόνα 5 και 13).  

Επίσης, για να διαπιστωθεί αν οι ανασυνδυασµένες HrcN πρωτεΐνες 
παρεµποδίζουν τη λειτουργία της αγρίου τύπου HrcN του οπερονίου, οι πλασµιδιακές 
κατασκευές εισήχθησαν στη συνέχεια στην κυτταρική σειρά E.coli JM109 που φέρει 
το κοσµίδιο µε ολόκληρο το οπερόνιο. Οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες που βρίσκονται 
στο υπερκείµενο της καλλιέργειας, κατακρηµνίστηκαν και ηλεκτροφορήθηκαν σε gel 
πολυακρυλαµίδης. Στη συνέχεια ανιχνεύθηκε η παρουσία ή όχι της HrpZ µε 
ανοσοαποτύπωση. Τα αποτελέσµατα, που δεν παρουσιάζονται, είναι τα εξής. Η 
πρωτεΐνη HrpZ εκκρίνεται όταν είναι παρούσες οι πρωτείνες Ηis10 ∆1-16, ∆1-23, 
∆432-449 και GFP lnk HrcN,  παρουσία του οπερονίου (και του γονιδίου της HrcN), 
αλλά όχι στην περίπτωση των His10 ΗrcN ∆446-449 και HrcN lnk GFP. Παρουσία 
του οπερονίου χωρίς το γονίδιο της HrcN (∆HrcN::Kan) δεν ανιχνεύθηκε έκκριση, 
ούτε και στην περίπτωση της ανασυνδυασµένης His10 HrcN παρουσία ή απουσία του 
γονιδίου. 

Όταν τα πειράµατα επαναλήφθηκαν δεν ανιχνεύθηκε έκκριση της πρωτεΐνης 
HrpZ σε καµία περίπτωση, ούτε και σε αυτές που είχε προηγουµένως ανιχνευθεί. Η 
αδυναµία αναπαραγωγής των αποτελεσµάτων πιθανότατα να οφείλεται σε αστάθεια 
του κοσµιδίου που προκαλεί ανακατατάξεις στην αλληλουχία. Αυτό έχει ως 
αποτέλεσµα πειράµατα που δεν δείχνουν έκκριση πουθενά να µη λαµβάνονται ως 
αρνητικά δεδοµένα. Η αδυναµία αναπαραγωγής παρέµεινε ακόµα και όταν 
πραγµατοποιήθηκαν εκ νέου µετασχηµατισµοί της κυτταρικής σειράς µε το κοσµίδιο. 
Σε κάθε ένα από αυτά τα πειράµατα πάντως, η έκφραση των ανασυνδυασµένων 
πρωτεϊνών επάγεται κανονικά. 
 
ΙV.ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΑ ΤΟΠΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ HrcN 
 
 Προκειµένου να προσδιοριστεί η τοπολογία της πρωτεΐνης ΗrcΝ στο κύτταρο, 
οι πρωτεΐνες His10 GFP lnk HrcN και HrcN lnk GFP εισήχθησαν στις κυτταρικές 
σειρές  E.coli  BL21 plys και JM109 (DE3) και η τοπολογία τους παρατηρήθηκε στο 
συνεστιακό µικροσκόπιο. Όλες οι παρατηρήσεις και οι φωτογραφήσεις στο 
συνεστιακό µικροσκόπιο έγιναν από την Καραµάνου Λίλυ.  
 Οι πρωτεΐνες αρχικά εισήχθησαν στο βακτηριακό στέλεχος  E.coli  BL21 plys. 
Όπως φαίνεται και στην εικόνα 19β, η πρωτεΐνη His10 GFP lnk HrcN πριν την 
επαγωγή της έκφρασης της παρουσιάζει ένα µικρό ποσοστό έκφρασης και 
εντοπίζεται σε όλο τον κυτταρικό χώρο. Αντίθετα µετά την προσθήκη του IPTG 
εµφανίζει µια έντονη τοποθέτηση στους πόλους του κυττάρου, όπου πιθανότατα 
σχηµατίζονται σωµάτια εγκλεισµού. Στην περίπτωση της His10 HrcN lnk GFP 
(εικόνα 19γ), η εµφάνιση των σωµατίων εγκλεισµού είναι έντονη ακόµα και πριν την 
επαγωγή της έκφρασης µε ένα πολύ µικρό ποσοστό της πρωτεΐνης να παραµένει 
διαλυτό, ενώ το φαινόµενο γίνεται εντονότερο µετά την προσθήκη του IPTG. Ο 
σχηµατισµός σωµατίων εγκλεισµού δεν είναι κάτι που µπορεί να αποδοθεί στην 
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παρουσία της GFP, αφού όταν αυτή εκφράζεται µόνη της στην ίδια κυτταρική σειρά 
είναι εντελώς διαλυτή και κατανέµεται οµοιόµορφα σε όλο τον κυτταρικό χώρο 
(εικόνα 19α). 
 Όποια και να είναι όµως η τοποθέτηση των πρωτεϊνών στην παραπάνω 
κυτταρική σειρά δεν µπορεί να παροµοιαστεί µε αυτήν του κυττάρου που κωδικοποιεί 
φυσιολογικά την HrcN πρωτεΐνη αφού απουσιάζουν τα υπόλοιπα στοιχεία του 
οπερονίου που κωδικοποιούν τα συστατικά του τύπου ΙΙΙ συστήµατος έκκρισης. Για 
αυτό το λόγο οι πρωτεΐνες στη συνέχεια εισήχθησαν στο βακτηριακό στέλεχος JM109 
(DE3)  οποία έχει ήδη µετασχηµατιστεί µε το οπερόνιο σε δύο µορφές. Στην άγριου 
τύπου και σε αυτήν που το γονίδιο της HrcN απουσιάζει και έχει αντικατασταθεί µε 
µια κασέτα καναµυκίνης. 
 Παρουσία ολόκληρου του οπερονίου η πρωτεΐνη  His10 GFP lnk HrcN πριν 
την επαγωγή της έκφρασης της εµφανίζεται σε σωµάτια εγκλεισµού στους πόλους 
αλλά και σε άλλα περιφερικά σηµεία στο κύτταρο (εικόνα 20α).  Μετά την προσθήκη 
του IPTG η εικόνα γίνεται πιο σαφής και η πρωτεΐνη εµφανίζεται στους πόλους αλλά 
εντοπίζεται και σε ευδιάκριτα σηµεία της κυτταρικής περιφέρειας τα οποία διαφέρουν 
από τα σωµάτια εγκλεισµού. Όσον αφορά την πρωτεΐνη His10 HrcN lnk GFP, πριν 
την επαγωγή εµφανίζεται σε σωµάτια εγκλεισµού ενώ µετά την επαγωγή εµφανίζεται 
και η χαρακτηριστική περιφερική τοποθέτηση (εικόνα 20β).  

Απουσία του γονιδίου της HrcN από το οπερόνιο και παρουσία µόνο των 
ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών, η  εικόνα διαφοροποιείται λίγο. H πρωτεΐνη His10 GFP 
lnk HrcN µετά την επαγωγή της εµφανίζει µόνο τη χαρακτηριστική περιφερική 
τοποθέτηση (εικόνα 21α) σε αντίθεση µε την His10 HrcN lnk GFP η οποία τόσο πριν 
όσο και µετά την επαγωγή της έκφρασης τοποθετείται στους δύο πόλους (εικόνα 
21β).  
 Μετά το πέρας αυτών των πειραµάτων έγινε προσπάθεια να εισαχθούν οι δύο 
πρωτεΐνες στο βακτηριακό στέλεχος E.coli JM109 (DE3) plys, έτσι ώστε τα 
πειράµατα στις δύο κυτταρικές σειρές να είναι συγκρίσιµα, αλλά αυτό δεν 
πραγµατοποιήθηκε πιθανότατα λόγω προβληµάτων σταθερότητας του κοσµιδίου, 
προβλήµατα ανάλογα µε αυτά στην περίπτωση της έκκρισης της πρωτεΐνης HrpZ.    
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Εικόνα 21: Κυτταρική τοποθέτηση των πρωτεϊνών GFP lnk HrcN (Α) και HrcN lnk GFP (Β) στην κυτταρική σειρ
(∆HrcN::Kan) πριν και µετά την προσθήκη IPTG. 
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Η πρωτεΐνη HrcN είναι µια ATPάση που κωδικοποιείται από το οπερόνιο που 

κωδικοποιεί το τύπου ΙΙΙ σύστηµα έκκρισης. Στη µελέτη αυτή κατασκευάστηκαν 4 
ελλειπτικές µορφές της HrcN προκειµένου να µελετηθεί ο πιθανός ρόλος τους στον 
ολιγοµερισµό και στην ενεργότητα υδρόλυσης ΑΤΡ. Οι δύο από αυτές έχουν µια 
έλλειψη στο αµινοτελικό άκρο (HrcN ∆1-16, ∆1-23) και οι άλλες δύο στο 
καρβοξυτελικό άκρο (HrcN ∆446-449, ∆432-449). Επίσης, κατασκευάστηκαν δύο 
υβριδικές πρωτεΐνες που φέρουν την πρωτεΐνη GFP είτε στο αµινοτελικό άκρο της 
HrcN (GFP lnk HrcN), είτε στο καρβοξυτελικό (HrcN lnk GFP) προκειµένου να 
µελετηθεί αν η παρουσία του µορίου της GFP στο ένα ή στο άλλο άκρο παρεµποδίζει 
τις ιδιότητες του ολιγοµερισµού και της ενεργότητας. Οι έξι αυτές πρωτεΐνες καθώς 
και η αγρίου τύπου φέρουν 10 κατάλοιπα ιστιδίνης στην αµινοτελική περιοχή, 
βρίσκονται υπό τον έλεγχο ενός Τ7 υποκινητή και η έκφρασή τους επάγεται µετά την 
προσθήκη IPTG. Όλες δοκιµάστηκαν για την ικανότητά τους να ολιγοµερίζονται, να 
υδρολύουν ATP και να υποστηρίζουν την έκκριση της πρωτεΐνης HrpZ. 
 Μετά την προσθήκη IPTG όλες οι πρωτεΐνες εκφράζονται σε ικανοποιητικά 
επίπεδα, διαφέρουν όµως στη διαλυτότητά τους. Η αγρίου τύπου HrcN και οι HrcN 
∆1-16 και ∆1-23 είναι διαλυτές στο µεγαλύτερό τους ποσοστό (εικόνα 6), η ∆446-
449 HrcN και η GFP lnk HrcN µοιράζονται σχεδόν ισόποσα µεταξύ των δύο φάσεων 
(εικόνες 6 και 14 αντίστοιχα), ενώ η HrcN lnk GFP και κυρίως η HrcN ∆432-449 
ανιχνεύονται σε µεγάλο ποσοστό στη µη διαλυτή φάση (εικόνες 14 και 6 αντίστοιχα). 
Για το λόγο αυτό η πρωτεΐνη HrcN ∆432-449 δεν κατάφερε να καθαριστεί. Οι δύο 
υβριδικές πρωτεΐνες δεν είναι πολύ σταθερές και κόβονται σε κάποια σηµεία κατά τη 
διάρρηξη των κυττάρων, γι’αυτό και εµφανίζονται κι άλλες µπάντες κατά την 
ανοσοαποτύπωση της διαλυτής και µη διαλυτής φάσης (εικόνα 14). 
 Ο καθαρισµός των πρωτεϊνών έγινε µε ρητίνη Ni-NTA, η οποία δεσµεύει τα 
κατάλοιπα ιστιδίνης. Η έκλουση έγινε σε συγκέντρωση 0.2 mg/ml και στο επόµενο 
βήµα πραγµατοποιήθηκε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης (SEC) για να 
ανιχνευθούν οι πληθυσµοί που σχηµατίζονται. Όπως φαίνεται στην εικόνα, στα 
κλάσµατα 17-18 εµφανίζεται σε όλες τις πρωτεΐνες µια κορυφή που αντιστοιχεί σε 
υψηλού βαθµού συσσωµάτωση. Στη συνέχεια, στα κλάσµατα 29-31 εµφανίζεται µια 
δεύτερη κορυφή που αντιστοιχεί στο δωδεκαµερικό πληθυσµό (~600 kDa). Σε 
σύγκριση µε την αγρίου τύπου HrcN, η HrcN ∆1-16 εµφανίζει µια χαµηλότερη 
κορυφή ενώ η HrcN ∆1-23 εµφανίζει µια κορυφή σε παρόµοια επίπεδα. Η ∆446-449 
εµφανίζει επίσης κορυφή παρόµοιου ύψους η οποία όµως εµφανίζεται 1-2 κλάσµατα 
νωρίτερα  και πιθανότατα να είναι µορφές που έχουν αρχίσει να συσσωµατώνονται 
και οι οποίες ενδέχεται να αλληλεπικαλύπτονται µε τις δωδεκαµερικές. Στα κλάσµατα 
40-42 εµφανίζεται µια κορυφή που αντιστοιχεί στη µονοµερική µορφή (~50 kDa). 
Όσον αφορά τις υβριδικές πρωτεΐνες, δεν εµφανίζουν κάποια κορυφή στα 
αναµενόµενα κλάσµατα (26-28) (εικόνα 16), ίσως επειδή ο δωδεκαµερισµός τους σε 
αυτή τη χαµηλή συγκέντρωση παρεµποδίζεται από την παρουσία του όγκου της GFP. 
 Μετά τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών στα 2mg/ml, η ισορροπία των 
διαφορετικών µορφών κινείται προς το δωδεκαµερές. Οι πρωτεΐνες HrcN ∆1-16, ∆1-
23 και ∆446-449 καθώς και η υβριδική πρωτεΐνη HrcN lnk GFP, δεν εµφανίζουν 
ιδιαίτερο πρόβληµα ολιγοµερισµού (εικόνες 9 και 17), ενώ η GFP lnk HrcN δείχνει 
µια µεγάλη δυσκολία στον ολιγοµερισµό (εικόνα 17). Η αγρίου τύπου HrcN 
εµφανίζει µια ευδιάκριτη κορυφή στο κλάσµα 27 και όχι στο 30 που αναµένεται, µια 
πιο προσεκτική παρατήρηση όµως φανερώνει έναν δεύτερο πληθυσµό στο σηµείο 
εκείνο, ο οποίος αλληλεπικαλύπτεται µε τον πρώτο και αντιστοιχεί στο δωδεκαµερές. 
Αυτό επιβεβαιώνεται και από τα πειράµατα ενζυµικής ενεργότητας που ακολουθούν 
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και τα οποία υποδεικνύουν τον πληθυσµό του κλάσµατος 30 ως τον πιο ενεργό. Η 
διαφορά αυτή παρατηρείται λόγω της υψηλής συγκέντρωσης που οδηγεί την 
πρωτεΐνη γρήγορα σε συσσωµατωµένες µορφές που αλληλεπικαλύπτονται µε τη 
δωδεκαµερική. Η αδυναµία της GFP lnk HrcN να σχηµατίσει δωδεκαµερή σε 
συγκρίσιµα µε την αγρίου τύπου HrcN επίπεδα, δεν υποδηλώνει κάτι για την 
αµινοτελικό άκρο, αφού ακόµα και όταν λείπουν 23 αµινοξέα (HrcN ∆1-23) η 
πρωτεΐνη είναι ικανή να ολιγοµεριστεί σε ικανοποιητικό βαθµό. Οµοίως, το γεγονός 
ότι η HrcN lnk GFP ολιγοµερίζεται κανονικά, σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι το 
καρβοξυτελικό άκρο της µη αποδιαταγµένης µορφής µπορεί να  ανιχνευθεί µε τη 
µέθοδο της ανοσοαποτύπωσης, υποδηλώνει πως ούτε αυτό το άκρο είναι σηµαντικό 
για τον ολιγοµερισµό. 
 Στη συνέχεια µετρήθηκαν τα ποσοστά του υδρολυµένου φωσφόρου από τη 
δωδεκαµερή µορφή, τόσο πριν όσο και µετά τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών. Πριν 
τη συγκέντρωση (εικόνα 8) η αγρίου τύπου HrcN έχει την ικανότητα να υδρολύσει 
περίπου 1.200 nmoles Pi/nmol type III/min. Οι HrcN ∆1-16 και ∆1-23 εµφανίζουν 
ενεργότητα 170 και 568 nmoles Pi/nmol type III/min αντίστοιχα, ενώ η ∆446-449 
εµφανίζει 1.000 nmoles Pi/nmol type III/min. Το πρόβληµα που υπάρχει µε αυτές τις 
τιµές είναι ότι προέρχονται από κλάσµατα µε πολύ χαµηλή συγκέντρωση, ειδικά στην 
περίπτωση των πρωτεϊνών που σχηµατίζουν χαµηλά επίπεδα δωδεκαµερούς. Όπως 
έχει παρατηρηθεί όµως (µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα), όταν η πρωτεΐνη είναι 
πολύ αραιή, αρχίζει να χάνει την ενεργότητά της και εποµένως αυτές οι τιµές µπορεί 
να µην αντικατοπτρίζουν τις πραγµατικές ενεργότητας των πρωτεϊνών.  
 Η ίδια ακριβώς µέτρηση έγινε και µετά τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών όπου 
αυτό το πρόβληµα παρακάµπτεται και τα αποτελέσµατα φαίνονται στις εικόνες. Οι 
πρωτεΐνες HrcN ∆1-16, ∆1-23 και ∆446-449 εµφανίζουν παρόµοια ενεργότητα, η 
οποία είναι η σχεδόν το 50% της αγρίου τύπου, αλλά σηµαντικά υψηλή. Αυτό 
σηµαίνει πως το αµινοτελικό άκρο δεν είναι πολύ σηµαντικό ούτε για την ενζυµική 
ενεργότητα. Όσον αφορά τις χιµαιρικές πρωτεΐνες, η GFP lnk HrcN φτάνει στα 
επίπεδα της αγρίου τύπου (~40.000 nmoles Pi/ nmol type III/min), ενώ η ενεργότητα 
της HrcN lnk GFP είναι κατά πολύ µειωµένη, 7000 nmoles Pi/mg type III/min. 
Φαίνεται λοιπόν πως οι ιδιότητες του ολιγοµερισµού και της ενζυµικής ενεργότητας 
µπορούν να αποδοθούν σε δύο διαφορετικές περιοχές αφού η πρώτη πρωτεΐνη µε 
φυσιολογικά επίπεδα ενζυµικής ενεργότητας παρουσιάζει πρόβληµα ολιγοµερισµού 
και η δεύτερη µε φυσιολογικά επίπεδα ολιγοµερισµού εµφανίζει προβλήµατα 
ενεργότητας. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η παρουσία της GFP στο αµινοτελικό άκρο 
ίσως παρεµποδίζει τη γειτνίαση των πρωτοµερών, χωρίς απαραίτητα να εµπλέκει 
άµεσα το άκρο αυτό στον ολιγοµερισµό, ενώ η παρουσία της στο άλλο άκρο 
υποδεικνύει κάποιο καρβοξυτελικό κοµµάτι ως υπεύθυνο για την ενεργότητα, το 
οποίο σ’αυτήν την περίπτωση αποκρύπτεται από την GFP. Ιδιαίτερα χρήσιµη σε αυτό 
το σηµείο θα ήταν η αντίστοιχη πληροφορία από την πρωτεΐνη ∆432-449 HrcN που 
θα ενέπλεκε απ’ευθείας ή όχι το καρβοξυτελικό άκρο στη διαδικασία κατάλυσης. 
  Όποια περιοχή και αν χρησιµοποιείται από την πρωτεΐνη για τον 
ολιγοµερισµό, θα πρέπει να βρίσκεται µακριά από τα άκρα. Αν πρόκειται για κάποια 
περιοχή που βρίσκεται στο καρβοξυτελικό µισό της πρωτεΐνης, θα πρέπει να απέχει 
πολύ από το άκρο, αφού η παρουσία µιας δεύτερης πρωτεΐνης εκεί δεν εµποδίζει τον 
ολιγοµερισµό. Αν πάλι πρόκειται για κάποια περιοχή στο αµινοτελικό µισό -όπως 
υποστηρίζεται από το γεγονός ότι η ύπαρξη της GFP στο αµινοτελικό άκρο 
παρεµποδίζει τον ολιγοµερισµό- θα πρέπει επίσης να απέχει στην αλληλουχία από το 
άκρο, αφού η HrcN ∆1-23 µπορεί να ολιγοµεριστεί, αλλά θα πρέπει να βρίσκεται και 
σε τέτοιο σηµείο ώστε να µπορεί να παρεµποδιστεί από την GFP. 
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 Βέβαια, το ελάττωµα που προκαλεί η αµινοτελική τοποθέτηση της GFP στον 
ολιγοµερισµό θα µπορούσε να εξηγηθεί βάσει της αποµάκρυνσης των 10 καταλοίπων 
ιστιδίνης από την πρωτεΐνη. Έχει παρατηρηθεί (µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα), ότι 
απουσία των καταλοίπων η πρωτεΐνη δεν µπορεί να ολιγοµεριστεί, αν και έχει αυτήν 
την ενδογενή ιδιότητα. Η παρουσία των καταλοίπων πιθανότατα µιµείται εκείνον τον 
κυτταρικό παράγοντα που βοηθάει την HrcN να ολιγοµεριστεί στο φυσιολογικό της 
περιβάλλον. Συνεπώς, η αποµάκρυνση των ιστιδινών από την πρωτεΐνη λόγω της 
παρεµβολής της GFP µπορεί να εµποδίζει τη βοηθητική τους δράση, ενώ η ίδια 
πρωτεΐνη διατηρεί την θεωρητική ικανότητά της να ολιγοµερίζεται. 
 Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια να παρατηρηθεί αν οι πρωτεΐνες µπορούν να 
υποστηρίξουν την έκκριση της πρωτεΐνης HrpZ η οποία αποτελεί υπόστρωµα για το 
τύπου ΙΙΙ σύστηµα και κωδικοποιείται από το οπερόνιο. Η παρατήρηση αυτή στάθηκε 
αδύνατη επειδή µετά τα πρώτα πειράµατα το κοσµίδιο που έφερε το οπερόνιο 
εµφάνισε προβλήµατα σταθερότητας. 
 Το ίδιο πρόβληµα εµφανίστηκε και στην προσπάθεια παρατήρησης της 
υποκυττάριας τοπολογίας των πρωτεϊνών GFP lnk HrcN και HrcN lnk GFP στο 
συνεστιακό µικροσκόπιο. Στην περίπτωση αυτή όµως πραγµατοποιήθηκε µια σειρά 
πειραµάτων πριν εµφανιστεί το πρόβληµα της σταθερότητας, τα οποία οδήγησαν σε 
κάποιες πρώτες παρατηρήσεις. Η επαγωγή της έκφρασης των δύο πρωτεϊνών στο 
βακτηριακό στέλεχος E.coli BL21 plys απουσία του οπερονίου, οδήγησε στο 
σχηµατισµό σωµατείων εγκλεισµού  στους πόλους των κυττάρων, κάτι που δεν 
παρατηρήθηκε όταν η GFP εκφράστηκε µόνη της. Πιθανότατα τα κύτταρα 
σχηµάτισαν τα σωµάτια εγκλεισµού µη µπορώντας να χειριστούν τοπολογικά την 
υπερεκφρασµένη πρωτεΐνη. 
 Παρουσία του οπερονίου και οι δύο πρωτεΐνες εµφανίζουν σωµάτια 
εγκλεισµού αλλά και τη χαρακτηριστική περιφερική τοποθέτηση ενώ παρουσία του 
οπερονίου χωρίς το γονίδιο της ΗrcN, η GFP lnk HrcN εµφανίζει κυρίως την 
εστιασµένη περιφερική τοποθέτηση σε αντίθεση µε την HrcN lnk GFP που 
εντοπίζεται µόνο στους πόλους. Άρα η GFP lnk HrcN έχει τη δυνατότητα να 
τοποθετηθεί στην κυτταρική µεµβράνη όταν υπάρχει ο µηχανισµός του τύπου ΙΙΙ 
συστήµατος, είτε παρουσία είτε απουσία του γονιδίου της HrcN, γεγονός που 
σηµαίνει πως δεν ασκεί κάποια κυρίαρχα αρνητική επίδραση επί της αγρίου τύπου, 
ούτε της είναι απαραίτητη για την τοποθέτησή της. Η HrcN lnk GFP από την άλλη, η 
οποία παρουσία του µηχανισµού και της HrcN σχηµατίζει τις περιφερικές δοµές, 
επίσης δε φαίνεται να ασκεί κυρίαρχα αρνητική επίδραση επί της αγρίου τύπου, χωρίς 
αυτήν όµως δεν µπορεί να τοποθετηθεί στα ίδια σηµεία. Πιθανά, κάποια 
καρβοξυτελική περιοχή να συµµετέχει στην τοποθέτηση της πρωτεΐνης στη µεµβράνη 
και η παρουσία της αγρίου τύπου HrcN να βοηθάει στη διαδικασία αυτή όταν η 
περιοχή αυτή αποκρύπτεται από τη GFP.   
 Αρκετά διαφωτιστικός στην περίπτωση αυτή θα ήταν ο συνδυασµός των 
αποτελεσµάτων της συνεστιακής µικροσκοπίας µε τα αποτελέσµατα της έκκρισης 
των υποστρωµάτων του τύπου ΙΙΙ συστήµατος (HrpZ) το οποίο όµως δεν κατάφερε να 
γίνει σε αυτήν την µελέτη. Μια τέτοια σύγκριση θα φανέρωνε ποια ακριβώς 
υποκυττάρια τοποθέτηση είναι η πραγµατική και αυτή που επιτρέπει τη λειτουργία 
του µηχανισµού. 
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