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Περίληψη 

Η αλληλεπίδραση παθογόνων βακτηρίων – ξενιστή αποτελεί ένα σημαντικό πεδίο έ-

ρευνας τα τελευταία χρόνια. Στα τέλη της δεκαετίας του 1980 περιγράφηκαν τα πρώτα 

γονίδια τα οποία βρέθηκε μεταγενέστερα ότι κωδικοποιούσαν για μία πολύπλοκη δομή 

έκκρισης, που ονομάστηκε εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ. Όταν το βακτήριο αλληλεπι-

δράσει φυσικά με το κύτταρο – στόχο (ξενιστή), η συσκευή αυτή είναι ικανή να μετα-

φέρει παράγοντες παθογένειας στον ξενιστή με την μεταφορά αυτή να γίνεται από το 

κυτταρόπλασμα του βακτηρίου απευθείας στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή. Μάλιστα, 

στις περιπτώσεις φυτοπαθογόνων βακτηρίων, η συσκευή έκκρισης τύπου ΙΙΙ διαπερνά 

και το κυτταρικό τοίχωμα του φυτικού κυττάρου ξενιστή. Η παρούσα μελέτη εστίασε 

σε δύο πρωτεΐνες της εκκριτικής μηχανής του φυτοπαθογόνου βακτηρίου Pseudomonas 

syringae pv phaseolicola, που προκαλεί ασθένεια με συμπτώματα κηλίδωσης στο 

Phaseolus vulgaris (κοινή φασολιά). Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν οι πρωτεΐνες HrpO 

και HrpE, οι οποίες πιστεύεται ότι δημιουργούν σύμπλοκο. Αυτές οι πρωτεΐνες παρου-

σιάζουν ομολογία με τις FliJ και FliH του βακτηριακού μαστιγίου. Η FliJ είναι βοηθη-

τική πρωτεΐνη (chaperone) και η FliH αρνητικός ρυθμιστής της ATPάσης. Ο πλασμιδι-

ακός φορέας pET26b χρησιμοποιήθηκε για την δημιουργία μια κατασκευής που περιεί-

χε στη σειρά τα γονίδια των HrpO, HrpE (μαζί με ένα κατάλοιπο ιστιδινών His – tag 

μετά την HrpE) καθώς και ενός φορέα με την έκφραση μόνο του HrpO. Ο φορέας που 

περιελάμβανε τις δύο πρωτεΐνες σε σειρά, χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό 

βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli και το υπό εξέταση σύμπλοκο απομονώθηκε 

επιτυχώς. Στην συνέχεια, ακολούθησαν πειράματα κυκλικού διχρωισμού με σκοπό την 

συλλογή στοιχείων για τα δομικά χαρακτηριστικά του υπό εξέταση συμπλόκου. Συ-

γκριτικά, πραγματοποιήθηκαν πειράματα κυκλικού διχρωισμού και για τις μεμονωμέ-

νες πρωτεΐνες. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι: α) οι δύο πρωτεΐνες σχηματίζουν σύ-

μπλοκο το οποίο μπορεί να καθαριστεί από στήλη νικελίου αγαρόζης, β) το υπό εξέτα-

ση σύμπλοκο εμφανίζει υψηλά ποσοστά α – έλικας, όπως και οι μεμονωμένες 

HrpO/HrpE. Συμπερασματικά, μπορούμε να υποθέσουμε την ύπαρξη ενός συμπλόκου 

μεταξύ των δύο πρωτεϊνών, το οποίο ωστόσο είναι ασταθές και προκαλεί δομικές αλ-

λαγές στις επιμέρους πρωτεΐνες κατά τον σχηματισμό του.  

Λέξεις – κλειδιά: Εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ, HrpO, HrpE, σύμπλοκο, κυκλικός δι-

χρωισμός 
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Abstract 

Interaction between pathogenic bacteria and their host has been an important research 

field over the last years. The first genes coding for parts of a very complex secretory 

machine was first described in the late 90s. This machine was named type III secretion 

system and it had the ability upon contacting a target cell (host) to trigger the transfer of 

virulence factors directly from the bacterial to the eukaryotic cytoplasm. As far as plant 

cells are concerned, type III secretion is also able to surpass the plant cell wall. The cur-

rent study emphasized in two proteins of the type III secretory machine of the plant 

pathogenic bacterium Pseudomonas syringae pv phaseolicola, which causes halo blight 

of the common bean Phaseolus vulgaris. In particular, the proteins HrpO and HrpE that 

are thought to make a complex with each other were studied. In addition, these proteins 

have homology with proteins FliJ and FliH of the flagellum. FliJ has a chaperone activi-

ty and FliH is a negative regulator of the ATPase. These two proteins have been found 

to interact. The plasmid vector pET26b was used for the creation of a bicistronic vector 

that had HrpO/HrpE in line (along with a His – tag in HrpE) and one vector expressing 

the HrpO gene. The bicistronic vector was used for the transformation of Escherichia 

coli bacterial cells and the under evaluation complex was isolated successfully. Subse-

quently, circular dichroism experiments were held in order to collect structural data for 

the isolated complex. In addition, structural data were also collected from isolated HrpO 

and HrpE. Results showed that a) the two proteins form a complex that can be success-

fully isolated by Ni – NTA agarose column and b) the complex and both the proteins 

isolated separately show high percentage of a – helical conformation. In conclusion, we 

assume that the two proteins we studied form a complex which is unstable. That com-

plex can cause structural conformations in both HrpO and HrpE when it is formed. 

 

 

Keywords: Type III secretion system, HrpO, HrpE, complex, circular dichroism 
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Κεφάλαιο 1  Εισαγωγή 

1.1 Παθογένεια βακτηρίων και εκκριτικά συστήματα 

Τα συστήματα έκκρισης πρωτεϊνών είναι ζωτικής σημασίας για τους προκαρυωτικούς 

οργανισμούς, καθώς εμπλέκονται σε διαδικασίες που ξεκινούν από την πρόσληψη θρε-

πτικών στοιχείων και επικοινωνία με άλλα είδη μέχρι την άμυνα τους εναντίον βιολογι-

κών και χημικών παραγόντων (Lasica, 2017). Επιπλέον, τα βακτήρια μπορούν να προ-

καλέσουν ασθένεια σε ξενιστές με τη μεταφορά πρωτεϊνών  διαμέσου των μεμβρανών 

τους και σε ορισμένες περιπτώσεις με την μεταφορά απευθείας στον κυτταρόπλασμα 

του κυττάρου ξενιστή (Green, 2016). Οι πρωτεΐνες αυτές μπορούν να προκαλέσουν, για 

παράδειγμα, την αναστολή λειτουργίας των φαγοκυτταρικών διεργασιών, όπως το είδος 

Yersinia, ή την επαγωγή μορφολογικών αλλαγών σε επιθηλιακά κύτταρα και την ακτί-

νη του κυτταροσκελετού όπως το είδος Pseudomonas (Sheng Yang He, 2004). Σε φυτι-

κά κύτταρα, μία βασική επίπτωση της μόλυνσης μέσω εκκριτικών συστημάτων είναι η 

επαγωγή της αντίδρασης υπερευαισθησίας (θα περιγραφεί σε επόμενο κεφάλαιο). Έως 

σήμερα, είναι γνωστά (9) εκκριτικά συστήματα πρωτεϊνών με πιο πρόσφατη ανακάλυ-

ψη το T9SS. (Lasica,2017).  Τα συστήματα αυτά συναντώνται τόσο σε Gram αρνητικά 

όσο και σε Gram θετικά βακτήρια (Τ7SS).  

Συνοπτικά, παρατίθενται (εικόνα 1.1) ορισμένες βασικές λεπτομέρειες των γνωστών 

εκκριτικών συστημάτων, όπως αυτά περιγράφονται από τους Green et al. (2016). Tα 

βακτήρια χρησιμοποιούν δύο πολύ συντηρημένα εκκριτικά μονοπάτια για την μεταφο-

ρά πρωτεϊνών στο περίπλασμα και στην εσωτερική μεμβράνη του κυττάρου τα οποία 

θεωρούνται γενικής χρήσης. Αυτά τα συστήματα είναι τα sec και Tat μονοπάτι. Το μο-

νοπάτι sec συμμετέχει στην έκκριση πρωτεϊνών στο περίπλασμα και βασικό χαρακτη-

ριστικό του μονοπατιού είναι ότι αναγνωρίζει μια υδρόφοβη αλληλουχία οδηγό στις 

πρωτεΐνες που προορίζονται για έκκριση. Σε αντίθεση με το sec μονοπάτι, οι πρωτεΐνες 

που μεταφέρονται μέσω Tat (twin arginine translocation pathway) είναι διπλωμένες και 

περιλαμβάνουν ένα χαρακτηριστικό μοτίβο δύο αργινινών στο Ν – τελικό άκρο του 

σήματος έκκρισης. 

Το T1SS περιγράφηκε για πρώτη φορά στον ουροπαθογόνο (uropathogenic) 

Escherichia coli και περιλαμβάνει έκκριση σε ένα στάδιο. Χρησιμοποιείται για την με-

ταφορά  μικρών μορίων, όπως αντιβιοτικά και τοξίνες και είναι ανεξάρτητο του sec μο-

νοπατιού. Το T2SS μεταφέρει διπλωμένες πρωτεΐνες από το περίπλασμα στο εξωκυτ-
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τάριο περιβάλλον και εξαρτάται από το μονοπάτι sec. Εμφανίζεται σε ζωικά παθογόνα 

(Legionella, Escherichia, Vibrio) και στα φυτικά παθογόνα Dickeya dadantii, R 

solanacearum, Xanthomonas campestris. Το T4SS μπορεί να μεταφέρει παράγοντες 

μολυσματικότητας τόσο στο εξωκυττάριο περιβάλλον όσο και απευθείας στο κυτταρό-

πλασμα του ξενιστή (Helicobacter pylori). Ωστόσο, το σύστημα αυτό έχει και μία άλλη 

ξεχωριστή ιδιότητα, αυτή της μεταφοράς και πρόσληψης DNA. Γνωστότερο παράδειγ-

μα μεταφοράς μέσω αυτού του συστήματος αποτελεί το Agrobacterium tumefaciens. Η 

μεταφορά πρωτεϊνών μέσω του T5SS δεν περιλαμβάνει το σχηματισμό κάποιας δομής 

έκκρισης. Αντιθέτως οι πρωτεΐνες μεταφέρονται αρχικά στο περιπλασματικό χώρο μέ-

σω του μονοπατιού και τελικώς από την εξωτερική μεμβράνη. Η μεταφορά στον περι-

πλασματικό χώρο γίνεται μέσω του sec μονοπατιού. Το εκκριτικό σύστημα τύπου VI 

χρησιμοποιείται για την μεταφορά από βακτήριο σε βακτήριο συνήθως μέσω της επα-

φής τους. Μπορεί επίσης να μεταφέρει πρωτεΐνες μολυσματικότητας σε κύτταρα ξενι-

στές. Το T7SS εμφανίζεται σε Gram (+) θετικά βακτήρια, όπως για παράδειγμα του εί-

δους Mycobacteria και Corynebacteria. Πρόσφατα περιγράφηκε ένα νέο εκκριτικό σύ-

στημα (τύπου 9) που χρησιμοποιείται για κίνηση ή για μεταφορά μέσω της εξωτερικής 

μεμβράνης. Ωστόσο, οι γνώσεις για το συγκεκριμένο σύστημα είναι ακόμα περιορισμέ-

νες (Lasica, 2017). 

 

Εικόνα 1.1 Εκκριτικά συστήματα (Green,2016) 

1.2 Ανακάλυψη του εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ (T3SS) 

Η αλληλεπίδραση παθογόνων βακτηρίων με τους ξενιστές του, αποτελεί ένα σημαντικό 

πεδίο έρευνας, τόσο για την διερεύνηση του τρόπου με το οποίο αυτά προκαλούν ασθέ-

νειες σε ανθρώπους, φυτικούς και ζωικούς οργανισμούς όσο και για την ανακάλυψη 

νέων τρόπων αποτελεσματικότερης καταπολέμησης τους, όπως για παράδειγμα νέα 



8 
 

φαρμακευτικά σκευάσματα. Το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ, όπως θα περιγραφεί και 

παρακάτω, παίζει σημαντικό ρόλο στην παθογένεια. Δύο μελέτες αποτελέσαν τη βάση 

για την ανακάλυψη αργότερα του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ, σε ζωικά και φυτι-

κά παθογόνα αντίστοιχα (Ralph and Falkow, 1985, Lindgren, 1986). Οι δύο μελέτες 

έδειξαν ότι μία συγκεκριμένη ομάδα (cluster) γονιδίων ήταν απαραίτητη για την αποτε-

λεσματικότητα της μόλυνσης του ξενιστή από το παθογόνο. Τα γονίδια που είναι υπεύ-

θυνα για παθογένεια σε ευαίσθητα φυτά και την επαγωγή της αντίδρασης υπερευαισθη-

σίας (θα περιγραφεί σε επόμενο υποκεφάλαιο) στα ανθεκτικά ονομάστηκαν hrp (hyper-

sensitive response and pathogenicity). Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούσαν αυτά τα γονί-

δια βρέθηκαν να έχουν ομοιότητες με τις αντίστοιχες Yops του Y.Enterocolitica 

(Gough, 1992). Σε άλλη μελέτη, οι Michiels et al. (1991) παρατήρησαν ότι οι πρωτεΐνες 

Yop που σχετίζονται με την παθογένεια του βακτηρίου Yersinia enterocolitica, δεν α-

κολουθούσαν κανένα από τα έως τότε γνωστά συστήματα μεταφοράς πρωτεϊνών (τύπου 

Ι,ΙΙ). Επιπλέον, παρατηρήθηκε ξανά ότι ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών είναι απαραίτητο για 

την μεταφορά των Yops εκτός του κυττάρου. Τα παραπάνω συντέλεσαν στην υπόθεση 

της ύπαρξης ενός νέου εκκριτικού συστήματος που ήταν υπεύθυνο για την έκκριση πα-

ραγόντων μολυσματικότητας και κατ’ επέκταση της παθογένειας.  

 

1.3 H αντίδραση υπερευαισθησίας (HR) 

Εκτός από την εκδήλωση παθογένειας, το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ εμπλέκεται και 

σε μία διαδικασία άμυνας που ονομάζεται αντίδραση υπερευαισθησίας ή HR (hyper-

sensitive response). Η αντίδραση υπερευαισθησίας περιγράφηκε για πρώτη φορά από 

τους Klement et al. (1964). Η HR χαρακτηρίζεται από προγραμματισμένο κυτταρικό 

θάνατο των κυττάρων στο σημείο της μόλυνσης (γεγονός που αποτρέπει την περαιτέρω 

Εικόνα 1.2 Πρωτεΐνες του εκ-

κριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ 

της περιοχής  hrp/hrc σε 4 ομά-

δες παθογόνων βακτηρίων. Δι-

ακρίνονται τόσο τα συντηρημέ-

να όσο και τα μη συντηρημένα. 

(Tampakaki,2010) 
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επέκταση της μόλυνσης), εναπόθεση καλλόζης στο κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων 

γύρω από την περιοχή της μόλυνσης και παραγωγή φαινολικών και αντιμικροβιακών 

παραγόντων στο σημείο της επαφής του βακτηρίου με το κύτταρο – στόχο (Alfano & 

Collmer, 1996, Hueck, 1998, Troisfontaines, 2005). Η εκδήλωση της HR, εξαρτάται 

επίσης από την ύπαρξη ή απουσία αντίστοιχα, ενός ζεύγους γονιδίων: του γονιδίου αν-

θεκτικότητας στο ξενιστή (R) και του γονιδίου αμολυσματικότητας (avr) στο παθογόνο 

βακτήριο. Το γονίδιο R κωδικοποιεί για ένα υποδοχέα της πρωτεΐνης Avr και η αλλη-

λεπίδραση των δύο οδηγεί τελικά σε επαγωγή της HR (Tampakaki, 2010). Επίσης,  ση-

μειώνεται ότι στα φυτοπαθογόνα βακτήρια η κύρια γενετική θέση στην οποία εδράζουν 

γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες της εκκριτικής συσκευής τύπου ΙΙΙ είναι η hrp/hrc 

(Alfano & Collmer, 1997). Τα γονίδια αυτά βρίσκονται σε περιοχές του γονιδιώματος 

που ονομάζονται νησίδες παθογένειας και εμφανίζουν ποσοστό G + C διαφορετικό από 

το υπόλοιπο γονιδίωμα (Sheng Yang He, 2004). Η ομάδα γονιδίων που περιγράφηκε 

παραπάνω κωδικοποιεί για ορισμένες πρωτεΐνες που είναι συντηρημένες μεταξύ φυτι-

κών και ζωικών παθογόνων αλλά και μεταξύ αυτών και του βακτηριακού μαστιγίου. 

Ένας αριθμός αυτών των γονιδίων είναι υψηλά συντηρημένος όχι μόνο μεταξύ των φυ-

τοπαθογόνων (εικόνα 1.2), αλλά και μεταξύ των ζωικών παθογόνων βακτηρίων που 

φέρουν εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ, όπως στα γένη Yersinia, Salmonella και Shigella. 

Αυτά χαρακτηρίζονται σαν γονίδια hrc (hrp conserved). Τα περισσότερα από τα γονίδια 

hrc φέρουν δε και ομολογίες με γονίδια που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες του βακτηρια-

κού μαστιγίου. Τα συγκεκριμένα σύνολα γονίδιων, κωδικοποιούν, όπως δείχνει και η 

εικόνα 1.3, για πρωτεΐνες που δομούν το σύνολο της δομής ενός εκκριτικού συστήμα-

τος τύπου ΙΙΙ. Το αν το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ  προέκυψε εξελικτικά από το μα-

στίγιο ή το αντίθετο αποτελεί ένα θέμα που μένει να εξακριβωθεί (Galan, 2014, 

Guttman,2007) 

 

Εικόνα 1.3 Πρωτεΐνες της βα-

σικής δομής του εκκριτικού 

συστήματος τύπου ΙΙΙ που έ-

χουν ομοιότητα στην αλληλου-

χία (Cornelis, 2006) 
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1.4 Περιγραφή του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ 

Η βασική λειτουργία του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ  είναι η μεταφορά βακτηρι-

ακών πρωτεϊνών μολυσματικότητας δια μέσου των βακτηριακών μεμβρανών και της 

μεμβράνης του ευκαρυωτικού κυττάρου απευθείας στο ευκαρυωτικό κυτταρόπλασμα 

(Sheng Yang He, 2004). Το εκκριτικό σύστημα τύπου ΙΙΙ απαιτεί την έκφραση περισ-

σότερων από 20 γονιδίων για την κατασκευή του. Ένα τυπικό εκκριτικό σύστημα τύπου 

ΙΙΙ περιλαμβάνει: α) το βασικό σώμα, που είναι μια υπερμοριακή δομή που διαπερνά τις 

δύο μεμβράνες και το περίπλασμα του βακτηρίου και συνδέει το κυτταρόπλασμα με τον 

εξωκυττάριο χώρο και β) μια εξωκυττάρια προέκταση του βασικού σώματος που είναι 

επιμήκης, κυλινδρική δομή και λειτουργεί πιθανότατα ως αγωγός μέσω του οποίου με-

ταφέρονται οι μολυσματικοί παράγοντες στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή. Επιπλέον, η 

δομή περιλαμβάνει βοηθητικές πρωτεΐνες (chaperones) που είναι απαραίτητες για την 

έκφραση ορισμών παραγόντων παθογένειας. Σημαντικό ρόλο, διατελούν και οι μετα-

φοράς/διάνοιξης (translocators) που βοηθούν τόσο στην αναγνώριση του κυττάρου 

στόχου, όσο και στην διάνοιξη του πόρου στην μεμβράνη του ξενιστή (Hueck, 1998). 

Εμφανίζεται σε μια σειρά παθογόνων Gram αρνητικών βακτηρίων συμπεριλαμβανομέ-

νου ζωικών όπως, τα Yersinia spp, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, 

enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), Pseudomonas aeruginosa και φυτικών ό-

πως, τα Pseudomonas syringae, Erwinia spp, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas 

campestris and Rhizobium spp (Hueck, 1998). 

1.5 Δομή του T3SS 

Συνοπτικά, η δομή αποτελείται από μία σειρά βασικών δακτυλίων (βασικό σώμα) που 

διαπερνούν την εσωτερική και την εξωτερική μεμβράνη και συνδέονται με ένα κοίλο 

αγωγό που ονομάζεται βελόνα (needle) στο Yersinia,  νημάτιο (filament) στο Salmonel-

la και ινίδιο (pilus) στο Pseudomonas syringae. (Cornelis, 2006). Κάθε δομή έχει στην 

άκρη της ένα πόρο μεταφοράς που αλληλεπιδρά με την κυτταροπλασματική μεμβράνη 

του κυττάρου – στόχου. Τέλος, υπάρχει μια συντηρημένη ATPάση που συνδέεται με 

την βακτηριακή κυτταροπλασματική μεμβράνη και «τροφοδοτεί» την μεταφορά. Το 

βασικό σώμα αποτελείται από δύο ζεύγη δακτυλίων που δομούνται από τα συντηρημέ-

να συστατικά της εκκριτικής συσκευής και βρίσκεται αγκυροβολημένο στις βακτηρια-

κές μεμβράνες. Τα δύο ζεύγη δακτυλίων συνδέονται μεταξύ τους με μία εσωτερική ρά-

βδο. (Sheng Yang He, 2004)  
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Η συσκευή αυτή απαιτεί την έκφραση περισσότερων από 20 πρωτεϊνών (20 – 25) για 

να φτιαχτεί, από τις οποίες οι 8 – 10 δομούν το βασικό σώμα, το οποίο αποτελεί και το 

συντηρημένο τμήμα της δομής του T3SS φυτικών και ζωικών παθογόνων και του T3SS 

με το βακτηριακό μαστίγιο (Εικόνα 1.4). Η δομή περιλαμβάνει  δύο εσωτερικές και δύο 

εξωτερικές μεμβράνες και συνδέεται τόσο με το κυτταρόπλασμα του βακτηρίου όσο 

και με κύτταρο – στόχο. Το βασικό σώμα έχει 25 nm πλάτος και 30 nm μήκος και συν-

δέεται με το κύτταρο – στόχο μέσω μια εξωκυττάριας δομής που ονομάζεται βελόνα σε 

ζωικά και ινίδιο (pilus) σε φυτικά παθογόνα (Bϋttner, 2012). Το ινίδιο έχει μήκος από 6 

– 8 nm μέχρι και αρκετά μm, όπως στο Pseudomonas syringae (Cornelis, 2006), ενώ η 

βελόνα εκτίνεται από 40 – 80 nm σε μήκος (Bϋttner, 2012).  Στο εσωτερικό της εξω-

κυττάριας δομής υπάρχει ένα κανάλι μέσω του οποίου γίνεται η μεταφορά των πρωτεϊ-

νών και το οποίο έχει διάμετρο 20 Α
ο
 (Galan,2014). Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός 

ότι οι πρωτεΐνες πρέπει πρώτα να ξεδιπλωθούν πριν είναι έτοιμες να μεταφερθούν, κυ-

ρίως λόγω του μικρού μεγέθους του καναλιού (Cornelis, 2006). Η μικρή διάμετρος του 

καναλιού αποτρέπει τις πρωτεΐνες από το μεταφερθούν διπλωμένες. Στην μελέτη των 

Akeda et al. (2005) βρέθηκε ότι στο T3SS του είδους Salmonella enterica με επίδραση 

πιθανόν του συμπλόκου της ATPάσης, τα προς έκκριση πρωτεϊνικά σύμπλοκα αναγνω-

ρίζονται και ξεδιπλώνονται σε μικρότερα υποστρώματα για είναι εφικτή η μεταφορά 

τους. Συμπληρωματικά, έχει βρεθεί ότι με τη δομή της ATPάσης αλληλεπιδρούν πριν 

την έκκριση τους και παράγοντες (effectors) με τις βοηθητικές πρωτεΐνες τους 

(Gauthier, 2003). Επιπλέον, στη βάση της δομής (κυτταρόπλασμα βακτηρίου) υπάρχει 

μία ATPάση που τροφοδοτεί το σύστημα με την απαραίτητη ενέργεια και ο δακτύλιος 

C που αποτελεί μέρος της βασικής δομής. Τέλος μέρος της συνολικής δομής μπορεί να 

θεωρηθεί και η άκρη της βελόνας/ινιδίου που είναι απαραίτητη για την αναγνώριση του 

κυττάρου – στόχου και την έναρξης της μετατόπισης των παραγόντων μολυσματικότη-

τας (Galan, 2014). Στην εικόνα 1.4, βλέπουμε την βασική δομή ενός βακτηριακού μα-

στιγίου, που ομοιάζει όπως αναφέρθηκε με τη δομή του T3SS όσον αφορά και το βασι-

κό σώμα και την ATPάση. 
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Εικόνα 1.4 Τυπική δομή εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ (Α) και ενός μαστιγίου (Β),  

Bϋttner, 2012. 

1.6 Pseudomonas syringae 

Πρόκειται για ένα Gram αρνητικό βακτηριακό φυτοπαθογόνο, και προκαλεί ασθένειες 

στους φυτικούς οργανισμούς με συμπτώματα όπως έλκη, κάψιμο, μικρές σήψεις. To 

Pseudomonas syringae pv phaseolicola, του οποίου οι πρωτεΐνες χρησιμοποιήθηκαν 

στην παρούσα μελέτη προκαλεί ασθένεια με χαρακτηριστικά κηλίδωσης στο Phaseolus 

vulgaris (κοινή φασολιά) ή επάγει την αντίδραση υπερευαισθησίας σε ανθεκτικές ποι-

κιλίες. Η αλληλούχιση του γονιδιώματος του Pseudomonas syringae pv phaseolicola, 

βοήθησε στην περαιτέρω διαλεύκανση του τρόπου οργάνωσης του γονιδιώματος του εν 

λόγω παθογόνου (Joardar, 2005).   

 

Εικόνα 1.5 Hrp / hrc gene cluster (Τμήμα εικόνας, Tampakaki, 2010).  

Από τις πρώτες δομικές μελέτες που έγιναν στο T3SS φυτοπαθογόνων βακτηριών έδει-

ξαν ότι το C – άκρο της HrcQ πρωτεΐνης του Pseudomonas syringae pv phaseolicola 

συμμετέχει στην δημιουργία ενός κυτταροπλασματικού C – ring όπως οι αντίστοιχες 

πρωτεΐνες FliN/ FliM στο μαστίγιο (Fadouloglou, 2001, Tampakaki, 2004). Η παρούσα 

εργασία θα ασχοληθεί με δύο πρωτεΐνες του T3SS των οποίων τα γονίδια βρίσκονται 

τοπολογικά μετά την αντίστοιχο της ATPάσης (εικόνα 1.5). Συγκεκριμένα, μελετήθη-

καν δύο πρωτεΐνες που εμφανίζουν χαρακτηριστικά intrinsically disordered και δημι-
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ουργία αλληλεπιδράσεων coiled coil, οι HrpO και HrpE. Η HrpO εμφανίζει κοινά χα-

ρακτηριστικά με την FliJ του μαστιγίου (Gazi, 2009), ενώ η HrpE ανήκει στην οικογέ-

νεια των YscL/HrpE/FliH που αποτελούν αρνητικούς ρυθμιστές της ATPάσης (Galan, 

2014). Οι δύο πρωτεΐνες έχουν παρόμοιο μέγεθος, και τα δύο γονίδια βρίσκονται τοπο-

λογικά μετά το γονίδιο της ATPάσης και τέλος εμφανίζουν χαρακτηριστικά coiled – 

coil. Το γονίδιο hrpO εδράζει εντός της νησίδας παθογένειας του εκκριτικού συστήμα-

τος τύπου ΙΙΙ της Pseudomonas syringae pv phaseolicola, στο οπερόνιο hrpJ. Η θέση 

αυτή καταλαμβάνεται αντίστοιχα από το γονίδιο yscO στα είδη της Yersinia, το spa13 

στην S. flexneri, το invI του Salmonella, το hrpO στην E. amylovora, το ORF7 στα είδη 

του Rhizobium, ενώ η αντίστοιχη θέση ακολούθως του γονιδίου της ATPάσης στο μα-

στίγιο καταλαμβάνεται από το γονίδιο FliJ (Hueck, 1998). Σημειώνεται ότι η πρωτεΐνη 

FliJ του μαστιγίου της Salmonella χαρακτηρίστηκε από τους Minamino και συνεργάτες 

(2000) ως βοηθητική πρωτεΐνη (chaperone) γενικής χρήσης του εκκριτικού συστήματος 

τύπου ΙΙΙ. Επίσης, Η FliJ φαίνεται να αλληλεπιδρά με την αμινοτελική περιοχή της FliH 

(Fraser et al., 2003). 

1.7 Στόχος 

Η παρούσα μελέτη επιχείρησε να εξετάσει την ύπαρξη ενός πιθανού συμπλόκου μεταξύ 

των πρωτεϊνών HrpO και HrpE του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ του Pseudomonas 

syringae pv phaseolicola. Οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες παρουσιάζουν ομολογίες με τις 

πρωτεΐνες FliJ και FliH της συσκευής του μαστιγίου, που παίζουν σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της ATPάσης και φαίνεται να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους. Η επιβεβαίωση της 

ύπαρξης ενός τέτοιου συμπλόκου, απαιτούσε αρχικά ένα αποτελεσματικό πρωτόκολλο 

καθαρισμού. Αργότερα, και με τη χρήση πειραμάτων κυκλικού διχρωισμού επιχειρήθη-

κε ένας πρωταρχικός δομικός χαρακτηρισμός του εν λόγω συμπλόκου. Η HrpO έχει 

δειχθεί σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου ότι αποτελεί μία intrinsically disor-

dered πρωτεΐνη, δηλαδή μια πρωτεΐνη με όχι σαφή τριτοταγή δομή. Οι συγκεκριμένες 

πρωτεΐνες εμφανίζουν δομές που ποικίλουν από όχι σαφή δομή σε μερικώς δομημένες 

δομές όπως είναι τα τυχαία σπειράματα και η εύπλαστη σφαίρα. Επιπλέον, η HrpO έχει 

δειχθεί στην ίδια μελέτη ότι δημιουργεί ολιγομερή με αλληλεπιδράσεις σπειρωμένου 

σπειράματος (coiled – coil). Δομή σπειρωμένου σπειράματος έχει προβλεφθεί και για 

την HrpE με βάση την αλληλουχία της. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να εξετάσει 

αρχικά την ύπαρξη του συμπλόκου μεταξύ των HrpO/HrpE. Αργότερα, θα προχωρούσε 

σε δομικό χαρακτηρισμό αυτού του συμπλόκου με στόχο τελικά να βρεθούν οι πιθανές 
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αλληλεπιδράσεις μεταξύ των δύο στο σχηματισμό του συμπλόκου αυτού. Θα ήταν δη-

λαδή εφικτό να εξακριβωθεί ο τρόπος που αυτές οι πρωτεΐνες αναγνωρίζουν η μία την 

άλλη είτε μέσω coiled – coil αλληλεπιδράσεων ή πιθανά με συμπλήρωση των α – ελί-

κων, γνωστό ως a – helical ordering. 
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Κεφάλαιο Δεύτερο – Υλικά και μέθοδοι 

2.1 Απομόνωση βακτηριακού πλασμιδιακού DNA 

Για την απομόνωση μεσαίας ποσότητας πλασμιδιακού DNA από βακτηριακά κύτταρα 

χρησιμοποιήθηκε το NucleoBond Xtra midi prep/mini prep σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.  

2.2 Πέψη μορίων DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Οι πέψεις των μορίων DNA πραγματοποιήθηκαν στις συνθήκες (ρυθμιστικά διαλύμα-

τα/ ποσότητα BSA/ θερμοκρασία/ διάρκεια) που περιγράφονται στον εργαστηριακό ο-

δηγό της New England Biolabs. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθη-

καν αλλά και οι θέσεις κοπής τους φαίνονται παρακάτω. 

BamHI  5΄ G’GATCC 3΄ 

Nde 5΄ C’ATATG 3΄ 

XbaI  5΄ T’CTAGA 3΄ 

XhoI  5΄ CTCGAG 3΄ 

2.3 Ηλεκτροφορητική ανάλυση, απομόνωση και καθαρισμός μορίων DNA 

Η ανάλυση μορίων DNA έγινε με ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό τους σε πήκτωμα αγα-

ρόζης. Το αρνητικό φορτίο των μορίων επιτρέπει την μετακίνηση τους σε πήκτωμα α-

γαρόζης υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Οι συνθήκες (διαλύματα, μέγεθος πη-

κτώματος, τάση) που εφαρμόστηκαν επιλέχθηκαν κάθε φορά ανάλογα το μέγεθος του 

υπό ανάλυση μορίου. Για ένα τυπικό πήκτωμα αγαρόζης 1% προσθέτουμε 1 gr αγαρό-

ζης σε 100 ml διαλύματος ΤΒΕ 1X (TBE 5X: σε 1L, Tris base 60.5 gr, Boric acid 28.5 

gr, EDTA 20 ml). Η χρώση των μορίων DNA έγινε με την προσθήκη κατά την παρα-

σκευή του πηκτώματος, 10 μl διαλύματος βρωμιούχου αιθιδίου 10 mg/ml σε 100 ml και 

η παρατήρηση τους έγινε με λάμπες UV.  

Η απομόνωση των τμήματος ενδιαφέροντος από το πήκτωμα αγαρόζης έγινε με τη 

χρήση του QIAquick gel extraction kit, σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρείας.  
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2.4 Κλωνοποίηση μορίων DNA σε πλασμιδιακούς φορείς  

 Η κλωνοποίηση μορίων DNA περιλαμβάνει την συνένωση δύο η περισσότερων για τη 

δημιουργία ενός μορίου DNA που είναι ικανό να αντιγράφεται αυτόνομα σε ένα ξενι-

στή.  

Ο φορέας και το ένθεμα υφίστανται πέψη με κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεά-

σες έτσι ώστε να προκύπτουν ετερόλογα συγκολλητικά άκρα. Για την επιτυχή σύνδεση 

των τμημάτων αυτών χρησιμοποιήθηκε το ένζυμο T4 DNA λιγάση . Ο σχεδιασμός της 

κάθε αντίδρασης λάμβανε υπόψη τόσο το μέγεθος του φορέα όσο και του ενθέματος. 

Οι επωάσεις έγιναν για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου 24 
o
C. 

Στην περίπτωση που ενθέμα – φορέας μετά την πέψη, δεν είχαν συμπληρωματικά 5’ 

άκρα, χρησιμοποιήθηκε το θραύσμα Klenow της πολυμεράσης I του DNA του E.coli. 

Αυτό χρησιμοποιείται για την κατασκευή τυφλών άκρων (blunt ends). Το θραύσμα 

Klenow  έχει δραστικότητα 5’  3’ πολυμεράσης και προσθέτει δεσοξυριβονουκλεοτί-

δια στο υπολειπόμενο 3 άκρο, με μήτρα το προεξέχον 5’ άκρο. 

2.5 Ταυτοποίηση ανασυνδυασμένων βακτηριακών κλώνων 

Η επιλογή των ανασυνδυασμένων κλώνων βασίστηκε στην ύπαρξη στον φορέα κλωνο-

ποίησης ενός γονιδίου ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό καναμυκίνη. Κατά τον μετα-

σχηματισμό των βακτηρίων E.coli (περιγράφεται παρακάτω), χρησιμοποιήθηκαν τρι-

βλία petri με καναμυκίνη. Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της PCR όπου με κα-

τάλληλους εκκινητές που υβριδίζουν εκατέρωθεν της θέσης  κλωνοποίησης. 

2.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

Η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση τμημάτων DNA με σκοπό την κλωνο-

ποίηση (γονίδιο HrpO,HrpE) καθώς και για  την ταυτοποίηση ανασυνδυασμένων κλώ-

νων.  

Για μια τυπική αντίδραση χρησιμοποιούνται (σύμφωνα με New England Biolabs): 10X 

διαλύματος αντίδρασης Taq, διάλυμα MgCl2, 10 mM dNTPs,  10 mM πρόσθιος primer, 

10 mM reverse primer, Μήτρα DNA (οι αρχικές ποσότητες ποικίλουν), Taq DNA πο-

λυμεράση, αποσταγμένο νερό ελεύθερο από νουκλεάσες. Για την απομόνωση του HrpO 

γονιδίου χρησιμοποιήθηκε PCR με το εξής πρωτόκολλο λειτουργίας:   
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Αρχική αποδιάταξη 95 
o
C 2 λεπτά  

Αποδιάταξη 95 
o
C 2 λεπτά  

35 κύκλοι 
Υβριδοποίηση 54 

o
C * 30 sec 

Επέκταση 72 
o
C 2 λεπτά 

Τελική επέκταση 72 
o
C 2 λεπτά  

Αποθήκευση 4 
o
C   

*Η θερμοκρασία υβριδοποίησης ποικίλει μεταξύ 45 – 68 
o
C και επηρεάζεται από τη 

σύσταση (ποσοστό G/C) κάθε αλληλουχίας.  

Οι δύο εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση του HrpO γονιδίου ήταν: 

οι παρακάτω. Με μαύρο υποδεικνύονται οι θέσεις κοπής των Nde και BamHI περιορι-

στικών ενδονουκλεασών. 

Forward: 5΄ - CTGTATTTTCAGGGCCATATGGAAGACAC – 3΄ 

Reverse: 5΄ - TTGTTAGCAGCCGGATCCGTG - 3  

Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε και η KAPA2G Fast PCR. Η συγκεκριμένη μέθοδος χρη-

σιμοποιεί ένα ένζυμο, την KAPA2G Fast DNA πολυμεράση που είναι πιο αποτελεσμα-

τική στη σύνθεση DNA από τις κλασικές Taq πολυμεράσες  και επίσης έχει μικρότε-

ρους χρόνους Αποδιάταξης, Υβριδοποίησης, Επέκτασης. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιή-

θηκε κυρίως για διαγνωστικούς λόγους κατά την διάρκεια της δημιουργίας του δικι-

στρονικού φορέας έκφρασης. 

2.7 Ετερόλογη έκφραση πρωτεϊνών σε κύτταρα E.coli 

Η έκφραση πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε σε κύτταρα E.coli του στελέχους 

BL21(DE3).  Για την κλωνοποίηση των γονιδίων της παρούσας μελέτης χρησιμοποιή-

θηκε ο πλασμιδιακός φορέας pET26b (+) της εταιρείας Novagen. Ο συγκεκριμένος  

φορέας έχει μέγεθος 5360 bp και διαθέτει (εικόνα 2.1)  την αρχή αντιγραφής του 

pBR322, ένα γονίδιο Kan για την επιλογή αποικιών με βάση την ανθεκτικότητα στο 

αντιβιοτικό καναμυκίνη, το γονίδιο lacl που επιτρέπει την επαγωγή της έκφρασης του 

κλωνοποιημένου γονιδίου με το IPTG. Ο φορέας περιλαμβάνει επίσης πολλαπλές θέ-

σεις κλωνοποίησης (εικόνα 2.2) των οποίων η έκφραση ελέγχεται από τους T7 εκκινητή 
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(primer), Τ7 τερματιστή (terminator). Τέλος, οι πρωτεΐνες που παράγονται φέρουν ένα 

καρβοξυτελικό κατάλοιπο έξι ιστιδινών, επιτρέποντας τον καθαρισμό τους με χρωμα-

τογραφία συγγένειας από στήλη αγαρόζης – νικελίου (Ni – NTA agarose). 

 

 

Εικόνα 2.2 Θέσεις κλωνοποίησης του πλασμιδιακού φορέα pET26b (+)  

2.8 Μετασχηματισμός κυττάρων Escherichia coli του στελέχους BL21(DE3) με πλα-

σμιδιακό DNA των HrpO, HrpE, HrpOE 

Για την παρασκευή των μετασχηματισμένων κυττάρων E.coli με πλασμιδιακό DNA 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του θερμικού σοκ. Μια τυπική αντίδραση μετασχηματι-

σμού ακολουθεί αμέσως μετά την επιτυχή σύνδεση των τμημάτων DNA με το ένζυμο 

λιγάση που περιγράφηκε παραπάνω. Μετά την σύνδεση των τμημάτων, προσθέτουμε X 

ποσότητα DNA και επωάζουμε στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολουθεί θερμικό σοκ των 

κυττάρων σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία 42 
o
C για 1.5 λεπτά. Στην συνέχεια, βάζου-

με σε πάγο για 2 λεπτά, προσθέτουμε 400 ml θρεπτικό LB σε κάθε δείγμα και βάζουμε 

στους 37 
o
C για μία ώρα. Τέλος, κάνουμε plating σε τριβλία με καναμυκίνη. Τα τριβλία 

αφήνονται overnight στους 37 
o
C για 16 – 17 ώρες (overnight). Την επομένη, εντοπίζο-

Εικόνα 2.1 Ο πλασμιδιακός φο-

ρέας pET26b (+) , Novagen  
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νται οι θετικοί κλώνοι και προχωράμε αρχικά σε μικρής και εφόσον υπάρχει θετικό α-

ποτέλεσμα και σε μεγάλης κλίμακας υγρή καλλιέργεια παρουσία κατάλληλου αντιβιο-

τικού (στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιήθηκε καναμυκίνη). 

Γενικά, η διαδικασία για την παρασκευή μεγάλης κλίμακας υγρής καλλιέργειας περι-

λαμβάνει ορισμένα στάδια. Αρχικά, μια θετική αποικία (στερεή καλλιέργεια) χρησιμο-

ποιείται για τον εμβολιασμό 50 ml θρεπτικού υλικού Lysogeny Broth (LB) με την προ-

σθήκη αντιβιοτικού (καναμυκίνη) σε αναλογία 1/1000. Οι προκαλλιέργεια επωάζεται 

για 16 – 17 ώρες στους 37 
o
C σε αναδευτήρα στις 195 στροφές. 

Την επομένη, ακολουθεί η μεγάλης κλίμακας καλλιέργεια. Αυτή περιλαμβάνει την α-

νάπτυξη των κυττάρων στους 37 
o
C έως ότου η οπτική πυκνότητα (OD) στα 600 nm 

φτάσει σε OD600 = 0.6 – 0.8. Η επαγωγή της έκφρασης γίνεται με την προσθήκη 0.3 

mM IPTG και τα κύτταρα επωάζονται σε κατάλληλες θερμοκρασίες/ώρες ανάλογα το 

κάθε πρωτόκολλο.  Μετά, το πέρας της περιόδου επώασης, η κορεσμένη πλέον καλ-

λιέργεια φυγοκεντρείται για 30 λεπτά στις 3400 στροφές. Τέλος, τα κύτταρα φυγοκε-

ντρούνται για δεύτερη φορά παρουσία ήπιου διαλύματος αλάτων (20 mM Tris/HCl pH 

= 8.0, 30 mM NaCl) για 30 λεπτά στις 3300 στροφές. Η κυτταρική πάστα φυλάσσεται 

στους – 20 
o
C.  

Για την HrpO, η περίοδος επώασης είναι 5.5 ώρες σε θερμοκρασία 23 
o
C. 

Για την HrpE, η περίοδος επώασης ήταν 4 ώρες σε θερμοκρασία 23 
ο
C. 

Για το σύμπλοκο HrpOE, η περίοδος επώασης ήταν 16 – 17 ώρες (overnight) σε θερ-

μοκρασία 23 
o
C. 

2.8 Πρωτόκολλο καθαρισμού των πρωτεϊνών HrpO, HrpE, HrpOE 

Ένα τυπικό πρωτόκολλο καθαρισμού περιλαμβάνει την α) επαναιώρηση της κυτταρικής 

πάστας σε διάλυμα λύσης, β) λύση των κυττάρων με την εφαρμογή υπερήχων, γ) φυγο-

κέντρηση, δ) εφαρμογή του υπερκείμενου της λύσης σε στήλη Ni – NTA agarose, ε) 

Έκπλυση της στήλης, στ) Έκλουση της στήλης με αυξανόμενη συγκέντρωση ιμιδαζολί-

ου (80 – 300 mM ανάλογα την προς καθαρισμό πρωτεΐνη).  Τέλος, σημειώνεται ότι τα 

stock για τα ρυθμιστικά διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν για το Tris/HCl pH = 

8.0 1M, για το NaCl, 4M και για το ιμιδαζόλιο 2M. 

Κύτταρα HrpO από κορεσμένη βακτηριακή καλλιέργεια επαδιαλύονται σε 120 ml δια-

λύματος λύσης που περιέχει 20 mM Tris/HCl pH = 8, 150 mM NaCl, 10 mM ιμιδαζό-
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λιο. Η λύση των κυττάρων και η απελευθέρωση των πρωτεϊνών στο διάλυμα έγινε με 

την εφαρμογή στο διάλυμα υπερήχων (sonication) για 5 λεπτά (10 x 30″ με 30″ δια-

λείμματα ενδιαμέσως, παρουσία 1 mM PMSF (αναστολέα πρωτεασών) Το κυτταρικό 

ίζημα απομακρύνθηκε από το διάλειμμα με φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές (rpm), 

στους 6 
o
C, για μία ώρα. Στην συνέχεια, το πρωτεϊνικό εκχύλισμα που περιέχει το σύ-

νολο των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων φορτώθηκε στη κολώνα της χρωματογραφίας 

συγγένειας. Να σημειωθεί ότι η κολώνα της HrpO έχει όγκο 10 ml και η εξισορρόπηση 

της έγινε με 130 ml Lysis buffer. 

Οι εκπλύσεις (W: wash) και οι εκλούσεις (E: elution)  της κολώνας για την HrpO έγι-

ναν με τα παρακάτω διαλύματα. Να σημειωθεί ότι χάριν συντομίας, τα διαλύματα πα-

ρουσιάζονται με τα συστατικά τους με την εξής σειρά: Tris/HCl pH = 8.0, NaCl, Ιμιδα-

ζόλιο. Όλες οι εκλούσεις περιείχαν ήταν όγκου 5 ml. Οι εκπλύσεις ήταν: 100 ml W1 

(20mM, 250 mM, 20 mM), 100 ml W2 (20 mM, 350 mM, 30 mM), 50 ml W3 (20 mM, 

250 mM, 40 mM). Οι εκλούσεις ήταν: Ε1  (50 mM, 150 mM, 80 mM), E2 (50 mM, 150 

mM, 100 mM), Ε3 (50 mM, 150 mM, 150 mM), Ε4 (50 mM, 150 mM, 200 mM), Ε5 

(250 mM), Ε6 (50 mM, 150 mM, 300 mM). Επιπλέον, σε όλα τα διαλύματα για τον κα-

θαρισμό της HrpO προστέθηκαν 5 mM β – μερκαπταιθανόλης.  

Κύτταρα HrpE από κορεσμένη βακτηριακή καλλιέργεια επαδιαλύονται σε 120 ml δια-

λύματος λύσης που περιέχει 20 mM Tris/HCl pH = 8, 50 mM NaCl, 10 mM ιμιδαζόλιο 

και 0.5 % Triton. Η λύση των κυττάρων και η απελευθέρωση των πρωτεϊνών στο διά-

λυμα έγινε με την εφαρμογή στο διάλυμα υπερήχων (sonication) για 6 λεπτά (12 x 30″ 

με 30″ διαλείμματα ενδιαμέσως), παρουσία 1mM PMSF (αναστολέας πρωτεασών) Το 

κυτταρικό ίζημα απομακρύνθηκε από το διάλειμμα με φυγοκέντρηση στις 12.500 

στροφές (rpm), στους 4 
o
C, για 40 λεπτά. Στην συνέχεια, το πρωτεϊνικό εκχύλισμα που 

περιέχει και το σύνολο των πρωτεϊνών φορτώθηκε στη στήλη νικελίου αγαρόζης. Να 

σημειωθεί ότι η κολώνα της HrpΕ έχει όγκο 10 ml και η εξισορρόπηση της έγινε με 130 

ml Lysis buffer. 

Οι εκπλύσεις (W: wash) και οι εκλούσεις (E: elution)  της κολώνας για την HrpE έγιναν 

με τα παρακάτω διαλύματα. Να σημειωθεί ότι χάριν συντομίας, τα διαλύματα παρου-

σιάζονται με τα συστατικά τους με την εξής σειρά: Tris/HCl pH = 8.0, NaCl, Ιμιδαζόλι-

ο, ενώ όλες οι εκλούσεις ήταν 2ml. Οι εκπλύσεις ήταν: 50 ml W1 (20 mM, 50 mM, 20 

mM), 20 ml W2 (20 mM, 50 mM, 30 mM). Οι εκλούσεις ήταν: Ε1 – Ε5 (20 mM, 50 

mM, 150 mM), Ε6 – Ε10 (20 mM, 50 mM, 300 mM). 
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Κύτταρα HrpOE από κορεσμένη βακτηριακή καλλιέργεια επαδιαλύονται σε 120 ml 

διαλύματος λύσης που περιέχει 50 mM Tris/HCl pH = 8, 150 mM NaCl, 5% γλυκερόλη 

και 0.5 Triton. Η λύση των κυττάρων και η απελευθέρωση των πρωτεϊνών στο διάλυμα 

έγινε με την εφαρμογή στο διάλυμα υπερήχων (sonication) για 5 λεπτά (10 x 30″ με 30″ 

διαλείμματα ενδιαμέσως) παρουσία 1 mM PMSF (αναστολέας πρωτεασών). Το κυττα-

ρικό ίζημα απομακρύνθηκε από το διάλειμμα με φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές 

(rpm), στους 6 
o
C, για μία ώρα. Στην συνέχεια, το πρωτεϊνικό εκχύλισμα που περιέχει 

το σύνολο των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων φορτώθηκε στη κολώνα της χρωματογραφί-

ας συγγένειας. Να σημειωθεί ότι η κολώνα της HrpOΕ έχει μέγεθος 10 ml και η εξι-

σορρόπηση της έγινε με 130 ml Lysis buffer. 

Οι εκπλύσεις (W: wash) και οι εκλούσεις (E: elution)  της κολώνας για την HrpOE έγι-

ναν με τα παρακάτω διαλύματα. Να σημειωθεί ότι χάριν συντομίας, τα συστατικά των 

διαλυμάτων παρουσιάζονται με την εξής σειρά: Tris/HCl pH = 8.0, NaCl, Ιμιδαζόλιο 

Όλες οι εκλούσεις περιείχαν 5% γλυκερόλη. Οι εκπλύσεις ήταν: 100 ml W1 (50mM, 

150 mM, 20 mM), 50 ml W2 (50 mM, 150 mM, 30 mM), 25 ml W3 (50 mM, 150 mM, 

50 mM), 10 ml W4 (50 mM, 150 mM, 80 mM) Οι εκλούσεις ήταν: 10 ml Ε1 (50mM, 

150 mM, 100 mM), 10 ml E2 (50mM, 150 mM, 150 mM), 10 ml Ε3 (50mM, 150 mM, 

150 mM), 10 ml Ε4 (50mM, 150 mM, 200 mM), 50 ml Ε5 (50mM, 150 mM, 250 mM), 

Ε6 (50mM, 150 mM, 300 mM). 

2.9 Χρωματογραφία συγγένειας ακινητοποιημένου μετάλλου 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η χρωματογραφία συγγένειας Ni – NTA. Σε 

αυτή, το προσροφητικό υλικό της στήλης είναι η αγαρόζη, ενώ ο δεσμευτής είναι με-

ταλλοκατιόντα Ni (Ni ++) που συνδέονται με την αγαρόζη μέσω νίτριλο – τριοξικού 

οξέος (NTA). Το νικέλιο αλληλεπιδρά με ένα επίτοπο 6 ιστιδινών που φέρουν οι προς 

καθαρισμό πρωτεΐνες, και σχηματίζει ένα σύμπλοκο. Οι πρωτεΐνες που δεν εμφανίζουν 

συγγένεια με το νικέλιο περνούν αδέσμευτες. Ακολουθούν πλύσεις της στήλης με ρυθ-

μιστικά διαλύματα για την απομάκρυνση αδέσμευτων μορίων, ενώ η προσροφημένη 

πρωτεΐνη εκλούεται από τη στήλη παρουσία αυξημένης ποσότητας ιμιδαζολίου στο 

διάλυμα, το οποίο ανταγωνίζεται τη δέσμευση των ιστιδινών με το νικέλιο.  
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2.10 Χρωματογραφία μοριακής διήθησης  

Η συγκεκριμένη μέθοδος διαχωρίζει τα πρωτεϊνικά μόρια με βάση το μοριακό τους μέ-

γεθος. Το υλικό της χρωματογραφικής στήλης εξισορροπείται με κατάλληλο ρυθμιστι-

κό διάλυμα και στην συνέχεια φορτώνεται η προς ανάλυση πρωτεΐνη. 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το χρωματογραφικό υλικό Sephacryl S100 και  

S300 με διαχωριστικό εύρος 1 χ 10
3
 – 1 χ 10

5
 D, και 1 χ 10

4
 – 1,5 χ 10

6
 D. Για την ανά-

λυση χρησιμοποιήθηκε το σύστημα ÄKTA purifier (Amersham). Η ανάλυση πραγμα-

τοποιήθηκε στους 20 
o
C, η ροή ήταν 0.5 ml/min και η απορρόφηση του εκλούσματος 

καταγραφόταν στα μήκη κύματος 254 και 280 nm. Το ρυθμιστικό διάλυμα για την 

HrpO ήταν 50 mM Tris/HCL pH= 8.0, 200 mM NaCl και 5mM β – μερκαπτοαιθανόλη 

και για το HrpE ήταν 20 mM Tris/HCl pH = 8.0, 150 mM NaCl. 

Απαραίτητη προϋπόθεση για να φορτώσουμε ένα δείγμα στις S100,S300 είναι η απο-

μάκρυνση από τα διαλύματα των εκλούσεων, του ιμιδαζολίου. Για να το επιτύχουμε 

αυτό, πραγματοποιήθηκε διαπίδυση 2L έναντι του διαλύματος των εκλούσεων χωρίς 

ιμιδαζόλιο. Συγκεκριμένα, για την πρωτεΐνη HrpO, πραγματοποιήθηκε διαπίδυση 2L 

έναντι διαλύματος 50 mm Tris/HCl pH = 8.0, 200 mM NaCl, 5 mM β – μερκαπταιθα-

νόλη και για το σύμπλοκο HrpE διαπίδυση 2L έναντι διαλύματος 20 mM Tris/HCl, 50 

mM NaCl.  

2.11 Αποδιατακτικό πήκτωμα  πολυακριλαμίδης SDS PAGE  

 Για την ανάλυση δειγμάτων πρωτεϊνών χρησιμοποιείται μία μέθοδος που ονομάζεται 

SDS – polyacrylamide gel electrophoresis. Η συγκεκριμένη τεχνική επιτρέπει τον δια-

χωρισμό των πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος όταν σε αυτές εφαρμοστεί η-

λεκτρικό ρεύμα – πεδίο. Στα πειράματα μας χρησιμοποιήσαμε gels 12.5% για τα SDS 

gels και 7% για τα native (χωρίς SDS) gels. Ο σχεδιασμός του gel περιλαμβάνει δύο 

φάσεις, το running(ή resolving) και το stacking gel. Το πήκτωμα υποβάλλεται σε ηλε-

κτρικό πεδίο 200 V για περίπου 1 ώρα και 30 λεπτά. Τα δείγματα, πριν φορτωθούν στο 

πήκτωμα, αναμιγνύονται με ίση ποσότητα χρωστικής (την αντίστοιχη χρωστική χωρίς 

SDS για τα native) και θερμαίνονται στους 100 
o
C για 5 λεπτά.  

Ένα τυπικό αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης περιλαμβάνει τις ποσότητες που 

περιγράφονται στον παρακάτω πινάκα. 
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% Acryl (Running) 7 12.5 

3M Tris pH = 8.9 1.25 ml 2.5 ml 

30% Αcryl + 0.8% Bis 2.35 ml 8.35 ml 

H2O 12.65 ml 9 ml 

Temed 20 μl 

20 % SDS  50 μl 

10 % APS 50 μl 

 

 

  

2.12 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών σε διάλυμα 

Για ένα γρήγορο τρόπο ποσοτικού προσδιορισμού της ποσότητας της απομονωμένης 

πρωτεΐνης χρησιμοποιήθηκε η μεθόδους των Bradford et al., 1976. Η μέθοδος βασίζε-

ται στο γεγονός ότι όταν η χρωστική (Coomassie Brilliant Blue G – 250) προσδεθεί σε 

μία πρωτεΐνη αλλάζει η μέγιστη απορρόφηση της, από τα 465 στα 595 nm. Ουσιαστικά, 

μετράται η απορρόφηση στα 595 nm. Στο εργαστήριο, δημιουργήθηκε μια πρότυπη ε-

ξίσωση Bradford, η οποία χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης της 

πρωτεΐνης. Για τον υπολογισμό της καμπύλης χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικές ποσότη-

τες της Bovine Serum Albumin (BSA). Μετρήθηκε η απορρόφηση 4 διαλυμάτων της 

 Stacking 
 

1M Tris pH = 6.8 
0.5 ml 

30% Αcryl + 0.8% Bis 
1.25 ml 

H2O 
7.5 ml 

Temed 
10 μl 

20 % SDS  
38 μl 

10 % APS 
75 μl 

Εικόνα 2.3 Σύσταση του τμή-

ματος running αποδιατακτικών 

πηκτωμάτων πολυακριλαμίδης 

7, 12.5 % 
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BSA Συγκεκριμένα, φτιάχτηκαν τα εξής διαλύματα στα οποία προστέθηκε 1 ml αντι-

δραστήριο Bradford: 

 5 μl BSA + 95 dH2O 

10 μl BSA + 90 dH2O 

15 μl BSA + 85 dH2O 

20 μl BSA + 80 dH2O 

Η εξίσωση που προκύπτει είναι της μορφής y = αx + β, όπου y θα χρησιμοποιείται κάθε 

φορά η απορρόφηση στα 595 nm. Με αντικατάσταση της τιμής της απορρόφησης προ-

κύπτει η τιμή χ, μιας και τα υπόλοιπα δεδομένα είναι γνωστά. Τέλος, διαιρώντας την 

τιμή χ με τα συνολικά μl δείγματος που χρησιμοποιήσαμε, υπολογίζεται η συγκέντρω-

ση της εξεταζόμενης πρωτεΐνης.  

Μια  αντίδραση Bradford σε 100 μl περιλαμβάνει 90 μl αντιδραστήριο Bradford και 10 

μl δείγμα πρωτεΐνης. 

2.13 Ανίχνευση ολικών πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακριλαμίδης 

Η ανίχνευση ολικών πρωτεϊνών στο πήκτωμα έγινε με τη χρήση διαλύματος Coomassie 

brilliant blue R250 για 20 λεπτά με ήπια ανάδευση σε θερμοκρασία 20 οC. Ακολούθη-

σε αποχρωματισμός του πηκτώματος σε διάλυμα  Strong Destaining έως ότου γίνουν 

ορατές οι πρωτεϊνικές ζώνες. Τέλος, το πήκτωμα διατηρείται σε διάλυμα destaining  

Staining: Σε 1L dH2O, 100 ml Acetic, 500 ml Methanol, 2.5 gr Coomassie Brilliant blue 

R250,  

Strong Destaining: Σε 600 ml dH2O, 100 ml Acetic, 200 ml Methanol, 300 ml dH2O  

Destaining: Σε 1L dH2O, 100 ml Acetic, 50 ml Methanol  

2.14 Κυκλικός διχρωισμός (Circular dichroism)  

Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού (CD) βασίζεται στην ιδιότητα των χειρόμορ-

φων μορίων να απορροφούν το αριστερόστροφο και το δεξιόστροφο κυκλικά πολωμένο 

φως σε διαφορετικό βαθμό. Ο βαθμός της διαφοράς απορρόφησης εξαρτάται από το 

μήκος κύματος. Με διαδοχικές μετρήσεις της διαφοράς απορρόφησης σε μία περιοχή 

του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος προκύπτει ένα φάσμα κυκλικού διχρωισμού της μο-
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ρίου. Μεταβολές στην στερεοδιάταξη ενός μορίου, οδηγούν σε μεταβολές της απορρό-

φησης του δεξιόστροφου και αριστερόστροφου κυκλικά πολωμένου φωτός και τελικώς 

σε διαφορετικά φάσματα. Οι αλλαγές αυτές χρησιμοποιούνται για την μελέτη της δομής 

μιας πρωτεΐνης.  

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η περιοχή άπω υπεριώδους (far UV, 190 – 260 nm) 

περιοχή του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Σε αυτή την περιοχή η απορρόφηση οφεί-

λεται κυρίως στο ασύμμετρο περιβάλλον του πεπτιδικού δεσμού, και κατ’ επέκταση, 

στις διαμορφώσεις της δευτεροταγούς δομής (Greenfield, 1999). 

 

Εικόνα 2.4 Αριστερά: Φάσματα κυκλικού διχρωισμού στην περιοχή του άπω υπεριώ-

δους που σχετίζονται με διάφορους τύπους δευτεροταγούς δομής. Α: α – έλικα, Β: β - 

πτυχωτή επιφάνεια, Γ: στροφή τύπου Ι, Δ: τυχαίο σπείραμα (Kelly, 2005) Δεξιά: Φά-

σματα κυκλικού διχρωισμού της πολύ – L- Λυσίνης σε pH = 11.1 σε α – ελικοειδής δο-

μή (μαύρο), αντιπαράλληλη β πτύχωση (κόκκινο) και σε pH = 5.7 σε αποδιοργανωμέ-

νες δομές (πράσινο). Με μπλε φαίνεται η φυσική (native) δομή τριπλής έλικας από 

κολλαγόνο πλακούντα και σε γαλάζιο η μετουσιωμένη δομή του (Greenfield, 2006).  

Ο αριθμός των διαφορετικών καταστάσεων από τις οποίες διέρχεται η πρωτεΐνη HrpO 

κατά την θερμική της αποδιάταξη εξετάστηκε μέσω της Ανάλυσης Ιδιαζουσών Τιμών 

(Singular Value Decomposition, SVD). Η μέθοδος βασίζεται στο γεγονός ότι οι πληρο-

φορίες των φασμάτων κυκλικού διχρωισμού σε ένα εύρος θερμοκρασιών μπορούν να 

εκφραστούν με την μορφή ενός πίνακα διαστάσεων n x m, ό-που n ο αριθμός των ση-

μείων καταγραφής κάθε φάσματος και m ο αριθμός των διαφορετικών θερμοκρασιών. 

Κάθε μαθηματικός πίνακας, όπως ο παραπάνω, μπορεί να αναλυθεί στο γινόμενο τριών 

διαφορετικών πινάκων, των U,V,W. Ο πίνακας U όταν αναλυθεί δίνει τα τυπικά φά-
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σματα κυκλικού διχρωισμού που ουσιαστικά δείχνουν τις δευτεροταγείς δομές που 

μπορεί να πάρει η πρωτεΐνη. Ο πίνακας V δείχνει την θερμοκρασιακή εξάρτηση κάθε 

φάσματος. Τα συστατικά του πίνακα W, δείχνουν την βαρύτητα που έχει κάθε τιμή των 

πινάκων U,V στη συνολική δομή της εξεταζόμενης πρωτεΐνης (Μαρίνα Μπάστακα 

2009, Διδακτορική διατριβή). Τα δεδομένα επεξεργάστηκαν με το πρόγραμμα Mi-

crosoft Excel. 

Συνοπτικά, η μέθοδος του κυκλικού διχρωισμού δίνει πληροφορίες για α) την εκτίμηση 

της σύνθεσης (α – έλικα, β – πτύχωση, στροφή κ.α.) της δευτεροταγούς δομής του εξε-

ταζόμενου μορίου, β) αλλαγές στην διαμόρφωση ενός πρωτεϊνικού μορίου (για παρά-

δειγμα αλλαγή από δομή α – έλικας σε τυχαίο σπείραμα), γ) στάδια μετάβασης που με-

σολαβούν για αλλαγή από μία δομή σε μία άλλη, δ) το σημείο μετάπτωσης του εξετα-

ζόμενου μορίου (Kelly, 2005) 

2.15 Διαγράμματα Uversky 

Τα διαγράμματα Uversky, παρουσιάστηκαν το 2000 από τον ομώνυμο ερευνητή 

(Uversky, 2000). Οι άξονες των διαγραμμάτων Χ και Y είναι τιμές για κάθε φάσμα 

θερμοκρασίας 200 και 222 nm αντίστοιχα. Προκύπτει από την μετατροπή κάθε φάσμα-

τος θερμοκρασίας από τα πειράματα κυκλικού διχρωισμού σε μονάδες ελλειπτικότητας 

[θ] (residual molecular ellipticity). Μετά την μετατροπή των τιμών, και με τη χρήση 

των δεδομένων του κυκλικού διχρωισμού για τις θερμοκρασίες 10 – 90 
o
C που εξετά-

σαμε, φτιάχνονται αυτά τα διαγράμματα. Για παράδειγμα, σε θερμοκρασία 10 
o
C η τιμή 

του φάσματος θερμοκρασίας στα 200 nm είναι χ και αντίστοιχα στα 222 y. Τα συγκε-

κριμένα διαγράμματα είναι πολύ χρήσιμα για την μελέτη της μεταβολής της δομής των 

εξεταζόμενων μορίων με την αύξηση της θερμοκρασίας. 

2.16 Συν – επωάσεις των πρωτεϊνών HrpO και HrpE 

Στα πλαίσια της μελέτης του πιθανού συμπλόκου των πρωτεϊνών HrpE και HrpO πραγ-

ματοποιήθηκαν πειράματα συν – επωάσεων. Η πρωτεΐνη HrpE έχει μέγεθος ~22 kDa, 

ενώ η HrpO έχει 17.4 κDa.. Για τον υπολογισμό των απαραίτητων ποσοτήτων χρησιμο-

ποιήσαμε τον λόγο HrpE/ HrpO = ~1,3. H πρωτεΐνη HrpO που χρησιμοποιήθηκε ήταν 

~2 mg/ml, ενώ η HrpE 1mg/ml. Και οι δύο προέκυψαν από τους καθαρισμούς που πε-

ριγράφονται σε προηγούμενα υποκεφάλαια. Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων έγινε 

με μη αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης 7% (χωρίς προσθήκη SDS).
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Κεφάλαιο Τρίτο – Αποτελέσματα 

3.1 Σχεδιασμός και κατασκευή pET26b - HrpOE 

Για την κατασκευή χρησιμοποιήθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pET26b και τα γονίδια 

των πρωτεϊνών HrpO και HrpE του Pseudomonas syringae pv phaseolicola. Η κατα-

σκευή έγινε σε δύο φάσεις και συγκεκριμένα πρώτα κατασκευάστηκε το pET26b – 

HrpO και στην συνέχεια προστέθηκε το τμήμα HrpE. Τα αποτελέσματα της αλληλούχι-

σης (sequencing) των pET26b – HrpO και pET26 – HrpOE έδειξαν ότι η εισαγωγή των 

επιθυμητών γονιδίων αλλά και η σωστή σειρά εισαγωγής (πρώτα η HrpO με την HrpE 

να ακολουθεί μαζί με το His – tag) ήταν επιτυχής. Επιπλέον, τα αποτελέσματα του se-

quencing επαληθεύτηκαν και για τις δύο κατασκευές με τη χρήση μιας διαγνωστικής 

PCR, της KAPA 2G Fast PCR Kit. To μοριακό βάρος της πρωτεΐνης HrpOE προσδιο-

ρίστηκε στα 40,481 kDa. 

3.2 Έκφραση, απομόνωση και καθαρισμός της πρωτεΐνης HrpO 

Η πρωτεΐνη HrpO αποτελείται από 148 κατάλοιπα (μοριακό βάρος 17.4 kDa) και χαρα-

κτηρίζεται από θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο pI = 6.25 (Αναστασία Γαζή 2009, Δι-

δακτορική διατριβή). Η έκφραση της πρωτεΐνης HrpO πραγματοποιήθηκε σε κύτταρα 

του στελέχους BL21(DE3) του E.coli. 

 Η απομόνωση την ολικών πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων έγινε με υπερηχοβόληση και το 

περιεχόμενο των κυττάρων ελευθερώθηκε στο διάλυμα. Το διάλυμα φυγοκεντρήθηκε 

και το υπερκείμενο φορτώθηκε σε στήλη νικελίου – αγαρόζης. Τα δείγματα του καθα-

ρισμού φορτώθηκαν σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης (εικόνα 3.2). Στην 

συνέχεια, οι εκλούσεις Ε2 – Ε6 συγκεντρώθηκαν έως τα 2.5 – 3 ml, και 2.3 ml φορτώ-

θηκαν στην Sephacryl S100. Για τις μετρήσεις των συγκεντρώσεων στο nanodrop είναι 

απαραίτητος ο συντελεστής ECHrpO = 5.6 και το μοριακό βάρος MWHrpO = 17.39. Τα 

αποτελέσματα της S100 φαίνονται στην εικόνα 3.3. Από την S100 πήραμε τα κλάσματα 

16 – 18 (1
ο
 peak) και 20 – 25 (2

ο
 peak). Τα πρώτα κλάσματα είχαν μικρή συγκέντρωση 

με μέσο όρο ~ 0.2 (0.195) mg/ml και δεν χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω. Τα κλάσματα 

20 – 25 (εκτός του δείγματος 21) συνολικού όγκου 10 ml συγκεντρώθηκαν έως τα 2 

mg/ml. Το δείγμα 21 συγκεντρώθηκε έως τα 3 mg/ml και χρησιμοποιήθηκε για πειρά-

ματα συν – επωάσεων των πρωτεϊνών HrpO, HrpE.  
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Η HrpO εκλούεται αρχικά στα 100 mM ιμιδαζόλιο, με αρκετή ωστόσο από την πρωτεΐ-

νη να χάνεται στην πελέτα. Τέλος, να αναφερθεί ότι πραγματοποιήθηκε και καθαρισμός 

2L κυττάρων που παρήγαγαν την HrpO που ωστόσο, λόγω της πολύ μεγάλης ποσότη-

τάς της, οδήγησε την πρωτεΐνη σε συσσωματώματα και εκ τούτου δεν αναφέρεται στα 

αποτελέσματα. 

 

 

Εικόνα 3.2 Αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης 12.5% μετά από χρώση για την 

εμφάνιση πρωτεϊνικών ζωνών για την πρωτεΐνη HrpO Α. Δεξιά: PE: protein extract, 

Pellet: κυτταρική πελέτα, Υπερκείμενο: το υπερκείμενο που προκύπτει μετά την φυγο-

κέντρηση του ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, Flow: δείγμα που διαπέρασε τη στήλη 

μετά το φόρτωμα,W1(20mM), W2 (30mM), W3 (40mM), M: Μάρτυρας μοριακού βά-

ρους, Β. Δεξιά: Μ: Μάρτυρας μοριακού βάρους, E1 (80mM), E2 (100mM), E3 

(150mM), E4 (200mM), E5 (250mM), E6(300mM). 

 

Εικόνα 3.3 Χρωματογραφία μοριακής διήθησης S100 της πρωτεΐνης HrpO μετά τον 

καθαρισμό της από στήλη νικελίου αγαρόζης. Ο οριζόντιος άξονας αναφέρεται στα 

κλάσματα σε ml, ενώ ο κάθετος άξονας αναφέρεται σε αυθαίρετες μονάδες (arbitrary 

units, AU) η απορρόφηση στα 254 nm (κόκκινη γραμμή) και 280 nm (μπλε γραμμή). 
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3.3 Έκφραση, απομόνωση και καθαρισμός της πρωτεΐνης HrpE 

Η πρωτεΐνη HrpE αποτελείται από 194 αμινοξικά κατάλοιπα (μοριακό βάρος 21.7 kDa) 

και χαρακτηρίζεται από θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο pI = 5.95 (Μαρίνα Μπαστάκη, 

2009 Διδακτορική Διατριβή). Για τις μετρήσεις της συγκέντρωσης της HrpE στο 

nanodrop απαιτείται η γνώση του μοριακού βάρους και της μεταβλητής ECHrpE = 23.49. 

Οι εκλούσεις Ε1 – Ε10 (εκτός του δείγμα 8 που χρησιμοποιήθηκε για πειράματα κυκλι-

κού διχρωισμού) συνολικού όγκου 18 ml συγκεντρώθηκαν σε ένα δείγμα και υπέστη-

σαν διαπίδυση έναντι διαλύματος 20 mM Tris/HCl pH = 8.0, 50 mM NaCl. Το δείγμα 

συμπυκνώθηκε έως τα 2.5 - 3 ml, φυγοκεντρήθηκε και 2.3 ml από το υπερκείμενο φορ-

τώθηκαν σε χρωματογραφική στήλη μοριακής διήθησης Sephacryl S300. Τα αποτελέ-

σματα φαίνονται της S300 φαίνονται στην εικόνα 3.4. Τα δείγματα 28 – 33 συνολικού 

όγκου 12 ml της S300 συγκεντρώθηκαν έως το 1.5 ml με τελική συγκέντρωση 1 mg/ml 

και χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα συν - επωάσεων. 

Ο αναλυτικός καθαρισμός της πρωτεΐνης HrpE φαίνεται στην εικόνα 3.2. Όπως και 

στην περίπτωση της μεμονωμένης HrpO, έτσι και το constract pET26b – HrpE περι-

λαμβάνει μετά το γονίδιο της HrpE, κατάλοιπα ιστιδίνης (His – tag) για τον αποτελε-

σματικό καθαρισμό της από κολώνα νικελίου. Στο συγκεκριμένο καθαρισμό χρησιμο-

ποιήσαμε 20 mM Tris/HCl (pH=8.0) και 50 mM NaCl. Επιπλέον, παρατηρούμε ότι η 

πρωτεΐνη HrpE εκλούεται στο μεγαλύτερο μέρος στα 150mM και συγκεκριμένα μεταξύ 

των εκλούσεων 3 – 5. 

 

Εικόνα 3.3 Αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης 12.5% μετά από χρώση για την 

εμφάνιση πρωτεϊνικών ζωνών για την πρωτεΐνη HrpE. Α. Αριστερά: Μάρτυρας μορια-

κού βάρους, PE: συνολικό πρωτεϊνικό εκχύλισμα (protein extract), Pellet: κυτταρική 

πελέτα, Υ: το υπερκείμενο που προκύπτει μετά την φυγοκέντρηση του ολικού πρωτεϊ-

νικού εκχυλίσματος, F: δείγμα που διαπέρασε τη στήλη μετά το φόρτωμα, W1 (20 

mM), W2 (30 mM), E1 (150 mM). Β. Δεξιά: Μάρτυρας μοριακού βάρους, Ε2 – Ε5 
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(150 mM), E6 – E10 (300 mM). Τα mM αναφέρονται σε ποσότητες ιμιδαζολίου. Όλες 

οι εκλούσεις είναι 2ml. 

 

Εικόνα 3.4 Χρωματογραφία μοριακής διήθησης S300 της πρωτεΐνης HrpΕ μετά τον κα-

θαρισμό της από στήλη νικελίου αγαρόζης. Ο οριζόντιος άξονας αναφέρεται στα κλά-

σματα σε ml, ενώ ο κάθετος άξονας αναφέρεται σε αυθαίρετες μονάδες (arbitrary units, 

AU) η απορρόφηση στα 254 nm (κόκκινη γραμμή) και 280 nm (μπλε γραμμή). 

3.4 Έκφραση, απομόνωση και καθαρισμός του συμπλόκου HrpOE 

Μετά την επιτυχή κατασκευή του constract προχωρήσαμε σε έκφρασή του σε κύτταρα 

Escherichia coli (BL21DE3). Μετά από αρκετές δοκιμές, καταλήξαμε στις βέλτιστες 

συνθήκες έκφρασης και συγκεκριμένα σε 50 mM Tris/HCl  pH= 8.0 και NaCl 150 mM 

Η ποσότητα ιμαδοζολίου για την αποτελεσματική έκλουση των πρωτεϊνών είναι κλιμα-

κούμενη 20 mM έως 300Mm και η επώαση των κυττάρων γίνεται, μετά την προσθήκη 

του IPTG, overnight στους 23 
o
C. Ο καθαρισμός αυτός απεικονίζεται στην εικόνα 3.5. 

Αυτό που παρατηρείται είναι η ύπαρξη συμπλόκου το οποίο σχηματίζεται στα 120 mM 

ιμιδαζόλιο. Επίσης, στον πρώτο καθαρισμό που πραγματοποιήθηκε για το σύμπλοκο, 

προχωρήσαμε και σε ανάλυση μέσω S200 gel filtration. Ωστόσο, οι ποσότητες που πή-

ραμε ήταν ελάχιστες και για αυτό το λόγο δεν περιγράφεται αναλυτικά στην παρούσα 

εργασία. 
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Εικόνα 3.5 Αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακριλαμίδης 12.5% μετά τη χρώση για το σύ-

μπλοκο HrpOE A. Αριστερά: Μάρτυρας μοριακού βάρους, Flow: δείγμα που διαπέρα-

σε τη στήλη μετά το φόρτωμα, Υπερκείμενο: το υπερκείμενο που προκύπτει μετά την 

φυγοκέντρηση του ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος. Εκπλύσεις W1 (20mM), W2 

(30mM), W3 (50mM), W4α (80mM), W4β (80mM). Β. Δεξιά: Εκλούσεις, Ε1α 

(100mM), E1β (100mM), Ε2α (120mM), Ε2β (120mM), Ε3α (150mM), Ε3β (150mM), 

Ε4α, Ε4β, Ε5 (300mM). Τα mM αναφέρονται σε ποσότητες ιμιδαζολίου. Όλες οι ε-

κλούσεις είναι 5 ml. 

3.5 Κυκλικός διχρωισμός – HrpO  

Το δείγμα της HrpO που χρησιμοποιήθηκε για την καταγραφή φασμάτων κυκλικού δι-

χρωισμού, υπέστη προηγουμένως διαπίδυση έναντι διαλύματος 10mM Na2SO4. Για την 

καταγραφή των φασμάτων στο άπω υπεριώδες (190 – 260 nm) χρησιμοποιήθηκε κυψε-

λίδα πάχους 1mm. Η ταχύτητα σάρωσης του ανιχνευτή είναι συνήθως 20 nm/min και η 

συγκέντρωση του δείγματος της HrpΟ ήταν 0,35 mg/mL. Όλα τα φάσματα διορθώθη-

καν ως προς το φάσμα αναφοράς του ρυθμιστικού διαλύματος (10mM Na2SO4). Το εύ-

ρος θερμοκρασιών ήταν 10 – 90 
o
C και ο ρυθμός μεταβολής της θερμοκρασίας, 

80
o
C/ώρα.  

Με τη χρήση του προγράμματος CDpro, υπολογίσαμε το σημείο μετάπτωσης της 

HrpO. Με συγκεκριμένες εντολές το πρόγραμμα υπολογίζει την πρώτη και στην συνέ-

χεια την δεύτερη παράγωγο που αποτελεί και το σημείο μετάπτωσης της εξεταζόμενης 

πρωτεΐνης (Τα δεδομένα κρίθηκε αμελητέο να παρουσιαστούν). Για την περίπτωση της 

HrpO, υπολογίζεται σε 24 
o
C. Παρατηρείται ότι με την σταδιακή άνοδο της θερμοκρα-

σίας, το ποσοστό των α – ελίκων και των τυχαίων σπειραμάτων πέφτει (εικόνα 3.6). 

Ενδιαφέρον προκαλεί επίσης η ύπαρξη ενός ισοδιχρωικού σημείου, δηλαδή ενός μήκος 

κύματος στο οποίο η ένταση του σήματος του κυκλικού διχρωισμού είναι σταθερό. Η 

ύπαρξη αυτού του σημείου υποδεικνύει ότι η πρωτεΐνη HrpO ακολουθεί ένα πρότυπο 
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μετάβασης από δομή α – έλικας σε τυχαίο σπείραμα, χωρίς την ύπαρξη ενδιάμεσων κα-

ταστάσεων (Εικόνα 3.8). 

 

 

 

 

Εικόνα 3.8 Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της πρωτεΐνης HrpO, στην περιοχή του άπω 

υπεριώδους (190 – 260 nm) καταγεγραμμένα ανά 10 
o
C και σε εύρος 10 – 90 

ο
C. Η αύ-

ξηση της θερμοκρασίας οδηγεί σε σταδιακή εξαφάνιση των χαρακτηριστικών, για α – 

έλικες, ελαχίστων 208 nm και 222 nm. Το βέλος υποδεικνύει το μοναδικό ισοδιχρωικό 

σημείο. 

Εικόνα 3.6 Σχηματική απεικό-

νιση των ανεστραμμένων τιμών 

του πίνακα V, από την ανάλυση 

ιδιαζουσών τιμών, για την πρω-

τεΐνη HrpO. Οι τιμές του πίνα-

κα V δείχνουν την θερμοκρα-

σιακή εξάρτηση κάθε φάσματος 

βάσης. 

Εικόνα 3.7 Σχηματική απεικό-

νιση των φασμάτων βάσης της 

πρωτεΐνης HrpO του πίνα-κα U 

συνυπολογίζοντας και τις τιμές 

βαρύτητας του πίνακα W. Πα-

ρατηρούμε τα χαρακτηριστική 

ελάχιστα 208 nm και 222 nm, 

που εμφανίζει μια τυπική δομή 

α – έλικας. 
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3.6 Κυκλικός διχρωισμός – HrpE  

Το δείγμα της HrpE που χρησιμοποιήθηκε για την καταγραφή φασμάτων κυκλικού δι-

χρωισμού, υπέστη προηγουμένως διαπίδυση έναντι διαλύματος 10mM Na2SO4. Για την 

καταγραφή των φασμάτων στο άπω υπεριώδες (190 – 260 nm) χρησιμοποιήθηκε κυψε-

λίδα πάχους 1mm. Η ταχύτητα σάρωσης του ανιχνευτή είναι συνήθως 20 nm/min και η 

συγκέντρωση του δείγματος της HrpE ήταν 0,35 mg/mL. Όλα τα φάσματα διορθώθη-

καν ως προς το φάσμα αναφοράς του ρυθμιστικού διαλύματος (10mM Na2SO4). Το εύ-

ρος θερμοκρασιών ήταν 10 – 90 
o
C και ο ρυθμός μεταβολής της θερμοκρασίας, 

80
o
C/ώρα. 

Η θερμοκρασία μετάπτωσης υπολογίζεται σε 41 
o
C. Η HrpE εμφανίζει επίσης ένα ισο-

διχρωικό σημείο και επομένως ή αλλαγή από ά – έλικα σε τυχαίο σπείραμα γίνεται χω-

ρίς μεταβατικό στάδιο.  

 

 

 

 

Εικόνα 3.9 Σχηματική απεικό-

νιση των ανεστραμμένων τιμών 

του πίνακα V, από την ανάλυση 

ιδιαζουσών τιμών, για την πρω-

τεΐνη HrpO. Οι τιμές του πίνα-

κα V δείχνουν την θερμοκρα-

σιακή εξάρτηση κάθε φάσματος 

βάσης. 

Εικόνα 3.10 Σχηματική απει-

κόνιση των φασμάτων βάσης 

της πρωτεΐνης HrpE του πίνακα 

U συνυπολογίζοντας και τις 

τιμές βαρύτητας του πίνακα W. 

Παρατηρούμε τα χαρακτηρι-

στική ελάχιστα 208 nm και 222 

nm, που εμφανίζει μια τυπική 

δομή α – έλικας. 
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Εικόνα 3.11 Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της πρωτεΐνης HrpE, στην περιοχή του 

άπω υπεριώδους (190 – 260 nm) καταγεγραμμένα ανά 10 
o
C και σε εύρος 10 – 90 

ο
C. Η 

αύξηση της θερμοκρασίας οδηγεί σε σταδιακή εξαφάνιση των χαρακτηριστικών ελαχί-

στων 208 nm και 222 nm. Το βέλος υποδεικνύει το μοναδικό ισοδιχρωικό σημείο. 

3.7 Κυκλικό διχρωισμός – HrpOE  

Το δείγμα του συμπλόκου HrpOE που χρησιμοποιήθηκε για την καταγραφή φασμάτων 

κυκλικού διχρωισμού, υπέστη προηγουμένως διαπίδυση έναντι διαλύματος 10mM 

Na2SO4. Για την καταγραφή των φασμάτων στο άπω υπεριώδες (190 – 260 nm) χρησι-

μοποιήθηκε κυψελίδα πάχους 1mm. Η ταχύτητα σάρωσης του ανιχνευτή είναι συνήθως 

20 nm/min και η συγκέντρωση του δείγματος του συμπλόκου HrpOE ήταν 0,30 

mg/mL. Όλα τα φάσματα διορθώθηκαν ως προς το φάσμα αναφοράς του ρυθμιστικού 

διαλύματος (10mM Na2SO4). Το εύρος θερμοκρασιών ήταν 10 – 90 
o
C και ο ρυθμός 

μεταβολής της θερμοκρασίας, 80
o
C/ώρα. 

Η θερμοκρασία μετάπτωσης υπολογίστηκε σε 28 
o
C, και διαθέτει όπως και οι 

HrpO,HrpE ένα ισοδιχρωικό σημείο. 

 

 

Εικόνα 3.12 Σχηματική απει-

κόνιση των ανεστραμμένων 

τιμών του πίνακα V, από την 

ανάλυση ιδιαζουσών τιμών, για 

το σύμπλοκο HrpO. Οι τιμές 

του πίνακα V δείχνουν την 

θερμοκρασιακή εξάρτηση κάθε 

φάσματος βάσης. 
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Εικόνα 3.14 Φάσματα κυκλικού διχρωισμού της πρωτεΐνης HrpOE, στην περιοχή του 

άπω υπεριώδους (190 – 260 nm) καταγεγραμμένα ανά 10 
o
C και σε εύρος 10 – 90 

ο
C. Η 

αύξηση της θερμοκρασίας οδηγεί σε σταδιακή εξαφάνιση των χαρακτηριστικών ελαχί-

στων 208 nm και 222 nm.  

3.8 Διαγράμματα Uversky 

 

Εικόνα 3.13 Σχηματική απει-

κόνιση των φασμάτων βάσης 

του συμπλόκου Adp του πίνακα 

U συνυπολογίζοντας και τις 

τιμές βαρύτητας του πίνακα W. 

Παρατηρούμε τα χαρακτηρι-

στική ελάχιστα 208 α και 222 

nm, που εμφανίζει μια τυπική 

δομή α – έλικας 

Εικόνα 3.15 Διάγραμμα του 

δισδιάστατου χώρου της ελλει-

πτικότητας για την  σε διαφορε-

τικές καταστάσεις αναδίπλωσης 

της HrpO. U: πλήρως αποδι-

πλωμένες πρωτεΐνες, PMG: 

προ-εύπλαστες σφαίρες, MG: 

εύπλαστες σφαίρες, και Ν: φυ-

σικές πρωτεΐνες 
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Εικόνα 3.17 Διάγραμμα του δισδιάστατου χώρου της ελλειπτικότητας για την  σε δια-

φορετικές καταστάσεις αναδίπλωσης της HrpOE. U: πλήρως αποδιπλωμένες πρωτεΐ-

νες, PMG: προ-εύπλαστες σφαίρες, MG: εύπλαστες σφαίρες, και Ν: φυσικές πρωτεΐ-

νες..  

Τα διαγράμματα που προέκυψαν για τις HrpO/HrpE/HrpOE παρατίθενται στις εικόνες 

3.15 – 3.18. Η HrpO βρίσκεται κυρίως στο χώρο των native πρωτεϊνών. Η HrpE βρί-

σκεται μεταξύ 10 – 30 
ο
C στην περιοχή των native, ενώ από αργότερα περνά στον χώρο 

των εύπλαστων σφαιρών. Τέλος, η HrpΟE περνά στον χώρο των εύπλαστων σφαιρών. 

φαίνεται να βρίσκεται στον χώρο των native στους 10 – 20 
o
C, ενώ αργότερα  HrpO 

φαίνεται να βρίσκεται στο χώρο των native πρωτεϊνών. 

3.9 Συν – επωάσεις των HrpO και HrpE 

Συνοπτικά, τα πειράματα συν – επωάσεων έδειξαν ότι οι δύο πρωτεΐνες δεν δημιουρ-

γούν σταθερό σύμπλοκο. Ουσιαστικά, αυτό που αναμένεται σε ένα μη αποδιατακτικό 

Εικόνα 3.16 Διάγραμμα του 

δισδιάστατου χώρου της ελλει-

πτικότητας για την  σε διαφορε-

τικές καταστάσεις αναδίπλωσης 

της HrpE. U: πλήρως αποδι-

πλωμένες πρωτεΐνες, PMG: 

προ-εύπλαστες σφαίρες, MG: 

εύπλαστες σφαίρες, και Ν: φυ-

σικές πρωτεΐνες. 

Εικόνα 3.17 Διάγραμμα του 

δισδιάστατου χώρου της ελλει-

πτικότητας για την  σε διαφορε-

τικές καταστάσεις αναδίπλωσης 

της HrpOE. U: πλήρως αποδι-

πλωμένες πρωτεΐνες, PMG: 

προ-εύπλαστες σφαίρες, MG: 

εύπλαστες σφαίρες, και Ν: φυ-

σικές πρωτεΐνες. 
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πήκτωμα πολυακριλαμίδης για ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο είναι να υπάρχει μία ενιαία 

ζώνη. Αυτή η ενιαία ζώνη, θα αναπαριστά, λαμβάνοντας υπόψη ότι απουσιάζει ο απο-

διατακτικός παράγοντας SDS, ένα σύμπλοκο. Ωστόσο, στην περίπτωση μας πήραμε 

δύο χωριστές ζώνες, μία για την HrpO και μία για την HrpE. Αυτό εξηγείται από το γε-

γονός ότι η δημιουργία συμπλόκου ευνοείται κατά την συνέκφραση των δυο πρωτεϊνών 

από τον δικιστρονικό πλασμιδιακό φορέα, σε αντίθεση με την επώαση των δύο χωρι-

στά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.18 Μη αποδιατακτικό πή-

κτωμα πολυακριλαμίδης 7%. Ο: 2 

mg/ml όγκος δείγματος 1μl, E1: 1 

mg/ml, όγκος δείγματος 2.5μl, E2: 1 

mg/ml, όγκος  δείγματος 5 μl, 1:1, 1:2: 

συν – επωάσεις των O,E σε αντίστοι-

χες αναλογίες, OE: δείγμα από το elu-

tion E2a των 120 mM ιμιδαζολίου του 

καθαρισμού στο υποκεφάλαιο 3.4 
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Κεφάλαιο Τέταρτο – Συζήτηση, Συμπεράσματα 

Η παρούσα εργασία ασχολήθηκε εκτενώς με την διερεύνηση της πιθανότητας δημιουρ-

γίας συμπλόκου μεταξύ δύο πρωτεϊνών του φυτοπαθογόνου βακτηρίου Pseudomonas 

syringae pv phaseolicola. Οι προς εξέταση πρωτεΐνες ήταν η HrpO και η HrpE. Η μεν 

πρώτη θεωρείται πρωτεΐνη συνοδός για τσαπερόνες που επηρεάζουν την λειτουργία της 

ATPάσης, ενώ η δεύτερη είναι αρνητικός ρυθμιστής του συμπλόκου της ATPάσης. Και 

οι δύο πρωτεΐνες είναι καλά μελετημένες όσον αφορά την αλληλουχία, τις φυσικές ιδιό-

τητες αλλά και την συμπεριφορά τους ως πρωτεϊνικά μόρια (Γαζή Αναστασία, 2009 , 

Μπαστάκη Μαρίνα, Διδακτορικές διατριβές). Οι πρωτεΐνες έχουν δειχθεί ότι αλληλεπι-

δρούν σε παλιότερη μελέτη του εργαστηρίου (Gazi, 2009). Στην παραπάνω μελέτη, οι 

δύο πρωτεΐνες εκφράστηκαν χωριστά σε κύτταρα E.coli του στελέχους BL21(DE3) και 

καθαρίστηκαν μαζί από στήλη νικελίου αγαρόζης. Με τη χρήση του συστήματος δυο 

υβριδίων του Saccharomyces cerevisiae, δείχθηκε ότι αυτές οι πρωτεΐνες αλληλεπι-

δρούν in vivo.  

 Η μελέτη του πιθανού συμπλόκου μεταξύ των HrpO και HrpE επιχειρήθηκε να εξετα-

στεί με διαφορετική προσέγγιση. Συγκεκριμένα, κατασκευάστηκε ένας πλασμιδιακός 

φορέας (pET26b), ο οποίος διέθετε τα γονίδια των εξεταζόμενων πρωτεϊνών σε σειρά 

(πρώτα η HrpO, με την HrpE να ακολουθεί), με την δεύτερη να διαθέτει το His – tag. Η 

λογική είναι, ότι εφόσον παρθεί ως υπόθεση εργασίας ότι πράγματι αυτές οι δύο δημι-

ουργούν σύμπλοκο, θα μπορούσαν αρχικά να εκφραστούν ταυτόχρονα στο ίδιο κύτταρο 

και κάτω από τις ίδιες συνθήκες (αλατότητα, ρυθμιστικά διαλύματα, χρόνοι επώασης, 

θερμοκρασία) και αργότερα να καθαριστούν ως σύμπλοκο από στήλη νικελίου αγαρό-

ζης. Η έκφραση του υπό εξέταση συμπλόκου, έγινε με τον μετασχηματισμό του πλα-

σμιδιακού φορέα που έφερε και τα δύο γονίδια σε κύτταρα E.coli του στελέχους 

BL21(DE3). Οι ιδανικές συνθήκες έκφρασης βρέθηκαν ύστερα από διαφορετικούς πει-

ραματικούς σχεδιασμούς (ρυθμιστικά διαλύματα, χρόνος επώασης, θερμοκρασία).  Αυ-

τές οι συνθήκες  ήταν επώαση των καλλιεργειών για 16 – 17 ώρες (overnight) στους 23 

C. Ο συγκεκριμένος καθαρισμός από τον δικιστρονικό πλασμιδιακό φορέα φαίνεται 

στην εικόνα 3.5 και δείχνει την εμφάνιση συμπλόκου μεταξύ των HrpO/HrpE στα 120 

mM ιμιδαζόλιο. Μια προσεκτική ματιά στο αποδιατακτικό πήκτωμα αγαρόζης δείχνει 

την πρωτεΐνη HrpO να εκλούεται στα 100 mM ιμιδαζόλιο με ελάχιστη ποσότητα της 

HrpE να εμφανίζεται σε αυτήν την ποσότητα ιμιδαζολίου. Επίσης, η HrpE φαίνεται να 

εκλούεται σε μεγάλη ποσότητα προς τα 300 mM ιμιδαζόλιο με ελάχιστη έως μηδενική 
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ποσότητα της HrpO να εμφανίζεται σε αυτήν την ποσότητα ιμιδαζολίου. Τα παραπάνω 

αλλάζουν στην έκλουση Ε2α, δηλαδή στα 120 mM ιμιδαζόλιο. Εκεί, σε αντίθεση με τα 

παραπάνω, οι δύο πρωτεΐνες βρίσκονται σε συγκρίσιμη αναλογία γεγονός που εξηγείται 

με την παρουσία αλληλεπίδρασης μεταξύ των HrpO/HrpE. Ωστόσο, το σύμπλοκο δεν 

είναι σταθερό. Τα αποτελέσματα του κυκλικού διχρωισμού, όπως φαίνονται στην εικό-

να 3.14 έδειξαν την ύπαρξη ενός ισοδιχρωικού σημείου στο σύμπλοκο HrpO/HrpE. Αυ-

τό δείχνει την ύπαρξη δύο καταστάσεων για το σύμπλοκο, μία διπλωμένη και μια αδί-

πλωτη. Έτσι ενισχύεται η υπόθεση για την ύπαρξη συμπλόκου, αφού σε διαφορετική 

περίπτωση θα προέκυπταν περισσότερα του ενός ισοδιχρωικά σημεία. Επιπλέον, τα α-

ποτελέσματα του κυκλικού διχρωισμού για την HrpOE, δείχνουν την αποσταθεροποίη-

ση της HrpE και την σταθεροποίηση της HrpO. Η δημιουργία, δηλαδή, του συμπλόκου 

επιφέρει δομικές αλλαγές στις δύο πρωτεΐνες. Αυτές οι αλλαγές φαίνονται εν μέρει 

στην εικόνα 4.1 (άθροισμα διαγραμμάτων) που δείχνει την διαφορά του πραγματικού 

φάσματος του HrpO/HrpE με τον αναμενόμενο φάσμα που προκύπτει όταν προσθέ-

σουμε τα δύο φάσματα των HrpO και HrpE. Η διαφορά αυτή δείχνει ότι η πρωτεΐνη 

που έχει το μεγαλύτερο ποσοστό α - έλικας – στην περίπτωση μας η HrpE – αποσταθε-

ροποιείται, ενώ η HrpO σταθεροποιείται. Δείχνει, δηλαδή τη μη ύπαρξη της σταθερο-

ποίησης α – έλικας, αφού εάν υπήρχε, το πραγματικό φάσμα του συμπλόκου 

HrpO/HrpE θα βρίσκονταν πιο αρνητικά από το υποτιθέμενο φάσμα που προκύπτει, 

όπως αναφέρθηκε από το άθροισμα των δύο χωριστών φασμάτων της HrpE και HrpO. 

Οι HrpO/HrpE φαίνεται τελικά να δημιουργούν ένα μη σταθερό σύμπλοκο, το οποίο 

προκαλεί σε αυτές δομικές αλλαγές. 

Η φύση των δύο αυτών πρωτεϊνών φαίνεται εν μέρει και στα αποτελέσματα της χρωμα-

τογραφίας μοριακής διήθησης (S100). Η εικόνα 3.3 δείχνει τα αποτελέσματα για την 

HrpO. Η ανισοκατανομή του δεύτερου pick μεταφράζεται σε ύπαρξη αλληλεπιδράσεων 

της HrpO με τον εαυτό της. Η συγκεκριμένη ανισοκατανομή, δεν εμφανίζεται στα απο-

τελέσματα της μοριακής διήθησης (S300) για την HrpE (εικόνα 3.4). Να σημειωθεί, ότι 

σε συμφωνία με αυτά τα αποτελέσματα, είναι και η μελέτη των Gazi et al. (2009), όπου 

έδειξε επίσης ότι η HrpO και HrpE αλληλεπιδρούν. Επιπλέον, αλληλεπιδρούν με το C 

ring και επομένως πιθανότατα ένας τρίτος παράγοντας να είναι καθοριστικός για τη δη-

μιουργία του συμπλόκου (Fadouloglou, 2001) 

 Για την περαιτέρω μελέτη της φύσης του συμπλόκου HrpOE, οι δύο πρωτεΐνες 

HrpO/HrpE εκφράστηκαν χωριστά σε κύτταρα E.coli, και δοκιμάστηκε η πιθανότητα 
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ύπαρξης συμπλόκου, αυτή τη φορά μέσω συν – επωάσεων. Τα αποτελέσματα αναλύθη-

καν με την χρήση μη αποδιατακτικών πηκτωμάτων αγαρόζης (native, χωρίς την προ-

σθήκη SDS, Εικόνα 3.18). Οι συν – επωάσεις 1:1 και 1:2 δεν έδειξαν μια ενιαία ζώνη, 

όπως θα αναμέναμε σε περίπτωση δημιουργίας συμπλόκου. Επιπλέον, στο συγκεκριμέ-

νο μη αποδιατακτικό πήκτωμα, φορτώθηκε δείγμα του συμπλόκου που απομονώθηκε 

στα 120 mM ιμιδαζόλιο που αναφέρθηκε παραπάνω. Σε αυτό φαίνεται μια ενιαία ζώνη, 

η οποία μπορεί να υποτεθεί ότι αποτελεί σύμπλοκο. Ωστόσο, επειδή το μη αποδιατα-

κτικό πήκτωμα διαφοροποιεί τον τρόπο που τρέχουν οι πρωτεΐνες, δεν μπορούμε να 

πούμε με ασφάλεια ότι αυτή η ενιαία ζώνη αποτελεί όντως σύμπλοκο. Τα παραπάνω 

συντελούν στο γεγονός ότι το σύμπλοκο δημιουργείται μέσω της συνέκφρασης των δύο 

από δικιστρονικό πλασμιδιακό φορέα, ενώ δεν ευνοείται όταν οι δύο πρωτεΐνες συν – 

επωαστούν χωριστά.  

Πραγματοποιήθηκαν πειράματα κυκλικού διχρωισμού τόσο στις μεμονωμένες HrpO, 

HrpΕ, όσο και στο υπό εξέταση σύμπλοκο HrpOE. Τα συγκεκριμένα πειράματα είχαν 

ως στόχο να αναδείξουν τα χαρακτηριστικά δευτεροταγούς δομής των υπό εξέταση 

πρωτεϊνών και να εξετάσουν πιθανές διαφοροποιήσεις μεταξύ των μεμονωμένων πρω-

τεϊνών και του συμπλόκου. Η HrpO εμφανίζει μεγάλα ποσοστά α – έλικας, όπως δείχνει 

η ανάλυση των δεδομένων του κυκλικού διχρωισμού (υποκεφάλαιο 3.5). Επιπλέον, η 

ύπαρξη ενός ισοδιχρωικού σημείου δείχνει ότι η μετάβαση από την οργανωμένη δομή 

της α – έλικας σε τυχαίο σπείραμα γίνεται χωρίς ενδιάμεσα μεταβατικά στάδια. Τα πα-

ραπάνω επιβεβαιώνονται και από την μελέτη των Gazi et al. (2009). Επιπλέον, τόσο η 

HrpE όσο και HrpO εμφανίζουν να έχουν δομές α – έλικας και ένα ισοδιχρωικό σημείο.  

Τα σημεία μετάπτωσης υπολογίστηκαν στους 24 
o
C, 41 

o
C και σε 28 

o
C, για τις 

HrpO,HrpE και το σύμπλοκο HrpOE αντίστοιχα. Αυτά τα αποτελέσματα ενισχύουν την 

υπόθεση ότι δημιουργείται ένα ασταθές σύμπλοκο. Η δημιουργία αυτού του συμπλόκου 

φαίνεται να αποσταθεροποιεί την HrpE, ενώ αντίθετα να οδηγεί την HrpO σε σταθερό-

τερη κατάσταση.  

Στην εικόνα 4.1 φαίνονται τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού της HrpO (γαλάζιο), HrpE 

κόκκινο) και του συμπλόκου HrpOE (πράσινο). Με την μπλε γραμμή φαίνεται το φά-

σμα που προκύπτει όταν προστεθούν τα επιμέρους φάσματα των HrpO και HrpE. Όταν 

το πραγματικό φάσμα, δώσει πιο αρνητική τιμή σημαίνει πως υπάρχει σταθεροποίηση α 

– έλικας μεταξύ των δύο και το σύμπλοκο που προκύπτει είναι σταθερό. Αντιθέτως, η 
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τιμή του πραγματικού φάσματος του συμπλόκου που προέκυψε στα πειράματα ήταν 

μικρότερο του αθροίσματος των δύο σε αναλογία 1:1. Αυτό δείχνει την ανυπαρξία στα-

θεροποίησης α – έλικας. Συγκεκριμένα, επιβεβαιώνεται ότι η HrpE που στα πειράματα 

μας φάνηκε να έχει μεγαλύτερο ποσοστό α – έλικας, αποσταθεροποιείται και η HrpO 

σταθεροποιείται.  

  

Συμπερασματικά, η μελέτη κατέληξε στο συμπέρασμα ότι οι πρωτεΐνες HrpO και HrpE 

δημιουργούν ένα σύμπλοκο, το οποίο ωστόσο δεν είναι σταθερό. Η αλληλεπίδραση 

τους αποδεικνύεται από τα πειραματικά δεδομένα τόσο των αποδιατακτικών πηκτωμά-

των όσο και του κυκλικού διχρωισμού. Η ύπαρξη ενός ισοδιχρωικό σημείου για το σύ-

μπλοκο HrpOE ενισχύει σημαντικά την υπόθεση της ύπαρξης του. Η αλληλεπίδραση 

αυτή επιφέρει δομικές αλλαγές στις δύο πρωτεΐνες που δομούν τα σύμπλοκο, όπως α-

ναφέρθηκε αναλυτικά παραπάνω. Επιπλέον, θα πρέπει να ληφθεί υπόψη η φύση των 

δύο πρωτεϊνών και συγκεκριμένα η ύπαρξη δομών σπειρωμένου σπειράματος και στις 

δύο. Η HrpO έχει χαρακτηριστικά intrinsically disordered πρωτεΐνης που σημαίνει ότι 

δεν διαθέτει μία σαφή τριτοταγή δομή (Gazi, 2009). Τέτοιες πρωτεΐνες μπορούν να πά-

ρουν μια σταθερή τριτοταγή δομή μετά την πρόσδεση τους σε άλλα μακρομόρια. Τέ-

λος, υπάρχει μεγάλη πιθανότητα η δημιουργία σταθερού συμπλόκου να απαιτεί ένα τρί-

το παράγοντα. Συγκεκριμένα, στην μελέτη των Jovanovic et.al. (2014) προτάθηκε ότι 

απαιτείται η αλληλεπίδραση των HrpR, HrpS, HrpV, για την δημιουργία του μεταξύ 

τους συμπλόκου. Επιπλέον, μια άλλη εξήγηση θα ήταν τα γεγονός ότι η ύπαρξη σταθε-

ρού συμπλόκου απαιτεί την αλληλεπίδραση με το σύμπλοκο της ATPάσης ή την μεμ-

βράνη του βακτηρίου, αφού και οι δύο πρωτεΐνες που μελετήσαμε φαίνεται να συμβά-

λουν στην ρύθμιση της ATPάσης.  

Εικόνα 4.1 Φάσματα κυκλικού 

διχρωισμού των HrpE, HrpO, 

HrpOE. Με μπλε φαίνεται το 

άθροισμα των φασμάτων των 

HrpO/HrpE. 
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Προοπτικές 

Η μελέτη του εκκριτικού συστήματος τύπου ΙΙΙ σε φυτοπαθογόνα βακτήρια αποτελεί 

σημαντικό πεδίο μελέτης, λαμβάνοντας υπόψη την επίδραση των παραγόντων μολυ-

σματικότητας στους φυτικούς οργανισμούς. Η λύση της δομής αυτής της πολύπλοκης 

κατασκευής μπορεί να αποτελέσει βάση για την ανακάλυψη νέων σκευασμάτων για την 

καταπολέμηση των ασθενειών που προκαλεί. Λόγω της μεγάλης ομολογίας του T3SS 

με το βακτηριακό μαστίγιο, αλλά και της ομολογίας της βασικής δομής του μεταξύ φυ-

τικών και ζωικών ειδών, η έρευνα μπορεί να εστιάσει παράλληλα σε διαφορετικούς ορ-

γανισμούς και να καταλήξει σε συγκρίσιμα αποτελέσματα. Στην παρούσα μελέτη, επι-

χειρήθηκε η εξέταση της ύπαρξης συμπλόκου μεταξύ δύο πρωτεϊνών του εκκριτικού 

συστήματος τύπου ΙΙΙ του είδους Pseudomonas syringae, των HrpO και HrpE. Η μελέτη 

κατέληξε στο συμπέρασμα ότι δημιουργείται σύμπλοκο μεταξύ των δύο πρωτεϊνών, το 

οποίο ωστόσο δεν είναι σταθερό. Τα αποτελέσματα έδειξαν επίσης ότι η αλληλεπίδρα-

ση μεταξύ των δύο, επιφέρει δομικές αλλαγές στις δύο πρωτεΐνες.  

Η περαιτέρω βελτίωση των πρωτοκόλλων καθαρισμού των υπό εξέταση πρωτεϊνών, 

καθώς και η διερεύνηση διαφορετικών συνθηκών για τις συν – επωάσεις θα μπορούσε 

να αποτελέσει συνέχεια της παρούσας έρευνας. Επιπλέον, πειράματα σκέδασης ακτινών 

Χ υπό μικρές γωνίες από διάλυμα (SAXS) θα μπορούσαν να δώσουν περαιτέρω δομι-

κές πληροφορίες για το σύμπλοκο των HrpO/HrpE. Οι μελλοντικές δράσεις θα πρέπει 

να λάβουν υπόψη και να μελετήσουν εκτενώς την συμπεριφορά αντίστοιχων πρωτεϊνών 

σε άλλους οργανισμούς. Αυτό μπορεί να καταδείξει τρίτους παράγοντες απαραίτητους 

για τη δημιουργία του πιθανού συμπλόκου ή ακόμα και την γενικότερη αδυναμία σχη-

ματισμού υπό οποιαδήποτε συνθήκες. 
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