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Συντοµογραφίες 
AAA+- ATPases Associated with diverse cellular Activities 

ADP-Adenosine Diphosphate 

ATP-Adenosine Triphosphate 

BSA-Bovine Serum Albumin 

ClpP- Caseinolytic Peptidase 

ClpX- Caseinolytic Peptidase X 

CTD- C-terminal Domain 

DNA-Deoxyribonucleic Acid 

DTT-Dithiotreitol 

IPTG-Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 

IRA2- Intramolecular Regulator of ATPase 2 

LB-Lysogeny Broth 

LON-ATP dependant protease La 

LpP- Major outer membrane lipoprotein  

mRNA- messenger Ribonucleic Acid 

NBD-Nucleotide Binding Domain 

NMR-Nuclear Magnetic Reasonance 

NTA-Nitrilotriacetic Acid 

OD-Optical Density 

OsmB- Osmotically Inducible Lipoprotein B 

PBD-Preprotein Binding Domain 

PCR-Polymerase Chain Reaction 

PhoA-Alkaline Phosphatase 

PMF- Proton Motive Force  

PMSF-Phenylmethyl Sulphonyl Fluoride 

PpiA- Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 

PRL-Protein Localization 

Rs12-Ribisomal protein 12 

SDS-PAGE-Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

SEC-Size Exclusion Chromatography 

TAT- Twin Arginine Translocation  

TF-Triger Factor 
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YciG-Uncharacterized Protein YciG 
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Περίληψη 
Περίπου 500 πρωτεΐνες του Escherichia coli εκκρίνονται µετα-µεταφραστικά από την 

µεταθετάση του κυττάρου (SecY-SecA). Οι εκκριτικές πρωτεΐνες αποτελούνται από 

το πεπτίδιο σήµα και το ώριµο µέρος. Τα δύο µέρη προσδένονται σε διακριτές θέσεις 

στη µεταθετάση. Στόχος της διατριβής είναι να βρούµε τα σήµατα στόχευσης του 

ώριµου τµήµατος για την µεταθετάση. Χρησιµοποιώντας διαφορετικές εκκριτικές 

πρωτεΐνες καταλήξαµε ότι ~100 αµινοξέα είναι ικανά προκειµένου να στοχευθεί µια 

πρωτεΐνη στη µεταθετάση. Στη συνέχεια χρησιµοποιώντας την αλκαλική φωσφατάση 

ως πρωτεΐνη µοντέλο, δηµιουργήσαµε πρωτεΐνες-παράγωγά της- µικρότερες από 100 

αµινοξέα. Η συγγένειά τους για τη µεταθετάση µειώνεται καθώς µειώνεται το µήκος 

τους. Εποµένως ~100 αµινοξέα είναι αναγκαία για τη στόχευση. Οι µεγαλύτερες 

µειώσεις της συγγένειας συµπίπτουν µε την αφαίρεση  2 υδρόφοβων νησίδων. 

Προκειµένου να εξετάσουµε αν οι νησίδες είναι σηµαντικές για τη στόχευση, 

µεταλλάξαµε τα υδρόφοβα αµινοξέα δηµιουργώντας αλληλουχίες ουδέτερης 

υδροφοβικότητας. Όταν 1. µεταλλάχθηκαν και οι δύο νησίδες και 2. το υπόστρωµα 

δεν έχει πεπτίδιο σήµα τότε χάνεται η συγγένεια της πρωτεΐνης για την µεταθετάση. 

Εποµένως το ώριµο τµήµα πρέπει να έχει τουλάχιστον µια υδρόφοβη νησίδα 

προκειµένου να στοχευθεί. Οι πρωτεΐνες προκειµένου να είναι σταθερές στο 

κυτταρικό περιβάλλον και να µην κατακρηµνίζονται, πρέπει να σχηµατίσουν 

υδρόφοβο πυρήνα, να κρύψουν τα υδρόφοβα µέρη τους και εποµένως να 

αναδιπλώσουν. Γνωρίζουµε οστώσο ότι µόνο οι αποδιπλωµένες πρωτεΐνες 

στοχεύονται και εκκρίνονται. Δηµιουργείτε η απορία πώς οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες 

καταφέρνουν να χρησιµοποιούν τις υδρόφοβες νησίδες τους και να στοχεύονται. 

Δοκιµάσαµε τη σταθερότητα των εκκριτικών πρωτεϊνών σε υδατικό διάλυµα. Το 50% 

παραµένει σταθερό και ικανό για στόχευση και έκκριση. Οι πρωτεΐνες προκειµένου 

να στοχευθούν πρέπει να είναι αποδιπλωµένες, εποµένως καταλήγουµε στο 

συµπέρασµα ότι οι παραπάνω πρωτεΐνες παραµένουν εγγενώς αποδιπλωµένες. To 

υπόλοιπο 50% κατακρηµνίζεται. Οστώσο το κύτταρο έχει πολλαπλές επιλογές για τις 

εκκρινόµενες πρωτεΐνες που κατακρηµνίζονται. Τουλάχιστον 3 πρωτεΐνες (SecA, 

SecB, Trigger Factor) µπορούν να «σώσουν» τις εκρινόµενες πρωτεΐνες από την 

κατακρήµνιση αλλά και να τις διατηρήσουν ικανές για µετατόπιση. Οι 

κυτταροπλασµατικές, έχουν υδρόφοβες νησίδες παρόµοιες µε αυτές των 

εκκρινόµενων και προσδένονται στην µεταθετάση. Η διαφορά τους έγγειται στο ότι  
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το χρονικό περιθώριο που παραµένουν ικανές για στόχευση είναι µικρότερο από των 

εκκρινόµενων. Καταλήγοντας τα σήµατα στόχευσης είναι 1. Οι υδρόφοβες νησίδες 

και 2. Η τάση των εκκρινόµενων να παραµένουν αποδιπλωµένες.  

Εξετάζοντας τα σήµατα στόχευσης από την πλευρά της SecA, παρατηρήσαµε ότι 

υπάρχουν υδρόφοβες νησίδες στην κυτταροπλασµατική πλευρά της SecA. Όταν 

ακινητοποιήσαµε την καρβοξυτελική ουρά της SecA σε µια από τις νησίδες, η 

συγγένεια στόχευσης των υποστρωµάτων έγινε 10 φορές µικρότερη . Εποµένως η 

συγκεκριµένη περιοχή αν και φαίνεται να µην είναι  µοναδική, είναι σηµαντική για 

την πρόσδεση υποστρωµάτων. 

Όταν ελέγξαµε αν το πεπτίδιο σήµα επηρεάζει τη στόχευση αντικαθιστώντας το 

πεπτίδιο σήµα της αλκαλικής φωσφατάσης µε 30 άλλα πεπτίδια σήµατα 

παρατηρήσαµε ότι οι διαφορές στη συγγένεια ήταν µικρές. Αντίθετα το πεπτίδιο 

σήµα είναι καθοριστικό για την αποτελεσµατικότητα της έκκρισης και για τη µείωση 

της ενέργειας ενεργοποίησης του ολοενζύµου (SecY-SecA). 
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Summary 
Almost 500 Escherichia coli proteins are secreted post-translationally through the 

bacterial translocase (SecA-SecYEG). Secretory proteins are comprised by the signal 

peptide and the mature domain. The two parts have targeting signals and bind on 

distinct sites on the translocase. The subject of the thesis is to resolve the nature of the 

targeting signals on the mature domain. Using several secretory proteins we found 

that ~100 amino acids are sufficient for targeting. Lowering the amino acids length, 

the affinity is reducing, implying that ~100 amino acids are necessary for targeting. 

The reduction coincides with the removal of the hydrophobic patches of the sequence. 

Mutagenizing the hydrophobic amino acids of the patches and making the sequence 

neutral the affinity is lowering. In the absence of a signal peptide the affinity is 

abolished. We conclude that for mature domain targeting, the substrate must have at 

least one hydrophobic patch. It is known that a protein is stable in a soluble 

environment when it buries its hydrophobic core by folding. A prerequisite for 

targeting is the protein to be unfolded. How do secretory proteins manage to expose 

their hydrophobic patches in a soluble environment? Testing the behavior of the 

secreted proteins in soluble environment we discovered that 50% remain soluble, 

targeting and translocation competent. A condition that we name natively unfolded. 

The other 50% precipitates mainly because of their signal sequence. The cell deals 

with the aggregating proteins by having several different chaperones (SecA, SecB, 

Trigger factor) that prevent their aggregation. The chaperones apart from preventing 

the aggregation they maintain the proteins into a translocation competent state. Next 

we tested if the cytoplasmic proteins become targeted. Cytoplasmic proteins have 

hydrophobic patches similar to the secreted and they become targeted to the 

translocase. The period of time they remain targeting competent is less compared to 

the secreted. Concluding the mature domain targeting signals are 1. The hydrophobic 

segments and 2. The non-native code. The secretory proteins have been evolved to 

stay unfolded and become targeted. The expense of staying unfolded –in some cases-

is to aggregate, a cost that the cell takes in order the proteins to remain non-native. 

Next we searched for the targeting signals on SecA. SecA has hydrophobic patches 

on its cytoplasmic side. We immobilized the c-tail on a hydrophobic patch the affinity 

was reduced 10 times. We identified a hydrophobic patch that participates in targeting 
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although it is not unique. We conclude that targeting is mediated through hydrophobic 

interactions. 

To test if the signal peptide affects targeting, we exchanged the signal peptide of 

alkaline phosphatase with 23 other E.coli  signal peptides. The targeting changed 

slightly but the secretion and the activation energy of the holoenzyme was highly 

affected.  

 

 

 

 

 

 



 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 17 

Κεφάλαιο 1- Εισαγωγή 

1.1 Η έκκριση στο προκαρυωτικό κύτταρο 

Σχεδόν οι µισές πρωτεΐνες του Escherichia coli εξέρχονται από το κυτταρόπλασµα 

για να καταλήξουν σε µια από τις δύο µεµβράνες του κυττάρου ή στο περίπλασµα ή 

στον εξωκυττάριο χώρο (Orfanoudaki et al, submitted). Οι πρωτεΐνες αυτές συνήθως 

είναι: διαµεµβρανικά κανάλια, µεταφορείς, υδρολυτικά ένζυµα, σαπερόνες κ.α 

(Papanikou et al, 2007). Το κύτταρο έχει 16 διαφορετικά εκκριτικά συστήµατα 

(Economou et al, 2006)(εικόνα 1) εκ των οποίων µόνο ένα είναι απαραίτητο για τη 

ζωή, το Sec , το οποίο µελετάµε και στη συγκεκριµένη διατριβή(Chatzi et al, 2013; 

Kusters & Driessen, 2011). Ο λόγος ύπαρξης τόσων διαφορετικών εκκριτικών 

συστηµάτων είναι η ποικιλία των υποστρωµάτων που πρέπει να µετατοπιστούν π.χ 

µαζί µε κάποιο νουκλεοτίδιο(Christie & Cascales, 2005), αναδιπλωµένα(Robinson et 

al, 2011), αποδιπλωµένα ή µόνο παρουσία κάποιου ξενιστή (Grant et al, 2006; Mota 

& Cornelis, 2005). 

Το Sec εκκριτικό σύστηµα έχει να αντιµετωπίσει προκλήσεις όπως 1. Να 

διαχωρίσει τις εκκρινόµενες από τις κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες 2. να τις 

µεταφέρει στη µεµβράνη 3. Να τις κρατήσει αποδιπλωµένες 4. Να τις µετατοπίσει 

διαµέσου της µεµβράνης 5. Να παράγει την ενέργεια που χρειάζεται για τη 

µετατόπιση. 

Το κυριότερο στοιχείο της έκκρισης από το Sec σύστηµα είναι το διαµεµβρανικό 

κανάλι SecYEG. Διαµέσου αυτού, οι πρωτεΐνες διαπερνούν τη µεµβράνη ή 

εισέρχονται σε αυτήν (Collinson, 2005; Van den Berg et al, 2004). Οι τρόποι που µια 

προ-πρωτεΐνη µπορεί να φτάσει στο κανάλι είναι δύο 1. Συν-µεταφραστικά, ενώ 

συντίθεται από το ριβόσωµα, µέσω του SRP συµπλόκου (Mandon et al, 2003) ή 2. 

Μετά –µεταφραστικά, µε τη βοήθεια ή όχι σαπερονών (Osborne et al, 2005) (εικόνα 

3). 

Στους προκαρυωτικούς οργανισµούς µε τον έκκριση περιγράφεται η διαδικασία 

που ακολουθείται από πρωτεΐνες που διαπερνούν την κυτταροπλασµατική µεµβράνη. 

Κατά επέκταση εκκρινόµενες είναι όλες οι πρωτεΐνες που αφήνουν το 

κυτταρόπλασµα και δεν ενσωµατώνονται στην εσωτερική µεµβράνη. 
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1.2 Οι εκκριτικές προ-πρωτεΐνες που µεταφέρονται από το Sec 

σύστηµα και οι ιδιότητές τους. 

Οι εκκριτικές πρωτεΐνες αποτελούνται από πεπτίδιο σήµα και από το ώριµο µέρος 

(Sabatini et al, 1971). Το πεπτίδιο σήµα είναι απαραίτητο για την έκκριση και 

κόβεται από την πεπτίδάση τύπου 1 ,όταν η πρωτεΐνη περάσει στην περιπλασµική 

πλευρά της µεµβράνης(Auclair et al, 2011) . Είναι συνήθως µεταξύ 20-30 αµινοξέων, 

δεν έχει κάποια συντηρηµένη αλληλουχία, µόνο συντηρηµένες φυσικοχηµικές 

ιδιότητες και µπορεί να προβλεφθεί µε πιθανότητα µεγαλύτερη από 90% (Petersen et 

al, 2011; Talmud et al, 1996). Αποτελείται από ένα θετικά φορτισµένο αµινοτελικό 

άκρο που ακολουθείται από έναν υδρόφοβο πυρήνα και από ένα καρβοξυτελικό άκρο 

που στο τέλος του έχει τη συντηρηµένη θέση κοπής της πεπτιδάσης τύπου Ι (Hegde & 

Bernstein, 2006) (εικόνα 2). Το ώριµο µέρος αποτελείται συνήθως από 100-400 

αµινοξέα (εικόνα 7) και δεν είναι γνωστό να έχει ιδιότητες που το διαφοροποιούν από 

τις υπόλοιπες πρωτεΐνες (Orfanoudaki et al, in preparation). Προκειµένου να εκκριθεί 

πρέπει να παραµείνει αποδιπλωµένο (Knoblauch et al, 1999). 

Η υδροφοβικότητα του πεπτιδίου σήµατος καθορίζει αν η πρωτεΐνη θα εκκριθεί 

συν ή µετά µεταφραστικά. Όταν το πεπτίδιο σήµα έχει υψηλή υδροφοβικότητα τότε η 

ριβονουκλεοπρωτεΐνη SRP δεσµεύεται πάνω σε αυτό και στο ριβόσωµα  µε υψηλή 

συγγένεια 1-10 nM (πίνακας 2).  Αν το πεπτίδιο σήµα είναι χαµηλότερης 

υδροφοβικότητας ξεφεύγει από τον SRP και εκκρίνεται µετά-µεταφραστικά(von 

Loeffelholz et al, 2013; Wild et al, 2004) (Janda et al, 2010). 
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Το σχήµα αποτελεί µια απλοποιηµένη έκδοση στην οποία δεν φαίνονται σαπερόνες και 

πεπτιδάσες των πεπτιδίων σηµάτων. Τα βέλη δείχνουν την πορεία που ακολουθεί η εκκριτική 

πρωτεΐνη. Όταν ξεκινούν στο περίπλαµσα αφορούν πρωτεΐνες που έχουν ήδη διαπεράσει την 

πρώτη µεµβράνη µέσω του Sec ή του  ΤΑΤ συστήµατος. Σύστηµα έκκρισης τύπου 2(T2S): οι 

πρωτεΐνες εκκρίνονται από το ΤΑΤ ή το Sec και στη συνέχεια διαπερνούν και την εξωτερική 

µεµβράνη (Korotkov et al). Σύστηµα έκκρισης τύπου 3(T3S):είναι οµόλογο του µαστιγίου 

και δηµιουργείται παρουσία ξενιστή (Cornelis, 2006). Σύστηµα έκκρισης τύπου 4(T4S): έχει 

εξελικτική οµοιότητα µε το σύστηµα σύζευξης και µεταφοράς DNA των βακτηρίων(Alvarez-

Martinez & Christie, 2009). Σύστηµα έκκρισης τύπου 5(T5S): το υπόστρωµα µεταφέρεται 

αρχικά από το Sec και στη συνέχεια χρησιµοποιεί το καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης για 

να διαπεράσει την εξωτερική µεµβράνη (αυτοµεταφορείς) (Henderson et al, 2004). Σύστηµα 

έκκρισης τύπου 6(T6S): δεν γνωρίζουµε ακόµα πολλές πληροφορίες (Silverman et al, 2012). 

LOL : Σύστηµα τοποθέτησης λιπο πρωτεινών στην εξωτερική µεµβράνη . CU: µονοπάτι της 

σαπερόνης Usher(Allen et al, 2009). Omp85 (Bam): µηχανισµός ένθεσης πρωτεϊνών 

σχήµατος «β-βαρέλι»(Hagan et al) . TPS: σύστηµα έκκριση 2 εταίρων. Fla: Μαστίγιο. Esx: 

εξειδικευµένο σύστηµα έκκρισης που συναντάτε στα κατά Gram θετικά βακτήρια. Sort: 

σορτάση. YidC: εισαγάγει πρωτεΐνες στη µεµβράνη µε ή χωρίς τη βοήθεια της SecYEG 

(Dalbey et al, 2011). Συντοµoγραφίες:OM: εξωτερική µεµβράνη, HM:µεµβράνη ξενιστή, 

Per:περίπλασµα, PM: πλασµατική µεµβράνη. 

 

1.3 Συν- µεταφραστική έκκριση 

To SRP σύµπλοκο που είναι υπεύθυνο για την συν-µεταφραστική έκκριση, 

αποτελείται από την Ffh πρωτεΐνη και το 4.5S RNA. Το RNA πέρα από τη δοµική 

υποστήριξη συµµετέχει στην ενεργοποίηση της υδρόλυσης του GTP (Bradshaw et al, 

2009; Neher et al, 2008; Peluso et al, 2001; Zheng & Gierasch, 1997). Παρόλο που το 

προκαρυωτικό SRP δεν έχει την υποµονάδα που προκαλεί παύση της µετάφρασης, 

όπως έχει το ευκαρυωτικό, µπορεί λειτουργικά να το υποκαταστήσει  in vitro, 

δείχνοντας έτσι τη συντήρηση της πρωτεΐνης µεταξύ των επικρατειών της 

ζωής(Powers & Walter, 1997). Το SRP προσδένεται πρωτίστως πάνω στην L23 

µονάδα του ριβοσώµατος (Lee & Beckwith, 1986; Schaffitzel et al, 2006), δηλαδή 

δίπλα από το σηµείο που εξέρχεται η νεοσυντιθέµενη αλληλουχία. Όταν  προσδέσει 

Εικόνα  1: Τα σηµαντικότερα εκκριτικά συστήµατα για εισαγωγή στις κυτταρικές 

µεµβράνες ή έκκριση στο περίπλασµα ή στον εξωκυττάριο χώρο (από το άρθρο 

ανασκόπησης (Papanikou et al, 2007). 
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τη νεοσυντιθέµενη αλληλουχία η GTPαση ενεργοποιείται και µεταφέρει το σύµπλοκο 

ριβόσωµα-νεοσυντιθέµενη αλυσίδα στον υποδοχέα του FtsY στη µεµβράνη του 

κυττάρου(von Loeffelholz et al, 2013) (εικόνα 4). Στη συνέχεια το ριβόσωµα 

προσδένεται στο SecYEG κανάλι χρησιµοποιώντας την ίδια επιφάνεια όπως και για 

τον FtsY. Είναι πιθανό το SRP να αλλάζει θέση και στη συνέχεια το ριβόσωµα να 

είναι ελεύθερο να προσδεθεί στη SecY (εικόνα 5) διαµέσου της οποίας θα περάσει η 

νεοσυντιθέµενη αλυσίδα (Grudnik et al, 2009). 

 

1.4 Μετά- µεταφραστική έκκριση  

Η βασική πρωτεΐνη για την µετά –µεταφραστική έκκριση είναι η SecA (εικόνα 

4C). Η SecA αναγνωρίζει υποστρώµατα και υδρολύει ATP, προσφέροντας την 

απαραίτητη ενέργεια για τη µετατόπισή τους διάµεσο του SecYEG (Vrontou & 

Economou, 2004). Όταν µια εκκριτική πρωτεΐνη εξέλθει από το ριβόσωµα υπάρχουν 

3 τρόποι για να καταλήξει µετά µεταφραστικά στην µεταθετάση 1. να τη µεταφέρει η 

σαπερόνη SecB 2. να τη µεταφέρει η SecA 3. να καταλήξει µόνο της χωρίς κάποια 

βοήθεια (εικόνα 3A). Παρακάτω θα αναλυθούν όλες οι πρωτεΐνες που συµµετέχουν 

στην µετά-µεταφραστική έκκριση. Η σειρά της παρουσίασής τους είναι χρονολογική, 

από τη στιγµή που εξέρχονται από το ριβόσωµα έως να καταλήξουν στη SecY 

(εικόνα 4Ε). 

 

 

 

 

 

 

425 πεπτίδια σήµατα συγκεντρώθηκαν από τη βάση δεδοµένων Uniprot και αναλύθηκαν. Το 

signal p. 3.0 χρησιµοποιήθηκε για να προβλεφθούν τα σύνορα µεταξύ Ν, Η, και C περιοχών, 

καθώς και το σηµείο κοπής από την πεπτιδάση τύπου Ι. Οι πρωτεΐνες-αυτοµεταφορείς 

(εικόνα 1) έχουν µια αµινοτελική προέκταση (Ν-ΑΤ). Οι θέσεις -1 και -3 είναι συντηρηµένες 

συνήθως από ένα µικρό υδρόφοβο αµινοξύ και αποτελούν το σηµείο κοπής της πεπτιδάσης 

(G. Orfanoudaki, M. Papanastasiou, A. Economou αδηµοσίευτα δεδοµένα) 
 

 

Εικόνα  2: Τα χαρακτηριστικά των πεπτιδίων σηµάτων. 
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Α. Όταν ένα µέρος διαµεµβρανικής πρωτεΐνης ή ένα πεπτίδιο σήµα υψηλής υδροφοβικότητας 

εξέρχεται από το ριβόσωµα τότε προσδένεται από το SRP και ακολουθεί συν-µεταφραστική 

έκκριση. Κάποιες µεµβρανικές πρωτεΐνες µπορεί να εκκριθούν απευθείας από τη YidC. Αν  η 

πρωτεΐνη ξεγλιστρήσει από το SRP τότε µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τον Trigger factor και 

στην συνέχεια µέσω της SecB ή µόνη της, να καταλήξει στη SecA. Β. Όταν το σύµπλοκο 

SRP-νεοσυντιθέµενη αλυσίδα-ριβόσωµα φτάσει στον υποδοχέα FtsY της µεµβράνης, το 

υπόστρωµα παραδίδεται στη SecY όπου τις περισσότερες φορές εισέρχεται στη µεµβράνη µε 

η χωρίς τη βοήθεια της YidC. Εναλλακτικά αν το υπόστρωµα καταλήξει στη SecA τότε µέσω 

πολλαπλών κύκλων υδρόλυσης µετατοπίζεται σε διαστήµατα 20-30 αµινοξέων(Schiebel et al, 

1991). H πρωτεΐνη περνάει στην trans πλευρά της µεµβράνης και απελευθερώνεται όταν 

κοπεί και το πεπτίδιο σήµα της C. στο περίπλαµσα οι πρωτεΐνες µπορούν να αναδιπλώσουν 

µε ή χωρίς τη βοήθεια περιπλασµικών σαπερονών ή µπορούν να συνεχίσουν την έκκρισή 

τους ή την εισαγωγή τους στην εξωτερική µεµβράνη.    
 

1.5 Ο Τrigger Factor 

Είναι µια διµερής σαπερόνη 48 kDa µε επιµήκη δοµή όπως φαίνεται στην εικόνα 

4B (Kramer et al, 2002; Kristensen & Gajhede, 2003). Είναι η µόνη σαπερόνη του Ε. 

coli  που µπορεί να λειτουργήσει πάνω στο ριβόσωµα (Hoffmann et al, 2010). 

Βρίσκεται σε διπλάσια συγκέντρωση από τα ριβοσώµατα (πίνακας 1) και µπορεί να 

συναντηθεί πάνω στο ριβόσωµα ή στο κυτταρόπλασµα (εικόνα 3). Δεν είναι τυπική 

Εικόνα  3: Το Sec εκκριτικό σύστηµα 
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σαπερόνη του εκκριτικού συστήµατος αφού αλληλεπιδρά και µε κυτταροπλασµατικές 

πρωτεΐνες. Έχει δειχθεί όµως ότι αλληλεπιδρά και µε εκκρινόµενες ενώ φαίνεται να 

είναι σηµαντικός κυρίως για τις πρωτεΐνες τις εξωτερικής µεµβράνης(Oh et al, 2011). 

Απαρτίζεται από τρεις δοµικά διακριτές περιοχές 1. Την αµινοτελική, µε την οποία 

προσδένεται στο ριβόσωµα 2. Την κεντρική που έχει ενεργότητα πεπτιδυλ-προλυλ 

cis/trans ισοµεράσης(Hesterkamp & Bukau, 1996; Scholz et al, 1997; Stoller et al, 

1995) και 3. Την καρβοξυτελική που είναι σηµαντική για την ενεργότητα 

σαπερόνης(Merz et al, 2006; Zeng et al, 2006). Όταν προσδένεται στο ριβόσωµα έχει 

προταθεί ότι µπορεί να λειτουργήσει 1. καθυστερώντας την αναδίπλωση (O'Brien et 

al, 2012) ή 2. βοηθώντας την αναδίπλωση µιας πρωτεΐνης προσφέροντας µια 

υδρόφοβη κοιλότητα (Ferbitz et al, 2004). Στο κυτταρόπλασµα έχει αναφερθεί ότι 

αποδιπλώνει κακώς αναδιπλωµένα πεπτίδια (Bost & Belin, 1997) και ότι βοηθάει την 

αναδίπλωση µιας ριβοσωµικής πρωτεΐνης και την τοποθέτησή της πάνω στο 

ριβόσωµα (Martinez-Hackert & Hendrickson, 2009). Πιθανώς ο διαχωρισµός της 

λειτουργίας να έρχεται από τη φύση των διαφορετικών υποστρωµάτων ή από το αν ο 

trigger factor βρίσκεται πάνω στο ριβόσωµα ή όχι.  

1.6 H SecB 

Συναντάται σε µια µερίδα Gram αρνητικών βακτηρίων, είναι 20 kDa, σχηµατίζει 

τετραµερή (Muren et al, 1999) (εικόνα 4D) και βοηθάει την έκκριση ορισµένων 

πρωτεϊνών(Baars et al, 2006; Ullers et al, 2004). Στα βακτήρια έχει διπλό ρόλο, από 

τη µια αποτρέπει την αναδίπλωση των εκκρινόµενων πρωτεϊνών (Bechtluft et al) και 

από την άλλη τις παραδίδει στη SecA που έχει προσδεθεί στη µεµβράνη(Randall et al, 

2005). Η SecB αναγνωρίζει ένα συντηρηµένο µοτίβο περίπου 9 αµινοξέων πλούσιο 

σε αρωµατικά και βασικά αµινοξέα (Knoblauch et al, 1999; Randall & Hardy, 2002). 

Προσδένεται στα τελευταία 22 αµινοξέα του καρβοξυτελικού άκρου της SecA (Zhou 

& Xu, 2003). Σύµφωνα µε το επικρατές µοντέλο, βέλτιστη µετατόπιση επιτυγχάνεται 

όταν 2 πρωτοµερή της SecA προσδένουν ένα τετραµερές της SecB (Randall et al, 

2005).  

 

1.7 H SecA 

Η SecA είναι η µόνη απαραίτητη για τη ζωή πρωτεΐνη στη µετά-µεταφραστική 

έκκριση πέρα από τη SecY . H SecA προσδένεται στις εκκριτικές πρωτεΐνες, στη 
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SecY, στα λιπίδια, και στη SecB και µετατρέπει την ενέργεια από την υδρόλυση του 

ATP σε µηχανικό έργο(Vrontou & Economou, 2004). Ανήκει στην υπεροικογένεια 2 

των DexH/D( όπου x οποιοδήποτε αµνοξύ) πρωτεϊνών στην οποία ανήκουν οι 

ελικάσες και τα ένζυµα τροποποίησης του RNA(Koonin & Gorbalenya, 1992; Solem 

et al, 2006; Vrontou & Economou, 2004). H SecA αποτελείται από 4 υποµονάδες: 1. 

από την περιοχή δέσµευσης νουκλεοτιδίου (NBD)  2. από τον εσωτερικό ρυθµιστή 

ATPάσης (IRA2) 3. από την περιοχή πρόσδεσης υποστρώµατος (PBD) και 4. από την 

καρβοξυτελική περιοχή (CTD) (εικόνα 4C).  Το νουκλεοτίδιο (ATP) προσδένεται 

µεταξύ των δύο πρώτων υποµονάδων και όταν υδρολύεται προκαλεί δοµικές αλλαγές 

που µεταφέρονται και στις υπόλοιπες υποµονάδες(Hunt et al, 2002; Sianidis et al, 

2001) . Oι άλλες δύο υποµονάδες προσφέρουν ειδικότητα στη SecA. Στο PBD 

προσδένονται τα πεπτίδια σήµατα και ελέγχεται η υδρόλυση του ATP (Gelis et al, 

2007) ενώ το CTD κρατάει τις υποµονάδες NBD και IRA2 στη σωστή απόσταση 

αποτρέποντας την άσκοπη υδρόλυση του ATP(Mori & Ito, 2006). Το PBD 

πραγµατοποιεί µια περιστροφική κίνηση ~800 άγνωστης λειτουργίας(Sardis & 

Economou, 2010). Η SecA του κυτταροπλάσµατος βρίσκεται σε συγκέντρωση ~ 7µM 

και έχει υψηλή συγγένεια για τον εαυτό της 0.76-14 nM και εποµένως αναµένεται να 

βρίσκεται σε διµερή κατάσταση (εικόνα 5Ε) (Akita et al, 1991; Kusters et al, 2011; 

Wowor et al). Η ολιγοµερική κατάσταση της SecA στη πάνω στη SecY καθώς και 

κατά τη διάρκεια της µετατόπισης είναι αµφιλεγόµενη (Sardis & Economou, 2010).  

 

Οι αλληλεπιδράσεις της SecA 

1.7.1 SecA και ριβόσωµα 

Η SecA προσδένεται στην L23 υποµονάδα του ριβοσώµατος δίπλα από το σηµείο 

από το οποίο εξέρχονται οι  νεοσυντιθέµενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες (εικόνα 3Α) 

(Huber et al, 2011). Εποµένως η SecA θα µπορούσε να πιάνει τις νεοσυντιθέµενες 

αλυσίδες εξερχόµενων πρωτεϊνών και να τις µεταφέρει στη µεµβράνη, παρόλο που 

κάτι τέτοιο δεν έχει δειχθεί. Είναι όµως βέβαιο ότι η SecA µπορεί να προσδέσει τα 

υποστρώµατα µετά-µεταφραστικά και να τα µεταφέρει στη SecY για έκκριση (Huber 

et al, 2011).   
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1.7.2 SecA και SecY 

Η SecA αλληλεπιδρά µε τις κυτταροπλασµατικές λούπες της SecY µε υψηλή 

συγγένεια( ~40 nM) (πίνακας 2)(Douville et al, 1995). H δοµή της SecA πάνω στη 

SecY λύθηκε για πρώτη φορά πριν µερικά χρόνια και αποκάλυψε ότι οι περιοχές 

NBD, IRA2, C-domain σχηµατίζουν µια συνεχόµενη επιφάνεια µε τον πόρο της SecY 

ο οποίος καλύπτεται από το PBD (εικόνα 5F) (Zimmer et al, 2008). Η SecA 

πραγµατοποιεί πολλαπλούς κύκλους υδρόλυσης ATP που προκαλούν αναδιατάξεις 

που µεταφέρονται και στις υπόλοιπες υποµονάδες της SecA (Hunt et al, 2002; 

Keramisanou et al, 2006; Sianidis et al, 2001). Πειράµατα µοριακή διασύνδεσης 

έχουν δείξει ότι η SecA πιάνει το υπόστρωµα σε µια κοιλότητα το οποίο στη συνέχεια 

µετακινείται προς τη SecY σαν µια αποδιπλωµένη πεπτιδική αλυσίδα (Zimmer & 

Rapoport, 2009)  

 

 1.8 H SecYEG 

Είναι το διαµεµβρανικό κανάλι µέσα από το οποίο διέρχονται οι εκκριτικές 

πρωτεΐνες και αποτελείται από τις  SecY, SecG και SecE (Brundage et al, 1990). Η 

SecY είναι µια πρωτεΐνη 48 kDa και είναι συντηρηµένη και στις 3 επικράτειες της 

ζωής (Αρχαία, βακτήρια, Ευκαρυώτες) (εικόνα 4Ε) (Gumbart & Schulten, 2006; Pretz 

et al, 2006; Rapoport, 2007). Στο E.coli απαρτίζεται από 10 διαµεµβρανικές έλικες µε 

έναν κεντρικό πόρο που παίρνουν σχήµα κλεψύδρας. Ο πόρος στενεύει στο µέσω του 

αποτρέποντας τη διάχυση ιόντων(Haider et al, 2006). Η SecE έχει δύο διαµεβρανικές 

έλικες (Murphy & Beckwith, 1994)που περιβάλλουν τη SecY και βοηθούν τη 

σταθερότητα της. Απουσία της SecE, η SecY προτεολύεται ευκολότερα (Kihara et al, 

1995). Η SecG απαρτίζεται από δύο διαµεµβρανικές έλικες και δεν είναι απαραίτητη 

για τη ζωή ούτε για τη µετατόπιση υποστρωµάτων(Nishiyama et al, 1996). Βοηθάει 

την πρόσδεση της SecA πάνω στη SecY καθώς και την ένθεση της SecA εντός της  

SecY που είναι  µέρος του καταλυτικού της κύκλου(Nishizawa et al, 1989), 

(Economou & Wickner, 1994).  

Υπάρχουν µεταλλάξεις στη SecY( αλλά και στις SecA, SecE και SecG) (Harris & 

Silhavy, 1999) και επιτρέπουν την µετατόπιση εκκριτικών πρωτεϊνών µε µη 

λειτουργικά πεπτίδια σήµατα (prl µεταλλάγµατα)(Bondar et al, 2010; Bost & Belin, 

1997). Ορισµένα prl µεταλλάγµατα στη SecY επιτρέπουν ακόµα και την µετατόπιση 



 25 

πρωτεϊνών χωρίς καθόλου πεπτίδια σήµατα (Smith et al, 2005). Οι περισσότερες από 

αυτές τις µεταλλάξεις βρίσκονται στον κεντρικό πόρο του καναλιού (Derman et al, 

1993; Nouwen et al, 1996; Osborne & Silhavy, 1993; Prinz et al, 1996). Η 

επικρατέστερη εξήγηση είναι ότι αυτές οι µεταλλάξεις χαλαρώνουν το κανάλι και 

µειώνουν την ενέργεια ενεργοποίησης της µεταθετάσης χωρίς την παρουσία 

υποστρώµατος (Duong & Wickner, 1999; Gouridis et al, 2009). 

Μια µικρή α-έλικα που βρίσκεται στην περιπλασµική πλευρά του καναλιού 

ονοµάζεται «πώµα» (plug) βοηθάει στην αδιαπερατότητα του καναλιού σε ιόντα 

(Saparov et al, 2007; Van den Berg et al, 2004). Παρόλο που στις κρυσταλλικές δοµές 

το πώµα βρίσκεται στο κέντρο του πόρου και αν «κλειδώσει» στη θέσει αυτή δεν 

µπορεί να γίνει µετατόπιση, η απαλοιφή του δεν επηρεάζει τη βιωσιµότητα των 

κυττάρων(Bondar et al, 2010; Maillard et al, 2007; Robson et al, 2009). 

Τέλος ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της SecY είναι ένα πλευρικό άνοιγµα που έχει 

ανάµεσα στις διαµεµβρανικές έλικες και µέσω του οποίου οι µεµβρανικές πρωτεΐνες 

κατευθύνονται εντός της µεµβράνης αντί να εξέρχονται στο κυτταρόπλασµα (εικόνα 

4Ε) (Gumbart & Schulten, 2007; Plath et al, 1998; Van den Berg et al, 2004).  
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A.Πλευρική αποικόνηση του SRP B. η δοµή του Trigger Factor. Στο κυτταρόπλασµα είναι 

διµερές εδώ απεικονίζεται ως µονοµερές για λόγους απλούστευσης C Το πρωτοµερές της 

SecA και οι υποµονάδες του :IRA2, NBD, C-domain, PBD. O κόκκινος αστερίσκος δείχνει 

το σηµείο στο οποίο προσδένεται το νουκλεοτίδιο. D Το τετραµερές της SecB.  O κόκκινος 

αστερίσκος δείχνει µια ρηχή κοιλότητα στην οποία έχει προταθεί ότι προσδένεται το 

υπόστρωµα. Ε. Κυτταροπλασµατική απεικόνηση της SecY. To βέλος δίνει το πλευρικό 

άνοιγµα της SecY µέσα από το οποίο διέρχονται οι µεµβρανικές πρωτεΐνες για να 

καταλήξουν στη µεµβράνη. Ο αστερίσκος δείχνει τον αυλό από τον οποίο περνούν οι 

Εικόνα  4: Οι δοµές των βασικότερων µερών του Sec συστήµατος (από το άρθρο 

ανασκόπησης (Chatzi et al, 2013)). 
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πρωτεΐνες για να εξέλθουν στο περίπλασµα. Το πώµα συµβολίζεται ως (P) F. Η 

κυτταροπλασµατική πλευρά της SPase I . Αποτελείται από δύο β-πτυχωτά φύλλα . Ο 

αστερίσκος δείχνει το καταλυτικό κέντρο της πρωτεάσης.  

 

1.9 Η ενζυµική αντίδραση της µετατόπισης 

Η αντίδραση της µετατόπισης µπορεί να διακριθεί σε 6 διακριτά και πειραµατικά 

ανιχνεύσιµα βήµατα ( εικόνα 6) 

Βήµα 1: Η SecA δεσµεύεται στην SecY και δηµιουργείται το ολοένζυµο 

Βήµα 2: Η προ-πρωτεΐνη στοχεύεται στην µεταθετάση µε η χωρίς τη βοήθεια 

σαπερονών. Το πεπτίδιο σήµα και το ώριµο µέρος προσδένονται σε διαφορετικές 

θέσεις πάνω στην µεταθετάση(Gelis et al, 2007). 

Βήµα 3: Το πεπτίδιο σήµα µειώνει την ενέργεια ενεργοποίησης της µεταθετάσης 

σε ένα στάδιο που ονοµάζεται ενεργοποίηση(Gouridis et al, 2009). 

Βήµα 4:Στη συνέχεια το ώριµο µέρος εγκλωβίζεται στο ολοένζυµο ένα στάδιο που 

χρειάζεται την παρουσία του πεπτιδίου σήµατος (Gouridis et al, 2009). 

Βήµα 5: Μια συντηρηµένη γέφυρα άλατος στη βάση των δυο περιοχών όπου 

προσδένεται το νουκλεοτίδιο (Gate 1) σπάει και ξεκινούν οι πολλαπλοί κύκλοι 

υδρόλυσης και η µετατόπιση του υποστρώµατος ανά 20-30 αµινοξέα(Karamanou et 

al, 2007; Schiebel et al, 1991). Το PMF βοηθάει σε όλη τη διάρκεια της µετατόπισης. 

Επίσης βοηθάει και στο να µην γλιστρήσει το υπόστρωµα προς τα πίσω(Arkowitz et 

al, 1993). Ο ρυθµός της µετατόπισης υπολογίζεται στα ~270 αα/λεπτό(Tomkiewicz et 

al, 2006) 

Βήµα 6: H πεπτιδάση του πεπτιδίου σήµατος που βρίσκεται στην περιπλασµική 

πλευρά της µεµβράνης το κόβει και η πρωτεΐνη απελευθερώνεται(Dalbey & Wickner, 

1985). Στη συνέχεια µπορεί να αναδιπλώσει στο περίπλασµα η να συνεχίσει 

περεταίρω την έξοδό της από το κύτταρο ή την είσοδό της στην εξωτερική µεµβράνη. 

1.10 Η συνεργασία των σαπερονών και η πιθανή σειρά που 

προσδένονται στο υπόστρωµα 

Οι SecB και TF προσδένονται στις εκκριτικές πρωτεΐνες και όταν ο TF απουσιάζει 

τότε η SecB βρίσκεται προσδεµένη σε περισσότερες εκκριτικές πρωτεΐνες (Hoffmann 

et al, 2010). Επιπλέον απουσία της SecB, οι πρωτεΐνες της εξωτερικής µεµβράνης 

οδηγούνται σε συν-µετα-µεταφραστική έκκριση(Teter et al, 1999; Ullers et al, 2007). 
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Μια πιθανή σειρά των γεγονότων θα περιγραφή παρακάτω. Οι SRP και TF µπορούν 

να προσδένονται ταυτόχρονα στο ριβόσωµα. Η SecA πιθανόν να ανταγωνίζεται τις 

δύο πρωτεΐνες µιας και προσδένεται και αυτή στην L23 υποµονάδα του ριβοσώµατος. 

Ο TF βρίσκεται σε πολύ ψηλές συγκεντρώσεις στο κύτταρο και είναι πιθανό να είναι 

η πρώτη σαπερόνη που συναντάει τα υποστρώµατα καθώς βγαίνουν. Αν είναι πολύ  

υδρόφοβη η αλληλουχία που ξεπροβάλλει, τότε προσδένεται από τον SRP, 

διαφορετικά πιθανόν να ξεγλιστρήσει και  όταν έχουν συντεθεί 150 αµινοξέα µπορεί 

να προσδεθεί και η SecB σε αυτά. Η SecB µπορεί να τα παραδίδει απευθείας στη 

SecA που είναι πάνω στη SecY ή είναι ελεύθερη(Randall & Hardy, 2002). 

1.11 Αναδίπλωση στο πεπρίπλασµα ή έξοδος από το κύτταρο 

Στο περίπλασµα η πρωτεΐνη µπορεί να αναδιπλώνει µε τη βοήθεια περιπλασµικών 

σαπερονών (Skp, ισοµεράσες)(Justice et al, 2005) και οξειδοαναγωγασών (Dsb 

πρωτεΐνες(Allen et al, 2009). Εναλλακτικά οι πρωτεΐνες µπορεί να συνεχίσουν την 

εισαγωγή τους  στην εξωτερική µεµβράνη ή µπορούν να τη διαπεράσουν για να 

βρεθούν στον εξωκυτταρικό χώρο χρησιµοποιώντας κυτταρικές µηχανές όπως η 

ΒΑΜ(β-barrel assembly mechanism) (Hagan et al) ή τo LOL(lipoprotein outer 

membrane localization)(Okuda & Tokuda) σύστηµα για τις λιπο πρωτεΐνες ή την 

έκκριση των πρωτεϊνών από το κύτταρο µέσω του εκκριτικού συστήµατος τύπου 2( 

εικόνα 4 I-IV) (Korotkov et al). 
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Εικόνα  5: Σύµπλοκα πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην έκκριση. 
Α. Σύµπλοκο ριβόσωµα-SRP-πεπτίδιο σήµα. Β. Ο Ftsy φαίνεται πάνω στη µεµβράνη παρόλο 

που είναι γνωστό ότι βρίσκεται και σε διαλυτή µορφή. Η άγκυρα στη µεµβράνη λείπει από τη 

συγκεκριµένη απεικόνιση. C. Η αλυσίδα που εξέρχεται από το ριβόσωµα έχει ήδη 

τοποθετηθεί στη SecY (τα δεδοµένα έχουν ληφθεί από δοµές ηλεκτρονικής µικροσκοπίας). 

D. Μοντέλο του trigger factor πάνω στο ριβόσωµα. Ε. Διµερής µορφή της SecA από τον 

µικροοργανισµό Bacillus subtilis. F H E.coli δοµή της SecA πάνω στη SecY 

µοντελοποιηµένη από τη δοµή της Thermotoga maritime που έχει κρυσταλλωθεί. To πεπτίδιο 

σήµα της Lamb φαίνεται πάνω στη SecA(κόκκινος κύλινδρος). Τα δεδοµένα έχουν προκύψει 

από την NMR δοµή του πεπτιδίου σήµατος πάνω στη SecA. G. Το πεπτίδιο σήµα πάνω στη 

SecYEG βασισµένο στη δοµή του (Hizlan et al, 2012). 

 

1.12 Η έξοδος των αναδιπλωµένων πρωτεϊνών από το 

κυτταρόπλασµα 

To κύτταρο έχει εξελίξει ένα εκκριτικό σύστηµα από το οποίο αναδιπλωµένες 

πρωτεΐνες µπορούν να εξέρχονται. Το ΤΑΤ (Twin Arginine) εκκριτικό σύστηµα 

βρίσκεται και στις 3 επικράτειες της ζωής και µεταφέρει αναδιπλωµένες πρωτεΐνες 

(Desvaux et al, 2004), που συνήθως έχουν προσδέσει έναν συµπαράγοντα, στο 

περίπλασµα. Αποτελείται από 3 διαµεµβρανικές υποµονάδες τις : TAtA, TAtB και 
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ΤΑtC, που σχηµατίζουν τον πόρο από τον οποίο διέρχονται οι πρωτεΐνες (Martinez-

Argudo & Blocker, 2010; Roehrich et al, 2013). Η απαραίτητη ενέργεια για τη 

µετατόπιση προσφέρεται από το PMF( Proton motive force). Το πεπτίδιο σήµα των 

πρωτεϊνών που πρόκειται να εκκριθούν από το  TAT διαφέρει από το Sec ως προς το 

ότι έχει µεγαλύτερο αµινοτελικό κοµµάτι και στο τέλος του φέρει ένα µοτίβο διπλής 

αργινίνης(Berks et al, 2000; Sargent et al, 2002). Το υδρόφοβο και το καρβοξυτελικό 

κοµµάτι είναι πανοµοιότυπα µε των Sec πεπτιδίων σηµάτων (Hegde & Bernstein, 

2006). Δεν είναι πλήρως κατανοητό αν οι πρωτεΐνες εξέρχονται αναδιπλωµένες για 

λόγους που σχετίζονται µε τη λειτουργία τους ή γιατί το κύτταρο δεν µπορεί να τις 

διατηρήσει αποδιπλωµένες στο κυτταρόπλασµα (Natale et al, 2008). 

 

1.13 Οι εγγενώς αποδιπλωµένες πρωτεΐνες 

Υπάρχουν πρωτεΐνες που ονοµάζονται εγγενώς αποδιπλωµένες και χωρίζονται σε 

2 κατηγορίες 1. Σε αυτές που σε όλο το µήκος τους διατηρούνται αποδιπλωµένες και 

2.Σε αυτές που διατηρούνται 30-40% αποδιπλωµένες (Uversky, 2002). Οι πρωτεΐνες 

αυτές αντιβαίνουν στον κανόνα που θέλει όλες τις πρωτεΐνες να αναδιπλώνουν 

γρήγορα για να πάρουν την ενεργειακά χαµηλότερη κατάσταση. Το κύτταρο για να 

τις διατηρεί, σηµαίνει ότι µπορεί να ανεχτεί τα ~5-15kj/mol υψηλότερης ενεργειακής 

κατάστασης στην οποία βρίσκονται. Ο πιο πιθανός λόγος που το κύτταρο τις έχει 

εξελίξει, είναι ότι έχουν µεγάλη επιφάνεια διαθέσιµη για αλληλεπιδράσεις και 

εποµένως µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε πολλές πρωτεΐνες (Tompa, 2012). Η 

αλληλεπίδραση είναι συνήθως χαµηλής συγγένειας (Silverman et al, 2012). Η ύπαρξη 

των πρωτεϊνών αυτών δηµιουργεί το ερώτηµα γιατί δεν αποικοδοµούνται από τους 

µηχανισµούς ελέγχου του κυττάρου. Δύο πιθανές απαντήσεις είναι ότι συνήθως 

βρίσκονται σε σύµπλοκο µαζί µε κάποια άλλη πρωτεΐνη ή ότι δεν αποκαλύπτουν 

υδρόφοβα κοµµάτια που αναγνωρίζονται από τις πρωτεάσες του κυττάρου (Breyton 

et al, 2002). 

 

1.14 Ποιοτικός έλεγχος στο κυτταρόπλασµα  

Το κυτταρόπλασµα των βακτηρίων έχει πρωτεάσες που αναγνωρίζουν κακώς 

αναδιπλωµένες ή κατεστραµµένες πρωτεΐνες και τις αποικοδοµούν. Ονοµάζονται 

ΑΑΑ+ (ATPase associated with a variety of cellular activities) και δύο 
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αντιπροσωπευτικές πρωτεάσες είναι οι ClpX/ClpP (Joshi et al, 2004)και η Lon(Lee & 

Suzuki, 2008). Αποτελούνται από µια δοµή σχήµατος βαρελιού στο οποίο γίνεται η 

πρωτεόλυση και από µια υποµονάδα όπου υδρολύει ATP (Bechtluft et al, 2007). Οι 

πρωτεάσες αναγνωρίζουν κυρίως υδρόφοβα αµινοξέα τα οποία περιβάλλονται από 

αρωµατικά (Tomkiewicz et al, 2006). Προκύπτει λοιπόν το ερώτηµα πώς γίνεται η 

διάκριση ανάµεσα σε σαπερόνες και πρωτεάσες. Σαπερόνες όπως η DnaK 

αναγνωρίζουν µόνο υδρόφοβα αµινοξέα (Dalbey & Wickner, 1985) ενδεχοµένως 

υπάρχει και επιπλέον πιο αυστηρός µηχανισµός ελέγχου που δεν είναι γνωστός. Όταν 

οι πρωτεάσες προσδέσουν το υπόστρωµά τους το αποδιπλώνουν µε ενέργεια που 

παράγεται από την υδρόλυση του ΑΤP και στη συνέχεια αυτό περνάει µέσα από το 

πρωτεολυτικό «βαρέλι». 

 

Πίνακας 1: Κυτταροπλασµατικές συγκεντρώσεις των βασικών πρωτεϊνών της 
έκκρισης 
 
 

 
Πίνακας 2: Συγγένειες πρόσδεσης  µεταξύ των γνωστών συµπλόκων της έκκρισης. 

Η συγγένεια εκφράζεται σε micromoles. Οι συντοµογραφίες σηµαίνουν: NM:δεν έχει 

µετρηθεί, χρησιµοποιείται για αλληλεπιδράσεις που δεν είναι γνωστές. ΝΜ* υπάρχουν 

αντιφατικές αναφορές σχετικά µε το αν η SecB προσδένεται στο πεπτίδιο σήµα ή όχι. ΝΑ: 

αδύνατες αλληλεπιδράσεις.   
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Τα έξι βήµατα της έκκρισης περιγράφονται αναλυτικά στο κείµενο. Για λόγους 

απλούστευσης φαίνονται µε κόκκινο χρώµα η προ πρωτείνη, µε πράσινο το ριβόσωµα, µε 

κίτρινο η SecY. D: ADP, T: ATP. Η αλλαγή στο σχήµα της SecA και της SecY 

αντικατοπτρίζει το στάδιο της ενεργοποίησης του ολοενζύµου. Η στοιχειοµετρία SecA-SecY 

δείχνεται ως 1:1 για λόγους απλούστευσης. 
 

 
 
 
 

 

 

 
 

Εικόνα  6: Μοντέλο για το µηχανισµό της µετα-µεταφραστικής έκρισης.   
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Κεφάλαιο 2-Αποτελέσµατα 

Τα σήµατα στόχευσης του ώριµου µέρους των εκκριτικών 

πρωτεϊνών στη µεταθετάση 

2.1 Το ελάχιστο µήκος του ώριµου τµήµατος που απαιτείται για 

στόχευση 

Το ώριµο τµήµα των προ-πρωτεϊνών έχει σήµατα στόχευσης (Gouridis et al, 

2009). Αναζητώντας την πληροφορία που είναι απαραίτητη για τη  στόχευση 

αναλύσαµε  το µήκος των εκκρινόµενων πρωτεϊνών. Το πιο µικρό, κοινό µέγεθος 

είναι τα 100 αµινοξέα (εικόνα 7). οι περισσότερες εκκριτικές πρωτεΐνες έχουν µεταξύ 

100-400 αµινοξέα. Η προ-πρωτεΐνη που χρησιµοποιούµε σαν µοντέλο είναι η 

proPhoA και είναι  471 αµινοξέα. Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν τα 100 

αµινοξέα είναι αρκετά για στόχευση κόψαµε την proPhoA στο αµινοξύ 122 

δηµιουργώντας την prophoA(1-122). Η παρατήρηση ήταν ότι εξακολουθεί να 

στοχεύεται (εικόνα 8). Το αποτέλεσµα επαναλήφθηκε µε δύο ακόµα εκκρινόµενες 

πρωτεΐνες που κόψαµε µετά το εκατοστό αµινοξύ του ώριµου τµήµατος, την proPpiA 

και την proAmy1 (εικόνα 8). Εποµένως καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι ~ 100 

αµινοξέα είναι ικανά  για να στοχευθεί µια πρωτεΐνη. 

 

 
Εικόνα  7: Το µήκος των ώριµων τµηµάτων όλων των εκκρινόµενων πρωτεϊνών του 
Escherichia coli 
αναλύθηκε (από Orfanoudaki et al, unpublished data). H µικρότερη πρωτεΐνη έχει µήκος  22 

αµινοξέα (EcnA_Ecoli) και η µεγαλύτερη 2.340 αµινοξέα (YeeJ_Ecoli). 
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Εικόνα  8: Οι σταθερές διάστασης 3 εκκρινόµενων πρωτεϊνών (proPhoA, proPpiA, 

proAmy1) και των κοµµένων παραγώγων τους (proPhoA(1-122), proPpiA(1-125), 

proAmy1(1-132) για την µεταθετάση. 
Για τη µέτρηση χρησιµοποιήθηκαν ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια µε υπερεκφρασµένη 

τη SecYEG, SecAWT και το εκάστοτε υπόστρωµα. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε στους 

40C. Στη συνεχεία τα δείγµατα υπερφυγοκεντρήθηκαν και µόνο το υπόστρωµα που 

προσδέθηκε στη µεταθετάση των µεµβρανών µετρήθηκε.  

2.2 Η µοριακή βάση των σηµάτων στόχευσης του ώριµου τµήµατος 

Για να βρούµε τη µοριακή βάση της στόχευσης κόψαµε περαιτέρω τα 100 αµινοξέα.  

Η συγγένεια του πεπτιδίου σήµατος για την µεταθετάση είναι  ~3µΜ (Sardis et al, 

submitted) εποµένως οτιδήποτε είναι περισσότερο από αυτό προκύπτει από την 

πρόσδεση του ώριµου τµήµατος. Η συγγένεια του ώριµου τµήµατος µειώνεται 

σταδιακά έως να µηδενιστεί για την proPhoA(1-40) (εικόνα 9). Μεγάλη µείωση της 

συγγένειας παρατηρούµε όταν αφαιρούνται τα αµινοξέα 82-122 και 78-62. Οι 

αλληλουχίες αυτές συµπίπτουν µε δύο νησίδες υψηλής υδροφοβικότητας (εικόνα 9). 

Εποµένως ~ 100 αµινοξέα είναι απαραίτητα για τη στόχευση. 

Για να εξετάσουµε αν η υδροφοβικότητα είναι σηµαντική για τη στόχευση τα 

αµινοξέα υψηλής υδοφοβικότητας που ανήκουν στη νησίδα 1 µεταλλάχθηκαν σε 

αλανίνες ή θρεονίνες (proPhoA/-P1). Τα υδρόφοβα της νησίδας 2 µεταλλάχθηκαν σε 

αλανίνες δηµιουργώντας την (proPhoA/-P2) και όταν µεταλλάχθηκαν και τα 2 µαζί η 

πρωτεΐνη ονοµάζεται (proPhoA/-P1,-P2). Οι µεταλλάξεις των νησίδων 

πραγµατοποιήθηκαν σε ολόκληρη την αλκαλική φωσφατάση καθώς και στην 

κοµµένη εκδοχή της proPhoA(1-122). Στην proPhoA µόνο η  διπλή µετάλλαξη 

µείωσε λίγο την συγγένεια στόχευσης (εικόνα 12) . Αντίθετα όταν χρησιµοποιήσαµε 

την proPhoA(1-122) φάνηκε ότι οι υδρόφοβες νησίδες είναι σηµαντικές για τη 

στόχευση της προ-πρωτεΐνης ενώ απουσία πεπτιδίου σήµατος και νησίδων η 

πρωτεΐνη παύει να στοχεύεται (PhoA/-P1-P2). Τουλάχιστον µια υδρόφοβη νησίδα 

είναι απαραίτητη για τη στόχευση του ώριµου τµήµατος. 
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Εικόνα  9:  H συγγένεια των κοµµένων παραγώγων της proPhoA (1-122, 1-82, 1-79, 1-

62, 1-50, 1-40, 1-30) για την µεταθετάση. 
Στο πάνω µέρος της εικόνας φαίνεται η υδροφοβικότητα της αλκαλικής φωσφατάσης και οι 

10 υδρόφοβες νησίδες που δηµιουργούνται. Στην proPhoA(1-122) έχουν αποµείνει δύο 

νησίδες εκ των οποίων η δεύτερη έχει αφαιρεθεί στην αλληλουχία proPhoA(1-82) και η 

πρώτη στην proPhoA(1-62). 

 

 
Εικόνα  10: Εξάλειψη των υδρόφοβων νησίδων µεταλλάσσοντας τα υδρόφοβα αµινοξέα 

σε θυµίνες ή αλανίνες και µέτρηση της συγγένειας για την µεταθετάση. 
Οι πρωτεΐνες που φαίνονται στο σχήµα από πάνω προς τα κάτω είναι οι proPhoAWT, 

proPhoA(1-122)/-P1, proPhoA(1-122)/-P2, proPhoA(1-122)/-P1-P2, PhoA(23-122), 

PhoA(23-122)/-P1, PhoA(23-122)/-P2, PhoA(23-122)/-P1-P2  

2.3 H µοναδικότητα των σηµάτων στόχευσης στις εκκριτικές 

πρωτεΐνες  

Η proPhoA έχει υδρόφοβες νησίδες σε όλο το µήκος της κατανεµηµένες ως 2 ή 3 

σε κάθε 100 αµινοξέα. Για να διαπιστώσουµε αν είναι σηµαντική η υδροφοβικότητα 

ή η εν λόγω αµινοξική αλληλουχία  αφαιρέσαµε τα 100 αµινοξέα µετά το πεπτίδιο 

σήµα. 

Η συγγένεια της πρωτεΐνης για την µεταθετάση έµεινε αµείωτη και το ίδιο συνέβη 

όταν αφαιρέθηκαν τα επόµενα 100 και τα µεθεπόµενα 100 (εικόνα 11). Εποµένως τα 

σήµατα είναι πολλαπλά και ισοδύναµα. 
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Εικόνα  11: Σταδιακή αφαίρεση των 100, 200 και 300 αµινοξέων µετά το πεπτίδιο σήµα 

και µέτρηση της συγγένειας των πρωτεϊνών για τη µεταθετάση. 
Οι πρωτεΐνες µετρήθηκαν µε ή χωρίς πεπτίδιο σήµα. Επίσης µετρήθηκε η συγγένεια της 

prophoA(Δ63-185) όπου αµέσως µετά το πεπτίδιο σήµα ακολουθούν 66 αµινοξέα χαµηλής 

υδροφοβικότητας.  

 

 
Εικόνα  12: Οι µεταλλάξεις των υδρόφοβων νησίδων στην proPhoAWΤ 

Από πάνω προς τα κάτω οι πρωτεΐνες που φαίνονται είναι οι proPhoAWT, PhoAWT, 

proPhoA/-P1, proPhoA/-P2 και proPhoA/-P1-P2.  

2.4 Η θέση των σηµάτων στόχευσης σε σχέση µε το πεπτίδιο σήµα  

Σε κάθε περίπτωση η πρώτη υδρόφοβη νησίδα είναι εντός 100 αµινοξέων από το 

πεπτίδιο σήµα. Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν η θέση αυτή έχει σηµασία 

αποµακρύναµε την πρώτη νησίδα 100, 200 και 300 αµινοξέα µετά το πεπτίδιο σήµα 

παρεµβάλλοντας την αλληλουχία PhoA(23-122)/-P1-P2, που γνωρίζουµε ότι δεν έχει 

συγγένεια για τη µεταθετάση, από µια έως τρεις φορές. Σε κάθε περίπτωση χάθηκε η 

συνεισφορά από το πεπτίδιο σήµα στη συγγένεια (εικόνα 13). Επιπροσθέτως όταν 

µετρήθηκε η συγγένεια των υποστρωµάτων παρουσία της SecA(L8Q) που έχει 

απωλέσει τη συγγένειά της για το πεπτίδιο σήµα (Gouridis et al, 2009), η συγγένεια 

των παραγώγων αυτών της αλκαλικής φωσφατάσης παραµένει ίδια. Μια πιθανή 

εξήγηση είναι ότι το ώριµο τµήµα εξαιτίας των πολλαπλών σηµάτων βρίσκεται σε 

πλεονεκτική θέση έναντι του πεπτιδίου σήµατος και προσδένεται πρώτο, έτσι 

προκύπτει η συγγένεια ίση µε του ώριµου τµήµατος.  
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Εικόνα  13: Η συγγένεια υποστρωµάτων για τη µεταθετάση όπου µεταξύ του πεπτιδίου 

σήµατος και του ώριµου τµήµατος της proPhoAWT παρεµβλήθηκε η αλληλουχία 

PhoA(23-122)  ή PhoA(23-122)/-P1-P2 από µια έως τρεις φορές. 

2.5 Η καθολικότητα των υδρόφοβων νησίδων ως σήµατα στόxευσης 

Οι υδρόφοβες νησίδες είναι απαραίτητες για τη στόχευση του ώριµου µέρους στην 

µεταθετάση, για το λόγω αυτό αναλύσαµε αν όλες οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες έχουν 

υδρόφοβες νησίδες στα 100 πρώτα αµινοξέα του ώριµου τµήµατος. Το 98% των 

πρωτεϊνών έχει (εικόνα 16),  αλλά το υπόλοιπο 2% όχι. Εποµένως είτε στοχεύετε 

µέσω του πεπτιδίου σήµατος είτε χρησιµοποιεί κάποιο άλλο σήµα για στόχευση. Η 

proLpP έχει 78 αµινοξέα που σχηµατίζουν µια α έλικα και ανήκει στο 2%. Τα 

υδρόφοβα κατανέµονται έτσι ώστε να σχηµατίζουν µια υδρόφοβη επιφάνεια αφού 

όλα βρίσκονται προς την ίδια πλευρά (εικόνα 17). Μεταλλάσσοντας τα υδρόφοβα σε 

αλανίνες η συγγένεια της πρωτεΐνης µειώθηκε και του ώριµου µέρους µηδενίστηκε. 

Εποµένως και η proLpP χρησιµοποιεί υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις προκειµένου να 

στοχευθεί (εικόνα 17). Πέρα από τη γραµµική υδροφοβικότητα και η τρισδιάστατη 

είναι ικανή για να στοχεύσει µια πρωτεΐνη. 

 
Εικόνα  14: Ανάλυση του ποσοστού των πρωτεϊνών που έχουν υδρόφοβες νησίδες. 

Στο ραβδόγραµµα φαίνεται πόσες υδρόφοβες νησίδες (άξονας Χ) έχουν οι 

εκκρινόµενεςπρωτεΐνες (άξονας Ψ) στα 100 πρώτα αµινοξέα του ώριµου τµήµατος 

(Orfanoudaki et al, unpublished data). 
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Εικόνα  15: Η λιποπρωτεΐνη της εξωτερικής µεµβράνης και η συγγένειά της για 
τη µεταθετάση 
A. Η λιποπρωτεΐνη της εξωτερικής µεµβράνης (περιπλασµική πλευρά) Lpp_Ecoli. Με 

κόκκινο φαίνονται τα υδρόφοβα αµινοξέα που σχηµατίζουν µια υδρόφοβη επιφάνεια B. 

Μέτρηση της συγγένειας για την µεταθετάση της αγρίου τύπου LpP µε ή χωρίς πεπτίδιο σήµα 

και των µεταλλαγµένων παραγώγων της όπου τα 9 υδρόφοβα αµινοξέα έχουν µεταλλαχθεί σε 

αλανίνες. 

2.6 Η διαθεσιµότητα των υδρόφοβων νησίδων ανάλογα µε την 

αναδίπλωση της πρωτεΐνης 

Οι υδρόφοβες νησίδες για να είναι διαθέσιµες πρέπει να είναι εκτεθειµένες. Όταν 

η proPhoA είναι αναδιπλωµένη η ανταλλαγή υδρογόνου σε δευτέριο είναι µειωµένη 

(Papanastasiou et al, unpublished data). Όταν αποδιπλώνει µε την προσθήκη 

αναγωγικού µέσου (DTT), γίνονται διαθέσιµα και τότε µόνο µπορεί να προσδεθεί 

στην µεταθετάση (εικόνα 16, κόκκινες µπάρες). Όλες οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες που 

δοκιµάστηκαν στοχεύονται όταν από το αποδιατακτικό µέσο στο οποίο βρίσκονται 

αποθηκευµένες, προστίθενται κατευθείαν στην αντίδραση που έχει τη µεταθετάση 

(t=0) (εικόνα 17) 

 

 
Εικόνα  16: Μέτρηση ανταλλαγής υδρογόνου προς δευτέριο (µαύρες µπάρες) και 

στόχευση στη µεταθετάση (κόκκινες µπάρες) για την αλκαλική φωσφατάση. 
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Οι δύο τεχνικές πραγµατοποιήθηκαν απουσία και παρουσία DTT.  
 

 
Εικόνα  17: :  H συγγένεια (µΜ) των εκκρινόµενων πρωτεϊνών για την µεταθετάση σε 
t=0 
που σηµαίνει ότι η προ-πρωτεΐνη µεταφέρθηκε από διάλυµα 6M ουρία σε διάλυµα 0.2M 

ουρία όπου εµπεριείχε τη µεταθετάση, χωρίς να µεσολαβήσει κάποια ενδιάµεση επώαση. 
 

2.7 Η σταθερότητα των εκκριτικών πρωτεϊνών στο υδατικό 

περιβάλλον 

Σύµφωνα µε την επικρατέστερη άποψη οι πρωτεΐνες σταθεροποιούνται σε υδατικό 

διάλυµα, όταν καταφέρουν να κρύψουν τα υδρόφοβα µέρη τους σχηµατίζοντας 

πυρήνα και εποµένως αναδιπλώνοντας. Δηµιουργείται το ερώτηµα πώς οι 

εκρινόµενες πρωτεΐνες καταφέρνουν να εκθέσουν τα υδρόφοβα µέρη τους στη 

µεταθετάση. Εξετάσαµε πως συµπεριφέρονται σε υδατικό διάλυµα οι εκκριτικες 

πρωτεΐνες και η σταθερότητά τους µετρήθηκε. Το 50% των προ-πρωτεϊνών 

παραµένουν σταθερές σε υδατικό διάλυµα (κλάση Ι). Το υπόλοιπο 50% 

κατακριµνήζεται µε κάθε πρωτεΐνη να έχει διαφορετική κινητική για την 

κατακρίµνηση (κλάση ΙΙ). Όταν το πεπτίδιο σήµα αφαιρεθεί τότε η διαλυτότητα των 

πρωτεϊνών αυξάνεται κατά 35% (εικόνα 18). Απουσία του πεπτιδίου σήµατος το 25% 

του δείγµατος κατακρηµνίζεται. Αυτή η παρατήρηση στηρίζεται και από 

προηγούµενη µελέτη (Niwa et al, 2009) όπου παρόµοια πειράµατα είχαν 

πραγµατοποιηθεί για 3.173 πρωτεΐνες του E.coli ραδιενεργά συντεθειµένες και 

περίπου το 50% ήταν σταθερές σε υδατικό διάλυµα. Στη συνέχεια αναπτύξαµε έναν 

αλγόριθµο ο οποίος εκπαιδεύτηκε µε τη διαλυτότητα των πρωτεϊνών από το 

συγκεκριµένο άρθρο (Niwa et al, 2009) και χρησιµοποιήθηκε για να προβλέψει τη 

διαλυτότητα των 20 πρωτεϊνών που χρησιµοποιήσαµε. Η πρόβλεψη ήταν σε 

συµφωνία µε τα πειραµατικά δεδοµένα 89 %. Ο αλγόριθµος στη συνέχεια 
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χρησιµοποιήθηκε για να προβλέψει τη σταθερότητα όλων των εκκρινόµενων και 

κυτταροπλαµσατικών πρωτεϊνών. Το αποτέλεσµα ήταν ότι το ~50% παραµένει 

σταθερό και από τις δύο κατηγορίες πρωτεϊνών (εικόνα 19). 

 

 
Εικόνα  18: Μέτρηση της ικανότητας 20 διαφορετικών εκκριτικών υποστρωµάτων να 

παραµένουν σταθερά σε υδατικό διάλυµα 
(50mΜ Tris,50 mM NaCl). Τα υποστρώµατα αραιώνονται έτσι ώστε η συγκέντρωση της 

ουρίας να γίνει µικρότερη από 0.2 Μ στη συνέχεια φυγοκεντρούνται (20.000g, 1min) και 

µετριέται η ποσότητα της πρωτεΐνης που παρέµεινε στο υπερκείµενο.  

 

 
Εικόνα  19: Ανάλυση της σταθερότητας των εκκρινόµενων και κυτταροπλασµατικών 
πρωτεϊνών 
µε βάση αλγόριθµο που αναπτύχθηκε από πειραµατικά δεδοµένα κατακρήµνισης πρωτεϊνών 

από (Niwa et al, 2009). 
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2.8 H αναδίπλωση των εκκρινόµενων πρωτεϊνών 

Οι πρωτεΐνες που παραµένουν διαλυτές διατηρούν την ικανότητά τους να 

προσδένονται στην µεταθετάση και να ενεργοποιούν πολλαπλούς κύκλους υδρόλυσης 

ATP για τουλάχιστον 48 ώρες (εικόνα 20). Οι πρωτεΐνες που έχουν την τάση να 

κάνουν συσσωµατώµατα φαίνεται να χάνουν την ικανότητα τους να προσδένονται 

και να ενεργοποιούν την υδρόλυση του ΑΤP, το οποίο όµως προέρχεται από το ότι 

έχουν κατακρηµνιστεί (εικόνα 20). Γνωρίζουµε ότι η κατάσταση στην οποία η 

πρωτεΐνη αναγνωρίζεται από την µεταθετάση είναι ενδιάµεση µεταξύ πλήρους 

αποδίπλωσης και πλήρους αναδίπλωσης, δηλαδή δεν διατηρεί κάποια στοιχεία 

δευτεροταγούς δοµής και έχει µεγαλύτερη ακτίνα από την πλήρως αποδιπλωµένη 

(Sardis et al. Submitted).  

 

 
Εικόνα  20: Μέτρηση της διαλυτότητας, συγγένειας και ενεργοποίησης της ATPασης 

από τα εκκριτικά υποστρώµατα για 48 ώρες 
Το πρώτο γράφηµα αντιπροσωπεύει τις πρωτεΐνες της κλάσης Ι όπου παραµένουν διαλυτές 

και το δεύτερο της κλάσης ΙΙ που κατακρηµνίζονται. Από την κλάση Ι δείχνεται ενδεικτικά η 

proSpY. Από την κλαση ΙΙ ενδεικτικά δείχνεται η proLpP.   

2.9 Η αλληλεπίδραση των εκκρινόµενων πρωτεϊνών µε σαπερόνες 

Προκειµένου να προσοµοιώσουµε τι θα µπορούσε να συµβαίνει στο 

κυτταρόπλασµα µε τις πρωτεΐνες που κατακρηµνίζονται,  ελέγξαµε αν οι πρωτεΐνες 

SecA, SecB και Trigger factor µπορούν να «σώσουν» τις εκκριτικές πρωτεΐνες από 

την κατακρήµνιση. Οι εκκριτικές πρωτεΐνες επωάστηκαν   σε 0.2 Μ ουρία µε την 

παρουσία καθεµιάς από τις σαπερόνες. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν (20.000g, 

1min) αποµονώθηκε το διαλυτό τους µέρος και εξετάστηκε 1. η ποσότητά του 

(εικόνα 21) και 2. αν παραµένει ικανό για µετατόπιση (εικόνα 21)  (translocation 

competent). Η SecA και οι δύο σαπερόνες βοηθούσαν τις πρωτεΐνες να µην 
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κατακρηµνιστούν αλλά και να παραµείνουν ικανές για µετατόπιση (εικόνα 21). 

Εποµένως στο κύτταρο οι εκκριτικές πρωτεΐνες έχουν τουλάχιστον 3 πρωτεΐνες που 

τις βοηθούν να αποφύγουν τα συσσωµατώµατα. 

 

 
Εικόνα  21: Μέτρηση της φυσικής ποσότητας ασταθών υποστρωµάτων και της 

ικανότητας τους να ενεργοποιούν την ΑΤPάση. 
Η εκάστοτε εκκριτική πρωτεΐνη (0.4µM) επωάστηκε µε τις πρωτεΐνες/σαπερόνες SecA 

(0.4µM), SecB(1.6 µM) και TF(0.8 µM) για 5 λεπτά. Στη συνέχεια ακολούθησε 

φυγοκέντρηση (20.000g) και είτε µετρήθηκε η φυσική ποσότητα της πρωτεΐνης που 

παρέµεινε διαλυτή είτε µετρήθηκε η ικανότητα του υποστρώµατος να ενεργοποιεί την 

ATPάση  της µεταθετάσης. 

2.10 Η συµπεριφορά των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών σε 

υδατικό διάλυµα 

Οι κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες έχουν υδρόφοβες νησίδες παραπλήσιες µε 

αυτές των εκκρινόµενων ως προς τον αριθµό, το µέγεθος και την υδροφοβικότητα 

(εικόνα 22). Πράγµατι στοχεύονται στην µεταθετάση σε t=0 µε την προϋπόθεση να 

έχουν τουλάχιστον µια υδρόφοβη νησίδα (εικόνα 23). Έτσι για την YciG που είναι 

ιδιαίτερα υδρόφιλη και δεν έχει υδρόφοβες νησίδες, δεν µετρήθηκε συγγένεια για την 

µεταθετάση.  Οι κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες παραµένουν σταθερές σε υδατικό 

διάλυµα οστώσο χάνουν τη συγγένειά τους για την µεταθετάση σε χρόνο t>0.  Μια 

πιθανή εξήγηση είναι ότι αρχίζουν να αποκτούν τη δευτεροταγή τους δοµή σύντοµα 

όταν βρεθούν σε υδατικό διάλυµα. 
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Εικόνα  22: Οι υδρόφοβές νησίδες των κυτταροπλασµατικών και των εκκρινόµενων 

πρωτεϊνών 
συγκρινόµενες ως προς 1. Το µήκος των υδρόφοβων αµινοξέων 2.τον αριθµό και 3. Τη 

συνολική υδοφοβικότητα  

 

 

 

 
Εικόνα  23: Οι υδρόφοβές νησίδες των κυτταροπλασµατικών και των εκκρινόµενων 

πρωτεϊνών 
H συγγένεια (µΜ) των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών για την µεταθετάση σε t=0 (ο χρόνος 

αναφέρεται στη διάρκεια που µεσολαβεί από τη στιγµή που εξέρχεται από ουρία έως και να 

συναντήσει την µεταθετάση)  
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Εικόνα  24: Μέτρηση της κατακρήµνισης (γκρι µπάρες) και της συγγένειας των 

κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών (πράσινες µπάρες ) για την µεταθετάση. 
Η µέτρηση έγινε για το χρονικό διάστηµα 0-48 ώρες από την αποµάκρυνση από την 

ουρία(6Μ).  

2.11 Σύγκριση της σταθερότητας της κυτταροπλασµατικής PpiB και 

της οµόλογης της εκκρινόµενης PpiA 

H proPpiA και η PpiB  είναι πρωτεΐνες του E.coli όπου έχουν την ίδια ενζυµική 

ενεργότητα (ισοµεράσες της προλίνης) (Hayano et al, 1991), µεγάλη οµολογία στην 

αλληλουχία, παραπλήσιες δοµές (εικόνα 25) και η διαφορά τους είναι ότι η µια 

βρίσκεται στο περίπλασµα και η άλλη στο κυτταρόπλασµα. Προκειµένου να 

συγκρίνουµε την εξελικτική αλλαγή των δύο πρωτεϊνών προσθέσαµε το πεπτίδιο 

σήµα της proPpiA στην PpiB, δηµιουργώντας την proPpiB και ελέγξαµε την 

ικανότητα της πρωτεΐνης να παραµένει στο διάλυµα. Ενώ η proPpiB παραµένει στο 

διάλυµα η proPpiA κατακρηµνίζεται σε ποσοστό ~80 % από το πρώτο λεπτό.  
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Εικόνα  25: H δοµή της PpiB_Ecoli (µπλε χρώµα, 2NUL-PDB code) και της PpiA_Ecoli 
(κόκκινο χρώµα, 1CLH-PDB code) 
 

Κεφάλαιο 3-Αποτελέσµατα   

  Η περιοχή πρόσδεσης της προ-πρωτεΐνης στη SecA 

3.1 Οι υδρόφοβες νησίδες στην κυτταροπλασµατική πλευρά της SecA 

και η σηµασία µιας εξ’αυτών στην στόχευση των υποστρωµάτων  

Η περιοχή της SecA όπου το PBD (preprotein binding domain) συναντάει το 

NBD (noucleotide binding domain) ονοµάζεται a8-stem (α8 έλικα-µίσχος). Πάνω 

από την περιοχή αυτή περνάει η καρβοξυτελική ουρά της SecA(Hunt et al, 2002) 

ενώ δίπλα σε αυτήν βρίσκεται η περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου σήµατος(Gelis et 

al, 2007). Προκειµένου να εξετάσουµε αν η καρβοξυτελική ουρά πρέπει να φύγει 

από τη θέση της προκειµένου να είναι λειτουργική η SecA ή όχι την 

ακινητοποιήσαµε µε οµοιοπολική διασύνδεση (εικόνα 26). Δηµιουργήσαµε τις 

πρωτεΐνες (N180C/M854C, M191C/R850C). Οι παραπάνω πρωτεΐνες προσδένουν 

το υπόστρωµα µε πολύ χαµηλότερη συγγένεια από ότι η αγρίου τύπου πρωτεΐνη και 

επίσης όσο παραµένουν οξειδωµένες δεν µπορούν να µετατοπίσουν υποστρώµατα . 

Εποµένως η περιοχή αυτή αποτελεί µια από τις πιθανές θέσεις που πρωτο-

προσδένεται το υπόστρωµα. 

 
Εικόνα  26: :Κυτταροπλασµατική απεικόνιση της SecA και των υδρόφοβων 

νησίδων της 

(Από Sardis et al, unpublished data). Στο αριστερό µέρος της εικόνας φαίνονται οι  4 

υδρόφοβες νησίδες( µπλε χρώµα) που σχηµατίζονται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της 

SecA στον τρισδιάστατο χώρο. Με κίτρινο χρώµα φαίνεται η περιοχή πρόσδεσης του 

πεπτιδίου σήµατος και µε πορτοκαλί χρώµα (κάτω εικόνα) το σηµείο στο οποίο προσδένεται 

η καρβοξυτελική ουρά της SecA. Στο δεξί µέρος της εικόνας φαίνονται οι αµινοξικές 

αλληλουχίες που απαρτίζουν τις νησίδες. Με µπλε χρώµα φαίνονται τα υδρόφοβα αµινοξέα.  



 46 

 

	   SecYEG-‐SecA*	  
	   WT*	   N180C/M854C*	   M191C/R850C*	  
proPhoA	   0.3±0.03	   2.6±0.5	   3.5±0.7	  
PhoA	   0.6±0.1	   6.4±1.7	   14.6±5.8	  
Πίνακας 3 Μέτρηση της συγγένειας των proPhoA και PhoA για τη µεταθετάση που 

έχει σχηµατιστεί µε µια από τις SecA (WT, N180C/M854C, M191C/R850C). 
Τα ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια είχαν υπερεκφρασµένη την SecYEG.  

3.2 Η κινητικότητα της περιοχής A8-Stem και η σηµασία της για τη 

λειτουργία της SecA  

Η σωστή απόσταση µεταξύ της α8 έλικας και του µίσχου είναι κρίσιµη για τη 

σωστή λειτουργία της SecA. Όταν µειωθεί η µεταξύ τους απόσταση µε µεταλλάξεις 

των αµινοξέων στην επιφάνεια αλληλεπίδρασης τους, τότε η SecA αποκτά prl 

φαινότυπο. Η απόσταση µειώθηκε εξαιτίας της µεταλλαγής αµινοξέων σε πιο 

ογκώδη. Ο prl φαινότυπος που σηµαίνει ότι έχει χαθεί το σωστό σήµα από το 

πεπτίδιο σήµα για ενεργοποίηση και η SecA βρίσκεται ήδη ενεργοποιηµένη από την 

επαφή της µε την SecYEG της µεµβράνης (εικόνα 27). Προφανώς η συγκεκριµένη  

περιοχή συµµετέχει στη διάδοση του σήµατος της ενεργοποίησης του ολοενζύµου 

που έρχεται από το πεπτίδιο σήµα.   
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Εικόνα  27: In vivo µέτρηση της έκκρισης της αλκαλικής φωσφατάσης παρουσία των 

µεταλλαγµάτων των SecA(A373)  και SecA(L187). 
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Κεφάλαιο 4- Αποτελέσµατα 

Η σηµασία του πεπτιδίου σήµατος στη στόχευση και στην έκκριση 

4.1 Αντικατάσταση του πεπτιδίου σήµατος της αλκαλικής 

φωσφατάσης µε άλλων πρωτεϊνών του E. coli 

Προκειµένου να κατανοήσουµε πώς το πεπτίδιο σήµα επηρεάζει τη στόχευση και την 

έκκριση επιλέξαµε 23 πεπτίδια σήµατα πρωτεϊνών του Escherichia coli (πίνακας 4). 

Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία 18 από αυτά είναι SecA  εξαρτώµενα, τρία SRP και δύο 

TAT.  Τα πεπτίδια σήµατα προστέθηκαν µπροστά από το ώριµο µέρος της PhoA 

δηµιουργώντας τις υβριδικές πρωτεΐνες Χ(sp)PhoA. Αρχικά ελέγχθηκε η ικανότητα 

των πρωτεϊνών να εκκρίνονται in vivo. Επειδή όλες οι πρωτεΐνες είναι παράγωγα της 

αλκαλικής φωσφατάσης έχουν ενζυµική ενεργότητα, µε τον τρόπο αυτό µπορεί να 

ποσοτικοποιηθεί και να συγκριθεί η ποσότητά τους που εκκρίνεται στο περίπλασµα. 

Οι πρωτεΐνες µε ΤΑΤ πεπτίδιο είχαν µηδενική έως ελάχιστη έκκριση. Οι πρωτεΐνες 

µε SRP πεπτίδιο σήµα εκκρίνονται  το ίδιο ή και καλύτερα από την αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη. Δύο από τις υπόλοιπες δεν εκκρίνονται σχεδόν καθόλου (κλάση Ι) και οι 

υπόλοιπες εκκρίνονται το ίδιο ή περισσότερο από την αγρίου τύπου πρωτεΐνη (κλάση 

ΙΙ) (εικόνα 28).  Οι παραπάνω κλάσεις διαφοροποιούνται λίγο in vitro. Οι βασικές 

αιτίες διαφοροποίησης θα µπορούσαν να είναι ότι 1) in vitro δεν υπάρχουν σαπερόνες 

και 2) ο βαθµός αναδίπλωσης της προ-πρωτεΐνης όταν συναντά την µεταθετάση, 

µπορεί να είναι διαφορετικός in vitro και in vivo και είναι γνωστό πως η αναδίπλωση 

αποτρέπει την έκκριση. 
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Πίνακας 4 : Τα πεπτίδια σήµατα µπροστά από το ώριµο µέρος της αλκαλικής 

φωσφατάσης. Στον πίνακα φαίνεται το µήκος τους καθώς και ο διαχωρισµός του 

αµινοτελικού, υδρόφοβου και καρβοξυτελικού άκρου τους . 
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 που έχουν το ώριµο τµήµα της αλκαλικής φωσφατάσης και πεπτίδια σήµατα από 

διαφορετικές πρωτεΐνες του Ε.coli που περιγράφονται στον πίνακα 4. In vivo έκκριση: 

Κύτταρα BL21.19 µετασχηµατισµένα µε τα γονίδια που εκφράζουν τις υβριδικές πρωτεΐνες 

µεγάλωσαν µέχρι OD:0.6 και στη συνέχεια µετρήθηκε η αλκαλική φωσφατάση που 

εκκρίθηκε στο περίπλασµα. Β. In vitro έκκριση; χρησιµοποιήθκαν ανεστραµµένα µεµβρανικά 

κυστίδια µε υπερεκφρασµένη τη SecYEG, SecA, ΑΤP και υπόστρωµα η αντίδραση 

επωάστηκε στους 370C για 10 λεπτά.  
 

4.2 Μέτρηση της συγγένειας των υβριδικών πρωτεϊνών για την 

µεταθετάση 

Στα παραπάνω αποτελέσµατα φαίνεται ότι µια εκκριτική πρωτεΐνη µε  λειτουργικά 

πεπτίδια σήµατα δεν εκκρίνεται. Η παρατήρηση αυτή δείχνει ότι το σωστό ταίριασµα 

µεταξύ ώριµου µέρους και πεπτιδίου σήµατος είναι απαραίτητο. Προσπαθώντας να 

κατανοήσουµε τη µοριακή βάση της ασυµβατότητας, αρχικά µετρήσαµε τη συγγένεια 

των υβριδικών πρωτεϊνών για τη µεταθετάση. Το αποτέλεσµα ήταν ότι όλες οι 

πρωτεΐνες στοχεύονται µε µικρές αλλαγές στη συγγένεια όπως φαίνεται και στον 

πίνακα 5.  

 
 

Εικόνα  28: In vivo και in vitro έκκριση των υβριδικών πρωτεϊνών X(sp)PhoA 
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Πίνακας 5: Η συγγένεια των πρωτεϊνών Χ(sp)PhoA για τη µεταθετάση 

4.3 Μέτρηση της ενέργειας ενεργοποίησης της µεταθετάσης 

παρουσία των προ-πρωτεινών ή του πεπτιδίου σήµατος 

Στη συνέχεια µετρήσαµε την  ενέργεια ενεργοποίησης της µεταθετάσης παρουσία 

των υβριδικών πρωτεϊνών. Όλες οι πρωτεΐνες µπορούσαν  να κατεβάσουν την 

ενέργεια ενεργοποίησης του ολοενζύµου εκτός από αυτές που δεν εκκρίνονται 

(εικόνα 29Α ). Η µείωση της ενέργειας ενεργοποίησης έρχεται από το πεπτίδιο σήµα, 

για το λόγω αυτό τα πεπτίδια συντέθηκαν χηµικά και προστέθηκαν µόνο αυτά αντί 

για ολόκληρη την πρωτεΐνη (Εικόνα 29Β). Στην περίπτωση αυτή όλα τα πεπτίδια 

σήµατα µπορούσαν να κατεβάσουν την ενέργεια ενεργοποίησης εκτός από τα ΤΑΤ. 

Εποµένως το κακό ταίριασµα µεταξύ του ώριµου τµήµατος και του πεπτιδίου 

σήµατος εµποδίζει τη µείωση της ενέργειας ενεργοποίησης. 

 

 
Εικόνα  29: Μέτρηση της ενέργειας ενεργοποίησης της µεταθετάσης παρουσία . Α. 

Ολόκληρης της προ-πρωτεΐνης Β. Του πεπτιδίου σήµατος µόνο 
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Κεφάλαιο 5-Συζήτηση 
Το E.coli κύτταρο έχει συνολικά ~4500 και εκκρίνει µετά-µεταφραστικά ~500 

(Orfanoudaki et al, submited). Αυτό σηµαίνει ότι 1) Πρέπει να τις στοχεύσει στη 

µεταθετάση και 2) Να τις κρατήσει αποδιπλωµένες έτσι ώστε να διέλθουν από το 

κανάλι (SecYEG ), το οποίο µπορούν να διαπεράσουν ταυτόχρονα µέχρι δύο α 

έλικες (Bonardi et al, 2011). Από τότε που ανακαλύφθηκε το πεπτίδιο σήµα ο ρόλος 

που του επιδόθηκε ήταν ότι στοχεύει την προ-πρωτεΐνη στη µεταθετάση. Επιπλέον 

επειδή η µελέτη της έκκρισης γινόταν µε προ-πρωτεΐνη µοντέλο την proOmpA, που 

ενθέτεται στην εξωτερική µεµβράνη και είναι ιδιαίτερα ασταθής, είχε επικρατήσει η 

άποψη ότι οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες χρειάζονται τη σαπερόνη SecB για να 

διατηρηθούν σταθερές και για να στοχευθούν στη µεµβράνη. Με αφορµή το ότι  

1)το ώριµο τµήµα των προ-πρωτεϊνών έχει σήµατα στόχευσης (Gouridis et al, 2009) 

2)τα υποστρώµατα της SecB είναι όχι παραπάνω από  20 (Baars et al, 2006) και 3)η 

SecB δεν είναι απαραίτητη για τη ζωή, ξεκινήσαµε να ψάχνουµε ποιος είναι ο 

κώδικας της στόχευσης στην µεταθετάση. Περίπου 100 αµινοξέα είναι αναγκαία 

και ικανά για τη στόχευση. Ο κανόνας των 100 αµινοξέων παρατηρήθηκε και στις 3 

πρωτεΐνες που εξετάσαµε και θα µπορούσε να αντικατοπτρίζει τη µεγάλη 

πιθανότητα µια πρωτεΐνη να έχει τουλάχιστον 2 υδρόφοβες νησίδες σε αυτό το 

µήκος. Με κατάτµηση των 100 αµινοξέων βρήκαµε ότι τα σήµατα στόχευσης είναι 

ένα πολύ κοινό χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών, οι υδρόφοβες νησίδες. Συνάδει η 

παρατήρηση αυτή µε την ως τώρα γνωστή βιολογία της µετατόπισης των 

πρωτεϊνών; Μια πρωτεΐνη –η SecA- έχει να αναγνωρίσει περισσότερα από 500 

διαφορετικά υποστρώµατα τα οποία έχουν διαφορετικές λειτουργίες δεν 

µοιράζονται συντηρηµένες αλληλουχίες εποµένως τα σήµατα στόχευσης δεν θα 

περιµέναµε να είναι πιο «εξειδικευµένες» αλληλουχίες.  

Επίσης παρατηρήθηκε ότι τα σήµατα στόχευσης βρίσκονται σε όλο το µήκος της 

πρωτεΐνης και είναι ισοδύναµα. Η παρατήρηση εγείρει το ερώτηµα πως το 

υπόστρωµα βρίσκει τελικά τον προσανατολισµό του και µετατοπίζεται από το 

αµινοτελικό άκρο προς το καρβοξυτελικό.  

Οι υδρόφοβες νησίδες είναι ισοδύναµες µόνο όταν το πεπτίδιο σήµα απουσιάζει. 

Όταν το πεπτίδιο σήµα τοποθετηθεί στη θέση δέσµευσης του τότε οι πρώτες 

υδρόφοβες νησίδες ευνοούνται για πρόσδεση έναντι όλων των υπολοίπων. Είναι 

πιθανό κατά τη διάρκεια της στόχευσης το υπόστρωµα να δοκιµάζει διαφορετικούς 
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πιθανούς συνδυασµούς και τελικά να βρίσκει την τελική του θέση όταν το πεπτίδιο 

σήµα προσδεθεί στη θέση του. Τελικά η ελευθερία κινήσεων µειώνεται.  Με τον 

τρόπο αυτό αν και θεωρητικά είναι όλα ισοδύναµα, τα δύο πρώτα ευνοούνται. 

Τι συµβαίνει στο υδατικό διάλυµα; Πώς τα υδρόφοβα σήµατα παρουσιάζονται 

στην µεταθετάση; Είναι γνωστό ότι οι πρωτεΐνες προκειµένου να µην 

αποικοδοµηθούν από τις πρωτεάσες του κυττάρου πρέπει να κρύψουν τα υδρόφοβα 

µέρη τους. Οι εκκριτικές πρωτεΐνες σε υδατικό διάλυµα χωρίς αποδιατακτικό 

παράγοντα, παραµένουν χωρίς να σχηµατίζουν δευτεροταγή δοµή σε µια πιο 

συµπαγή δοµή από την πλήρως αποδιπλωµένη. Εποµένως θα µπορούσαµε να 

σκεφτούµε ότι βρίσκονται σε µια δοµή που είναι αρκετά ευέλικτη και καταφέρνει 

να κρύβει τα υδρόφοβά της έτσι ώστε να µη γίνονται  αντιληπτά από τις πρωτεάσες 

αλλά ταυτόχρονα  τα εµφανίζει για αρκετό χρονικό διάστηµα έτσι ώστε να 

προσδένεται στην µεταθετάση. Tις προ-πρωτεΐνες αυτές τις ονοµάζουµε  εγγενώς 

αποδιπλωµένες.  Μπορούν όλες οι εκκριτικές πρωτεΐνες να µένουν στην κατάσταση 

αυτή; Από τις εκκριτικές πρωτεΐνες που ελέγχθηκαν το 50% µπορεί να παραµένει 

εγγενώς αποδιπλωµένο, το υπόλοιπο 50% κατακρηµνίζεται και στις µισές 

περιπτώσεις αιτία της κατακρήµνισης είναι το πεπτίδιο σήµα.  Ενώ το ώριµο µέρος 

του 75% των εκκρινόµενων πρωτεϊνών παραµένει σταθερό και εγγενώς 

αποδιπλωµένο το 25% κατακρηµνίζεται. Εποµένως το πεπτίδιο σήµα φαίνεται να 

λειτουργεί σαν ενισχυτής της αστάθειας πιθανόν λόγω της υψηλής 

υδροφοβικότητας του. 

Από το παράδειγµα των οµόλογων πρωτεϊνών που έχουν ίδια δοµή και 

λειτουργία αλλά η µεν βρίσκεται στο περίπλασµα και είναι ασταθής και η δε στο 

κυτταρόπλασµα και είναι σταθερή, µπορούµε να υποθέσουµε ότι στο κύτταρο 

υπάρχει εξελικτική πίεση οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες να διατηρούνται εγγενώς 

αποδιπλωµένες. Σε ορισµένες περίπτωσης όπως της PpiA µεταλλαγές για µην 

αναδιπλώνει γρήγορα την οδηγούν στην κατακρηµνιση. Το 25% που το πρόβληµα 

έρχεται από το πεπτίδιο σήµα προφανώς δεν µπορεί να τοποθετήσει σωστά το 

ιδιαίτερα υδρόφοβο αυτό κοµµάτι και ταυτοχρόνως να παραµείνει εγγενώς 

αποδιπλωµένο. Το πεπτίδιο σήµα είναι απαραίτητο για την έκκριση της πρωτεΐνης η 

οποία αναγκάζεται να το φέρει ακόµα και αν κοστίζει στη σταθερότητά της. 

Τι συµβαίνει µε τις πρωτεΐνες που κατακρηµνίζονται; Οι πρωτεΐνες που 

κατακρηµνίζονται έχουν τουλάχιστον τρεις επιλογές άλλων πρωτεϊνών που θα 

µπορούσαν να τις «σώσουν». Οι 2 είναι σαπερόνες (SecB και ΤF) η τρίτη είναι η 
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SecA . H SecA αν και λιγότερο αποτελεσµατική στην «διάσωση» των πρωτεϊνών 

είναι και η µόνη απαραίτητη για τη ζωή πρωτεΐνη (µαζί µε το SecYEG) στην µετά-

µεταφραστική έκκριση.  

Οι πρωτεΐνες αυτές εκτός από το ότι σώζουν την φυσική ποσότητα των προ-

πρωτεϊνών, τις διατηρούν και ικανές για µετατόπιση. Ακόµα και ο TF για τον οποίο 

έχει προταθεί ότι µια από τις λειτουργίες του είναι να ενισχύει την αναδίπλωση, 

διατηρεί τις εκκριτικές πρωτεΐνες σε αποδιπλωµένη κατάσταση και εποµένως 

ικανές για µετατόπιση. Το εκκριτικό σύστηµα έχει πολλαπλές επιλογές για να 

διασφαλίσει ότι και οι ασταθείς πρωτεΐνες θα εκκριθούν. Με τον τρόπο αυτό 

αντισταθµίζει την αβεβαιότητα που εισάγει το πεπτίδιο σήµα. 

 Τι συµβαίνει µε τις κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες; Προσδένονται και αυτές στην 

µεταθετάση ή έχουν κάποιο τρόπο να ξεγλιστρούν; Οι κυτταροπλασµατικές 

πρωτεΐνες προσδένονται στην µεταθετάση αν έχουν υδρόφοβες νησίδες. Μετά από 

λίγες ώρες χάνουν την ικανότητά τους να προσδένονται πιθανόν λόγω του ότι 

αναδιπλώνουν. Δυνητικά αν µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη είχε αργή κινητική 

αναδίπλωσης θα προσδενόταν στην µεταθετάση. Επίσης υπάρχει και η πιθανότητα ο 

διαχωρισµός να γίνεται σε επίπεδο σαπερονών και ο ΤF που είναι η πρώτη 

σαπερόνη που έρχεται σε επαφή µε τις νέο-εξερχόµενες πρωτεΐνες να µεταφέρει τις 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες σε σαπερόνες όπου προάγουν την αναδίπλωση όπως 

είναι  οι DnaK/DnaJ και η Gro-EL/Gro-ES. Η γρήγορη κινητική αναδίπλωσης θα 

µπορούσε ίσως στο κύτταρο να αποτρέπει τις κυτταροπλασµατικές από το να 

φτάνουν στην µεταθετάση. 

Στην κυτταροπλασµατική πλευρά της µεταθετάσης, πάνω στη SecA, υπάρχουν 

υδρόφοβες νησίδες που έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν τη στόχευση (Sardis et al, 

submitted). Μια από τις νησίδες αυτές σχηµατίζεται στον τρισδιάστατο χώρο από το 

a8 –stem. H νησίδα αυτή αν καλυφθεί από την καρβοξυτελική ουρά της SecA τότε η 

συγγένεια για τα υποστρώµατα µειώνεται περίπου 10 φορές (Sardis et al, 

submitted). Το γεγονός ότι δεν εξαλείφεται σηµαίνει ότι δεν είναι η µοναδική 

περιοχή στην οποία µπορεί να προσδεθεί το υπόστρωµα αλλά είναι σίγουρα µια από 

τις υποψήφιες περιοχές. Εποµένως η πρόσδεση του υποστρώµατος γίνεται µέσω 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. 

Προκειµένου να καταλάβουµε ποια είναι η συνεισφορά του πεπτιδίου σήµατος 

ως σήµα στόχευσης για τις πρωτεΐνες αντικαταστήσαµε το πεπτίδιο σήµα της 

αλκαλικής φωσφατάσης µε 30 διαφορετικά πεπτίδια σήµατα. Η στόχευση των 
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πρωτεϊνών αυτών στην µεταθετάση δεν επηρεάζεται σηµαντικά από την ύπαρξη 

ενός διαφορετικού πεπτιδίου σήµατος που για την proPhoA που είναι 471 αµινοξέα 

είναι αναµενόµενο µιας και τα σήµατα στόχευσης που έρχονται από το ώριµο µέρος 

είναι πολύ περισσότερα. Για µια µικρότερη πρωτεΐνη ενδεχοµένως να επηρέαζε 

περισσότερο. Αν το ταίριασµα µεταξύ του πεπτιδίου σήµατος και του ώριµου 

µέρους δεν είναι σωστό τότε η ενέργεια ενεργοποίησης του ολοενζύµου δεν 

κατεβαίνει και εποµένως δεν γίνεται έκκριση. Αν το πεπτίδιο σηµα προστεθεί in 

trans τότε το πρόβληµα αυτό παρακάµπτεται . Εποµένως η οµοιοπολική σύνδεση 

των δύο µερών δηµιουργεί πρόβληµα στην έκκριση. Το πεπτίδιο σήµα και το ώριµο 

τµήµα φαίνεται να έχουν συνεξελιχθεί και το σωστό ταίριασµα τους ελέγχει αν θα 

πραγµατοποιηθεί έκκριση καθώς και σε τι ποσότητες. 
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Κεφάλαιο 6- Υλικά και µέθοδοι 
Οι περισσότερες τεχνικές που περιγράφονται παρακάτω βασίζονται στα εγχειρίδια: 

Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., Molecular Cloning, Ausubel F., Brent R., 

Kingston R., Moore D., Seidman J., Smith J., Struhl K., Current Protocols in 

Molecular Biology.   

6.1 Μοριακές τεχνικές και τα γονίδια που δηµιουργήθηκαν 

Πίνακας 6: Όλα τα γονίδια κλωνοποιήθηκαν στο φορέα έκφρασης pET22b. 

Στο 3’ τέλος του γονιδίου µετά την περιοριστική θέση, XhoI, υπάρχει η 

αλληλουχία που κωδικοποιεί 6 ιστιδίνες και το κωδικόνιο λήξης της µετάφρασης. 

 
Name Forward 

primer 

Reverse 

primer 

template Recipient Restriction 

enzymes(5

’-3’) 

proBglX X732 X733 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

BglX X734 X733 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proAphA X735 X736 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

AphA X737 X736 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proPpiA X741 X742 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

PpiA X743 X742 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proAmy1 X744 X745 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

Amy1 X746 X745 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proYdeN X747 X748 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

YdeN X749 X748 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proPspE X753 X754 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

PspE X755 X754 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proOsmB X756 X757 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

OsmB X758 X757 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proFimC X762 X763 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

FimC X764 X763 JM109  pET22b NdeI-XhoI 
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proDsbA X765 X766 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

DsbA X767 X766 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proSpR X768 X769 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

SpR X770 X769 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proYehR X771 X772 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

YehR X773 X772 JM109  pET22b NdeI-XhoI 

proOmpA X191 X191 BL21.19 pET22b NdeI-

BamHI 

OmpA X191 X1269 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proNrfB X836 X968 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

NrfB X969 X968 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proFimI X830 X972 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

FimI X973 X972 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proGlnH X974 X975 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

GlnH X976 X975 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proOsmB X756 X757 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

OsmB X758 X757 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proPhoAKL(Δ23-249) 1068 Χ561 BL21.19 pET22b HindIII-

XhoI 

proPhoAKL(Δ63-185) 1069 Χ561 BL21.19 pET22b HindIII-

XhoI 

proRutC X1089 X1090 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

RutC X1091 X1090 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA(sp)YigZ X1094 X1093 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

YigZ X1092 X1093 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA(sp)Ydch X1112 X1111 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

YdcH X1110 X1111 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA(sp)YciG X1106 X1105 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

YciG X1104 X1105 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA(sp)PurE X1100 X1099 BL21.19 PhoA(sp)/p HindIII-
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ET22b XhoI 

PurE X1098 X1099 BL21.19  NdeI-XhoI 

PhoA(sp)CaN X1103 X1102 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

CaN X1101 X1102 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA(sp)CaiE X1097 X1096 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

CaiE X1095 X1096 BL21.19  NdeI-XhoI 

phoA(sp)Rs17 X1127 X1126 BL21.19 PhoA(sp)/p

ET22b 

HindIII-

XhoI 

Rs17 X1125 X1126 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

proSpY X1128 X1129 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

SpY X1130 X1129 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA (N250-471) 

 

X1174 X561 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PhoA (N350-471) 

 

X1185 X561 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PpiB X850 X851 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PpiA(sp)PpiB X1255 X851 BL21.19 PpiA/pET2

2b 

HindIII-

XhoI 

proPpiA X741 X742 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

PpiA X743 X742 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

FimC(sp)PhoA X762 X819 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

FimI (sp)PhoA X830 X831 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

YdeN(sp)PhoA X747 X821 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

Amy1(sp)PhoA X744 X822 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

LamB(sp)PhoA X454  BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

FecA(sp)PhoA X826 X827 BL21.19 PhoA/pET2 NdeI-
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2b HindIII 

MacA(sp)PhoA X832 X833 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

MalE(sp)PhoA X834 X835 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

FhuA(sp)PhoA X828 X829 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

NrfB(sp)PhoA X836 X837 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

NapA(sp)PhoA X846 X847 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

PpiA(sp)PhoA X741 X848 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

Ag43(sp)PhoA X822 X823 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

EcpD(sp)PhoA X824 X825 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

TorA(sp)PhoA X840 X841 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

EcpD(sp)PhoA X824 X825 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

TolB(sp)PhoA X857 X858 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

SfmC(sp)PhoA X859 X860 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

DsbA(sp)PhoA X765 X854 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

SpR(sp)PhoA X768 X839 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

AmiA(sp)PhoA X842 X843 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

TorT(sp)PhoA X855 X856 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 
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OmpA(sp)PhoA X191 X853 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

YehR(sp)PhoA X771 X838 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

Cueo(sp)PhoA X844 X845 BL21.19 PhoA/pET2

2b 

NdeI-

HindIII 

SpR(C27A) X1071 X769 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

YehR(C23A) X1072 X772 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

LpP(C21A) X1078 X1082 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

OsmB(C24A) X1077 X757 BL21.19 pET22b NdeI-XhoI 

 

Πίνακας 7: Τα γονίδια που µεταλλάχθηκαν 

Τα γονίδια µεταλλάχθηκαν χρησιµοποιώντας εκκινιτές και DNA πολυµεράση(Taq 

polymerase, Thermo scientific) που αντιγράφουν ολόκληρο το πλασµίδιο σε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Tα µητρικά µόρια αποµακρύνονται, µε το 

περιοριστικό ένζυµο (DpnI) που κόβει το µεθυλιωµένο DNA. Στη συνέχεια µε το 

προιον της αντίδρασης µετασχηµατίζονται επιδεκτικά κύτταρα E.coli DH5α.Τα νέα 

κύτταρα έχουν το µεταλλαγµένο γονίδιο. 

Name Forward 

primer 

Reverse 

primer 

template 

proSpR(C27A) X1054 X1055 pET22b/ 

proSPR 

proYehR(C23A) X1052 X1053 pET22b/ 

proYehR 

proLpP(C21A) X1075 X1076 pET22b/ 

proLpP 

proOsmB(C24A) X1048 X1049 pET22b/ 

proOsmB 

proLpP(C21A)/I27A X1188 X1189 pET22b/ 

proLpP(C21A) 

proLpP(C21A)/L30A X1190 X1191 pET22b/ 

proLpP(C21A)/Ι27Α 

proLpP(C21A)/V34A X1192 X1193 pET22b/proLpP(C21
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A)/I27A/L30A 

 proLpP(C21A)/L37A X1194 X1195 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A 

proLpP(C21A)/V41A X1196 X1197 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A/L37A 

proLpP(C21A)/L44A X1198 X1199 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A/L37A/V41A 

proLpP(C21A)/V48A X1200 X1201 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A/L37A/V41A/L44

A 

proLpP(C21A)/V55A X1202 X1203 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A/L37A/V41A/L44

A/V48A 

proLpP(C21A)/L69A X1204 X1205 pET22b/proLpP(C21

A)/I27A/L30A/V34

A/L37A/V41A/L44

A/V48A/V55A 

SecA(L187I) X640 X641 pET22b/SecAwt 

SecA(L187V) X638 X639 pET22b/ 

SecAwt 

SecA(A373I) X636 X637 pET22b/ 

SecAwt 

SecA(A373F) X634 X635 pET22b/ 

SecAwt 

proPhoA(67IIL69 / 67ATA69) X1058 X1059 proPhoA/pET22b 

proPhoA(67IIL69 / 67ATA69) /(70LI71/ 
70TA71) 

X1060 X1061 proPhoA(67IIL69 / 
67ATA69)/pET22b 

proPhoA(93FF94/93AA94) X1062 X1063 proPhoA(67IILLI71 / 
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67ATATA71)/pET22

b 

or 

proPhoA/pET22b 

proPhoA(93FF94/93AA94)/ 

(100LPL102/100APA102) 

X1064 X1065 proPhoA(67IILLI71 / 
67ATATA71/93FF94/93

AA94)/pET22b 

or 

proPhoA(93FF94/93A

A94) /pET22b 

 

6.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης.  

 
Διαλύουµε την ενδεδειγµένη ποσότητα αγαρόζης σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1Χ και 

µετά θερµαίνουµε σε φούρνο µικροκυµάτων. Ψύχουµε στη συνέχεια το πήκτωµα 

στους 56 °C και προσθέτουµε βρωµιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 0,5 µg/µl. 

Αφαιρούµε µετά την πήξη την χτένα και το πήκτωµα τοποθετείται στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης που περιέχει το ρυθµιστικό διάλυµα. Φορτώνουµε τα δείγµατα στο 

πήκτωµα και εφαρµόζουµε το κατάλληλο ηλεκτρικό πεδίο. Οι ζώνες του DNA 

οπτικοποιούνται µε έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία.  

6.3 Εξαγωγή DNA από πήκτωµα αγαρόζης.  

Για την αποµόνωση πλασµιδίων χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο QIAEX II Agarose 

Gel Extracion, QIAGEN. 

6.4 Παραγωγή δεκτικών κυττάρων: Μέθοδος RbCl κατάλληλα 

τροποποιηµένη. 

Εµβολιάζουµε 2.5 ml LB µε µοναδική αποικία από στερεό θρεπτικό υλικό Psi-Broth 

(5g/L Bacto-yeast Extract, 20g/L Bacto tryptone, 5g/L Magnesium Sulfate pH=7.6) 

και επωάζουµε τα κύτταρα υπό ανάδευση, στην κατάλληλη θερµοκρασία, ολονύχτια. 

Στην συνέχεια εµβολιάζουµε 250 ml Psi-Broth µε τα 2.5 ml της ολονύχτιας 

καλλιέργειας (1:100) και επωάζουµε τα κύτταρα µέχρι O.D
600 

= 04 - 0.6. Συλλέγουµε 
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τα κύτταρα µε φυγοκέντρηση για 5 min στα 4500 rpm / 4°C. Επαναδιαλύουµε τα 

κύτταρα σε 100 ml παγωµένου TFB1 (30mM CH3CO2K, 100mM RbCl, 10mM 

CaCl2, 50mM MnCl2, 15%v/v Glycerol, pH=5.8 adjusted with diluted (0.01M acetic 

acid). Επωάζουµε τα κύτταρα για 5 min στον πάγο. Συλλέγουµε τα κύτταρα µε 

φυγοκέντρηση για 5 min στα 4500 rpm / 4°C. Επαναδιαλύουµε τα κύτταρα σε 10 ml 

παγωµένου TFB2 (10mM MPOS, 75mM CaCl2, 10mM RbCl). Επωάζουµε τα 

κύτταρα για 60 min στον πάγο, τα ψύχουµε µε το υδατόλουτρο αιθανόλης στο οποίο 

έχει προστεθεί ξηρός πάγος και τα αποθηκεύουµε στους -80°C.  

6.5 Μετασχηµατισµός επειδεκτικών κυττάρων.  

Ψύχουµε στον πάγο τους αποστειρωµένους σωλήνες πολύ-προπυλενίου. 

Τοποθετούµε τα δεκτικά κύτταρα στο πάγο από τους -80°C µέχρι να ξεπαγώσουν. 

Μεταφέρουµε περίπου 100 µl δεκτικών κυττάρων στους αποστειρωµένους σωλήνες 

πολύ-προπυλενίου. Προσθέτουµε 2-10 ng DNA στα 100 µl δεκτικών κυττάρων . 

Τοποθετούµε τους σωλήνες στον πάγο για µισή ώρα. Επωάζουµε τα κύτταρα για 60 

min / 42 °C και αµέσως τα τοποθετούµε στον πάγο για 2 min. Προσθέτουµε 900 µl 

υγρού θρεπτικού LB και επωάζουµε για 60 min τα κύτταρα υπό ανάδευση. 

Επιστρώνουµε τα κύτταρα σε LB τρυβλία µε στερεό θρεπτικό υλικό και τα 

επωάζουµε για 16 ώρες σε κατάλληλη θερµοκρασία  

 

Βιοχηµικές µέθοδοι. 

6.6 Ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολύ-ακρυλαµίδης 

(SDS-PAGE).  

Η ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης πραγµατοποιείται 

χρησιµοποιώντας πήκτωµα ακρυλαµίδης (38% acrylamide – 2% bis-acrylamide) και 

το ρυθµιστικό διάλυµα (3g/l Tris, 1g/L SDS pH 8 – 8.3 (Laemmli). Στο πήκτωµα 

φορτώνονται τα δείγµατα αφού έχουν πρώτα διαλυθεί σε διάλυµα (300mM Tris-Hcl 

pH=6.8, 10% w/v SDS, 50% v/v glycerol) και επωάζονται στους 100oC για 10 min. 

6.7 Χρώση πρωτεϊνών µε Coomassie blue.  

Τοποθετούµε το πήκτωµα αµέσως µετά τo τέλος της ηλεκτροφόρησης σε βαφή 

Coomassie blue R250 (1g/L Coomasie blue R250, 40% v/v methanol, 10%v/v acetic 

acid) και επωάζουµε για 10 min µε ανακίνηση σε θερµοκρασία δωµατίου. 
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Αποµακρύνουµε την χρωστική µε Destaining buffer (40% v/v methanol, 10% v/v 

acetic acid). Με αυτό τον τρόπο χρωµατίζονται µόνο οι ζώνες που περιέχουν 

πρωτεΐνες (Compton & Jones). 

6.8 Έκφραση και καθαρισµός της εκκριτικών πρωτεινών. 

Οι pET22b πλασµιδιακοί φορείς που φέρουν την proPhoA και τα παράγωγα 

της µετασχηµατίσθηκαν σε κύτταρα E.coli BL21.19. Εµβολιάσαµε µια µεµονωµένη 

αποικία σε LB θρεπτικό που περιέχει αµπικιλλίνη (100µg/µl) η οποία µεγάλωσε 

ολονύκτια στους 30°C. Αραιώσαµε την ολονύχτια βακτηριακή καλλιέργεια πενήντα 

φορές σε φρέσκο LB θρεπτικό που περιέχει αµπικιλλίνη (100µg/µl) και επωάσαµε 

στους 30°C έως ότου η οπτική πυκνότητα OD600nm≈0.8. Πραγµατοποιήσαµε επαγωγή 

των πρωτεϊνών µε IPTG (0.1mM) για 16 ώρες και στην συνέχεια συλλέξαµε τα 

βακτηριακά κύτταρα µε φυγοκέντρηση (10.000xg; 4°C; 10min). 

Ακολουθώντας τις συνθήκες έκφρασης που µόλις περιγράφηκαν, 

αποµονώνονται οι πρωτείνες που βρίσκονται στα έγκλειστα σωµάτια, τα οποία στην 

συνέχεια αποµονώθηκαν έτσι ώστε να καθαριστούν οι πρωτεΐνες µε χρήση 

χρωµατογραφίας συγγένειας (Janknecht et al, 1991).  

Συγκεκριµένα το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα 

(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 5% glycerol) µε ανάδευση στους 4°C και 

προστέθηκε PMSF (2.5 mM) και DNase (50µg/µl). Στην συνέχεια τα κύτταρα 

διασπάστηκαν (πλάτος δόνησης 25-30 microns, το δείγµα ψυχόταν σε λουτρό ξυρού 

πάγου σε αιθανόλη έτσι ώστε η θερµοκρασία να διατηρείται κάτω από τους 8°C) και 

τα έγκλειστα σωµάτια αποµονώθηκαν µε φυγοκέντρηση (50.000xg; 4°C; 30min). Το 

υπερκείµενο φυλάχθηκε ενώ το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα (50 

mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 8 M urea, 5% glycerol). Στο επαναδιαλυµένο 

ίζηµα προστέθηκε PMSF (2.5mM) και φυγοκεντρήθηκε (50.000xg; 22°C; 30min). Το 

επαναδιαλυµένο σε ουρία ίζηµα φυλάχθηκε και το νέο ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε ίσο 

όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 8 M urea, 5% 

glycerol). Όλα τα δείγµατα αναλύθηκαν σε 12% SDS-PAGE πηκτής ακρυλαµίδης, 

έτσι ώστε να εκτιµηθεί η ποσότητα της πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει στο 

διαλυτοποιηµένο σε ουρία ίζηµα για να χρησιµοποιηθεί η ενδεδειγµένη ποσότητα 

ρητίνης Ni2+-NΤΑ (1 ml ρητίνης Ni2+-NΤΑ προσδένει 4mg πρωτείνης). Η ρητίνη 

εξισορροπήθηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 6M 

urea, 5% glycerol). Το επαναδιαλυτοποιηµένο σε ουρία ίζηµα αραιώθηκε µε 
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ρυθµιστικό διάλυµα (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M NaCl, 5% glycerol) έτσι ώστε 

να επιτευχθεί τελική συγκέντρωση ουρίας 6M, προστέθηκε σε αυτό β-

mercaptoethanol (5mM) και φορτώθηκε στην εξισορροπηµένη ρητίνη. Η ρητίνη 

πλύθηκε αρχικά µε 10 όγκους ρητίνης ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 0.5 M NaCl, 6M urea, 5% glycerol) και την συνέχεια µε 15 όγκους ρητίνης 

ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl, 6 M urea, 5% 

glycerol). Η έκλουση της δεσµευµένης στην ρητίνη πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε µε 

10 όγκους ρητίνης ρυθµιστικού διαλύµατος (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl, 

6 M urea, 100 mM imidazol 5% glycerol). Τα δείγµατα της έκλουσης αναλύθηκαν σε 

12% SDS-PAGE πηκτής ακρυλαµίδης, έτσι ώστε να διαπιστωθεί ο βαθµός 

καθαρότητας των πρωτεϊνών. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε µοριακή διαπίδυση 

σε ρυθµιστικό διάλυµα (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM KCl, 6 M urea, 1 mM 

EDTA, 10% glycerol). Τα δείγµατα συγκεντρώθηκαν µε την χρήση συγκεντρωτή 

(Amicon Millipore). 

6.9 Αποµόνωση των µεταλλαγµάτων της SecA  

BL21.19 κύτταρα που είχαν µετασχηµατιστεί µε τα πλασµίδια που φέρουν τα γονίδια 

για τις πρωτείνες που µπορού να σχηµατίσουν δισπυλφιδικούς δεσµούς. Μεγάλωσαν 

σε θρεπτικό υλικό LB (Lysogeny Broth), στους 30oC µέχρι η οπτική τους πυκνότητα 

να γίνει OD600=0.5. Η έκφραση των γονιδίων έγινε µε την προσθήκη 0.1 mM IPTG 

για 3 ώρες. Η συλλογή των κυττάρων έγινε µε φυγοκέντρηση  (13.000xg, 4oC, 15 

λεπτά) και διαλυτοποιήθηκαν σε 1Μ NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 10% v/v 

γλυκερόλη, 5mM ιµιδαζόλιο, 2mM PMSF (αναστολέας πρωτεασών) και 100µg/mL 

Dnase I. Τα κύτταρα λύθηκαν σε ένα δοχείο πίεσης French (8000psi, 3-5 φορές) και 

τα κυτταρικά θραύσµατα αποµακρύνθηκαν µε φυγοκέντρηση (13.000xg). Οι 

πρωτεΐνες αποµονώθηκαν µε χρωµατογραφία συγγένειας νικελίου από το 

υπερκείµενο. Το νικέλιο βρίσκεται ακινητοποιηµένο σε σφαιρίδια αγαρόζης µέσω 

νιτριλο-τριοξικού οξέως (ΝΤΑ). Αρχικά το υπερκείµενο περνάει από την στήλη µόνο 

µε την επίδραση της βαρύτητας µε την ροή να µην ξεπερνάει το 1mL/min. 

Συλλέγουµε το υλικό που περνάει από την κολώνα και στην συνέχεια την πλένουµε 

µε 10 όγκους διαλύµατος 1Μ NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 10% v/v γλυκερόλη, 

5mM ιµιδαζόλιο και στην συνέχεια µε 15 όγκους  50mM NaCl, 50mM Tris-HCl 

pH=8.0, 10% v/v γλυκερόλη, 5mM ιµιδαζόλιο.  Τέλος η καθαρή πρωτεΐνη εκλούεται 

µε 5 όγκους διαλύµατος 50mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 10% v/v γλυκερόλη, 
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100mM ιµιδαζόλιο. Στην συνέχεια τα δείγµατα από όλα τα στάδια καθαρισµού 

αναλύονταν µε χρωµατογραφία αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης µε SDS (SDS-

PAGE). Τα κλάσµατα της έκλουσης που περιέχουν την καθαρή πρωτεΐνη υπόκεινται 

σε διαπίδυση ενάντια σε διάλυµα 50mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 5mM 

EDTA, 10% v/v γλυκερόλη και στην συνέχεια σε 50mM NaCl, 50mM Tris-HCl 

pH=8.0, 50% v/v γλυκερόλη και φυλάσσεται στους -20οC.  Στις περιπτώσεις που τα 

κλάσµατα έπρεπε να συγκεντρωθούν χρησιµοποιήσαµε τα Amicon Ultra 3K στα 

3000xg.  

6.10 Καθαρισµός SecA µε ενδοµοριακούς δισουλφιδικούς δεσµούς. 

Τα µεταλλάγµατα µε ακινητοποιηµένη την καρβοξυτελική ουρά τους καθαρίστηκαν 

περαιτέρω σε µια παρασκευαστική κολώνα µοριακού αποκλεισµού Hi-Load 

Superdex 200 26/60 (GE Healthcare), µε ροή 1mL/min στους 4oC προκειµένου να 

καταλήξουµε µε SecA µε οµοιογενή ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό. Το διάλυµα 

αποµόνωσης περιείχε 1M NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl. Κλάσµατα 

2mL συγκεντρώθηκαν και αναλύθηκαν µε χρωµατογραφία αποδιατακτικής 

ηλεκτροφόρησης µε SDS (SDS-PAGE). Τα κλάσµατα που περιείχαν SecA µε 

ενδοµοριακό δισουλφιδικό δεσµό συγκεντρώθηκαν και υποβλήθηκαν σε διαπίδυση 

σε διάλυµα 50mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 5mM EDTA, 10% v/v γλυκερόλη 

και στην συνέχεια σε 50mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50% v/v γλυκερόλη και 

φυλάσσεται στους -20οC.  Στις περιπτώσεις που τα κλάσµατα έπρεπε να 

συγκεντρωθούν χρησιµοποιήσαµε τα Amicon Ultra 3K στα 3000xg. Η µέτρηση της 

συγκέντρωσης των πρωτεϊνών έγινε χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο Bradford 

(Biorad).  

6.11 Οι κυστεΐνες σχηµατίζουν ενδοµοριακούς δισουλφιδικούς 

δεσµούς. 

Οι πρωτείνες οξειδώνονται ενδοµοριακά αυθόρµητα. Ο σχηµατισµός του 

ενδοµοριακού δισουλφιδικού δεσµού προκαλεί την µετακίνηση της SecA σε 

φαινοµενικά µεγαλύτερο µοριακό βάρος σε σχέση µε την SecA που δεν περιέχει 

δισουλφιδικούς δεσµούς. Ο σχηµατισµός των δισουλφιδικών δεσµών αντιστρέφεται 

µε την προσθήκη αναγωγικού µέσου (DTT) και οι πρωτεΐνες µετακινούνται στο 

σωστό µοριακό τους βάρος  



 67 

6.12 Προετοιµασία ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων (IMVs) 

από κύτταρα BL21(DE3) που υπερεκφράζουν την His-SecYEG. 

Κύτταρα E.coli BL21(DE3) που µεγάλωσαν ολονυκτία στους 37οC σε δοχεία που 

περιείχαν 600mL LB, 100µg/mL ampicillin χρησιµοποιήθηκαν για τον εµβολιασµό 

30L, 100µg/mL ampicillin. Η καλλιέργεια έγινε σε αναδευόµενο ζυµωτήρα µέχρι η 

οπτική πυκνότητα να φτάσει τα OD600=0.6nm. Η έκφραση των γονιδίων έγινε µε την 

προσθήκη 0.2mM IPTG για 3 ώρες (στο τέλος η οπτική πυκνότητα θα είναι περίπου 

OD600=1.5nm). Η συλλογή των κυττάρων έγινε µε φυγοκέντρηση  (5.000xg, 

Beckman JLA8.1000, 4oC, 10 λεπτά). Τα κύτταρα διαλυτοποιήθηκαν σε 50mM Tris-

HCl pH=8.0, 20% v/v γλυκερόλη, 10µg/mL Dnase I, 50µg/mL Rnase, 1mM PMSF, 

στους 4oC. Τα κύτταρα λύθηκαν σε ένα δοχείο πίεσης French (8000psi, 3-5 φορές) 

και φυγοκεντρήθηκαν στις 4.000xg (Sorval Heraeus 64450), για 10 λεπτά για να 

αποµακρυνθούν όσα κύτταρα δεν είχαν λυθεί. Το υπερκείµενο φυγοκεντρήθηκε στα 

95.000xg στους 4oC σε ένα στροφίο φυγοκέντρου σταθερής γωνίας (Sorval T647.5). 

Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 50mM Tris-HCl pH=8.0 χρησιµοποιώντας έναν 

οµογενοποιητή Dounce. Το οµογενοποιηµένο υλικό (2mL) που προέκυψε 

τοποθετήθηκε πάνω σε µια διαβάθµιση συγκέντρωσης σουκρόζης (1,9-1,7-1,5-1,3-

1,1 Μ, 6mL κάθε στρώµα) και στην συνέχεια φυγοκεντρήθηκε στα 84.000xg σε ένα 

στροφίο φυγοκέντρου µεταβλητής γωνίας (Sorval AH629/36) για 16 ώρες στους 4oC 

(φυγοκέντρηση ισορροπίας). Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, σε κάθε διαβάθµιση 

σουκρόζης διακρίνουµε 5 ζώνες που σκεδάζουν το φως διαφορετικά. Τα 

ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια της εσωτερικής µεµβράνης (από εδώ και πέρα 

IMVs) συγκεντρώνονται από την δεύτερη ζώνη που σχηµατίζεται από την κορυφή 

της διαβάθµισης (µια διαυγής καφέ ζώνη) (Nikaido). Στην συνέχεια αραιώνονται σε 

50mM Tris-HCl pH=8.0, 20% v/v γλυκερόλη και φυγοκεντρούνται στα 95.000xg 

στους 4oC σε ένα στροφίο φυγοκέντρου σταθερής γωνίας (Sorval T647.5) για να 

αποµακρύνουµε την σουκρόζη. Το ίζηµα οµογενοποιείται σε διάλυµα 6Μ Ουρίας, 

50mM Tris-HCl pH=8.0 και επωάζονται στον πάγο για 20 λεπτά. Τα δείγµατα 

φορτώνονται σε ίσο όγκο διαλύµατος 0.2Μ σουκρόζης, 50mM Tris-HCl pH=8.0 

φυγοκεντρούνται στα 95.000xg στους 4oC σε ένα στροφίο φυγοκέντρου σταθερής 

γωνίας (Sorval T647.5) για να αποµακρύνουµε την ουρία. Τα IMVs τελικά 

επαναδιαλυτοποιούνται σε 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 5mM MgCl2 και 

οµογενοποιούνται σε έναν εξωθητή λιπιδίων LiposoFast-Basic 100nm, Avestin και 
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αποθηκεύεται σε µικρά κλάσµατα σους -80oC (Chang et al; Cunningham & Wickner; 

Lill et al; Lill et al; Rhoads et al). 

6.13 Σήµανση [35S]-SecA και [35S]-προπρωτεϊνών και των 

παραγώγων τους. 

Η σήµανση έγινε χρησιµοποιώντας το σύστηµα in vitro µεταγραφής/µετάφρασης 

TNT Quick (Promega), ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. 1µg 

αποµονωµένου κυκλικού πλασµιδίου που φέρει υποκινητή Τ7 πριν από το γονίδιο 

ενδιαφέροντος προστίθενται σε 40µL αντιδραστηρίου TNT Quick. Επιπλέον, 

προσθέτουµε 3µL [35S]-µεθειονίνης (10µCi) και επωάζουµε το µίγµα στους 30oC για 

90 λεπτά. Μετά την ολοκλήρωση της σήµανσης ανταλλάσσουµε το ρυθµιστικό 

διάλυµα της πρωτεΐνης µε διάλυµα 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 5mM 

MgCl2 για τις SecA και 6Μ ουρίας, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 1mM 

EDTA για τις προπρωτεΐνες µε χρωµατογραφία µοριακού αποκλεισµού σε ρητίνη 

G50. Τέλος τα δείγµατα αναλύονται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης και αυτοραδιογραφία. 

6.14 Μέτρηση της συγγένειας των προπρωτεϊνών για την 

µεταθετάση. 

Τα µεταλλάγµατα της SecA ή SecAWT (400nM) και IMVs µε SecYEG αγρίου τύπου 

(400nM SecY) αναµίχθηκαν και επωάστηκαν σε πάγο για 10 λεπτά σε τελικό όγκο 

20µL µε ρυθµιστικό διάλυµα 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 5mM MgCl2. Οι 

προπρωτεΐνες αραιώθηκαν έτσι ώστε να δηµιουργηθεί µια διαβάθµιση 

συγκεντρώσεων 0-10000nM. Η ουρία στην τελική αντίδραση δεν ξεπερνούσε τα 

0.2Μ. Η ραδιενεργά σηµασµένη πρωτεΐνη χρησιµοποιήθηκε (2µL) για την 

ιχνηλάτηση της ποσότητας της προπρωτεΐνης που αλληλεπιδρά µε την µεταθετάση σε 

κάθε βήµα της διαβάθµισης. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 10 λεπτά στον πάγο και 

στην συνέχεια η συνολική αντίδραση προστέθηκε πάνω σε ένα διάλυµα 0.2Μ 

σουκρόζη, 50mM Tris-HCl pH=8.0, 10µg/mL BSA και φυγοκεντρήθηκε στα 

300.000xg για 30 λεπτά στους 4oC. Το υλικό που είχε προσδεθεί στις µεµβράνες 

διαλυτοποιήθηκε σε 50mM Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 5mM MgCl2 και 

ακινητοποιήθηκε σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης χρησιµοποιώντας µια αντλία 

πολλαπλών κενών (Biorad). Η ένταση των [35S]-προπρωτεϊνών οπτικοποιήθηκαν 
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χρησιµοποιώντας το Phosphoimager (Storm, GE) και πολιτικοποιήθηκαν µε το 

ImageJ. Τέλος έγινε η αναγωγή σε ποσότητα µη-ραδιενεργά σηµασµένης 

προσδεµένης προπρωτεΐνης µε βάση το γεγονός ότι κάθε σήµα αντιπροσωπεύει µια 

συγκέντρωση µη-ραδιενεργά σηµασµένης προπρωτεΐνης + 2µL [35S]-προπρωτεΐνης. 

Η ποσότητα της προσδεµένης προπρωτεΐνης (άξονας Υ) σχεδιάστηκε σε συνάρτηση 

της συνολικής ποσότητας προπρωτεΐνης που χρησιµοποιήθηκε (άξονας Χ). Τέλος τα 

δεδοµένα αναλύθηκαν µε µη γραµµική παλινδρόµηση και η σταθερά διάστασης KD 

υπολογίστηκε µε το λογισµικό Prism (GraphPad). 

6.15 Hλεκτροφορητική µεταφορά πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη. 

Yλικά:  

 • Διάλυµα µεταφοράς : 50 mM Tris/HCl, 380 mM γλυκίνη, 0.1% SDS, 20% 

µεθανόλη  

 • Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης (0.45µ, Schleicher & Schuel)  

 • Χαρτί whatman  

Διαδικασία:  

Τρέχουµε τα πρωτεϊνικά δείγµατα σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµίδης ( SDS 

PAGE gel) όπως συνήθως λαµβάνοντας υπόψη ότι µε τη µέθοδο αυτή, που είναι πολύ 

ευαίσθητη, 0.1µg καθαρής πρωτεΐνης θα µου δώσουν αρκετά έντονο σήµα µε το ECL 

αντιδραστήριο. Συναρµολογούµε την συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών µέσα σε 

διάλυµα µεταφοράς. H µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται σε µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου στα 300 mA ή ολονυκτία στους 4°C και στα 40mA.  

6.16 Western blot. 

Yλικά:  

 • TBS :20mM Tris/HCl PH=7.5, 150mM NaCl  

 • TTBS :20mM Tris/HCl PH=7.5, 150mM NaCl, 0.3% Tween-20  

 • Διάλυµα για την αποµάκρυνση θορύβου ( blocking solution): 1xTTBS 5%, 

σκόνη γάλακτος  

 • Διάλυµα αντισώµατος: 1xTTBS, 1% σκόνη γάλακτος  

 • Hyperfilm Amersham-RPN2103  

 • ECL Kit, Pierce  

 • Δευτερογενές αντίσωµα: goat antirabbit conj. to horseradish peroxidase – 

Jackson Immunoresearch.  
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Μετά τη µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, επωάζεται η 

µεµβράνη για 30’ σε θερµοκρασία δωµατίου στο διάλυµα αποµάκρυνσης θορύβου ή 

O/N στους 4°C υπό συνθήκες ήπιας ανάδευσης. H µεµβράνη κατόπιν ξεπλένεται σε 

διάλυµα 1xTTBS, 1x15min, 2x5min σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνθήκες ήπιας 

ανάδευσης. Tα ξεπλύµατα µπορούν να είναι και εκτενέστερα αν κριθεί απαραίτητο. 

Επώαση της µεµβράνης για 1h σε διάλυµα πρωτογενούς αντισώµατος ( διάλυµα 

αντισώµατος + την κατάλληλη αραίωση του χρησιµοποιούµενου κάθε φορά 

πρωτογενούς αντισώµατος) σε θερµοκρασία δωµατίου ή O/N στους 4°C υπό 

συνθήκες ήπιας ανάδευσης. H µεµβράνη κατόπιν ξεπλένεται σε διάλυµα 1xTTBS, 

1x15min, 2x5min σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνθήκες ήπιας ανάδευσης. 

Επώαση της µεµβράνης για 1h σε διάλυµα δευτερογενούς αντισώµατος σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό συνθήκες ήπιας ανάδευσης. H µεµβράνη κατόπιν 

ξεπλένεται σε διάλυµα 1xTTBS, 1x15min, 4x5min σε θερµοκρασία δωµατίου υπό 

συνθήκες ήπιας ανάδευσης. Tα ξεπλύµατα µπορούν να είναι και εκτενέστερα αν 

κριθεί απαραίτητο. Τέλος η µεµβράνη επωάζεται για 5 min σε διάλυµα 1XTBS. Στο 

µεταξύ αναµειγνύουµε ίσους όγκους από τα ECL αντιδραστήρια και τα αφήνουµε για 

εξισορρόπηση για 5λεπτά το µέγιστο σε θερµοκρασία δωµατίου. Στεγνώνουµε 

ελαφρά τη µεµβράνη στον αέρα. Προσθέτουµε το µίγµα των ECL αντιδραστηρίων 

στη πλευρά της µεµβράνης όπου έχουν µεταφερθεί οι πρωτεΐνες και αφήνουµε για 

επώαση 1min χωρίς ανάδευση.  Στη συνέχεια εκθέτουµε τη µεµβράνη στο µηχάνηµα 

image quant Las 4000( GE healthcare) 

6.17 Δραστικότητα ΑΤΡασης της SecA. 

Η SecA παρουσιάζει 3 διακριτές δράσεις ΑΤΡάσης. Όταν βρίσκεται µόνη της σε 

κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα υδρολύει ΑΤΡ µε πολύ χαµηλό ρυθµό (Βασική 

δραστικότητα). Όταν προσθέτουµε ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια, τα οποία 

περιέχουν το σύµπλοκο SecYEG ο ρυθµός υδρόλυσης αυξάνεται περίπου 1.5 φορές 

(Μεµβρανική δραστικότητα) σε σχέση µε βασική δραστικότητα. Εάν προσθέσουµε 

ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια, τα οποία περιέχουν το σύµπλοκο SecYEG και 

proPhoA, που χρησιµοποιείται ως µοντέλο υπόστρωµα, η δραστικότητα της 

ΑΤΡάσης αυξάνεται δραµατικά (δραστικότητα Μετατόπισης), ~7 φορές σε σχέση µε 

την Μεµβρανική δραστικότητα. Ο προσδιορισµός της ποσότητας του φωσφόρου που 

απελευθερώνεται κατά την υδρόλυση του ΑΤΡ από την SecA προσδιορίζεται µε την 
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χρωστική πράσινο του µαλαχίτη. Για την µέτρηση της δραστικότητας της SecA ως 

ΑΤΡάση, όλες οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε ρυθµιστικό διάλυµα Β (50mM 

Tris-HCl pH=8.0, 50mM KCl, 5mM MgCl2 και 1mM DTT) µε 1mg/ml BSA και 

1mM ATP (ο τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 50µl). Για µια πλήρη αντίδραση 

(δραστικότητα Μετατόπισης) προσθέτουµε 2µg SecA (0.4µM), ανεστραµµένα 

µεµβρανικά κυστίδια που περιέχουν το σύµπλοκο SecYEG (η κατάλληλη ποσότητα 

πρέπει να δίνει Μεµβρανική δραστικότητα ίση µε 1.5 φορές την Βασική 

δραστικότητα ΑΤΡάσης και  proPhoA (3µM). H proPhoA βρίσκεται διαλυµένη σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 6Μ ουρίας, οπότε µια αντίστοιχη ποσότητα ουρίας πρέπει να 

προστεθεί σε κάθε αντίδραση στην οποία δεν υπάρχει υπόστρωµα. Ωστόσο, η 

συγκέντρωση της ουρίας στην τελική αντίδραση δεν πρέπει να ξεπεράσει τα 0.2Μ, 

διότι υπάρχει ο κίνδυνος να επηρεαστεί η λειτουργικότητα της SecA. Η αντίδραση 

πραγµατοποιείται στους 37oC για 10 λεπτά και τερµατίζεται µε την τοποθέτηση της 

αντίδρασης στους 4οC. Στην συνέχεια προσθέτουµε 100µl, 37% w/v κιτρικό οξύ και 

αφήνουµε τα δείγµατα 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τέλος, τοποθετούµε 

250µl σε πλάκες 96 θέσεων, και µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 660nm.  

Υλικά:  

 • Yδροχλωρικό πράσινο του µαλαχίτη (Malachite green hydrochloride (Sigma 

M9636))  

 • Ammonium Molybdate tetrahydrate (Sigma A7302)  

 • 37% κιτρικό οξύ  

προετοιµασία του malachite green πρόδροµου διαλύµατος (1L) MGSS:  

διάλυµα 1: διαλύουµε 340mg του malachite green reagent σε 75ml dH
2
O  

διάλυµα 2: διαλύουµε 10.5 gr ammonium molybdate σε 250ml HCl 4N.  

 • αναµιγνύουµε τα διαλύµατα 1 και 2 και προσθέτουµε dH
2
O ως το 1L. 

Aφήνουµε το διάλυµα να διαυγάσει στους 4°C υπό συνεχή ανάδευση για τουλάχιστο 

µία ώρα. Κατόπι το φιλτράρουµε από διηθητικό χαρτί Whatman (No 3). Το διάλυµα 

φυλάσσεται στους 4°C σε πλαστικό µπουκάλι και είναι σταθερό για τουλάχιστο 2 

µήνες. προετοιµασία του malachite green αντιδραστηρίου (MGR): φτιάχνουµε 

φρέσκο αντιδραστήριο προσθέτοντας 250µl 20% Triton X-100 σε 50ml του MGR 

αντιδραστηρίου. To αντιδραστήριο φυλάσσεται στους 4°C σε πλαστικό µπουκάλι και 

είναι σταθερό για 2 περίπου εβδοµάδες πρότυπα διαλύµατα φωσφόρου (το πρότυπο 

διάλυµα φωσφόρου της Sigma (661-9)περιέχει 650 nmoles Pi/ml)  
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6.18 In vitro µετατόπιση προπρωτεϊνών στο εσωτερικό 

ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων (IMVs). 

Τα υποστρώµατα που µετατοπίζονται στο εσωτερικό των κυστιδίων δεν είναι 

προσβάσιµα σε εξωγενώς προστιθέµενη πρωτεάση και µπορούν να ανιχνευθούν µε 

ανοσοαποτύπωση σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης.  

Υλικά:  

 • 10Χ ΒΒ: 500mM Tris-HCl PH=8, 500mM KCl, 50mM MgCl
2
, 10mM DTT 

(προστίθεται πριν από τη χρήση του αντιδραστηρίου από 1Μ πρόδροµο διάλυµα)  

 • Διάλυµα ουρίας: 6M Oυρία, 50 mM Tris-HCl PH=8, 1mM DTT  

 • 0.1 M ATP σε 50 mM Tris-HCl PH=8,  

 • TCA (25% παγωµένο)  

 • Ακετόνη  

 • Βιοχηµικά:  

proPhoA:  

SecA: ~2µg πρωτεϊνης ανά αντίδραση  

SecB: ~1µg πρωτεΐνης ανά αντίδραση  

IMVs: 0.8 µΜ IMVs σε διάλυµα AH (50mM HEPES-KOH pH=7.5, 5mM MgSO
4
, 

1mM DTT(προστίθεται φρέσκο)). Πρωτεάση (proteinase K): 10mg/ml διαλυµένη στο 

νερό  

 

    αντίδραση αρνητικό control 
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10XBB  5µl  5 µl  

BSA(10mg/ml)  2 µl  2 µl  

SecB (1 µg/µl)  1 µl  1 µl  

SecA (1 µg/µl)  2 µl  2 µl  

IMVs 2 µl  2 µl  

ATP (0.1M)  1 µl  _  

proPhoA  Χ µl  Χ µl  

ddH
2
O  

                                    50 µl  50 µl  

 

Οι αντιδράσεις επωάζονται για 12min στους 37 °C. Η αντίδραση µετατόπισης 

τερµατίζεται µε την µεταφορά στον πάγο για 5 min. Στην συνέχεια προσθέτουµε 5µL 

πρωτεϊνάση K (10mg/mL), αναδεύουµε και επωάζουµε 15min στον πάγο. Η 

πρωτεόλυση τερµατίζεται µε την προσθήκη 100µL παγωµένο TCA (25% w/v) 

αναδεύουµε και επωάζουµε για 20 min στον πάγο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

13.000xg στους 4°C για 20min. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και προσθέτουµε 

1mL παγωµένης ακετόνης µε προσοχή για να µην αποκολληθεί το ίζηµα που έχει 

σχηµατιστεί. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 13.000xg στους 4°C για 20min και 

επανάληψη του προηγούµενου βήµατος άλλη µια φορά. Τέλος αποµακρύνουµε το 

υπερκείµενο και τοποθετούµε τους µικροσωλήνες µε τα ιζήµατα στους 37oC. Μόλις 

εξατµιστούν όλα τα κατάλοιπα ακετόνης προσθέτουµε 15µL διαλύµατος 250mM 

Tris-HCl pH=6.8, 3mM β-mercaptoethanol, 40% v/v glycerol, 8% w/v SDS). Κάθε 

δείγµα ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 13%, που περιείχε 6M Urea. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Western Blot) και επωάστηκαν ολονυκτία µε διάλυµα κατάλληλων αντισωµάτων για 

την ανίχνευση των προπρωτεϊνών που µετατοπίστηκαν στον αυλό των IMVs.  

6.19 In vivo µετατόπιση της proPhoA και των παραγώγων της.  

Εµβολιάζουµε το LB θρεπτικό που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό µε µια 

αποµονωµένη αποικία και την επωάζουµε ολονύχτια. Αραιώνουµε 100 φορές την 

ολονύχτια καλλιέργεια σε 5 ml θρεπτικού LB και την επωάζουµε στην κατάλληλη 

θερµοκρασία µέχρι την οπτική πυκνότητα OD600nm=0.2-0.3. Προσθέτουµε τον 

κατάλληλο επαγωγέα: tetracycline (0.04 µg/µl) για τα secA γονίδια που είναι 
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κλωνοποιηµένα στον pASK-IBA7-plus πλασµίδιο, IPTG (0.1 mM) για τα secYEG 

γονίδια που είναι κλωνοποιηµένα σε pET πλασµίδια η καθόλου επαγωγέα. Μετά την 

επαγωγή αφήνουµε τα κύτταρα να αναπτυχθούν για 30 επιπλέον λεπτά. 

Μεταφέρουµε 1.3 ml καλλιέργειας σε σωλήνες Eppendorf και φυγοκεντρούµε για 5 

λεπτά στα 5.000 rpm και επαναδιαλύουµε το κυτταρικό ίζηµα σε 1 ml 1 Μ Tris pH:8. 

Χρησιµοποιούµε 260 µl για να µετρήσουµε την οπτική πυκνότητα OD600nm (στην 

εξίσωση OD600nm) και 500 µl στα οποία προσθέτουµε 12.5 µl διαλύµατος p-

Nitrophenyl phosphate (1 M). Επωάζουµε στους 37°C για συγκεκριµένο χρονικό 

διάστηµα (στην εξίσωση incubation time) µέχρι την ανάπτυξη κίτρινου χρώµατος. 

Τερµατίζουµε την αντίδραση προσθέτοντας 100 µl K2HPO4 (1M) και διαλυτοποιούµε 

τα κύτταρα µε 5 µl 20% Triton X-100. Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα (13.000 rpm; 

2min) και µετράµε την οπτική πυκνότητα του υπερκείµενου OD420nm (στην εξίσωση 

OD420nm). Υπολογίζουµε τις µονάδες υδρόλυσης χρησιµοποιώντας την εξίσωση: 

(1000 x OD420 nm x dilution factor)/(incubation time x OD600nm).  

 

6.20 In vitro αναδίπλωση της αλακαλικής φωσφατάσης 

Χρησιµοποιούµε την proPhoA και τα παράγωγα της στο ρυθµιστικό διάλυµα 

που βρίσκονται µετά την αποµάκρυνση της ουρίας, όπως έχει περιγραφεί. Εισάγουµε 

την ενδεδειγµένη ποσότητα πρωτεΐνης απευθείας σε 1 ml ρυθµιστικού διαλύµατος (1 

M Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 5 mM ZnCl2). Προσθέτουµε pNPP και επωάζουµε 

στους 37°C για χρονικό διάστηµα (στην εξίσωση time[min]) µέχρι την εµφάνιση 

κίτρινου χρώµατος. Τερµατίζουµε την αντίδραση µε την προσθήκη διαλύµατος ΑΡ-

stop (σχηµατίζεται αναµειγνύοντας 1 όγκο 0.5 M EDTA pH, 8.0 µε 4 όγκους 2.5 M 

K2HPO4) και µετρούµε την οπτική πυκνότητα του p-nitrophenol στα 420 nm (στην 

εξίσωση A420.). Τέλος προσδιορίζουµε τις µονάδες υδρόλυσης χρησιµοποιώντας την 

εξίσωση (1000xA420)/ time[min]). 
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6.21 Ρυθµιστικά διαλύµατα και αντιδραστήρια  

Ab Solution (freshly made)  

 • TTBS 1x  

 • Dry milk powder 1%  

 

Πηκτικό (ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης) 5Χ (50ml)  

 • Ficoll 400 6.25 g  

 • Bromophenol blu 0.1 g  

 • TBE 10X 3.35 ml  

 • Water milli-Q  

 

Buffer B 10x  

 • Tris HCl pH 8.0 500 mM  

 • KCl 500 mM  

 • MgCl
2 
50 mM  

 

Blocking solution (freshly made)  

 • TTBS 1x  

 • Dry milk powder 5%  

 

Coomassie blue stain (1L)  

 • Coomassie blue R-250 1.0 g  

 • Methanol 400 ml  

 • Acetic Acid 100 ml  

Αποθηκεύεται σε θερµοκρασία δωµατίου και µπορεί να χρησιµοποιηθεί πολλές φορές 

 

Destaining buffer (1L)  

 • Methanol 400 ml  

 • Acetic Acid 100ml  

Αποθηκεύεται σε θερµοκρασία δωµατίου και µπορεί να χρησιµοποιηθεί πολλές φορές 

  

Laemmli buffer  
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 • Glycerol 50 ml  

 • SDS 10 g  

 • Tris pH 6.8 30 ml  

 • β-mercaptoethanol 1 mL 

 • bromophenol blue 0.005 %  

Αποθηκεύεται σε θερµοκρασία δωµατίου η στους -20oC.  

 

Lysogeny Broth LB (1L)  

 • Tryptone 10g  

 • Yeast extract 5g  

 • NaCl 10g  

 • NaOH 1N to pH 7.2  

 • Water milli-Q  

 

Διάλυµα P1 (50 mL)  

 • Tris pH 8.0 50 mM  

 • EDTA 10 mM  

 • Water milli-Q  

 

Διάλυµα P2 (50 mL)  

 • NaOH 200 mM  

 • SDS 1%  

 

Διάλυµα P3 pH 5.5 (50 mL)  

 • Potassium acetate 3M  

 • Glacial acetic acid to pH 5.5  

 • Water milli-Q  

 

Running buffer 10x (1L)  

 • Tris 30 g  

 • Glycine 144 g  

 • SDS 10g  

 

TAE 10X pH 8.5 (1L)  
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 • Trizma base 48.4 g  

 • Glacial acetic acid  

 • EDTA 05 M pH 8.5  

 • Water milli-Q  

 

TBS 10x (1L)  

 • Tris pH 7.5 1 M 200ml  

 • NaCl 87.4 g  

 

TE buffer 10x (100 mL)  

 • Tris-Cl 1.58 g  

 • EDTA 0.37 g  

 

TFB1  

 • Potassim acetate 30 mM  

 • CaCl
2 
10 mM  

 • MnCl
2 
50 mM  

 • RbCl 10 mM  

 • Glycerol 15%  

 • Acetic acid 1 M to pH 5.8  

 

TFB2  

 • MOPS pH 6.5 10 mM  

 • CaCl
2 
75 mM  

 • RbCl 10mM  

 • Glycerol 15%  

 • KOH 1M to pH 6.5  

 

TTBS 10X (1L)  

 • Tris pH 7.5 1 M 200 ml  

 • NaCl 87.4 g  

 • Tween-20 30 ml  
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