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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Το κύτταρο είναι ένα εργοστάσιο παραγωγής πρωτεϊνικών µορίων. Το 30% των 
παραγόµενων πρωτεϊνών εντοπίζονται στον εξωκυτταροπλασµατικό χώρο, διαδεικνύοντας  
την εκκριτική διαδικασία ως εντελώς απαραίτητη για την ζωή του κυττάρου. Στα βακτήρια, το 
πειραµατικό σύστηµα που χρησιµοποιείται στην παρούσα διατριβή για την µελέτη της 
διαδικασίας της έκκρισης, εντοπίζεται πληθώρα εκκριτικών µηχανών (µεταθετάσες). Οι 
µεταθετάσες  µε κατανάλωση ενέργειας από την υδρόλυση νουκλεοτιδίων ή από την 
βαθµίδωση του δυναµικού των πρωτονίων κατά µήκος της µεµβράνης, επιτελούν την 
µεταφορά των πρωτεϊνών διαµέσου της λιπιδικής διπλοστοιβάδας προς στο εξωτερικό του 
κυττάρου. Από τις παραπάνω εκκριτικές µηχανές µόνο η Sec, είναι απαραίτητη για την 
φυσιολογική λειτουργία του βακτηριακού κυττάρου, καθώς εκκρίνει τις περισσότερες 
πρωτεΐνες και γι’ αυτό µελετάται διεξοδικότερα στην παρούσα ανάλυση. 
 Ο βασικός πυρήνας της Sec µεταθετάσης αποτελείται από τoυς ολιγοµερείς SecYEG 
σχηµατισµούς που µοιάζουν µε πόρους στην µεµβράνη και την περιφερειακή πρωτεΐνη SecA. 
Μολονότι η SecA είναι ένα ένζυµο που ‘’µετακινείται’’ σταδιακά κατά µήκος των εκκρινόµενων 
πρωτεϊνικών υποστρωµάτων, παρουσιάζει οµολογία µε τις ελικάσες των νουκλεϊκών οξέων. 
Πιο συγκεκριµένα περιλαµβάνει ένα αµινοτελικό καταλυτικό πυρήνα, που παρουσιάζει 
οµολογία µε τον αντίστοιχο καταλυτικό πυρήνα των ελικασών (Ν-περιοχή), από τον οποίο 
εκβάλλουν δύο µη οµόλογες µε τις ελικάσες περιοχές που συντελούν στην εξειδίκευση της 
πρωτεΐνης. Και ενώ η αµινοτελική περιοχή επιτελεί σχεδόν όλες τις χηµικές δραστηριότητες 
της SecA (δέσµευση και υδρόλυση ΑΤΡ, δέσµευση του Πεπτιδίου Σηµατοδότη του 
υποστρώµατος και δέσµευση στην µεµβράνη στην θέση που εντοπίζεται το σύµπλοκο 
SecYEG), οι επονοµαζόµενες περιοχές εξειδίκευσης, βοηθούν τις ελικάσες να αποκτήσουν 
τον συγκεκριµένο τους ρόλο και αναθέτουν συγκεκριµένα στην SecA πρωτεΐνη την δράση της 
στην διαδικασία έκκρισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. Αυτές είναι: η περιοχή 
εξειδίκευσης του υποστρώµατος SSD  (Substrate Specificity Domain), όπου προτείνεται ότι 
δεσµεύεται το υπόστρωµα και η καρβοξυτελική περιοχή (C-domain), που έχουµε διαπιστώσει 
ότι ρυθµίζει την δραστικότητα ΑΤΡάσης της Ν-περιοχής. Η C-περιοχή, µέσω απευθείας 
αλληλεπίδραση µε την Ν-καταλυτική περιοχή, καταστέλλει την δραστικότητα ΑΤΡάσης της 
SecA όταν η τελευταία εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και δεν υπάρχει ανάγκη κατανάλωσης 
ενέργειας. Αντίστοιχα, η ΑΤΡάση της SecA ενεργοποιείται απουσία ισχυρής αλληλεπίδρασης 
µεταξύ των Ν-/C-περιοχών της χωρίς να πραγµατοποιείται καµία δέσµευση από τα 
υποστρώµατα της εκκριτικής διαδικασίας. Στην περίπτωση αυτή επιτυγχάνεται µίµηση της 
συµπεριφοράς της SecA στην µεµβράνη κατά την διάρκεια της έκκρισης των πρωτεϊνών, όταν 
τα επίπεδα υδρόλυσης του ΑΤΡ πρέπει να είναι αυξηµένα. Η δέσµευση της C-περιοχής στην 
Ν-περιοχή αποδίδεται στην πρώτη υποπεριοχή της C-περιοχής, την περιοχή SD (Scaffold 
Domain). Έχουµε όµως επιπλέον διαπιστώσει ότι και η υποπεριοχή IRA1 (Intramolecular 
Regulator of ATP hydrolysis 1), µία συντηρηµένη δοµή έλικας-λούπας-έλικας στην C-περιοχή 
απαιτείται επίσης για την ρυθµιστική δράση της τελευταίας. Η SecA πρωτεΐνη µε µία µικρή 
έλλειψη στην IRA1 υποπεριοχή µετατρέπεται σε υπερενεργοποιηµένη ΑΤΡάση η οποία 
παρόλα αυτά είναι ανίκανη να συντελέσει στην διαδικασία έκκρισης των πρωτεϊνών.  

Στην προσπάθεια µας λοιπόν να προσεγγίσουµε το αναπάντητο ερώτηµα της 
µετατροπής της χηµικής ενέργειας σε µηχανικό έργο στις ελικάσες, που πιθανότατα 
περιλαµβάνει ενδοεπικοινωνία µεταξύ της καταλυτικής περιοχής και των περιοχών που τους 
προσδίδουν εξειδίκευση, εστιαστήκαµε στον µηχανισµό ανίχνευσης της λειτουργίας της IRA1 
υποπεριοχής, που αναµένεται να αποτελεί τον απαραίτητο µοριακό διακόπτη που συνδέει την 
υδρόλυση του ΑΤΡ µε την διαδικασία έκκρισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. Με µία 
ποικιλία βιοχηµικών δεδοµένων που, ενισχύονται και από την πρόσφατη κρυσταλλογραφική 
ανάλυση της SecA από τα βακτήρια Bacillus.subtilis και Mycobacterium.tuberculosis, 
διαπιστώνουµε ότι η IRA1 υποπεριοχή, διαµέσου απευθείας ή µεγάλου βεληνεκούς 
αλληλεπιδράσεων σχεδόν µε όλες τις υποπεριοχές της SecA, ‘’αισθάνεται’’ τις αλλαγές στην 
διαµόρφωση αυτών των περιοχών από την δέσµευση των διαφόρων υποστρωµάτων της 
διαδικασίας της έκκρισης. Εν συνεχεία η IRA1 υποπεριοχή µεταδίδει αλλαγές στην 
διαµόρφωση της N-καταλυτικής περιοχής και ρυθµίζει έτσι τις χηµικές της δραστικότητες.  

Προτείνουµε τελικά ότι η ενδοµοριακή ρύθµιση της SecA από την IRA1-υποπεριοχή, 
εφαρµόζεται µέσω των πλευρικών ‘’ταλαντώσεων’’ της τελευταίας από και προς  την έλικα της 
SD-περιοχής, η οποία και δεσµεύεται απευθείας στην Ν-καταλυτική περιοχή. Μέσω αυτών 
των ‘’ταλαντώσεων’’ η IRA1-υποπεριοχή επιδρά στην διαµόρφωση της SD-περιοχής και 
ρυθµίζει την δέσµευση και απελευθέρωση της από την Ν-περιοχή. Παροµοίως η διαµοριακή 
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ρύθµιση της SecA από το εκκρινόµενο πρωτεϊνικό υπόστρωµα, κατά την εκκριτική διαδικασία, 
αναµένεται να περιλαµβάνει παρόµοιες ‘’ταλαντώσεις’’ της IRA1-υποπεριοχής από και προς 
την SSD-περιοχή. Και αυτό γιατί η IRA1-υποπεριοχή εντοπίζεται µεταξύ των SD και SSD 
περιοχών και είναι ο µοναδικός σύνδεσµος µεταξύ τους. Γενικότερα, ανάλογες δοµές έλικας-
λούπας-έλικας στις ελικάσες ενδέχεται να συνδέουν τις περιοχές εξειδίκευσης που 
παρουσιάζουν και να  συσχετίζουν την καταλυτική τους δραστικότητα µε το µηχανικό έργο 
που επιτελούν στα εξειδικευµένα υποστρώµατα τους. 
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Abstract 
 

The cell constitutively synthesizes proteins. 30% of the proteome is extracytoplasmic 
rendering secretion as a basic process of the cell life. In Bacteria, the experimental system 
that we use in this thesis, exist a variety of secretory machines (translocases). Transocases 
with the expenditure of energy, either in the form of ATP or in the form of gradient of protons 
in the membrane, secretes proteins through the lipid bilayer towards the extracellular space. 
From all the above secretory machines, only Sec translocase is essential for life, since it 
secretes the majority of the exracytoplasmic proteins and that is why it is studied in more 
detail in this analysis. 

The basic core of Sec translocase consists of the SecYEG oligomeric pore-like 
structures in the membrane and the peripheral protein SecA. Although SecA is a processive 
enzyme “moving” along preprotein secreted substrates, it shares homology with nucleic acid 
helicases. More specifically it contains a helicase amino terminal catalytic core (N-domain) 
with two nonhomologous specificity domains protruding from it. While the N-domain performs 
almost all the chemistries of SecA (ATP binding and hydrolysis, binding of the Signal Petide 
of the substrate and binding to the membrane at SecYEG), the so called specificity domains 
help helicases acquire their specific role and in particular assign SecA its task in protein 
secretion. These are: the Substrate Specificity Domain, SSD, where the preprotein substrate 
is postulated to bind and the Carboxy terminal C-domain that we have found it regulates the 
ATPase activity of the N-catalytic domain. The C-domain, through direct binding to the N-
catalytic domain, suppresses SecA ATPase when it stays in the cytoplasm and there’s no 
need for energy consumption. Respectively in the absence of a tight association between the 
N-/C-domains, SecA ATPase is activated without any binding from ligands, mimicking the 
SecA behaviour in the membrane during translocation, when ATP hydrolysis is needed for 
secretion to happen. The binding of the C-domain to the N-domain is attributed to the first C-
domain substructure of the Scaffold Domain, SD, but we have found also that IRA1 
(Intramolecular Regulator of ATP hydrolysis 1) a conserved Helix-Loup-Helix structure in the 
C-domain is required for its regulatory role. SecA with a short IRA1 deletion becomes a 
hyperactivated ATPase that is nevertheless incompetent for transocation.  

Trying to answer the unresolved question of energy conversion to mechanical work in 
helicases, that most probably involves cross-talk between the catalytic and specificity 
domains, we focused on IRA1 mechanism, that is expected to act as a molecular switch 
essential for coupling ATP hydrolysis to translocation work. A variety of biochemical data 
supported also by the recently solved structures of SecA from Bacillus.subtilis and 
Mycobacterium.tuberculosis, suggest that through direct or long range conformational 
communication with almost all SecA subdomains, IRA1 “senses” all the ligands of the 
translocation reaction. Consequently IRA1 transmits conformational changes to the N-
catalytic domain, regulating its properties. 

 We propose that IRA1 intramolecular regulation is exerted through lateral 
“oscillations” of IRA1 to and from the helix of the SD that binds directly to the catalytic 
domain. Through these “oscillations” IRA1 affects SD’s conformation and controlls its binding 
and release from the N-domain. Likewise intermolecular regulation of SecA by the preprotein 
substrates is expected to involve similar “oscillations” of IRA1 to and from the SSD since 
IRA1 is positioned between the SD and the SSD, and it’s the only physical link connecting 
them. Analogous H-L-H substructures in helicases in general, could potentially connect their 
specificity domains and couple catalysis to mechanical work.   
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜΑΤΩΝ 
 
 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
1.1.           Πρωτεϊνικέςµηχανές-Πρωτεϊνες κινητήρες                           
 
 
Σχήµα   1: Σχηµατική αναπαράσταση της εκκριτικής διαδικασίας   
Σχήµα   2: Βακτηριακές εκκριτικές µηχανέσ 
Σχήµα   3: Σχηµατική αναπαράσταση των συστατικών του βακτηριακού Sec µονοπατιού 
 
 
1.2.           Η έκκριση των πρωτεϊνών είναι µία αντίδραση τριών  
               σταδίων                                                                            
 
 
Σχήµα   4: Αναπαράσταση των βηµάτων ενός γενικευµένου µονοπατιού µεταφοράς  
                  πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες  
 
 
 
1.2.Α.        Μεταφορά–στόχευση εκκριτικών πρωτεϊνών στη 
                  µεµβράνη                                                                                         
 
 
1.2.Α.Ι.     Πεπτίδια σηµατοδότες  
                  (Signal  peptides)                                                                             
 
                                                                     
1.2.Α.ΙΙ.     Ρόλος της ‘’ώριµης περιοχής’’ της πολυπεπτιδικής  
                  αλυσίδας                                                                                          
 
                                            
1.2.Α.ΙΙΙ.    Ρόλος κυτταροπλασµατικών συνοδών πρωτεϊνών στη µεταφορά  
                  των εκκρινόµενων υποστρωµάτων στη µεµβράνη                           
 
 
1.2.Α.ΙΙΙ.α. Μεταφορά-στόχευση στη µεµβράνη, µε τη βοήθεια της πρωτεΐνης  
                  SRP (Signal recognition particle) και του υποδοχέα της SR 
                  (SRP receptor)                                                                                 
 
 
Σχήµα   5: Μοντέλο µετατόπισης πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες  
Σχήµα   6:Πίνακες όπου αναγράφονται τα συστατικά του SRP και του υποδοχέα του SRP  
                 στα θηλαστικά και στα βακτήρια  
Σχήµα   7: Μοντέλο της µετατόπισης πρωτεϊνών όπως καταλύεται από το ευκαρυωτικό SRP 
Σχήµα   8: Μοντέλο της καθοδήγησης του συµπλόκου ριβοσώµατος-νεοσυντιθέµενων  
                  πρωτεϊνικών αλυσίδων RNC στη µεµβράνη 
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1.2.Α.ΙΙΙ.β. Μεταφορά-στόχευση µε τη βοήθεια της πρωτεΐνης  
                  SecB                                                                                                
 
 
Σχήµα   9: Μοντέλο µετα,εταφραστικής µεταφοράς πρωτεϊνών από µεµβράνες  
Σχήµα 10: Μοντέλο για την µεταφορά των προπρωτεϊνών στη µεµβράνη από την SecB 
Σχήµα 11: Απεικόνιση του τετραµερούς της SecB µε µορφή ταινίας σε όψεις που διαφέρουν  
                   µεταξύ τους κατά 900   
Σχήµα 12: Απεικόνιση του µονοµερούς της SecB µε την µορφή ταινίας  
Σχήµα 13: Κρυσταλλική δοµή της SecB από την H.Influenza σε πλευρική όψη (a) και  
                  µπροστινή όψη (b) 
Σχήµα 14: Προτεινόµενη θέση δέσµευσης της SecA στη SecB  
 
                                                                                                                   
1.2.Β.ΙΙ.      Το εκκριτικό Sec µονοπάτι.  Από τα γονίδια στις πρωτεΐνες και  
                  την ανασύσταση invitro                                                                 
 
        
1.2.Γ.         SecA-ATPάση-Αλληλεπιδράσεις µε τους διάφορους 
                  υποκαταστάτες                                                                              
 
 
Σχήµα  15: Ανασύσταση της διαδικασίας µετατόπισης πρωτεϊνών in vitro  
Σχήµα  16: SecA και υποκαταστάτες 
Σχήµα  17: Η SecA είναι ένζυµο που ρυθµίζεται τοπολογικά 
 
 
1.2.Γ.Ι.       Αλληλεπίδραση SecA µε ΑΤΡ                                                       
 
 
Σχήµα  18: ∆ιάγραµµα κορδέλας του ενεργού κέντρου της δοµής της bsSecA που περιέχει  
                   δεσµευµένο Mg-ADP 
Σχήµα  19: Μοριακές επαφές µεταξύ της SecA και του υποκαταστάτη Mg-ADP 
 
 
1.2.Γ.ΙΙ.      Αλληλεπίδραση SecA µε τα πρωτεϊνικά υποστρώµατα    
 
             
1.2.Γ.ΙΙ.α.   Πεπτίδια σηµατοδότες (Signalpeptides)                                        
 
 
Σχήµα  20: ∆οµή του πεπτιδίου σηµατοδότη των διαφόρων προπρωτεϊνών 
Σχήµα  21: Μεθοδολογία ανίχνευσης της περιοχής δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη 
Σχήµα  22:∆έσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη προξενεί µία σειρά από αλλαγές στην NBD- 
                  περιοχή αλλά και στην SSD-υποπεριοχή της  
 
 
1.2.Γ.ΙV.    Αλληλεπίδραση SecA µε λιπίδια που έχουν την τάση  
                  δηµιουργίας µη ελασµατοειδούς δοµής (Nonlamellar-prone 
                  Lipids) στη µεµβράνη                                                                    
 
 
Σχήµα  23:∆οµική αναπαράσταση της διευθέτησης των φωσφολιπιδίων σε µεµβράνες   
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1.2.∆.Ι.      Το SecYEG/Sec61 κανάλι της µεταθετάσης                                  
 
 
Σχήµα 24: Μοντέλα µετατόπισης πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες σε αντιπροσώπους 
βακτηρίων (E.coli) ευκαρυωτικών οργανισµών (S.cerevisiae) και αρχαιοβακτηρίων 
(M.jannaschii)  
 
 
1.2.∆.ΙΙ.     Σύµπλοκο SecYEG                                                                        
 
 
 
Σχήµα 25: Τρισδιάστατη απεικόνιση της SecYEG στην διπλή µεµβράνη 
 
 
1.2.Ε.        Ενσωµάτωση µεµβρανικών πρωτεϊνών στα βακτήρια                    
 
 
Σχήµα 26: Μονοπάτια µετατόπισης ή ενσωµάτωσης πρωτεϊνών κατά µήκος ή στο εσωτερικό 
της εσωτερικής µεµβράνης των βακτηρίων  
 
 
1.2.Ζ.        SecA-ATPάση. Από την κρυσταλλογραφική ανάλυση της  
                  πρωτεΐνης στην κρυσταλλογραφική της  
                  διαµόρφωση                                                                                  
 
 
Σχήµα 27: Μοντέλο οργάνωσης των διαφόρων περιοχών στο πρωτοµερές της SecA 
Σχήµα 28: Σχηµατική αναπαράσταση της SecA, του Ν68 και των δραστικοτήτων ΑΤΡάσης  
                  που παρουσιάζουν στους 370C 
Σχήµα 29: Ιδιότητες SecA∆IRA1 
Σχήµα 30: Χάρτης της SecA όπου αναγράφονται τα συντηρηµένα µοτίβα τα οποία  
                  καθορίζονται όπως περιγράφεται από τους Bailey and Gribskov  
Σχήµα 31: Στρατηγική µε την οποία η SecA διαιρέθηκε σε µικρότερες περιοχές µε διακριτές  
                  λειτουργίες 
Σχήµα 32: Σχηµατικό µοντέλο περιοχών στη SecA 
Σχήµα 33: Κινητικές περιοχές SecA και ελικασών  
Σχήµα 34: Κρυσταλλική δοµή της SecA από το B.subtilis χρωµατισµένη ανάλογα µε την  
                  οργάνωση των διάφορων περιοχών  
Σχήµα 35: Περιοχή δέσµευσης του νουκλεοτιδίου 
Σχήµα 36: ∆οµικά γνωρίσµατα της αµινοτελικής περιοχής της SecA 
Σχήµα 37: H SecA διµερίζεται µέσω της C-περιοχής της 
Σχήµα 38: Κρυσταλλική δοµή της ΑΤΡάσης της SecA από το M. tuberculosis 
 
 
1.2.Ζ.Ι.   ∆ιερεύνηση των αλλαγών της διαµόρφωσης της SecA  
               πρωτεΐνης απουσία και παρουσία των διαφόρων  
               υποκαταστατών της διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνών 
               µέσα από µεµβράνες                                                                        
 
 
Σχήµα 39 Φθορισµός της SecA έναντι της θερµοκρασίας  
Σχήµα 40:Σταθεροποίηση της διαµόρφωσης της SecA παρουσία ADP 
Σχήµα 41:Φθορισµός τρυπτοφανών στην E.coli, παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων ADP 
Σχήµα 42:Το ADP προκαλεί αύξηση στην θερµοκρασία που λιώνει τόσο η SecA όσο και το  
                 Ν68  
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1.2.Ζ.ΙΙ.  ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού της SecA                      
 
 
Σχήµα 43: Μεταφορά ενέργειας φθορισµού µεταξύ της CMmal- και της FMmal- 
                  σηµατοδοτηµένης SecA 
Σχήµα 44: Μοντέλα δράσης των ελικασών   
Σχήµα 45: Καθορισµός του σχήµατος της SecA σε διάλυµα 
Σχήµα 46: Αναπαράσταση του διµερούς της SecA όπως προκύπτει µετά από εφαρµογή  
                  κρυσταλλογραφικής συµµετρίας 
Σχήµα 47: Σχηµατισµός διµερούς από την SecA ATPάση 
Σχήµα 48: Απεικόνιση του σχήµατος του τετραµερούς Ν68 από δεδοµένα µε την µέθοδο  
                  SAXS 
Σχήµα 49: Ανασύσταση της mtSecA µετά από ανάλυση µοναδικών κοµµατιών µε  
                  ηλεκτρονική µικροσκοπία 
Σχήµα 50: Απεικόνιση δοµών της SecA παρουσία λιπιδικών µονοστοιβάδων E.coli 
 
 
1.2.Η.     Η µηχανή της µεταθετάσης επί το έργο                                             
 
 
Σχήµα 51:Στάδια κατά τη µεταφορά πρωτεϊνών µέσω του βακτηριακού Sec µονοπατιού 
Σχήµα 52:Κυκλικό µοντέλο εισαγωγής και εξαγωγής της SecA στη µεµβράνη καθώς  
                 δεσµεύεται και υδρολύεται ΑΤΡ αντίστοιχα   
 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ   
 
 
3.1.    Σηµειακές µεταλλαγές στον IRA1 µοριακό διακόπτη       
 
 
Σχήµα 53: Χάρτης της SecA, στον οποίο αναγράφονται οι διάφορες περιοχές από τις οποίες  
                  αποτελείται ο DEAD (Ν68) κινητήρας, ενώ σηµειώνεται και το IRA1 στοιχείο της C- 
                  περιοχής 
Σχήµα 54: ∆οµή της IRA1–περιοχής από την κρυσταλλογραφική ανάλυση της bsSecA 
Σχήµα 55: Κεντρική τοποθέτηση του IRA1 ρυθµιστικού στοιχείου στην κρυσταλλογραφική  
                  δοµή της διµερούς bsSecA (A). Σχηµατική αναπαράσταση των διαφόρων δοµών  
                  της bsSecA (B).  
Σχήµα 56: Κρυσταλλογραφική και σχηµατική αναπαράσταση της διµερούς bsSecA A) και  
                  mtSecA  
Σχήµα 57: Η IRA1-περιοχή επικοινωνεί σχεδόν µ’ όλες τις περιοχές της SecA, αλλά διαθέτει  
                  και περιοχές που βλέπουν στον διαλύτη, όπως η Η1  
 
 
3.2.       Λειτουργική ανάλυση                                                        
 
 
 
3.2.Α.      Η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την κατάλυση της 
                µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες                       
 
 
Σχήµα 58: Γενετική συµπληρωµατικότητα 
Σχήµα 59: Φάσµα υπεριώδους κυκλικού διχρωϊσµού της SecA και δύο τυχαίων IRA1  
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                  µεταλλαγών, της SecAW775A και της SecAL785R   
Σχήµα 60:A) Σχηµατική ανάλυση της πειραµατικής διαδικασίας µετατόπισης πρωτεϊνών in  
                 vitro. B) Μετατόπιση πρωτεϊνών in vitro  
3.2.Β.       Η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την αποδοτική υδρόλυση  
                ΑΤΡ από την SecA                                                                          
 
 
Πίνακας Ι:Κινητικές σταθερές στάσιµης κατάστασης (Steady-state Kinetic constants) της  
                 δραστικότητας ΑΤΡάσης των SecAIRA1 µεταλλαγών  
Σχήµα  61:∆ραστικότητα ΑΤΡάσης των διάφορων SecAIRA1 µεταλλαγών 
 
3.2.Γ.       Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει τον ρυθµό ανακύκλωσης 
                νουκλεοτιδίου από τον DEAD κινητήρα                                           
 
 
Σχήµα  62:Μέτρηση της αλλαγής του φθορισµού του φθορίζοντος ΑΤΡ παραγώγου MANT- 
                  ADP παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων SecA (A), N68 (B) και SecA∆IRA1 (Γ),  
                  σε σχέση µε τον φθορισµό του απουσία πρωτεϊνης τόσο στους 40C (ανοιχτοί  
                  κύκλοι) όσο και στους 370C (κλειστοί κύκλοι) 
Πίνακας ΙΙ:Σταθερές πρόσδεσης (Binding constants) της SecA και παραγώγων της για το  
                  MANT-ADP 
 
 
3.2.∆.      Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την σταθεροποίηση του DEAD 
                κινητήρα από το ADP          
 
 
Πίνακας ΙΙΙ:Θερµοκρασίες θερµικής αποδιάταξης (melting points) των SecAIRA1 µεταλλαγών 
Σχήµα  63: Καµπύλη θερµικής αποδιάταξης της SecA∆IRA1 πρωτεΐνης  απουσία  
                    και παρουσία ADP 
Σχήµα  64: Καµπύλη θερµικής αποδιάταξης των διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών απουσία  
                    και παρουσία ADP 
Σχήµα  65: Φάσµατα κυκλικού διχρωϊσµού υπεριώδους (far-UV CD) για τις διάφορες  
                   SecAIRA1 πρωτεϊνες στους 4, 15, 24 και 370C 
 
 
3.2.Ε.      H IRA1 περιοχή ρυθµίζει την σταθεροποίηση και της C-περιοχής  
               της SecA από το ADP                                                                    
 
 
Σχήµα  66: Απεικόνιση τρυπτοφανών στην ecSecA 
Σχήµα  67: Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης της SecAWT και του Ν68, που  
                   προκύπτουν από την µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών  
                   τους σε αυξανόµενες θερµοκρασίες 
Σχήµα  68: Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών που  
                   προκύπτουν από την µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών  
                   τους σε αυξανόµενες θερµοκρασίες  
ΠίνακαςIV:Σηµεία µετάπτωσης (apparent Tm) της θερµικής αποδιάταξης των διαφόρων  
                  SecAIRA1 µεταλλαγών, η οποία παρακολουθείται µέσω του ενδογενούς  
                  φθορισµού των τρυπτοφανών σε διάλυµα Mg2+  -/+ADP 
 
3.2.Ζ.      H IRA1 περιοχή ρυθµίζει την δέσµευση του DEAD κινητήρα 
                για το πεπτίδιο σηµατοδότη των εκκρινόµενων πρωτεϊνών και  
               την θέση SecYEG στη µεµβράνη                                                    
 
 
Σχήµα  69: ∆έσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη στις διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες  
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Σχήµα  70: Καµπύλες δέσµευσης της SecA, N68, C34 και της SecA∆IRA1 πρωτεϊνης στο  
                    σύµπλοκο SecYEG 
Πίνακας V:Σταθερές διάστασης (Dissociation Constants) της SecA και των διάφορων 
µεταλλαγµένων παραγώγων της για το SecYEG σύµπλοκο 
 
 
3.3.      Φυσική ανάλυση 
 
 
3.3.Α.     Η C-περιοχή της SecA ρυθµίζει την διαµόρφωση του DEAD  
               κινητήρα                                                                                         
 
 
Σχήµα  71: Περιοριστική θρυψινόλυσητης SecA και του Ν68 στους 40C 
Σχήµα  72: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης της SecAWT απουσία (Α) και παρουσία  
                   ADP (Β) µε θρυψίνη στους 40C στην κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA   
Σχήµα  73: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης του Ν68 απουσία (Α) και παρουσία ADP   
                   (Β) µε θρυψίνη στους 40C στην κρυσταλλογραφική δοµή τουΝ68 της bsSecA  
 
 
3.3.Β.     Στους 370C η ρύθµιση του DEAD κινητήρα από την 
               C-περιοχή περιορίζεται                                                                  
 
 
Σχήµα  74: Περιοριστική θρυψινόλυσητης SecA και του Ν68 στους 370C 
Σχήµα  75: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης της SecA (Α) και του Ν68 (Β) απουσία  και  
                   παρουσία ADP µε θρυψίνη (370C) στην κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA  
 
 
3.3.Γ.     Η IRA1 περιοχή της C-περιοχής της SecA ρυθµίζει την  
              διαµόρφωση του DEAD κινητήρα                                                   
 
 
Σχήµα  76: Περιοριστική θρυψινόλυση των SecAIRA1 πρωτεϊνών 
Σχήµα  77: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης των SecAIRA1 πρωτεϊνών απουσία (A) και  
                   παρουσία ADP (B) µε θρυψίνη (40C) στην κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA 
Σχήµα  78: Περιοριστική θρυψινόλυση της SecAWT και των υπολοίπων SecAIRA1  
                   πρωτεϊνών στους 40C   
 
 
3.3.∆.    Οι SecAIRA1 πρωτεΐνες δεν υφίστανται την ενδόθερµη 
              µετάπτωση της SecAWT κατά την µετάβαση από τους 40C  
              στους 370C.                                                                                     
 
  
Σχήµα  79: Περιοριστική θρυψινόλυση της SecAWT και τριών αντιπροσωπευτικών SecAIRA1  
                   πρωτεϊνών στους 40C και στους 370C. 
 
 
3.3.E.    Φυσική βάση της διαµόρφωσης και της λειτουργίας του DEAD  
              κινητήρα από τον IRA1 διακόπτη                                                   
 
 
Σχήµα  80: Ανασύσταση διµερούς SecA από καθαρισµένα Ν68 και C34IRA1 πεπτίδια  
Σχήµα  81: Καταστολή της ΑΤΡάσης της Ν-περιοχής από τα C34IRA1 πεπτίδια  
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3.3.Z.     ∆ιερεύνηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων  
              περιοχών και υποπεριοχών της SecA                                           
 
3.3.Ζ.I.   H C-περιοχή της SecA επικοινωνεί µε τις NBD, IRA2 
               και SSD-υποπεριοχές του DEAD κινητήρα                                  
 
 
Σχήµα   82: Αναπαράσταση της κρυσταλλογραφικής δοµής της bsSecA µε την µορφή  
                    σφαιρών 
Σχήµα   83: Έλεγχος της δηµιουργίας συµπλόκων µεταξύ της C-περιοχής της SecA και των  
                    διαφόρων υποπεριοχών του Ν68 
 
3.3.Ζ.II.  Οι NBD και IRA2-υποπεριοχές του DEAD κινητήρα  
               επικοινωνούν µεταξύ τους                                                            
 
Σχήµα   84: Ανασύσταση της περιοχής του DEAD κινητήρα από ποικιλία αµινοτελικών  
                    πεπτιδίων του, µε την δοκιµασία της µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης που  
                    πρωτοαναφέρθηκε στο σχήµα 32   
 
 
3.3.Η.    Οι SecAIRA1 µεταλλαγές διαταράσσουν την επικοινωνία της 
              C-περιοχής τους µε τις NBD και IRA2 υποµονάδες του  
              DEAD κινητήρα                                                                              
 
 
Σχήµα   85: Αλληλεπίδραση των C34IRA1 πεπτιδίων µε τις διάφορες υποπεριοχές του DEAD  
                    κινητήρα 
 
3.3.Θ.      Επίδραση των SecAIRA1 µεταλλαγών στην επικοινωνία της 
              C-περιοχής µε την SSD-περιοχή του DEAD κινητήρα                   
 
3.3.Ι.     Η IRA1-περιοχή λειτουργεί µόνο παρουσία της C-περιοχής της  
               SecA                                                                                             
 
Σχήµα   86: Κρυσταλλογραφική απεικόνιση της C-περιοχής της bsSecA (Hunt et al., 2002)  
                    και κατ’ αναλογία της ecSecA, στην οποία διακρίνονται οι τέσσερις περιοχές της   
Σχήµα   87: Χάρτης των διαφόρων παραγώγων του C34. 
Σχήµα   88: Μελέτη της δευτεροταγούς δοµής των διαφόρων παραγώγων του C34 µε την  
                    µελέτη των φασµάτων µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (Far-UV CD).   
Σχήµα   89: ∆ιερεύνηση της φυσικής αλληλεπίδρασης των παραγώγων του C34 µε  
                    τον DEAD κινητήρα. 
Σχήµα   90: ∆ιερεύνηση της καταστολής της ΑΤΡάσης του DEAD κινητήρα από τα διάφορα  
                    παράγωγα του C34. 
Σχήµα   91: ∆ιερεύνηση της φυσικής αλληλεπίδρασης των διαφόρων παραγώγων του C34 µε  
                    ολόκληρο τον DEAD κινητήρα και τις διάφορες υποπεριοχές του. 
Σχήµα   92: ∆ιερεύνηση της φυσικής αλληλεπίδρασης των διαφόρων παραγώγων του C34 µε  
                    τον DEAD κινητήρα µε χρωµατογραφία αποκλεισµού. 
Σχήµα   93: ∆ιερεύνηση της επίδρασης των διαφόρων παραγώγων του C34 στην ΑΤΡάση  
                    του DEAD κινητήρα.  
 
3.3.Κ.     Η IRA1-περιοχή ελέγχει την διαµόρφωση των περιοχών SD, 
               WD και της CT-περιοχής                                                              
 
Σχήµα   94: Θερµικό φάσµα C34 και παραγώγων 
Πίνακας VI: Θερµική αποδιάταξη των διαφόρων παραγώγων του C34 (σε διάλυµα Mg2+),  
                    που παρακολουθείται µέσω του φθορισµού των τρυπτοφανών τους  
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Σχήµα   95: Περιοριστική πρωτεόλυση των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων 
Σχήµα   96: Μελέτη της δευτεροταγούς δοµής των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων µε την  
                    µελέτη των φασµάτων µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (Far-UV CD)   
Σχήµα   97: Θερµικό φάσµα C34 και C34IRA1 παραγώγων 
Πίνακας VII:Αναγραφή των σηµείων µετάπτωσης της θερµικής αποδιάταξης,  
                    παρακολουθούµενης µέσω του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών, για τα  
                    διάφορα C34IRA1 µεταλλαγµένα πεπτίδια (σε διάλυµα Mg2+) 
Σχήµα   98: Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης της SecAWT και της SecAR792A, που  
                    προκύπτουν από την µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών  
                    τους σε αυξανόµενες θερµοκρασίες  
Σχήµα  99: Απεικόνιση των υποπεριοχών του C34 πεπτιδίου (C-περιοχή) και της  
                    αλληλουχίας του στην E.coli  
ΠίνακαςVIII:Σηµεία µετάπτωσης (apparent Tm) της θερµικής αποδιάταξης  των διαφόρων   
                    SecAIRA1 µεταλλαγών, η οποία παρακολουθείται µέσω του ενδογενούς  
                    φθορισµού των τρυπτοφανών σε διάλυµα EDTA   
Σχήµα 100: Απεικόνιση της κρυσταλλογραφικής δοµής του Ε802ΑC34 της ecSecA κατ’  
                    αναλογία µε την δοµή της bsSecA 
Σχήµα 101: Απεικόνιση της κρυσταλλογραφικής δοµής του Ε802ΑC34 της ecSecA κατ’  
                    αναλογία µε την δοµή της bsSecA 
 
3.3.Λ.    Η IRA1-περιοχή ελέγχει τον διµερισµό της SecA                          
 
Σχήµα 102: Μελέτη των διαφόρων παραγώγων της C34-περιοχής µε αποδιατακτική  
                    ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντοπισµό 
Σχήµα 103: ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού των διαφόρων παραγώγων της C34- 
                    περιοχής µε µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 
Σχήµα 104: ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού των διαφόρων παραγώγων της C34- 
                    περιοχής 
Σχήµα 105: Μελέτη του ολιγοµερισµού των διαφόρων παραγώγων της C34-περιοχής µετά  
                    από χηµική διασύνδεση µε DSP.  
Σχήµα 106: Ρόλος  της IRA1-περιοχής στον ολιγοµερισµό της C34-περιοχής της SecA 
Σχήµα 107: Πιθανές επιδράσεις της µεταλλαγής E802A της IRA1-περιοχής στον διµερισµό  
                    της SecA  
Σχήµα 108: Ρόλος της IRA1-περιοχής στον ολιγοµερισµό της SecA 
Σχήµα 109: ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού των διάφορων SecAIRA1  
                    µεταλλαγών  
 
3.4.     ∆οµική ανάλυση  
                                                              
3.4.Α.    Σηµειακές µεταλλαγές στον IRA1 µοριακό διακόπτη 
                      
Σχήµα 110: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων των αµινοξέων του IRA1 που υφίστανται  
                    σηµειακές µεταλλαγές στην ecSecA, τόσο στην δοµή της bs (i) mtSecA (iii), µε τις  
                    διάφορες περιοχές της πρωτεΐνης τόσο του πρώτου [SecA(α)], όσο και του  
                    δεύτερου µονοµερούς [SecA(β)].   
Σχήµα 111: Οι διάφορες IRA1 µεταλλαγές διαιρούνται σε τέσσερις τάξεις µε βάση τις  
                    κυρίαρχες αλληλεπιδράσεις τους µε τέσσερις περιοχές της SecA.  
Πίνακας ΙΧ: Στον πίνακα σηµειώνονται οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις των αµινοξέων της  
                     IRA1-περιοχής, που µεταλλάχθηκαν στην παρούσα διατριβή, µε τις διάφορες    
                     περιοχές στην διµερή SecA 
 
 
3.4.Β.    Αλληλεπιδράσεις µεταξύ της IRA1-περιοχής και των υπολοίπων 
              περιοχών της SecA 
                                                                        
Σχήµα 112: Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στο ίδιο  
                    µονοµερές SecA(α) αλλά και µε περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς SecA(β).   
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                    Πίνακας Χ:  Στον πίνακα σηµειώνονται οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις της IRA1-  
                    περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στην διµερή SecA. 
Σχήµα 113: Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στο ίδιο  
                    µονοµερές SecA(α) αλλά και µε περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς SecA(β) 
 
 
3.4.Γ.    Αλληλεπιδράσεις µεταξύ των διαφόρων περιοχών της SecA 
 
Σχήµα 114: Aπεικόνιση της κρυσταλλογραφικής δοµής του µονοµερούς της bs και της  
                    mtSecA 
Σχήµα 115: Απεικόνιση του κρυσταλλογραφικού διµερούς της bsSecA (A), και του  
                    κρυσταλλογραφικού διµερούς της mtSecA (B), µε χρωµατισµό των διαφόρων  
                    περιοχών όπως έχει γίνει στο σχήµα 35 (ΕΙΣΑΓΩΓΗ) και στο σχήµα 57. 
Σχήµα 116: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων περιοχών της  
                    µονοµερούς bsSecA (α-στ) και της µονοµερούς mtSecA (ι) όπως προκύπτουν     
                    από την µελέτη των κρυσταλλογραφικών δοµών τους (Hunt et al., 2002; Sharma   
                    et al., 2003).   
Σχήµα 117: Χρωµατική απεικόνιση των περιοχών των δύο µονοµερών στην bsSecA (Α) και  
                    mtSecA (Β) που έρχονται σε επαφή κατά τον διµερισµό.  
Σχήµα 118: Μεγένθυση των σκιασµένων περιοχών διµερισµού της bsSecA (Α) και της   
                    mtSecA  (Β) από το προηγούµενο σχήµα 119. Στα (Γ) και (∆) γίνεται σχηµατική  
                    αναπαράσταση των παραπάνω σχηµάτων.  
Σχήµα 119: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων περιοχών της διµερούς    
                    bsSecA, όπως προκύπτουν από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής  
                    (Hunt et al., 2002), η οποία αποτελείται από α και β πρωτοµερή.  
 
Σχήµα 120: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων περιοχών της διµερούς    
                    mtSecA, όπως προκύπτουν από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής  
                    (Sharma et al., 2003), η οποία αποτελείται από α και β πρωτοµερή.  
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Σχήµα 121: Ο IRA1 διακόπτης µαζί µε το δεύτερο µισό της έλικας της SD-περιοχής µε την  
                    οποία αλληλεπιδρά (διακρίνονται τα αλληλεπιδρώντα αµινοξέα)σχηµατίζει  
                    δεσµίδα τριών ελίκων. 
Σχήµα 122: Επικοινωνία της SD(α) µε την IRA1(α)-περιοχή. 
Σχήµα 123: Η SSD-περιοχή περιβάλλει την IRA1-περιοχή. 
Σχήµα 124: Υποθετικό µοντέλο της δέσµευσης του προπρωτεϊνικού υποστρώµατος µεταξύ  
                     των δύο ‘’µοχλών’’ του DEAD κινητήρα, της SSD και της C-περιοχής. 
Σχήµα 125: SSD και IRA1 περιοχές  
Σχήµα 126: Επικοινωνία της SD(β) υποπεριοχής και µε τα δύο IRA1 στοιχεία της διµερούς 
                    SecA 
Σχήµα 127: ∆ιευθέτηση της έλικας της SD(β) υποπεριοχής 
Σχήµα 128: Μοντέλο ταλάντωσης του IRA1 διακόπτη προς και από την έλικα της SD- 
                    υποπεριοχής.  
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1.1. Πρωτεϊνικές µηχανές-Πρωτεΐνες κινητήρες. 
 
Γνωρίζουµε ότι το κύτταρο (σχήµα 1Β) ορίζεται από µία λιπιδική διπλοστοιβάδα που το 
διαχωρίζει και το προστατεύει από το εξωτερικό του περιβάλλον (σχήµα 1Α). Στο εσωτερικό 
του συνθέτει µία σειρά πρωτεϊνών (σχήµα 1C) από τις οποίες το 30% καταλήγει στο 
εξωτερικό περιβάλλον (σχήµα 1D). Η µεταφορά/έκκριση αυτών των πρωτεϊνών από το 
κύτταρο είναι απαραίτητη για τη ζωή. Οι πρωτεΐνες όµως είναι µεγάλα µόρια µε φορτία και 
υδρόφοβες περιοχές που φυσιολογικά αναδιπλώνονται σε χιλιοστά του δευτερολέπτου ή 
δευτερόλεπτα. Πως λοιπόν µεταφέρονται µέσα από την λιπιδική διπλοστοιβάδα (σχήµα 1Ε); 
Πρώτα απ’ όλα διαθέτουν µία αλληλουχία σινιάλο στο αµινοτελικό τους άκρο που τις 
ταυτοποιεί ως εκκριτικές πρωτεΐνες και τις διαφοροποιεί από τις πρωτεΐνες που µένουν στο 
κύτταρο (σχήµα 1F). Εν συνεχεία µε τη βοήθεια συνοδών πρωτεϊνών του κυττάρου 
αναστέλλεται η γρήγορη απόκτηση της τριτοταγούς διαµόρφωσης τους που µπλοκάρει την 
διάσχιση της µεµβράνης, ενώ η µεταθεσή τους πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια µοριακών 
µηχανών (αντλίες, κανάλια) που δαπανούν ενέργεια (π.χ υδρόλυση ΑΤΡ) για να προωθήσουν 
τις πρωτεΐνες µέσα από τη µεµβράνη (σχήµα 1F).  

Το ευκαρυωτικό κύτταρο περιέχει µία µεγάλη ποικιλλία συστηµάτων µετάθεσης. Έτσι 
η πυρηνοκυτταροπλασµατική µεταφορά πρωτεϊνών και άλλων µακροµορίων 
πραγµατοποιείται από µεγάλα, αλλά πολύ ειδικά σύµπλοκα πυρηνικού πόρου (Görlich and 
Mattaj, 1996). Η έκκριση πρωτεϊνών από την άλλη ξεκινά µε την σύνχρονη µε τη µετάφραση 
µετατόπιση κατά µήκος της µεµβράνης του ενδοπλασµατικού δικτύου (ΕR) των πρωτεϊνών 
αυτών από σύµπλοκα ριβοσώµατος-νεοσυντιθέµενης αλυσίδας που δεσµεύονται σ’ ένα 
πρωτεϊνικό κανάλι που καλείται translocon (Walter and Lingappa, 1986; Walter and Johnson, 
1994; Rapaport et al., 1996). Αφού οι πρωτεΐνες µεταφερθούν στην κοιλότητα του ER, 
ταξινοµούνται µέσω ενός πολύπλοκου συστήµατος κυστιδιακής µεταφοράς που συνδέει το 
ενδοπλασµατικό δίκτυο µε το σύστηµα Golgi, µε τ’ άλλα συστατικά του ενδοµεµβρανικού 
συστήµατος, και µε την πλασµατική µεµβράνη (Palade, 1975; Rothman and Wieland, 1994; 
Schekman and Orci, 1996). Οι πρωτεΐνες που φέρουν οργανοειδικά σήµατα στόχευσης, 
εισάγονται από εξιδεικευµένα συστήµατα µετατόπισης πρωτεϊνών. Τέτοια συστήµατα 
εντοπίζονται στα υπεροξυσώµατα (Subramani, 1996; Erdmann et al., 1997), αλλά και στα 
µιτοχόνδρια (Schatz, 1996; Neupert, 1997;), και στους χλωροπλάστες (Schnell, 1995; Heins 
and Soll, 1998). Tα µιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες διαθέτουν επίσης συστήµατα έκκρισης 
πρωτεϊνών στην εσωτερική τους µεµβράνη που αποτελούν αποµεινάρια της βακτηριακής 
προέλευσης τους (Schatz and Dobberstein, 1996; Settles and Martiensen, 1998). 
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Σχήµα 1 ׃  Σχηµατική αναπαράσταση της εκκριτικής διαδικασίας. Το κύτταρο ορίζεται από την λιπιδική διπλοστοιβάδα. Στο 
εσωτερικό του συντίθεται σωρεία πρωτεϊνών που εκκρίνονται στο εξωκυτταρικό περιβάλλον µε την βοήθεια µοριακών 
µηχανών µεταθετάσης (translocases).  

Μοριακές µηχανές µεταθετάσης όµως εντοπίζονται και στα βακτήρια (σχήµα 2Α). Απ’ όλες 
αυτές τις µεταθετάσες µόνο η Sec (Wickner et al., 1991) είναι απαραίτητη για τη ζωή του 
βακτηριακού κυττάρου (σχήµα 2Β), καθώς εκκρίνει το σύνολο σχεδόν των πρωτεϊνών του 
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Βαβακτηρίου, ενώ οι άλλες µεταθετάσες εκκρίνουν κυρίως τοξίνες µε τις οποίες  
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Σχήµα 2׃ Βακτηριακές εκκριτικές µηχανές. Α) Απαρίθµηση των διαφόρων τύπων βακτηριακών εκκριτικών µηχανών, του
αριθµού των υποµονάδων τους και του εντοπισµού τους σε µία ή δύο µεµβράνες. Β) Το Sec είναι το µοναδικό σύστηµα
έκκρισης που είναι απαραίτητο στα βακτήρια. C) Βασικά συστατικά (µοβ χρώµα) και µη, του Sec µονοπατιού. 
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του κυττάρου. Η Sec µεταθετάση (σχήµα 2C, 3) περιλαµβάνει τις υποµονάδες SecA, που 
είναι η ΑΤΡάση του συστήµατος, το διαµεµβρανικό σύµπλοκο  SecYEG που αποτελεί το 
κανάλι µέσα από το οποίο διέρχονται οι πρωτεΐνες από την µεµβράνη, τις ρυθµιστικές 
πρωτεΐνες SecDFYajC καθώς και την YidC απαραίτητη για την µεταφορά από την µεµβράνη 
µεµβρανικών πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες καθοδηγούνται στη µεµβράνη από πρωτεΐνες 
συνοδούς όπως είναι η τετραµερής SecB, που είναι εντελώς εξειδικευµένη για την έκκριση (η 
SecB χρησιµοποιείται στα Gram αρνητικά βακτήρια ενώ στα Gram θετικά χρησιµοποιούνται 
άλλοι παράγοντες, όπως η CsaA πρωτεΐνη), ή από το SRP(Signal Recognition Particle) και 
τον µεµβρανοσυνδεόµενο υποδοχέα του SR(SRP-Receptor) (σχήµα 6). Μετά την µετατόπιση 
τα πρωτεϊνικά υποστρώµατα υφίστανται ωρίµανση κατά την οποία συµβαίνει και αποκοπή 
του πεπτιδίου σηµατοδότη από την πεπτιδάση οδηγό Leader Peptidase1 (SPase1) στην 
trans πλευρά της µεµβράνης. Στα Gram θετικά βακτήρια υπάρχουν αρκετές διαφορετικές 
πεπτιδάσες οδηγοί. Οι εντελώς απαραίτητες υποµονάδες του συστήµατος είναι η  SecA και το 
σύµπλοκο  SecYE (σχήµα 2C) για τις οποίες θα γίνει και µεγαλύτερος λόγος παρακάτω. Στην 
περίπτωση των Gram αρνητικών βακτηρίων αφού ολοκληρωθεί η µεταφορά κατά µήκος της 
εσωτερικής µεµβράνης, οι πρωτεΐνες είτε µένουν στο περίπλασµα, είτε µεταφέρονται στην 
εξωτερική µεµβράνη (Pugsley, 1993; Duong et al., 1997; Danese and Silhavy, 1998). Στην 
περίπτωση αυτή µιλάµε για το γενικό εκκριτικό µονοπάτι (general secretory pathway), αλλά ο 
βακτηριακός κυτταρικός φάκελος διαθέτει µία πληθώρα συστηµάτων µετατόπισης, όπως 
αναφέρθηκε προηγουµένως (σχήµα 2A), εξειδικευµένων για την έκκριση συγκεκριµένων 
τάξεων πρωτεϊνών. Έτσι όπως θα αναφέρουµε παρακάτω έχει περιγραφεί ένα σύστηµα 
µεταφοράς πρωτεϊνών που δεσµεύουν οξειδοαναγωγικούς συµπαράγοντες (Berks et al., 
2000). Tα Gram αρνητικά βακτήρια συχνά εκκρίνουν ένζυµα αποικοδόµησης, ή στην 
περίπτωση των παθογόνων βακτηρίων εκκρίνονται ιογόνοι παράγοντες και τοξίνες µέσω 
µονοπατιών που µπορεί να διασχίζουν και τις δύο µεµβράνες, εσωτερική και εξωτερική (Binet 
et al., 1997; Hueck, 1998).         

Σχήµα 3: (Economou 2000). Σχηµατική αναπαράσταση των συστατικών του βακτηριακού Sec
µονοπατιού. Οι πρωτεΐνες που απαιτούνται για την έκκριση σηµειώνονται µε κεφαλαία γράµµατα, Α, Υ,
Ε, G, D, και F για τις SecA, SecY, SecE, SecG, SecD και SecF αντίστοιχα. Φαίνονται ακόµα η πρωτεΐνη
συνοδός SecB, το SRP που αποτελείται από δύο υποµονάδες, το 4.5S RNA  και την GTPase FFh , και
τον υποδοχέα του στη µεµβράνη FtsY, την πεπτιδάση οδηγό SPase1, και την YidC πουβαποµονώνεται
σαν σύµπλοκο µε τον πυρήνα της µεταθετάσης, αλλά µπορεί να λειτουργεί και σαν ανεξάρτητος
εξαγωγέας µεµβρανικών πρωτεϊνών. Το παραπάνω µονοπάτι είναι χαρακτηριστικό των Gram αρνητικών
βακτηρίων.     
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1.2. Η έκκριση των πρωτεϊνών είναι µία αντίδραση τριών 
σταδίων. 
 
Οι κυτταρικές διαδικασίες είναι περίπλοκες χηµικές αντιδράσεις, πολλών σταδίων, όπου κάθε 
βήµα προσδιορίζει τους βαθµούς ελευθερίας που επιτρέπονται στα επόµενα στάδια της 
αντίδρασης. Ένας από τους πρωταρχικούς στόχους των γενετικών και βιοχηµικών 
αναλύσεων, είναι η ανάλυση των παραπάνω αντιδράσεων, σε καθορισµένες διαδοχικές 
απλούστερες υποαντιδράσεις, οι οποίες και µπορούν να µελετηθούν ευκολότερα. Έτσι, µε τη 
βοήθεια των παραπάνω εργαλείων, το µονοπάτι Sec µπορεί να περιγραφεί σε τρία διακριτά 
στάδια (Economou 1999):  
 

I) Mεταφορά- στόχευση εκκριτικών πρωτεϊνών στη µεµβράνη 
II) ∆ιαπέραση της µεµβρανικής διπλοστοιβάδας από τις εκκριτικές πρωτεϊνες 
III) Ωρίµανση-απελευθέρωση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 

 
Μία συνοπτική περιγραφή της µεταφοράς των πρωτεϊνών µέσα από τη µεµβράνη 
αποτυπώνεται µε µία σειρά βηµάτων που παρουσιάζονται στο  σχήµα 4 (Andrews, 2000). 
Κατά το πρώτο βήµα το υπόστρωµα (µπλε χρώµα) αναγνωρίζεται από µία πρωτεΐνη που 

δεσµεύει το πεπτίδιο σηµατοδότη (κόκκινο χρώµα) µετά το τέλος ή κατά τη διάρκεια της 
µετάφρασης στο κυτταρόπλασµα. Εάν η αναγνώριση συµβαίνει ταυτόχρονα µε τη 
µετάφραση, τότε το υπόστρωµα αναγνωρίζεται σαν σύµπλοκο ριβοσώµατος-πολυπεπτιδίου. 
Για απλούστευση πάντως στο σχήµα δεν φαίνονται τα ριβοσώµατα. Σ’ ένα δεύτερο βήµα το 
υπόστρωµα κατευθύνεται προς την κατάλληλη µεµβράνη µέσω αλληλεπίδρασης µ’ έναν 
ειδικό υποδοχέα στη µεµβράνη (πράσινο χρώµα ). Είναι δυνατόν και η δέσµευση στα λιπίδια 
να συντελεί στην δέσµευση στη µεµβράνη. Σηµειώνεται ότι κατά τη διάρκεια µεταφοράς του 
υποστρώµατος στη µεµβράνη και/ή κατά τη µεταφορά στη µεταθετάση (µοβ χρώµα), το 
πεπτίδιο σηµατοδότης  υφίσταται µία δεύτερη διαδικασία αναγνώρισης. Στην εξωτερική 
µεµβράνη των µιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών τα βήµατα 1-3 συντελούνται στην 
µεταθετάση της εξωτερικής τους µεµβράνης, αλλά διαλυτές πρωτεΐνες συνεισφέρουν στη 
µεταφορά των υποστρωµάτων κατά µήκος της εσωτερικής µεµβράνης. Σ’ ένα τρίτο στάδιο τα 
υποστρώµατα µεταφέρονται από την πρωτεΐνη που δεσµεύει το πεπτίδιο σηµατοδότη στην 
µεταθετάση µ’έναν µηχανισµό που δεν είναι πλήρως γνωστός στις περισσότερες µεµβράνες, 
αλλά σε κάθε περίπτωση διατηρείται ο φραγµός διαπερατότητας της µεµβράνης (γκρι 
χρώµα), όπως το ίδιο συµβαίνει και κατά διαδικασία µεταφοράς του υποστρώµατος µέσα από 
τη µεµβράνη. Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες διακινούνται µέσα από τη µεµβράνη µ’ ένα επίσης 
όχι απόλυτα διευκρινισµένο µηχανισµό. Οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες από την άλλη, σ’ ένα 
πέµπτο στάδιο, ενδέχεται να  κατευθύνονται στη µεµβράνη είτε µε τις ίδιες πρωτεΐνες όπως 

Σχήµα 4: (Andrews, 2000). Αναπαράσταση των βηµάτων ενός γενικευµένου µονοπατιού µεταφοράς
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες (περισσότερες λεπτοµέρειες στο κείµενο). 
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και τα εκκρινόµενα υποστρώµατα, είτε µέσω µιας σειράς υποδοχέων που δουλεύουν 
παράλληλα. Παρόλα αυτά όµως οι δύο παραπάνω τύποι υποστρωµάτων φαίνεται ότι 
διέρχονται από πολλές µεµβράνες µέσα από τις ίδιες πρωτεΐνες πόρους. Αντίθετα η 
εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων διαθέτει διαφορετικές µεταθετάσες για τις 
διαµεµβρανικές και τις πλήρως διερχόµενες από τη µεµβράνη πρωτεΐνες. Τέλος επιπρόσθετα 
στάδια αναγνώρισης και επιπλέον πρωτεΐνες (καφέ χρώµα) εµπλέκονται στην µεταφορά 
πρωτεϊνών έξω από τον υδατικό πόρο της µεταθετάσης και µέσα στην  λιπιδική 
διπλοστοιβάδα.   

 
1.2.Α. Mεταφορά- στόχευση εκκριτικών πρωτεϊνών στη 
µεµβράνη 
 
1.2.Α.Ι. Πεπτίδια σηµατοδότες (Signal peptides) 
 
Αναφέρονται αναλυτικά στο κεφάλαιο αλληλεπίδρασης της SecA µε πεπτίδια σηµατοδότες. 
 
1.2.Α.ΙΙ. Ρόλος της ‘’ώριµης’’ περιοχής της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
 
Αναφέρονται αναλυτικά στο κεφάλαιο αλληλεπίδρασης της SecA µε την ώριµη περιοχή της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας. 
 
1.2.Α.ΙΙΙ. Ρόλος κυτταροπλασµατικών συνοδών πρωτεϊνών στην 
µεταφορά των εκκρινόµενων υποστρωµάτων στη µεµβράνη 
 
1.2.Α.ΙΙΙ.α. Μεταφορά-στόχευση στη µεµβράνη, µε τη βοήθεια της πρωτεΐνης 
SRP (Signal recognition particle) και του υποδοχέα της SR (SRP receptor)  
 

Η Sec µεταθετάση αποτελεί τόπο συνάντησης πολλαπλών µονοπατιών µεταφοράς 
πρωτεϊνών στη µεµβράνη. Μ’ αυτά τα µονοπάτια, σωρεία διαφορετικών τάξεων πρωτεϊνών 
έρχονται στη µεµβράνη µέσω αλληλεπίδρασης µε πολλαπλούς υποδοχείς. Στους 
προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς αργανισµούς, έχουν διαπιστωθεί δύο συστήµατα 
µεταφοράς πρωτεϊνών στη Sec µεταθετάση. Το ένα απ’ αυτά συµβαίνει σύγχρονα µε τη 
µετάφραση και είναι το SRP µονοπάτι, ενώ το άλλο συµβαίνει µε το πέρας της µετάφρασης 
και δεν χρειάζεται SRP (Johnson and van Waes, 1999). Το SRP µονοπάτι παρουσιάζει 
µεγάλη συντηρητικότητα και απαντάται σ’ όλα τα κύτταρα (Keenan et al., 2001). Έτσι στα 
ευβακτήρια χρησιµοποιείται για την καθοδήγηση µεµβρανικών πρωτεϊνών στη µεµβράνη, 
προκειµένου να αποφευχθεί η έκθεση των υδρόφοβων υποστρωµάτων στο κυτταρόπλασµα. 
Στους χλωροπλάστες, µία οµόλογη SRP πρωτεΐνη συµµετέχει στην καθοδήγηση των 
υδρόφοβων συστατικών του  φωτοσυνθετικού συµπλόκου κατακράτησης φωτός της 
θυλακοειδούς µεµβράνης, τόσο σύγχρονα όσο και µετά τη µετάφραση. Τέλος στα θηλαστικά 
το SRP µονοπάτι είναι το κύριο µονοπάτι µεταφοράς στο Sec61 κανάλι τόσο των 
νεοσυντιθέµενων εκκριτικών όσο και των νεοσυντιθέµενων µεµβρανικών πρωτεϊνών. 
Συνοπτικά η σύγχρονη µε τη µετάφραση καθοδήγηση των νεοσυντιθέµενων εκκριτικών 
αλυσίδων στη µεµβράνη φαίνεται στο σχήµα 5 (Schnell and Hebert, 2003) .  
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Η παραπάνω διαδικασία, έχει µελετηθεί 
αναλυτικότερα στα θηλαστικά (Walter and Johnson, 
1994), όπου το SRP είναι µία ριβονουκλεοπρωτεΐνη 
που αποτελείται από έξι πρωτεΐνες και ένα 7S µόριο 
RNA που περιέχει 300 βάσεις (σχήµα 6). Η πρωτεϊνική 
υποµονάδα των 54 kDa (SRP54), που είναι οµόλογη 
µε την πρωτεΐνη Ffh των βακτηρίων, είναι µία GTPάση, 
που αναγνωρίζοντας το υδρόφοβο πεπτίδιο 
σηµατοδότη της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας, καθοδηγεί 
το σύµπλοκο της µε το ριβόσωµα στη µεµβράνη του 
ενδοπλασµατικού δικτύου (σχήµα 7). Αυτό συµβαίνει 
διότι στη µεµβράνη η υποµονάδα SRP54 του SRP 
συνδέεται µε µία άλλη GTPάση, την SRα, που συνιστά 
την περιφερειακή υποµονάδα του συνδεόµενου στη 
µεµβράνη ετεροδιµερούς υποδοχέα του SRΡ. Η 
υποµονάδα SRβ του SRP υποδοχέα αποτελεί την διαµεµβρανική πρωτεΐνη του ER. Η 
παραπάνω αλληλεπίδραση διεγείρει την δέσµευση GTP (Τ) και στις δύο παραπάνω 
πρωτεΐνες, και εν συνεχεία επάγει την απελευθέρωση του SRP και τη µεταφορά  της 
νεοσυντιθέµενης αλυσίδας στο κανάλι της µεταθετάσης. Ακολούθως η υδρόλυση του GTP 

διευκολύνει την ανακύκλωση του SRP στο κυτταρόπλασµα. Αξίζει να σηµειώσουµε εδώ ότι οι 
ενζυµατικές ιδιότητες τόσο του SRP όσο και του υποδοχέα του SR επηρεάζονται και από 
άλλα συστατικά, όπως για παράδειγµα το ριβόσωµα. Έτσι έχει δειχθεί ότι η δέσµευση GTP 
από το SRP διεγείρεται από το ριβόσωµα (Bacher et al., 1996), όπως και η υδρόλυση GTP 
από την SRβ υποµονάδα του SRP υποδοχέα, που είναι επίσης GTPάση (Bacher et al., 
1999). Πρόσφατα δε αποτελέσµατα από τους Legate et al., 2000 πρότειναν ότι η SRβ πρέπει 
να έχει δεσµευµένο GTP για να αλληλεπιδρά µε την SRα, γεγονός που υποδηλώνει την 
έµµεση επιρροή και της SRα από το ριβόσωµα.  Aπό την άλλη η δέσµευση του πεπτιδίου 
σηµατοδότη στο SRP εµποδίζει τη δέσµευση, και την υδρόλυση GTP. Εποµένως λόγω της 
δέσµευσης µε το ριβόσωµα το SRP δεσµεύει GTP, αλλά λόγω του πεπτιδίου σηµατοδότη 
αναστέλλεται η υδρόλυση του, µέχρις ότου έρθει στη µεµβράνη και αλληλεπιδράσει µε τον SR 

Σχήµα5׃ (Andrews, 2000). Μοντέλο
µετατόπισης πρωτεϊνών µέσα από
µεµβράνες, ταυτόχρονα µε τη
µεταφραστική διαδικασία. 1) ∆έσµευση
του πεπτιδίου σηµατοδότη της
νεοσυντιθέµενης αλυσίδας (καφέ
µπάρα) από διαλυτό υποδοχέα
(κόκκινη µπάλα) µε το που προεκβάλει
από το ριβόσωµα (διπλή πράσινη
µπάλα). 2) Το σύµπλοκο ριβοσώµατος
νεοσυντιθέµενης αλυσίδας, RNC,
αγκυροβολεί στη µεµβράνη µέσω της
δέσµευσης του διαλυτού υποδοχέα
του πεπτιδίου σηµατοδότη σ’ ένα
συγγενή µεµβρανικό υποδοχέα
(σκούρα µπλέ διαµεµβρανική
πρωτεΐνη). 3) Το RNC σ οκο
µεταφέρεται στη µεταθετάση (ροζ
µεµβρανικό κανάλι) και ο ποδοχέας
του πεπτιδίου σηµατοδότη
απελευθερώνεται στο cis διαµέρισµα.

ύµπλ

υ

Από την άλλη η δέσµευση του RNC
στη µετα ετάση ανοίγει το κ νάλι ενώ
συµβάλει  στ διατήρηση του
φραγµού στη διαπερατότητα της
µεµβράνης. 4) Η µετατόπιση
προχωρεί ταυτόχρονα µε τη
µετάφρασ  µέχ ι να ολοκληρωθεί η
σύνθεση της πρωτεΐνης. 5) Το
ριβόσωµα απελευθερώνεται από τη

θ  α , 
και η  

η ρ

µεταθετάση και το κανάλι ξανακλείνει.  

Σχήµα 6׃ (Johnson and van Waes, 1999).
Πίνακες όπου αναγράφονται τα συστατικά του
SRP και του υποδοχέα του SRP στα θηλαστικά

β ή
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υποδοχέα του. Επιπλέον οι Song et 
al., 2000 πρότειναν ότι και το ίδιο το 
κανάλι της µεταθετάσης πρέπει να 
ρυθµίζει τον κύκλο υδρόλυσης του 
GTP από το σύµπλοκο SRP-SR. 
  Όπως είπαµε 
προηγουµένως, τα βακτήρια 
διαθέτουν ένα παρόµοιο σύστηµα 
SRP µε αυτό των ευκαρυωτικών 
οργανισµών που είναι όµως πιο 
απλουστευµένο (Herskovits et al., 
2000). Συγκεκριµένα στην E.coli  το 
σύµπλοκο SRP συνίσταται µόνο από 
µία GTPάση 48 kDa που παρουσιάζει 
αξιοσηµείωτη οµολογία µε την 
υποµονάδα SRP54 του SRP των 
θηλαστικών, και καλείται Ffh (fifty-

four-homolog), καθώς και απ  το 
4.5S RNA (100 βάσεις) που 
παρουσιάζει την ίδια σχεδόν δοµή 
µε την περιοχή IV του ευκαρυωτικού 
SRP RNA στην ο οία δ µεύετα ο 
SRP54. Από την άλλη ο 
βακτηριακός υποδοχέας του SRP 
είναι FtsY που είναι οµόλο  µε 
την υποµονάδα SRα του 

ευκαρυωτικού υποδοχέα. Εξάλλου τόσο η Ffh όσο και ο FtsY µπορούν να αντικαταστήσουν 
την SRP54 και την SRα αντίστοιχα, σε δοκιµασίες µετατόπισης in vitro ευκαρυωτικών 
υποστρωµάτων (Powers et al., 1997), τονίζοντας την λειτουργική συντηρητικότητα των δύο 
συστηµάτων. ∆εδοµένου δε ότι οι διάφορες αλληλεπιδράσεις του SRP και του υποδοχέα του 
SR µε το ριβόσωµα και µε την µεµβρανική µεταθετάση, θεωρούνται σηµαντικές για το 
µονοπάτι καθοδήγησης το σύγχρον  µε τη µετάφραση (Bacher et al., 1996, 1999; Song et l., 
2000), είναι πολύ πιθανό ότι το SRP-SR σύµπλοκο λειτουργεί αυτόνοµα, ή οι 
αλληλεπιδράσεις του µε τα παραπάνω συστατικά είναι πολύ συντηρηµένες. Το σίγουρο είναι 
ότι ο βασικός µηχανισµός δράσης του SRP-SR διατηρείται από τα βακτήρια µέχρι τα 
θηλαστικά. Αξίζει να σηµειωθεί  ότι όλα τα συστατικά του SRP  στα βακτήρια είναι απαραίτητα 
για την αύξηση του κυττάρου. Η αρχική πάντως τοποθέτηση ότι η Ffh και η FtsY (υποδοχέας 
της Ffh) παίζουν ρόλο στην έκκριση πρωτεϊνών στα βακτήρια συνάντησε χλιαρή υποδοχή, 
καθώς καµµία από τις παραπάνω πρωτεΐνες δεν ανιχνεύθηκε στις διάφορες προσπάθειες 
εύρεσης µεταλλαγών (genetic screens) που µπλοκάρουν την διαδικασία της έκκρισης 
(Beckwith et al., 1991;Bassford et al., 1991). Αργότερα βέβαια διαπιστώθηκε ότι έλλειψη είτε 
του 4.5S RNA, είτε του Ffh εµποδίζει την ενσωµάτωση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στη 
µεµβράνη (Macfarlane et al., 1995; de Gier et al., 1996; Ulbrandt et al., 1997; Tian et al., 
2000), ενώ περιορίζει ελάχιστα την έκκριση των διαλυτών περιπλασµικών πρωτεϊνών (Poritz 
et al., 1990; Luirink et al., 1994;Phillips et al., 1992). Παρόµοια έλλειψη της FtsY, εµποδίζει 
την εισαγωγή στη µεµβράνη µεµβρανικών πρωτεϊνών (Seluanov et al., 1997). H παραπάνω 
λοιπόν αποτυχία στον εντοπισµό των συστατικών του SRP ως απαραίτητων για την έκκριση 
τα βακτήρια, οφείλεται στην ικανότητα του προκαρυωτικού µεταµεταφραστικού µονοπατιού 
µεταφοράς των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, να µεταφέρει σχετικά ικανοποιητικά 
πρωτεΐνες στη µεµβράνη που διαφορετικά θα χρειάζονταν το σύµπλοκο SRP µε τον 
υποδοχέα του SR. Επιπλέον οι Valent et al., 1995 έδειξαν µε πειράµατα χηµικής διασύνδεσης 
ότι το SRP  αλληλεπιδρά µε πεπτίδια σηµατοδότες τόσο από εκκριτικές όσο και από 
διαµεµβρανικές πρωτεΐνες ανόλογα µε την υδροφοβικότητα του πεπτιδίου σηµατοδότη που 
καθορίζει και την ικανότητα του να προωθεί την µετατόπιση των πρωτεϊνών in vivo. Επίσης οι 
Lee et al., 2001 µε αντικατάσταση του πεπτιδίου σηµατοδότη εκκριτικών πρωτεϊνών που 
καθοδηγούνται στη µεµβράνη µεσω της SecB πρωτεΐνης συνοδού (βλέπε παρακάτω), από το 
διαµεµβρανικό τµήµα µιας διαµεµβρανικής πρωτεΐνης όπως η AcrB, διαπίστωσαν ότι η 
καθοδήγηση τους στη µεµβράνη δεν εξαρτάται από την SecB, αλλά εξαρτάται από το SRP. 
Στο ίδιο συµπέρασµα κατέληξαν και µε ηπιότερες αλλαγές του πεπτιδίου σηµατοδότη που 

ό

 π εσ ι τ

 ο γος

ο  a

Σχήµα 7׃ (Keenan et al., 2001). Μοντέλο της µετατόπισης
πρωτεϊνών όπως καταλύεται από το ευκαρυωτικό SRP.
Μία νεοσυντιθέµενη αλυσίδα συνδεόµενη στο ριβόσωµα
(κόκκινο), περιέχει ένα πεπτίδιο σηµατοδότη (SP) που
αναγνωρίζεται από το SRP (κίτρινο). Το SRP οδηγεί το
RNC σύµπλοκο στο κανάλι της µεταθετάσης (ΤC) που
εγκλείεται στη µεµβράνη του ER, µε µία διαδικασία που
απαιτεί GTP (αναλυτικότερα στο κείµενο). 
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απλά αυξάνουν την 
υδροφοβικότητα του τιδίου 
σηµατοδότη ν παραπάνω 
εκκριτικών πρωτεϊνών. 
Προτείνεται λοιπόν ότι 
διαφορετικές τάξεις πρωτεϊνών 
στη E.coli οδηγούνται στη 
µεµβράνη µε διαφορετικά 
µονοπάτια, επειδή το 
βακτηριακό SRP δεσµεύεται σ’ 
ένα  περισσότερο περιορισµένο 
εύρος πεπτιδίων σηµατοδοτών 
απ’ ότι το ευκαρυωτικό SRP.Το 
σίγουρο είναι πάντως ότι και το 
SeB και το SRP µονοπάτι 
συγκλίνο

πεπ
τω

ν 

υν στην βακτηριακή 
µεταθετ

 S ι S

α τικ

ν  

α η  

υς), και η 
όλη διαδ

 διαφύλαξη της εξόδου του Sec61 καναλιού 
την κοιλότητα του ενδοπλασµατικού δικτύου.    

.2.Α.ΙΙΙ.β. Μεταφορά-στόχευση µε τη βοήθεια της πρωτεΐνης SecB 
 

ρ

και η λειτουργία της θα αναφερθεί αναλυτικότερα παρακάτω. Συνοπτικά η µεταµεταφραστική 

άση που περιέχει 
τουλάχιστον ecA, SecY κα ecG 
(Valent et al., 1998).  

Έν συνοπ ό µοντέλο 
για την καθοδήγηση των 
πρωτεϊνώ  στη µεµβράνη του 
βακτηρίου από το SRP 

απεικονίζεται στο σχήµα 8. Έτσι η σύνθεση των εκκριτικών και µεµβρανικών πρωτεϊνών 
ξεκινά σε ριβοσώµατα του κυτταροπλάσµατος (στάδιο 1) που έρχονται στη µεµβράνη καθώς 
το SRP που προσδένεται στο πεπτίδιο σηµ τοδότ , ή στο υδρόφοβο διαµεµβρανικό τµήµα 
της πρωτεΐνης, µε το που προεκβάλουν από το ριβόσωµα, αλληλεπιδρά µε τον 
µεµβρανοσυνδεόµενο υποδοχέα του FtsY (στάδιο 2). Είναι πολύ πιθανό να µην απαιτείται το 
ριβόσωµα για την καθοδήγηση των πρωτεϊνών από το SRP στη µεµβράνη, όπως στους 
χλωροπλάστες (µεταφορά των πρωτεϊνών στη µεµβράνη µετά την µετάφραση το

Σχήµα 8: (Driessen et al., 2001). Μοντέλο της καθοδήγησης του
συµπλόκου ριβοσώµατος-νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνικών αλυσίδων,
RNC,  στη µεµβράνη. 
 

ικασία να πραγµατοποιείται µετά το τέλος της µετάφρασης στα βακτήρια.  
Αξίζει να σηµειωθεί ότι η µετά την µετάφραση, καθοδήγηση των εκκριτικών 

πρωτεϊνών στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, διαφέρει σηµαντικά από την αντίστοιχη 
καθοδήγηση στους προκαρυωτικούς οργανισµούς. Το ευκαρυωτικό  µεταµεταφραστικό 
µονοπάτι έχει µελετηθεί κυρίως στη ζύµη όπου και αποτελεί ένα κυρίαρχο τρόπο στόχευσης 
στο Sec61 κανάλι. Συγκεκριµένα σ’ αυτό το µονοπάτι το σύµπλοκο Sec61 αλληλεπιδρά µ’ ένα 
δεύτερο ολιγοµερικό πρωτεϊνικό κανάλι που είναι το σύµπλοκο Sec62/63 (Rapaport et al., 
1999). Το τελευταίο κανάλι διαθέτει µια κυτταροπλασµατική θέση υποδοχέα για το πεπτίδιο 
σηµατοδότη και την δέσµευση των νεοσυντιθέµενων πρωτεϊνών. Μετά τη δέσµευση το 
πεπτίδιο σηµατοδότης µεταφέρεται από το κανάλι Sec62/63 στον υποδοχέα του πεπτιδίου 
σηµατοδότη του  καναλιού Sec61, διαµέσω του οποίου συνεχίζεται η µετατόπιση των 
πρωτεϊνών µέσα από τη µεµβράνη. Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα υποστρώµατα διατηρούνται σε 
αποδιαταγµένη κατάσταση κατάλληλη για µετατόπιση µε την βοήθεια κυτταροπλασµατικών 
συνοδών πρωτεϊνών (Chirico et al., 1988). Επίσης σηµειώνεται ότι το σύµπλοκο Sec62/63  
µέσω της υποµονάδας Sec63, συντονίζει τη δράση της πρωτεΐνης BiP (Brodsky and 
Schekman, 1993) που παίζει σηµαντικό ρόλο στη
σ
 
1

Η µεταµεταφραστική καθοδήγηση των εκκ ιτικών πρωτεϊνών στο κανάλι SecYEG της 
µεµβράνης, στα βακτήρια, αποτελεί το πιο σύνηθες µοντέλο µεταφοράς τους και 
πραγµατοποιείται µέσω της πρωτεΐνης SecA, που αποτελεί τον κινητήρα του συστήµατος και 
της συνοδού πρωτεΐνης SecB που είναι εξειδικευµένη για την έκκριση. Η SecA  αλληλεπιδρά 
µε το πεπτίδιο σηµατοδότη των εκκρινόµενων πρωτεϊνών, τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και 
στη µεµβράνη (Lill et al., 1990), και σ’ αυτή την αλληλεπίδραση της µε το υπόστρωµα 
βοηθιέται από την SecB που δεσµεύεται και στη SecA και στην ‘’ώριµη’’ περιοχή της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας (Hartl et al., 1990). H  SecB αποµακρύνεται από το σύµπλοκο  µε 
την SecA και το υπόστρωµα µε το που ξεκινά η διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών 
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καθοδήγηση των εκκριτικών 
πρωτεϊνών από την SecB στη 
βακτηριακή µεµβράνη φαίνεται 
στο σχήµα 9. 

 Η SecB  είναι µία όξινη  
οµοτετραµερής πρωτεΐνη 17 kDa, 
που µπορεί και αλληλεπιδρά 
τόσο µε µία ποικιλλία εκκριτικών 
πρωτεϊνών, όσο και µε την SecA 
πρωτεΐνη, ενώ προτείνεται το 
ακόλουθο µοντέλο για το ρόλο 
της στη µεταφορά των διαφόρων 
υποστρωµάτων στη µεµβράνη 
(σχήµα 10) (Driessen et al., 
2001). Συγκεκριµένα η SecB 
αναγνωρίζει την ώριµη περιοχή 
των εκκριτικών πρωτεϊνών (και 

όχι το πεπτίδιο σηµατοδότη τους) (Kumamoto et al., 1993) οπότε και δηµιουργείται σύµπλοκο 
SecB-προπρωτεΐνης αµέσως µετά την ολοκλήρωση της µετάφρασης τους στο 
κυτταρόπλασµα (στάδιο 1). Το σύµπλοκο αυτό διατηρεί την πρωτεΐνη σε µορφή κατάλληλη 

για µετατόπιση (στάδιο 2). 
Εν συνεχεία το παραπάνω 
σύµπλοκο δεσµεύεται στην 
SecA, που είναι µε τη σειρά 
της δεσµευµένη στη 
µεµβράνη στο SecYEG 
κανάλι, µε µεγάλη συγγένεια 
(Kd=10-30 nM) (στάδιο 3) και 
έτσι η προπρωτεΐνη 
καταλήγει στη µεταθετάση. 
Συγκεκριµένα η αύξηση της 
αλληλεπίδρασης του 
συµπλόκου SecB-
προπρωτεΐνης µε την SecA,  
καθώς η SecA αναγνωρίζει 
και το πεπτίδιο σηµατοδότη 
της προπρωτεΐνης, έχει σαν 
αποτέλεσµα τη µεταφορά της 
προπρωτεΐνης στη SecA  
και την παράλληλη 
απελευθέρωση της από την 
SecB (στάδιο 4) (Fekkes et 

al., 1997). Η απελευθέρωση της SecB από την µεµβράνη και την SecA, πραγµατοποιείται 
κατά την έναρξη της διαδικασίας της µετατόπισης των πρωτεϊνών µε την δέσµευση ΑΤΡ από 
την SecA (στάδιο 6) (Fekkes et al., 1997).  

Σχήµα 9: (Andrews, 2000). Μοντέλο µεταµεταφραστικής µεταφοράς πρωτεϊνών από µεµβράνες.1) ∆έσµευση
στο πεπτίδιο σηµατοδότη (καφέ µπάρα) της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας ενός διαλυτού υποδοχέα (κόκκινη
µπάλα). 2) Αγκυροβόληση του διαλυτού συµπλόκου στόχευσης στη µεµβράνη σ’ ένα µεµβρανικό υποδοχέα
(σκούρα µπλε διαµεµβρανική πρωτεΐνη) που συνδέεται µε το κανάλι της µεταθετάσης (ροζ µεµβρανικό κανάλι).
3) Μεταφορά του πεπτιδίου σηµατοδότη στο κανάλι της µεταθετάσης. 4) Εναλλακτικά το πεπτίδιο σηµατοδότης
φτάνει στη µεταθετάση χωρίς την βοήθεια διαλυτού υποδοχέα. 5) Η δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη
ανοίγει το κανάλι και η µεταφορά προχωρά µε τη βοήθεια συνοδών πρωτεϊνών (ανοιχτό µπλε χρώµα) στο trans
διαµέρισµα. Οι πρωτεΐνες µεταφέρονται σε σχεδόν αποδιαταγµένη µορφή.     

Σχήµα 10׃ (Driessen et al., 2001). Μοντέλλο για την µεταφορά των
προπρωτεϊνών στη µεµβράνη από την SecB. 

Η συγγένεια τώρα της SecA για την SecB οφείλεται στο καρβοξυτελικό της άκρο (στα 
τελευταία 22 αµινοξέα), όπου δεσµεύονται  και τα λιπίδια (Breukink et al ., 1995; Fekkes et al., 
1997). Η περιοχή αυτή είναι πολύ συντηρηµένη σ’ όλα τα βακτήρια, περιέχει πολλές αργινίνες 
και λυσίνες καθώς και συντηρηµένες ιστιδίνες και κυστεΐνες που συντελούν στη δέσµευση στη 
SecA  ενός δισθενούς ιόντος ψευδαργύρου,  απαραίτητου για την λειτουργική αλληλεπίδραση 
SecB µε SecA (Fekkes et al., 1999). Αξίζει να σηµειωθεί ότι η SecB µπορεί να 
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αλληλεπιδράσει και µε την SecA που βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα, αν και µε χαµηλή 
συγγένεια (Kd=1.6 µ M) (den Blaauwen et al., 1997) οπότε και παραµένει στο κυτταρόπλασµα 
µέχρις ότου διατεθούν κάποια κανάλια στη µεµβράνη για την διαδικασία της µετατόπισης. 

Πως όµως η SecB µπορεί να δεσµευτεί σε  πληθώρα πρωτεϊνών in vitro (Kumamoto 
et al., 1993) αλλά είναι εντελώς επιλεκτική in vivo για τις εκκριτικές πρωτεΐνες (Hardy et al., 

1991); Και επιπλέων πως η SecB 
διαχωρίζει τη δέσµευση της σε 
δύο διαφορετικούς 
υποκαταστάτες, την SecA, και τις 
εκκρινόµενες προπρωτεΐνες, και 
επιτελεί τις δύο λειτουργίες της 
πρωτεΐνης συνοδού και της 
πρωτεΐνης πιλότου, που φέρει τα 
ποικίλλα υποστρώµατα για 
έκκριση στη µεµβράνη; Απάντηση 
στα ερωτήµατα αυτά δίνεται µε 
την βοήθεια της τριτοταγούς 
δοµής της SecB από τους Xu et 
al., 2000. Οι ερευνητές αυτοί 

µπόρεσαν να ξεπεράσουν το 
πρόβληµα κρυστάλλωσης της 
SecB, χρησιµοποιώντας σαν πηγή 
της SecB όχι το βακτήριο E.coli 
αλλά την Haemophilus influenzae.  

Συγκεκριµένα διαπιστώθηκε ότι το τετραµερές της  SecB οργανώνεται σαν ένα διµερές 
διµερών (σχήµα 11) και εµφανίζει ορθογώνιο σχήµα µε απλή α+β πτύχωση (πιο αναλυτικά  η 
δοµή του µονοµερούς της SecΒ στο σχήµα 12). Τα δύο µονοµερή ζευγαρώνουν µέσω της 
αλυσίδας β1 και της έλικας α1, για να σχηµατίσουν το διµερές που συνιστά µία β-πτυχωτή 
επιφάνεια οκτώ αλυσίδων (κάθε µονοµερές περιλαµβάνει µία β-πτυχωτή επιφάνεια τεσσάρων  
αλυσίδων). Το διµερές σταθεροποιείται µε τον σχηµατισµό δεσµών υδρογόνου µεταξύ των 

δύο αντιπαράλληλων β1αλυσίδων, όπως 
και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Τα 
δύο διµερή εν συνεχεία, συνδέονται προς 
σχηµατισµό του τετραµερούς, µε τις 
τέσσερις µακριές α1 έλικες να 
σχηµατίζουν σάντουιτς µεταξύ δύο 
αντιπαράλληλων β-πτυχωτών 
επιφανειών. Η µεσόφαση του διµερούς-
διµερούς περιλαµβάνει πολικές 
αλληλεπιδράσεις που αφορούν τις 
πλευρικές αλυσίδες και των τεσσάρων 
α1-ελίκων. Η παραπάνω τεταρτοταγής 
δοµή της SecB συµφωνεί µε την 
παρατηρούµενη δυναµική ισορροπία 
διµερούς-τετραµερούς της ίδιας 
πρωτεΐνης σε διάλυµα (Muren et al.,  
1999). H δοµή έχει κρυσταλλωθεί 
απουσία υποστρώµατος,αλλά παρόλα 
αυτά είναι ορατές τέσσερις αύλακες 
πλευρικά του τετραµερούς. 
Συγκεκριµένα σε κάθε πλευρά του 
µορίου εντοπίζονται δύo αύλακες που 
σχηµατίζονται από την έλικα α2, την 
αλυσίδα β2 την cross-over λούπα, ενώ 
σαν βάση διαθέτουν την λούπα που 
συνδέει τις έλικες. Οι δύο αύλακες στην 

ίδια µεριά του τετραµερούς  συγχωνεύονται για να σχηµατίσουν ένα µακρύ (70Ǻ) επιφανειακό 
κανάλι (δύο κανάλια σε κάθε τετραµερές), που διασχίζει την µεσόφαση των διµερών του 
τετραµερούς. Το κανάλι αυτό διαθέτει όλα τα χαρακτηριστικά για να δεσµεύσει ένα µεγάλο 

Σχήµα 11: (Xu et al., 2000). Απεικόνιση του τετραµερούς της
SecB µε µορφή τανίας (Ribbon drawing) σε όψεις που
διαφέρουν µεταξύ τους κατά 900 . Κάθε υποµονάδα του
τετραµερούς απεικονίζεται µε διαφορετικό χρώµα. 

Σχήµα 12׃ (Xu et al., 2000). Απεικόνιση του µονοµερούς
της SecB µε τη µορφή ταινίας. Οι α-έλικες απεικονίζονται
σαν µπλε κορδέλες, οι β-πτυχωτές επιφάνειες σαν κίτρινα
βέλη, ενώ άλλα δευτεροταγή στοιχεία σαν γκρι γραµµές. 
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εύρος υποστρωµάτων και να εξηγήσει τα ποικίλα βιοχηµικά και βιοφυσικά πειράµατα που 
αφορούν την δέσµευση υποστρωµάτων από την SecB.  

 Εκτός από την δέσµευση του υποστρώµατος, η SecB  δεσµεύεται και στην SecA 
που αλληλεπιδρά µε την SecYEG  και µ’ αυτόν τον τρόπο καθοδηγεί την προπρωτεΐνη στο 

κανάλι διαµέσω του οποίου διασχίζει την µεµβράνη. 
Έχει διαπιστωθεί µία σειρά συντηρηµένων αµινοξέων 
στη SecB της E.coli (D20, E24, L75 και E77), που είναι 
σηµαντικά για την υψηλής συγγένειας αλληλεπίδραση 
µε την SecA (Fekkes et al., 1998). Τα ίδια αµινοξέα 
στην κρυσταλλική δοµή της SecB της H.influenza   
συγκεντρώνονται σε µία επίπεδη υδατοδιαλυτή και 
όξινη επιφάνεια που εµφανίζεται και στις δύο µεριές 
του µορίου (σχήµα 14).  Επιπλέον η περιοχή   αυτή 
είναι κατάλληλη για την ηλεκτροστατική 
αλληλεπίδραση της SecB  µε την θετικά φορτισµένη 
περιοχή δέσµευσης της SecB στη SecA. Επιπρόσθετα 
στην δέσµευση της SecA εµπλέκεται και το 
καρβοξυτελικό άκρο της SecB, που δεν αναλύθηκε µε 
µεγάλη ακρίβεια στη δοµή των Xu et al ., 2000, και  
φαίνεται να προεκβάλλει από την δοµή µε την µορφή 
µακριών ’’βραχιόνων’’ (σχήµα 13α). Είναι πολύ πιθανό 
ότι αυτοί οι βραχίονες αγκαλιάζουν την SecA στη θέση 
δέσµευσης της SecB, διευκολύνοντας την µετέπειτα 
µεταφορά της προπρωτεΐνης.  

Η συµµετρία που παρουσιάζει το µόριο της 
SecB  µπορεί να εξηγήσει την δέσµευση σ΄ αυτό του 
διµερούς µορίου της SecA. Έτσι κάθε υποµονάδα της 
SecA δεσµεύεται στην αρνητικά φορτισµένη επιφάνεια 
που συνιστά κάθε διµερές της SecΒ. Η στοιχειοµετρία 
του τεταρτοταγές συµπλόκου SecA-SecB-υπόστρωµα 
είναι 21׃4׃. Από την άλλη, έχει προταθεί ότι το ενεργό 
κανάλι µέσα από το οποίο διέρχεται η προπρωτεΐνη, 
συνίσταται από διµερή SecA που δεσµεύεται σε 
τετραµερές σύµπλοκο SecYEG (Manting et al., 2000). 
Εποµένως µπορεί να θεωρηθεί ότι κάθε SecYEG 
κανάλι δέχεται µία προπρωτεΐνη από ένα ζευγάρι 
SecA-SecB. Από την µία µεριά λοιπόν οι βιοχηµικές 
και δοµικές µελέτες, υποδηλώνουν ότι η SecB  
χρησιµοποιεί ολόκληρη την επιφάνεια της για τις 
αλληλεπιδράσεις της τόσο µε την υπόστρωµα,  όσο 
και µε την SecA. Και από την άλλη είναι γνωστό, ότι η 
απελευθέρωση της προπρωτεΐνης από την 

µεµβρανική SecB, όσο και η ίδια η απελευθέρωση της SecB στηρίζονται στην καταλυτική 
δράση της SecA και στην πρόσληψη ΑΤΡ από αυτήν (Fekkes et al., 1997), µε άγνωστο 

δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη της 
προπρωτεΐνης που φέρει η SecB,  στη SecA, αυξά
οπότε και θα µπορούσε να εξηγηθεί η απελευθέρωση
η τελευταία διαθέτει ρυθµούς πρόσληψης και απελευ

Σχήµα 13׃ (Xu et al., 2000). Κρυσταλλική
δοµή της SecB από την H. Influeza  σε
πλευρική όψη a) και µπροστινή όψη b). a)
Τα αµινοξέα της SecB από την H. Influeza
(D27, E31, E86 και I84)  που αντιστοιχούν
στα αµινοξέα της SecB από την  E.coli που
εµπλέκονται στη δέσµευση της SecA
χρωµατίζονται µε ανοιχτό κόκκινο χρώµα.
Αντίστοιχα τα τα αµινοξέα της SecB από
την H. Influeza (F83, C85, V87 και Q89)
που όταν µεταλλαγούν στην SecB της
E.coli διαταράσσουν ν δέσµευσ των
προπρωτεϊνών απεικονίζονται µε άσπρο
χρώµα. b) Τα αµινοξέα  που εµπλέκονται
στη δέσµευση της SecA σηµειώνονται σε
δύο υποµονάδες (µε ανοιχτό κόκκινο και
κίτρινο) και φαίνεται  η συγκρότηση τους
στην επιφάνεια του µορίου.    

τη η 

µέχρις στιγµής µηχανισµό. Επιπλέων, µε την 

 

Σχήµα 14׃ (Xu et al., 2000). Προτεινόµενη
θέση δέσµευσης της SecA. Αριστερά
απεικονίζεται η υδατοδιαλυτή επιφάνεια του
τετραµερούς, όπου η επιφάνεια που
εµπεριέχει τα αµινοξέα D27, E31 και Ε36
χρωµατίζεται πράσινη, ενώ η επιφάνεια
που περιέχει την Ι84 είναι κίτρινη (τέσσερα
σηµαντικά αµινοξέα για την αλληλεπίδραση
της SecB µε την SecA). ∆εξιά απεικονίζεται
η ίδια επιφάνεια µε βάση το ηλεκτροστατικό
της δυναµικό (όσο πιο κόκκινο το χρώµα
τόσο αυξάνει ο αριθµός των όξινων
αµινοξέων).
νεται και η αλληλεπίδραση SecA-SecB 
 της προπρωτεΐνης από την SecB αφού 
θέρωσης υποστρώµατος (Fekkes et al., 
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1995; Topping et al., 1997) .  Μόνο όµως η  εύρεση της δοµής της SecB  µε προπρωτεΐνη και 
SecA δεσµευµένη σε SecYEG  θα µπορούσε να απαντήσει αναµφισβήτητα το παραπάνω 
ερώτηµα. Το µόνο που µπορεί να ειπωθεί µέχρι στιγµής, από το γεγονός ότι µεταλλαγές που 
εµπλέκονται τόσο στη δέσµευση της προπρωτεΐνης όσο και της SecA χαρτογραφούνται σε 
διαφορετικές επιφάνειες µιας εκτεθειµένης στο διάλυµα β-αλυσίδας, που συναντά τις α-έλικες 
που συγκροτούν την µεσόφαση του διµερούς-διµερούς, είναι ότι η SecA µε το που δεσµεύεται 
στη SecB  προκαλεί αλλαγή στη διαµόρφωση αυτής της β αλυσίδας. Η αλλαγή αυτή γίνεται 
αντιληπτή από αµινοξέα στην αντίθετη µεριά της ίδιας αλυσίδας, και  τελικά αναπαράγεται στη 
µακριά α-έλικα στη µεσόφαση του διµερούς-διµερούς και κατά συνέπεια µπορεί να οδηγεί σε 
αποσταθεροποίηση του καναλιού δέσµευσης ης προπρωτεΐνης, και σ  ελάττωση της 
συγγένειας της SecB για το υπόστρωµα. 

 Παρατηρούµε λοιπόν ότι ενώ 

τ ε

η SecB  µοιάζει µε τις γενικής δράσης συνοδές 
πρωτεΐν

 
 

1.2.Β ∆ιαπέραση των εκκρινόµενων πρωτεϊνών από τη 

.2.Β.Ι. ∆απάνη ενέργειας κατά την µετατόπιση των πρωτεϊνών από τις 

Η ενέργεια που δαπανάται κατά την πρωτεϊνική µετατόπιση προµηθεύεται µε 
διαφορε

που δεν εντοπίζεται στο 
υτταρό

 µεριά, δεν έχει εντοπιστεί ούτε οµόλογη πρωτεΐνη της SecA 
ρωτεΐν

ες GroEL και DnaK  ως προς την θέση δέσµευσης του υποστρώµατος (υδρόφοβη 
κυρίως επιφάνεια), διαφέρει στο ότι δεν παρουσίαζει καµµία ενζυµική δραστηριότητα µε την 
οποία να ρυθµίζει τις θέσεις δέσµευσης για τα δύο διαφορετικά υποστρώµατα που διαθέτει (οι 
θέσεις δέσµευσης του υποστρώµατος στην περίπτωση των GroEL και DnaK  ρυθµίζονται 
από την δραστικότητα ΑΤΡάσης που διαθέτουν). Αντίθετα στην περίπτωση της SecB τόσο η 
συγγένεια για το υπόστρωµα όσο και η συγγένεια για τη SecA,  τροποποιούνται από την 
SecA, τον επόµενο στόχο στο µονοπάτι της µετατόπισης των πρωτεϊνών και γι’ αυτό αποτελεί 
µία εξειδικευµένη συνοδό πρωτεΐνη της έκκρισης.     

   

. 
µεµβρανική διπλοστοιβάδα 
 
1
µεµβράνες. 
 

τικούς µηχανισµούς στους διάφορους οργανισµούς. Στα βακτήρια και στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς ενέργεια προσφέρεται από τις ΑΤΡάσες (Wickner, 1994). 
Παράλληλα τα βακτήρια χρησιµοποιούν και την ηλεκτροχηµική δύναµη της βαθµίδωσης 
πρωτονίων κατά µήκος της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης (proton motive force, PMF) 
προκειµένου να µεταφέρουν πρωτεΐνες κατά µήκος της µεµβράνης. Στα βακτήρια η SecA 
είναι µία κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη που µέσω της υδρόλυσης του ΑΤΡ που προκαλεί, 
εισάγεται και εξάγεται από τη µεµβράνη, σπρώχνοντας ταυτόχρονα τις µεταφερόµενες 
πρωτεΐνες κατά µήκος της µεµβράνης (βλέπε επόµενο κεφάλαιο).  
 Στη ζύµη µία οµόλογη πρωτεΐνη της Hsp70, η Kar2p, 
κ πλασµα, αλλά στην κοιλότητα του ενδοπλασµατικού δικτύου, είναι πιθανό ότι 
υδρολύει ΑΤΡ για την µετατόπιση των πρωτεϊνών µέσα από την µεµβράνη του ER (Brodsky 
et al., 1995). Οµοίως έχει προταθεί ότι δρα στα θηλαστικά η οµόλογη πρωτεΐνη της Kar2p, 
που είναι η BiP. Παράλληλα όµως, έχει προταθεί από τους Gorlich and Rapaport, 1993, ότι 
δεν χρειάζεται ΑΤΡάση, ούτε PMF στα κύτταρα των θηλαστικών για τη διαδικασία της 
µετατόπισης, αλλά η ίδια η διαδικασία της µετάφρασης πιθανά οδηγεί την νεοσυντιθέµενη 
αλυσίδα από το µεµβρανοσυνδεόµενο ριβόσωµα, διαµέσου της µεµβράνης, στην κοιλότητα 
του ενδοπλασµατικού δικτύου. 
 Στα αρχαία από την άλλη
π ης, ούτε της Hsp70. Οι πιθανότητες είναι, ή ότι τα αρχαία χρησιµοποιούν κάποια άλλη 
ΑΤΡάση,  ή ότι χρησιµοποιούν µόνο PMF. Βέβαια στα βακτήρια η µετατόπιση των πρωτεϊνών 
δεν µπορεί να πραγµατοποιηθεί παρουσία µόνο PMF, αλλά έχει εντοπιστεί ένα µονοπάτι 
εισόδου πρωτεϊνών στα θηλακοειδή των χλωροπλαστών που στηρίζεται αποκλειστικά και 
µόνο στη βαθµίδωση του pH κατά µήκος της µεµβράνης. Κατά την αντίδραση της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης γίνεται µεταφορά ηλεκτρονίων και πρωτονίων και τελικά συγκεντρώνονται 
ΟΗ- στο εσωτερικό του κυττάρου και Η+ στο εξωτερικό. Με την δράση της F1Fo ATPάσης εν 
συνεχεία γίνεται φωσφορυλίωση και παραγωγή ΑΤΡ στο εσωτερικό του κυττάρου. Τελικά στη 
µεµβράνη µένει µία διαµεµβρανική βαθµίδωση πρωτονίων που αποτελεί το PMF.  
Εναλλακτικά η µετατόπιση των πρωτεϊνών στα αρχαία µπορεί να πραγµατοποιείται 
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ταυτόχρονα µε τη µετάφραση και εποµένως µπορεί να µην απαιτείται έξωθεν ενέργεια, όπως 
προτάθηκε προηγουµένως για την ταυτόχρονη µε τη µετάφραση, µετατόπιση στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς.  
 Αναλυτικότερα θα αναφερθούµε στην ενεργοποίηση της µεταθετάσης στα βακτήρια. 
πό τα 

γεια και µε τη 
ορφή Α

 
(Bassila

π

Α τρία στάδια που λαµβάνουν χώρα κατά την έκκριση πρωτεϊνών, τόσο το στάδιο της 
καθοδήγησης τους στη µεµβράνη (στάδιοΙ), όσο και το στάδιο της διάσχισης της µεµβράνης 
(στάδιο ΙΙ), έχουν αποδεδειγµένη ανάγκη µεταβολικής ενέργειας, ενώ δεν έχει παρατηρηθεί 
κάτι ανάλογο κατά τη διαδικασία ωρίµανσης και απελευθέρωσης της πρωτεΐνης.΄Ετσι κατά το 
στάδιο Ι της µετατόπισης, και µόνο όταν η καθοδήγηση των πρωτεϊνών στη µεµβράνη γίνεται 
µέσω του SRP, τόσο το συστατικό Ffh του SRP όσο και ο υποδοχέας του FtsY, σαν GTPάσες 
που είναι, χρησιµοποιούν GTP προκειµένου να συντονίσουν και να ρυθµίσουν τις 
δραστηριότητες τους και να καθοδηγήσουν τελικά την πρωτεΐνη στην µεταθετάση (βλέπε 
προηγούµενο κεφάλαιο και Keenan et al., 2001; Lu et al., 2001; de Gier and Luirink 2001). 
Όταν αντίθετα η καθοδήγηση των πρωτεϊνών στη µεµβράνη  γίνεται µε τη βοήθεια της SecB  
δεν δαπανάται ενέργεια ούτε για την δέσµευση του υποστρώµατος, αλλά ούτε για την 
καθοδήγηση του στη µεµβράνη (προηγούµενο κεφάλαιο και Hartl et al., 1990). 
 Στο δεύτερο στάδιο της µετατόπισης πρωτεϊνών χρησιµοποιείται ενέρ
µ ΤΡ (Chen and Tai 1985), αλλά και διαµεµβρανική βαθµίδωση πρωτονίων (Yamada 
et al., 1989b), που δρουν σε διακριτά στάδια της διαδικασίας. Η υδρόλυση του ΑΤΡ είναι 
απαραίτητη για την έναρξη της µετατόπισης, και πραγµατοποιείται από την SecA πρωτεΐνη 
(Oliver, 1993). Η SecA  υδρολύει 3 µόρια ΑΤΡ ανά λεπτό ανά θέση δέσµευσης 
υποστρώµατος όταν βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα, ενώ κατά την διαδικασία της µετατόπισης 
στη µεµβράνη ο ρυθµός υδρόλυσης φτάνει τα 13 µόρια ΑΤΡ ανά λεπτό ανά θέση δέσµευσης 
υποστρώµατος, και είναι απόλυτα εξαρτόµενος από την αλληλεπίδραση µε το σύµπλοκο 
SecYEG και µε το υπόστρωµα (Sianidis et al., 2001). Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η δέσµευση 
και η υδρόλυση του ΑΤΡ από την SecA προκαλεί µία σειρά αλλαγών στην διαµόρφωση της 
(Economou and Wickner 1994), που µαζί µε τις αλλαγές που προκαλούν στην διαµόρφωση 
της SecA οι υπόλοιποι υποκαταστάτες της διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνών από 
µεµβράνες, συνοψίζουν τις διάφορες λειτουργικές φάσεις από τις οποίες περνά η πρωτεΐνη 
προκειµένου να συντελέσει στη διεκπεραίωση της παραπάνω διαδικασίας της µετατόπισης .  

Η SecA  καταναλώνει 20 µόρια ΑΤΡ ανά µεταφερόµενο υπόστρωµα 70 αµινοξέων
na et al., 1992), ενώ στην περίπτωση µεγάλων υποστρωµάτων όπως η πρωτεΐνη 

proOmpA (πρωτεΐνη µοντέλο για την in vitro διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών από 
µεµβράνες που περιέχει 280 αµινοξέα (Chen and Tai 1985; Wickner et al., 1991) και η οποία 
ενδέχεται να αποκτά κάποια δευτεροταγή και τριτοταγή δοµή πριν την διαδικασία της 
µετατόπισης (Lecker et al., 1990) δαπανώνται µέχρι και 3000 µόρια ΑΤΡ ανά µεταφερόµενο 
υπόστρωµα (Schiebel et al., 1991). Το τεράστιο αυτό ποσό ενέργειας υποδηλώνει ή ότι η 
αντίδραση της µετατόπισης της  proOmpA in vitro είναι αρύθµιστη (γλύστρηµα προς τα πίσω 
της µεταφερόµενης πρωτεΐνης, Schiebel et al., 1991; Bassilana et al., 1992), ή ότι ενέργεια 
δαπανάται και για άλλες διαδικασίες πέραν της κατάλυσης όπως η αναστολή της 
αναδίπλωσης του υ οστρώµατος. Καταρχήν απουσία απ’ ευθείας ποσοτικοποίησης της 
δαπάνης ΑΤΡ για ένα κύκλο εισαγωγής SecΑ και προπρωτεΐνης στη µεµβράνη, δεν µπορεί 
κανείς να αποκλείσει την έµµεση δράση της εισχώρησης της SecA στη µεµβράνη στην 
µεταφορά της εκκρινόµενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας σε αντίθεση µε το άµεσο µοντέλο της 
λειτουργίας της SecA που προτείνουν οι Economou and Wickner 1994; βλέπε επόµενο 
κεφάλαιο. Μία πιθανότητα λοιπόν είναι η SecA που έχει εισχωρήσει στη µεµβράνη να 
προετοιµάζει την µεταθετάση να αποκτήσει την διαµόρφωση που απαιτείται για τη διαδικασία 
της µετατόπισης, και κατά συνέπεια µικρά τµήµατα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας να 
µετακινούνται µέσα από το κανάλι της µεταθετάσης µέσω θερµικής κίνησης. Εξάλλου 
περιορισµένη προς τα εµπρός µετακίνηση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας ή γλύστρηµα προς 
την αντίθετη κατεύθυνση των ενδιαµέσων µετατόπισης έχει καταγραφεί από τους Sciebel et 
al., 1991; Arkowitz et al., 1993), απουσία υδρόλυσης ΑΤΡ (µετά από προσθήκη µη 
υδρολυώµενων ΑΤΡ αναλόγων, που προκαλεί όµως εισαγωγή της  SecA στη µεµβράνη, ή 
απελευθέρωση SecA και παρουσία PMF στη δεύτερη περίπτωση). Λιγότερη ενέργεια ΑΤΡ 
καταναλώνεται όταν οι µεµβράνες διαθέτουν διαµεµβρανική βαθµίδωση πρωτονίων (Yamada 
et al., 1989b; Shiozuka et al., 1990; Schiebel et al., 1991; Driessen, 1992). Όµως η 
βαθµίδωση πρωτονίων από µόνη της δεν µπορεί να ξεκινήσει τη διαδικασία της µετατόπισης 
των πρωτεϊνών από τις µεµβράνες (Yamada et al., 1989b; Schiebel et al., 1991; Shiozuka et 
al., 1990), που όπως είπαµε απαιτεί την δράση της SecA την εξαρτόµενη από το ΑΤΡ και το 
υπόστρωµα (Yamada et al., 1989b). Αυτό που προσφέρει το PMF είναι η βελτίωση της 
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απόδοσης της διαδικασίας µετατόπισης, από τέσσερις έως δέκα φορές (Yamada et al., 
1989b; Driessen and Wickner 1991). Η ίδια δε συµβολή στη διαδικασία της µετατόπισης  
πετυχαίνεται και µε αυξηµένα ποσά SecA  πρωτεΐνης (Yamada et al., 1989a). Aπό την άλλη 
µεριά αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η διαµεµβρανική βαθµίδωση πρωτονίων και µόνο 
(απουσία ΑΤΡ, και µόνο αν η SecA έχει προηγουµένως ανενεργοποιηθεί από αντισώµατα και 
εφόσον το υπόστρωµα έχει αποµακρυνθεί από την SecA), µπορεί να ολοκληρώσει την 
µεταφορά πρωτεϊνών που έχουν ήδη διακινήσει το 60-80% του συνολικού τους µήκους  (Tani 
et al., 1989; Schiebel et al., 1991). Ενώ οι Driessen et al., 1992 έδειξαν ότι το PMF παρέχει 
κατεύθυνση στην διανυσµατική διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών, αφού όταν η 
υδρόλυση του ΑΤΡ απελευθερώσει την προπρωτεΐνη και εφαρµοστεί αντίστροφο PMF τα 
ενδιάµεσα µετατόπισης που διασχίζουν την µεµβράνη κινούνται αντίστροφα.   

Είναι πιθανό ότι το PMF επηρεάζει ταυτόχρονα πολλά µεµβρανικά συστατικά της 
αντίδρα

µπορεί να καταστείλει τουλάχιστον µερικώς τον 
κρυοευα

να σηµειώσουµε ότι τα συστατικά παραγωγής ενέργειας της αντίδρασης 
µετατόπ

σης, ενώ µπορεί να επηρεάζει κατευθείαν και το ρυθµό υδρόλυσης του ΑΤΡ από την 
SecA, ελαττώνοντας την συγγένεια της για το ΑΤΡ κατά 100 φορές (Chen and Tai 1985; 
Geller et al., 1986; Yamane et al., 1987; Shiozuka et al., 1990). Ακόµα οι Tani et al., 1990; 
Schiebel et al., 1991; Tani and Mizushima, 1991; Kato and Mizushima, 1993 έδειξαν ότι µόνο 
µέσω PMF µπορεί να πραγµατοποιηθεί η µετατόπιση πρωτεϊνών που διαθέτουν ανώµαλες 
δοµές, όπως δισουλφιδικούς δεσµούς ή µη πεπτιδικές αλληλουχίες στην ώριµη περιοχή τους. 
Αλλά και οι Cao et al., 1995 έδειξαν ότι η µετατόπιση αρνητικά φορτισµένων αµινοξέων σε 
µεµβρανικές πρωτεΐνες επάγεται από το PMF. Εποµένως το PMF µπορεί να βοηθάει και στην 
τοπολογία των µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

 Από την άλλη µεριά, το PMF 
ίσθητο φαινότυπο µιας µεταλλαγµένης SecA in vitro (Suzuki et al., 1998), όπως 

επίσης και το πρόβληµα στη µετατόπιση που δηµιουργείται σε µεµβράνες που δεν έχουν 
SecG (Hanada et al., 1996). Επιπρόσθετα βρέθηκε ότι η έλλειψη SecD και SecF αποσυνδέει 
την παραγωγή του PMF (Arkowitz and Wickner, 1994). Ο µηχανισµός δράσης του PMF 
µπορεί να µην είναι γνωστός, ενδέχεται όµως να δρα αποδιατάσσοντας το υπόστρωµα όπως 
πρότειναν οι Arkowitz et al., 1993, κάτι που έχει ήδη διατυπωθεί για την µιτοχονδριακή 
µεταθετάση (Huang et al., 2002). Επειδή η ανάγκη για PMF εξαρτάται από την µεταφερόµενη 
προπρωτεΐνη (Yamada et al., 1989; Ernst et al., 1994), ενώ και µεταλλαγές στο πεπτίδιο 
σηµατοδότη ή µετά απ’ αυτό, οδηγούν σε αλλαγή της εξάρτησης της προπρωτεΐνης από το 
PMF, θεωρείται πιθανό ότι το PMF διεγείρει την διαδικασία εισαγωγής του πεπτιδίου 
σηµατοδότη στη µεµβράνη. Αφού όµως έχουν εντοπιστεί ως καταστολείς βλαβών στο 
πεπτίδιο σηµατοδότη, µεταλλαγµένες SecY πρωτεΐνες, PrlA, που όχι µόνο ξεπερνούν την 
ανάγκη φυσιολογικού πεπτιδίου σηµατοδότη, αλλά προσδίδουν και στις αγρίου τύπου 
προπρωτεΐνες ανεξαρτησία από το PMF, και όλα αυτά χαλαρώνοντας όπως προτείνεται την 
εκκριτική µηχανή, εναλλακτικά το PMF µπορεί να δρα κατευθείαν στην SecY, αλλάζοντας τη 
διαµόρφωση της, Nouwen et al., 1996. Από την άλλη οι Brundage et al., 1990 αναφέρουν ότι 
το PMF διεγείρει τη µετατόπιση πρωτεϊνών σε πρωτεολιποσώµατα που περιέχουν µόνο 
SecYEG και εποµένως προτείνουν ότι δρα αλλάζοντας την διαµόρφωση του SecYEG ή την 
ολιγοµερική του κατάσταση. Τέλος οι Nishiyama et al., προσπάθησαν να εντοπίσουν τον 
ρόλο του PMF στην διαδικασία εισαγωγής και εξαγωγής της SecA από τη µεµβράνη µιας και 
το PMF είχε ήδη βρεθεί να επάγει την εισχώρηση της SecA στη µεµβράνη αλλά σε πολύ 
χαµηλες συγκεντρώσεις ΑΤΡ (Economou et al., 1995), ενώ δεν ήταν γνωστό το πως η κρύα 
SecA προκαλεί εξαγωγή από τη µεµβράνη της ραδιενεργούς SecA που βρίσκεται στο 
εσωτερικό της. ∆ιαπίστωσαν λοιπόν ότι το PMF διεγείρει τον κύκλο της SecA, και εποµένως 
την διαδικασία της µετατόπισης, µε το να επιταχύνει την εξαγωγή της SecA από την 
µεµβράνη χωρίς την ανάγκη υδρόλυσης ΑΤΡ, ή ανταλλαγής µε εξωγενή SecA. Κατά συνέπεια 
παρουσία PMF, ελαττώνεται το ποσό της SecA που απαιτείται για αποτελεσµατική 
µετατόπιση πρωτεΐνών. Μπορεί η εισαγωγή της SecA στη µεµβράνη να αποτελεί στάδιο 
κλειδί (rate limiting step) στη µεταφορά των πρωτεϊνών από τη µεµβράνη, αλλά το ίδιο 
συµβαίνει και µε την εξαγωγή της SecA που επιταχυνόµενη από το PMF επιταχύνει την όλη 
αντίδραση.    

Aξίζει 
ισης, SecA/ATP και PMF, υπόκεινται κατά κάποιο τρόπο σε συντονισµένη ρύθµιση, 

αφού περίσσεια SecA επιτρέπει την µετατόπιση προπρωτεΐνης που διαφορετικά εξαρτάται 
αποκλειστικά από από το PMF (Yamada et al., 1989). Επιπλέον η µετατόπιση πρωτεϊνών 
που οδηγείται από το PMF (µετά την αδρανοποίηση της SecA), επιβραδύνεται όταν η SecA 
ξαναπροστίθεται στο σύστηµα απουσία ΑΤΡ (Schiebel et al., 1991).   
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1.2.Β.ΙΙ. Το εκκριτικό Sec µονοπάτι. Aπό τα γονίδια στις πρωτεΐνες και 
την ανασύσταση in vitro. 
 
Ένας συνδυασµός βακτηριακής γενετικής και καθαρισµού ενζύµων χρησιµοποιήθηκε 
πρικειµένου να αποκαλυφθούν τα γονίδια/πρωτεΐνες που εµπλέκονται στο Sec µονοπάτι. 
Έτσι τα περισσότερα από τα απαραίτητα γονίδια του sec µονοπατιού είναι σήµερα γνωστά 
(Economou 2000, Driessen et al., 2001). H πρώτη προσπάθεια εύρεσης συστατικών του 
εκκριτικού µονοπατιού, που χρησιµοποιήθηκε µε επιτυχία στην E.coli (Bieker et al., 1990) και 
στην ζύµη (Deshaies and Schekman, 1987), στηρίχθηκε στην αναζήτηση κατά συνθήκη 
θνησιγόνων µεταλλαγών (conditional lethal mutations) που προκαλούν µία γενικευµένη βλάβη 
στην διαδικασία µετατόπισης των πρωτεϊνών. Μ’ αυτή τη µέθοδο, οι προκύπτουσες 
µεταλλαγές όρισαν τα sec γονίδια της E.coli και ένα µέρος των SEC γονιδίων της ζύµης 
συµπεριλαµβανοµένου του SEC61. Στην περίπτωση αυτή χρησιµοποιήθηκε µια πρωτεΐνη 
σύντηξης από την προπρωτεΐνη και την LacZ η οποία ανάλογα µε το αν µένει στο 
κυτταρόπλασµα (απουσία έκκρισης) ή παγιδεύεται στη µεµβράνη (κατά την έκκριση) 
παρουσιάζει αυξηµένα ή ελαττωµένα επίπεδα δραστικότητας της LacZ και κατά συνέπεια 
επιβίωση σε υλικό µε µοναδική πηγή άνθρακα τη λακτόζη (αποµόνωση υπολειπόµενων κατά 
συνθήκη θνησιγόνων µεταλλαγών) ή όχι. Σε µία δεύτερη προσπάθεια, που εφαρµόστηκε µε 
επιτυχία πάλι στην E.coli, αναζητήθηκαν καταστολείς µεταλλαγών του πεπτιδίου σηµατοδότη 
(που εντοπίζεται στο αµινοτελικό άκρο των εκκριτικών πρωτεϊνών τις οποίες και χαρακτηρίζει) 
που µπλοκάρουν την διαδικασία µετατόπισης των εκκριτικών πρωτεϊνών. Σε τρεις 
περιπτώσεις αυτές οι κατασταλτικές µεταλλαγές, που καλούνται prl (protein localization), 
βρέθηκαν ότι είναι αλληλόµορφα γνωστών sec γονιδίων, prlΑ(secY), prlD(secA), και 
prlG(secE) (Bieker et al., 1990; Bieker-Brady and Silhavy, 1992) ενώ σε µία από τις πρώτες 
προσπάθειες αυτής της στρατηγικής οι Emr and Hanley-Way πρότειναν ότι και τα 
ριβοσώµατα παίζουν βασικό ρόλο στην έκκριση των πρωτεϊνών. Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι 
κατά συνθήκη θνησιγόνες µεταλλαγές που εντοπίστηκαν µε τις παραπάνω µεθόδους, είναι 
ευαίσθητες είτε σε υψηλές, είτε σε χαµηλές θερµοκρασίες, αλλά περιορίζονται στα πρώτα 
µόνο 170 αµινοξέα της πρωτεΐνης, και ως εκ τούτο δεν ήταν αρκετές για εκτεταµένο 
χαρακτηρισµό της πρωτεΐνης. Έτσι σε µία τρίτη στρατηγική που στηρίζεται στη γνώση της 
αύξησης της έκφρασης του secA γονιδίου όταν υπάρχει πρόβληµα έκκρισης, η 
χρησιµοποίηση secA-lacZ ως γονιδίου αναφοράς οδηγεί σε αυξηµένη ενεργότητα LacZ όταν 
υπάρχει πρόβληµα στην έκκριση.  Έτσι αποµονώθηκαν πάλι τα παραπάνω εκκριτικά γονίδια  
(Riggs et al., 1988) και ανιχνεύθηκαν πιθανές λειτουργικές περιοχές στη SecA από τη 
συγκέντρωση µεταλλαγών σε διακριτές της θέσεις (Jarosik and Oliver, 1991). Συγκεκριµένα 
εντοπίστηκαν µεταλλαγές µε συνέπειες στην έκκριση, στις αλληλουχίες 196-252, 352-367, 
626-653 και 783-808. Οι αλληλουχίες αυτές αντιστοιχούν όπως θα δούµε αργότερα από την 
ανάλυση της δοµής της SecA στις περιοχές NBD(NBF-I), SSD2[PPXD(C)], SD και IRA1, που 
αντιπροσωπεύουν αντίστοιχα την θέση δέσµευσης ΑΤΡ, την προτεινόµενη θέση δέσµευσης 
του υποστρώµατος και την καρβοξυτελική περιοχή .Έτσι ανιχνεύθηκαν οι πρωτεΐνες SecA, 
SecY, SecE, SecG, SecD και SecF (σχήµα 15) και ο  ρόλος τους στην έκκριση 
πιστοποιήθηκε µετά τον καθαρισµό τους και την επακόλουθη χρησιµοποίηση τους σε 
πειράµατα in vitro ανασύστασης της διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνικών 
υποστρωµάτων (Cabelli et al., 1991). 
 
 
1.2.Γ. SecA-ATPάση-Αλληλεπιδράσεις µε τους διάφορους 
υποκαταστάτες. 
 
Aντίθετα από την παγκοσµιότητα της SecY, η SecA είναι συστατικό της µεταθετάσης µόνο 
στα βακτήρια. Παρά την εµφάνιση της αργά στο προσκήνιο της διαδικασίας µετατόπισης των 
πρωτεϊνών (δεν έχει εντοπιστεί στα αρχαία), αποτελεί κεντρικό και σε µεγαλύτερη αφθονία 
συστατικό του βακτηριακού εκκριτικού µονοπατιού (Driessen et al., 1993), καθώς παρουσία 
της πραγµατοποιείται µεταφορά µεγάλων υδρόφιλων πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, µετά 
το πέρας της µεταφραστικής διαδικασίας. Η SecA επιτελεί πέντε βασικές λειτουργίες. 1) είναι 
ο φυσικός σύνδεσµος όλων των συστατικών της αντίδρασης µετατόπισης καθώς 
αλληλεπιδρά µε την προπρωτεΐνη, µε την συνοδό πρωτεΐνη SecB, το σύµπλοκο SecYEG, τα 
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λιπίδια, το mRNA της SecA, άλλο µόριο SecA, αλλά και µε το ΑΤΡ (σχήµα 16; Ulbrandt et al., 
1992; Oliver et al., 1993; Arkowitz and Bassilana, 1994; Breukink et al., 1995; 
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Fekkes et al., 
1997). 2) Λειτουργεί 
σαν πρωταρχικός 
υποδοχέας της 
µεταθετάσης για τα 

εκκρινόµενα 
υποστρώµατα και τις 
πρωτεΐνες συνοδούς 
τους (όπως θα δούµε 
σύµπλοκα SecB-
υπόστρωµατος έχουν 
µεγάλη συγγένεια για 
την δεσµευµένη στη 
SecYEG θέση SecA; 
Wickner and Leonard, 
1996) τα οποία και 
καθοδηγεί στο 
εκκριτικό κανάλι. 3) 
Πιθανά συνιστά 
βασική δοµική µονάδα 
του εκκριτικού αγωγού 
(Joly and Wickner, 
1993; van der Does et 

al., 1996; Chen et al., 1996; Snyders et al., 1997) και µάλλον µαζί µε την SecYEG 
προστατεύει τα πολικά τµήµατα των υποστρωµάτων από τα φωσφολιπίδια (Joly and 
Wickner, 1993). 4) Είναι ένζυµο που  ρυθµίζεται τοπολογικά και αυξάνει την ΑΤΡάση του 
καθώς µεταβαίνει από το κυτταρόπλασµα, όπου µιλάµε για την Βασική (Βasal) ΑΤΡάση της 
SecA, στη λιπιδική διπλοστοιβάδα, Λιπιδική (Lipid) ΑΤΡάση, στη µεµβράνη στη SecYEG  
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Σχήµα 15:  Ανασύσταση της διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνών in vitro. 1. Στο κύτταρο εκκριτικές
πρωτεΐνες µε αµινοτελικά πεπτίδια σηµατοδότες εκκρίνονται µε τη βοήθεια ειδικών µεταθετασών της
µεµβράνης, ενώ διατηρούν την αποδιαταγµένη τους µορφή την αναγκαία για τη µετατόπιση, µέσω της
αλληλεπίδρασης τους µε πρωτεΐνες συνοδούς στο κυτταρόπλασµα. 2. Στο δοκιµαστικό σωλήνα µπορεί
να αναπαραχθεί η παραπάνω διαδικασία της µετατόπισης, αν σε ανασυστάµενα µε µεταθετάση (π.χ µε
την SecYEG) πρωτεολιποσώµατα προστεθεί υπόστρωµα µε πεπτίδιο σηµατοδότη, ΑΤΡ και συνοδές
πρωτεΐνες. 3. Η πρωτεΐνη συνοδός διατηρεί το υπόστρωµα στην αποδιαταγµένη διαµόρφωση που είναι
κατάλληλη για την µεταφορά από το κανάλι της µεταθετάσης SecYEG, µε δαπάνη ΑΤΡ από την SecA
πρωτεΐνη κινητήρα. 
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Σχήµα 16׃  SecA και υποκαταστάτες. Η SecA πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µ’ ένα
πλήθος υποστρωµάτων των οποίων οι θέσεις δέσµευσεις, είτε έχουν
προσδιοριστεί, είτε έχουν προταθεί να βρίσκονται στις παραπάνω θέσεις (?). 
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θέση, όπου µιλάµε για την 
Μεµβρανική (Membrane) ΑΤΡάση, 
ενώ συµµετέχει και στην 
µετατόπιση του εκκρινόµενου 
υποστρώµατος, οπότε και µιλάµε 
για ΑΤΡάση µετατόπισης 
(Translocation ATPase). Κατά την 
παραπάνω µετάβαση από το 
κυτταρόπλασµα στην µεµβράνη, 
αυξάνεται αντίστοιχα και η 
συγγένεια της SecA για το 
υπόστρωµα (σχήµα 17). 5) 
Παράγει το απαραίτητο µηχανικό 
έργο για την µετατόπιση του 
υποστρώµατος, µετατρέποντας 
την ελεύθερη ενέργεια του ΑΤΡ σε 
µηχανική (Economou and 
Wickner, 1994). 6) Αισθάνεται και 
ρυθµίζει την εκκριτική κατάσταση 
του κυττάρου ρυθµίζοντας την 
µετάφραση του mRNA του, είτε 
µέσω δέσµευσης σ΄αυτό (Oliver, 
1993; Mori and Ito, 2001; Βλέπε 

και Κεφάλαιο ρύθµισης των sec γονιδίων), είτε µέσω της δραστικότητας ελικάσης που διαθέτει 
(Park et al., 1997). 7) Μετακινείται µεταξύ περιφερειακής µεµβρανικής και διαλυτής 
κυτταροπλασµατικής κατάστασης (Cabelli et al., 1991) και 8) υφίσταται µετρήσιµες αλλαγές 
στη διαµόρφωση της. Οι αλλαγές αυτές µπορούν να µετρηθούν ως διαφορετικές θερµικές ή 
πρωτεολυτικές σταθερότητες, ανάλογα µε την κατάσταση δεσµευµένου νουκλεοτιδίου στην 
οποία βρίσκονται (Den Blaauwen et al., 1996). Εξάλλου εξαιτίας του σχηµατισµού 
πρωτεολυτικά σταθερών τµηµάτων SecA που είναι ευαίσθητα στην διατάραξη της 
κυτταροπλασµατικής µεµβράνης, θεωρήθηκε ότι η πρωτεΐνη εισέρχεται στην 
κυτταροπλασµατική µεµβράνη, στην θέση SecYEG, σαν τµήµα της αντίδρασης µετατόπισης 
των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες (Economou and Wickner, 1994; Economou et al., 1995; 
Eichler and Wickner, 1997). Λεπτοµερέστερη µελέτη της SecA πρωτεΐνης πραγµατοποιείται 
σε επόµενο κεφάλαιο. 
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   Σχήµα 17: Η SecA είναι ένζυµο που ρυθµίζεται τοπολογικά. 

 
  

1.2.Γ.Ι. Αλληλεπίδραση SecA µε ΑΤΡ. 
 

Από την δοµή της SecA από το B.subtilis (Hunt et al., 2002) προκύπτει ότι η 
δέσµευση ΑΤΡ στη SecA πραγµατοποιείται εντός της µεσόφασης που σχηµατίζεται από τις 
περιοχές NBD-IRA2 ή (NBFI-NBFII), ενώ διαπιστώθηκε ακόµα η δοµική οµοιότητα των 
παραπάνω περιοχών µε τις ελικάσες των οικογενειών SF-I και SF-II. Oι περισσότερες 
αλληλεπιδράσεις µε το νουκλεοτίδιο προέρχονται από τα µοτίβα των ελικασών τα οποία 
αναφέρθηκαν προηγουµένως και παρουσιάζονται στο σχήµα 18. Συγκεκριµένα η δέσµευση 
του νουκλεοτιδίου αδενίνης από το NBD (NBF-I) πραγµατοποιείται µε παρόµοια γεωµετρία µε 
την F1 ATPάση (σχήµα 67?). Η συνεναιτική αλληλουχία Walker A (µοτίβο Ι στις ελικάσες) 
σχηµατίζει την ελικοειδή δοµή της ‘’P-λούπας’’ που δεσµεύει τους φωσφόρους α και β του 
νουκλεοτιδίου, ενώ η αλληλουχία Walker Β (µοτίβο ΙΙ στις ελικάσες) σχηµατίζει µία υδρόφοβη 
β αλυσίδα που καταλήγει στο αµινοξύ D207 που έρχεται σε επαφή µε τον συµπαράγοντα 
Mg2+  (σχήµα 18 και 19). Αυτό το ασπαρτικό οξύ  (D) είναι το πρώτο αµινοξύ της αλληλουχίας 
DEAD (DEVD στην SecA) που εντοπίζεται σε µία υποοικογένεια των SF-II ελικασών αλλά  όχι 
στην F1 (σχήµα 66?). Το Ε208 στην DEAD αλληλουχία αποτελεί τον πρώτο υποψήφιο για τον 
ρόλο της καταλυτικής βάσης κατά την υδρόλυση του ΑΤΡ, αφού σχηµατίζει δεσµό-Η µε το 
νερό 1148 που τοποθετείται έτσι ώστε να προσβάλλει υδρολυτικά τον γ-φώσφορο του ΑΤΡ 
(σχήµα 18). Tα αµινοξέα που έρχονται σε επαφή µε τη βάση του νουκλεοτιδίου προέρχονται 
κυρίως από το αµινοτελικό άκρο της έλικας 4 του NBD (NBF-I) σε µία περιοχή που δεν 
αποτελεί µοτίβο ελικάσης, αλλά είναι συντηρηµένη στις  DEAD ελικάσες (σχήµα 66?). Οι 
υπόλοιπες απ’ ευθείας αλληλεπιδράσεις µε το νουκλεοτίδιο πραγµατοποιούνται µε τα µοτίβα 
των ελικασών V και VI, τα οποία τοποθετούνται σε διαφορετική περιοχή του IRA2 (NBF-II) απ’ 
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ότι τα τοπολογικά ισοδύναµα των αλληλουχιών Walker A και Walker B (σχήµα 64?). 
Συγκεκριµένα τα αµινοξέα G490, D492 και K494 του µοτίβου V έρχονται σε επαφή µε τον α-
φώσφορο και την ριβόζη, ενώ το αµινοξύ R528 στο καρβοξυτελικό άκρο του µοτίβου VI 
έρχεται σε επαφή µε τη ριβόζη και το αµινοξύ D492 (σχήµα 18 και 19). Από την άλλη το 
αµινοξύ Q521 στο µοτίβο VI σχηµατίζει ένα συνεργατικό δίκτυο υδρογονοδεσµών µε τρία 
αµινοξέα του NBD (NBF-I): Το D210 στο καρβοξυτελικόάκρο της αλληλουχίας DEAD στο 
µοτίβο ΙΙ, και το Τ371 και Τ373 στο µοτίβο ΙΙΙ. Το αµινοξύ R521 ‘’δάκτυλος αργινίνης’’ στο 
µοτίβο VI έρχεται σε επαφή µε τον γ-φώσφορο του νουκλεοτιδίου όταν δεσµεύεται ΑΤΡ 
(σχήµα 18). Μία τέτοια αλληλεπίδραση παρατηρείται στην PcrA ελικάση (Velankar et al., 
1999), αλλά δεν είναι δυνατή στη δοµή της MJ0669 που δεν υπάρχει νουκλεοτίδιο (Story et 
al., 2001), στην οποία µία περιστροφή της NBD-περιοχής (NBF-I) περί την IRA2 (NBF-II) 
περιοχή δηµιουργεί ένα µεγάλο άνοιγµα στη ρωγµή-σχισµή δέσµευσης του νουκλεοτιδίου 
(σχήµα 62?, βλέπε πρώτη σειρά και πρώτη δοµή). 

Σχήµα 18: (Hunt et al., 2002). Στερεοδιάγραµµα κορδέλας του ενεργού κέντρου της δοµής της bsSecA που
περιέχει δεσµευµένο Mg-ADP. Στο διάγραµµα αυτό υποδηλώνονται οι θέσεις των µοτίβων των ελικασών
(Walker A/H-I, H-Ia, Walker B/DEVD/H-II, H-III, H-V, H-VI). Ο σκελετός της ανθρακικής αλυσίδας, όπως και τα
περισσότερα άτοµα των πλευρικών αλυσίδων των αµινοξέων και των υποκαταστατών, χρωµατίζονται ανάλογα
µε την περιοχή προέλευσης τους, αλλά τα άτοµα οξυγόνου, χρωµατίζονται κόκκινα, τα άτοµα αζώτου ανοιχτά
πράσινα, και τα ιόντα Mg2+ κίτρινα. Οι δεσµοί υδρογόνου σηµειώνονται µε διακεκοµµένη γκρι γραµµή. 

Μέχρι στιγµής οι αλλαγές στη διαµόρφωση της SecA που έχουν παρατηρηθεί 
παρουσία νουκλεοτιδίων αφορούν την δέσµευση στην υψηλής συγγένειας θέση κάθε 
νουκλεοτιδίου. Συγκεκριµένα χρησιµοποιούνται συγκεντρώσεις κατάλληλες για κορεσµό µόνο 
της υψηλής συγγένειας θέσης του νουκλεοτιδίου, ενώ έχουν προταθεί και µοντέλα για το πως 
µέσω αυτών των εξαρτόµενων από το νουκλεοτίδιο διαµορφώσεων, η µονοµερής SecA 
µετατρέπει την ενέργεια του ΑΤΡ σε µηχανική. Έτσι προτείνεται ότι η δέσµευση ΑΤΡ στη 
SecA προκαλεί εκτεταµένη διαµόρφωση της πρωτεΐνης µε περιορισµένη αλληλεπίδραση 
µεταξύ των N- και C-περιοχών, η οποία διευκολύνεται στην εισαγωγή της στη µεµβράνη. 
Αντίθετα όταν γίνει υδρόλυση του ΑΤΡ και παραχθεί ADP, η SecA αποκτά συµπαγή 
διαµόρφωση, µε εκτεταµένη αλληλεπίδραση µεταξύ των N- και C-περιοχών, που συντελεί 
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στην εξαγωγή της πρωτεΐνης από τη µεµβράνη (Economou, 1998). Οι συνεχείς κύκλοι όµως 
εισαγωγής και εξαγωγής της πρωτεΐνης στη µεµβράνη είναι απαραίτητοι για την εν εξελίξει 
µεταφορά του υποστρώµατος µέσα από τη µεµβράνη. Η SecA όµως λειτουργεί πιθανότατα 
σαν διµερές (βλέπε Κεφάλαιο-∆ιερεύνησης της κατάστασης ολιγοµερισµού της SecA). 
Εποµένως για την διερεύνηση του µηχανισµού της και του τρόπου µε τον οποίο µετατρέπει 
την ενέργεια από την υδρόλυση του ΑΤΡ σε µηχανική κατά τη µεταφορά της πρωτεΐνης από 
τη µεµβράνη, είναι απαραίτητη η διερεύνηση της επίδρασης των νουκλεοτιδίων στην 
ολιγοµερική κατάσταση της SecA. Οι den Blaauwen et al., 1996 διαπίστωσαν (βλέπε 
Κεφάλαιο-Αλλαγές στη διαµόρφωση της SecA παρουσία διαφόρων υποκαταστατών και 
Κεφάλαιο-∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού της SecA), ότι παρουσία πολύ υψηλών 
συγκεντρώσεων ΑDP (ώστε να καλύπτεται και η χαµηλής συγγένειας θέση δέσµευσης για 
ΑΤΡ, αν υπάρχει; δεν έχει ακόµα διευκρινιστεί αν υπάρχει αυτή η θέση και αν υφίσταται στο 
µονοµερές η στο διµερές της SecA) παρατηρείται  διπλάσια ενθαλπία αποδιάταξης της 
πρωτεΐνης απ’ ότι στην περίπτωση που καλύπτεται µόνο η πρωταρχική θέση δέσµευσης 
ΑΤΡ, η οποία κατά συνέπεια αναµένεται να αντιστοιχεί σε διατάραξη µεγαλύτερου εύρους 
αλληλεπιδράσεων απ’ αυτές της Ν- µε την C-περιοχή, δηλαδή µεταξύ των µονοµερών στο 
διµερές της SecA (βλέπε Κεφάλαιο διερεύνησης των αλλαγών της διαµόρφωσης της SecA 
πρωτεΐνης, παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών, σχήµα 99?). Οι van der Wolk et al., 
1997, στην προσπάθεια τους να καλύψουν µε ΑΤΡ και την δεύτερη χαµηλής συγγένειας θέση 
για ΑΤΡ στη SecA, χρησιµοποίησαν πολύ αυξηµένες συγκεντρώσεις του ΑΤΡ αναλόγου 
DiN3ATP, που αποτελεί φωτοενεργοποιούµενο χηµικό διασυνδετή, και διαπίστωσαν µόνο σ’ 
αυτές, τις πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις του ΑΤΡ αναλόγου, δηµιουργία ενός σταθερού 
διµερούς της SecA. ∆ιµερής SecA µέσω της παραπάνω χηµικής διασύνδεσης 
πραγµατοποιείται, αν και σε µικρότερο βαθµό, ακόµα και στην περίπτωση της µεταλλαγής 
D209N που παρουσιάζει πρόβληµα στη δέσµευση και υδρόλυση του ΑΤΡ στην πρωταρχική 
θέση δέσµευσης του, ενώ δεν παρατηρείται στην περίπτωση της R509K µεταλλαγής όπου 
διαταράσσεται η περιοχή IRA2 στη SecA, που έχει προταθεί ότι εντοπίζεται η δεύτερη θέση 
δέσµευσης του νουκλεοτιδίου, σύµφωνα µε τους Mitchell and Oliver, 1993. Προκύπτει λοιπόν 
ότι δηµιουργία διµερούς SecA µέσω χηµικής διασύνδεσης µε DiN3ATP πραγµατοποιείται 
µόνο αν υπάρχει WTIRA2-περιοχή (από την οποία µεταφέρεται πιθανά η πληροφορία για 
σχηµατισµό διµερούς στην C-περιοχή που ευθύνεται για τον διµερισµό) και πολύ αυξηµένες 
συγκεντρώσεις νουκλεοτιδίου, ώστε να καλύπτεται και η υψηλής συγγένειας θέση δέσµευσης 

Σχήµα 19: (Hunt et al., 2002). Μοριακές επαφές µεταξύ της SecA και του υποκαταστάτη Mg-ADP. Τα
δεσµευµένα άτοµα του νερού που γειτνιάζουν µε το ενεργό κέντρο σηµειώνονται ως ‘’wt’’. Οι
αλληλεπιδράσεις αναλύονται θέτοντας όριο απόστασης µεταξύ των ατόµων τα 3.80Å, για
αλληλεπιδράσεις Van der Waals, και 3.30Å για τους δεσµούς–Η. Οι χρωµατισµοί που
χρησιµοποιούνται είναι ανάλογοι µ’ αυτούς του σχήµατος 63. 
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για ΑΤΡ, αλλά και µια χαµηλότερης συγγένειας θέση δέσµευσης για ΑΤΡ. ∆ηλαδή διάφοροι 
χηµικοί διασυνδετές-παράγωγα του ΑΤΡ αποκάλυψαν ότι η υποτιθέµενη δεύτερη θέση 
δέσµευσης του ΑΤΡ, αποτελεί τµήµα της µεσόφασης µεταξύ των υποµονάδων της SecA στο 
οµοδιµερές της. Με βάση τα αποτελέσµατα των Sianidis et al., η δεύτερη αυτή θέση 
δέσµευσης του ΑΤΡ δεν µπορεί να εντοπίζεται στο πρωτοµερές της SecA, αλλά αναµένεται 
να λαµβάνει χώρα στο δεύτερο πρωτοµερές της SecA, γεγονός που συντελεί στην δηµιουργία 
ασύµµετρου µορίου SecA (σχήµα 20). Συγκεκριµένα αδηµοσίευτα αποτελέσµατα από 
Κaramanou, προτείνουν µία θέση δέσµευσης ΑΤΡ ανά διµερή SecA ενώ στο ίδιο 
συµπέρασµα κατέλήξαν και οι Schmidt et al., 2000, µε διαπίδυση ισορροπίας ανατρέποντας 
τα πειραµατικά αποτελέσµατα των Mitchell and Oliver, 1993.  
 
1.2.Γ.ΙΙ. Αλληλεπίδραση SecA µε τα πρωτεϊνικά υποστρώµατα. 
 
1.2.Γ.ΙΙ.α.  Πεπτίδια σηµατοδότες (Signal peptides). 
 

Οι εκκριτικές πρωτεΐνες διαθέτουν πεπτίδια σηµατοδότες µέσω των οποίων 
παγιδεύονται στο µονοπάτι έκκρισης καθώς αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες συνοδούς 
(chaperones). Η παρουσία των πεπτιδίων σηµατοδοτών καθυστερεί την απόκτηση από τις 
πρωτεΐνες της τριτοταγούς διαµόρφωσης τους στο χώρο (αντίθετα από τις 
κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που δεν διαθέτουν τέτοια σινιάλα και αποκτούν την 
στερεοδιάταξη τους στο κυτταρόπλασµα, σε msec ή sec), (Park et al., 1988; Randall and 
Hardy, 1986; Eilers and Schatz, 1988) οπότε και ανιχνεύονται από τις πρωτεΐνες συνοδούς. 
Παρά το γεγονός ότι τα πεπτίδια αυτά έχουν συγκεκριµένη λειτουργία, δεν µοιράζονται κάποια 
συναινετική αλληλουχία, αλλά παρουσιάζουν ίδιες φυσικοχηµικές ιδιότητες (Gierasch, 1989).  
Πρόκειται για µικρές αλληλουχίες (~20 αµινοξέα, σχήµα 20) που συνίστανται από ένα 

υδρόφοβο πυρήνα, πάνω από 
συγκεκριµένο κατώφλι 
υδροφοβικότητας (Valent et 
al., 1995), ο οποίος 
περιβάλλεται από µικρές 
πολικές περιοχές (Ζheng and 
Gierash 1996). To δεύτερο 
χαρακτηριστικό τους είναι ότι 
µπορούν και αποκτούν α-
ελικοειδή διαµόρφωση, καθώς 
αποµονωµένα πεπτίδια 
σινιάλα σε υδρόφοβο 
περιβάλλον  παρουσιάζουν 
σηµαντικό ποσό ελικοειδούς 
δοµής (McKnight et al., 1989; 
Bruch et al., 1989), ενώ και 
µετά την απελευθέρωση από 
το SRP τα πεπτίδια 
σηµατοδότες δεσµεύονται στο 
κανάλι της µεταθετάσης των 
θηλαστικών µε α-ελικοειδή 
διαµόρφωση (Plath et al., 

1998). Τα πεπτίδια σηµατοδότες συνήθως τοποθετούνται στο αµινοτελικό άκρο των 
πρωτεϊνών, από το οποίο και αποκόπτονται κατά ή µετά τη διαδικασία της µετατόπισης, από 
ειδικές πεπτιδάσες που εντοπίζονται στην trans πλευρά της µεµβράνης (περισσότερες 
λεπτοµέρειες θα αναφερθούν στο κεφάλαιο της ωρίµανσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας). 

Σχήµα 20: (Fekkes, Driessen, 1999). ∆οµή του πεπτιδίου σηµατοδότη των διαφόρων προπρωτεϊνών. Α) Τα
πεπτίδια σηµατοδότες των SRP και SecB εξαρτόµενων προπρωτεϊνών έχουν στην αµινοτελική τους περιοχή (N)
ένα θετικό φορτίο, εν συνεχεία µία υδρόφοβη περιοχή (H), και τέλος µία καρβοξυτελική περιοχή (C). Πριν από
την θέση εκτοµής του πεπτιδίου σηµατοδότη από την Πεπτιδάση υπάρχει η αλληλουχία SnXSn, όπου το Sn
αντιστοιχεί σ’ ένα οποιοδήποτε αµινοξύµε µικρή ουδέτερη πλευρική αλυσίδα, ενώ το Χ αντιστοιχεί σε
οποιοδήποτε αµινοξύ. Β) Πεπτίδια σηµατοδότες τύπου ΙΙ, στα οποία πριν από την θέση εκτοµής του πεπτιδίου
σηµατοδότη από την Πεπτιδάση ΙΙ, υπάρχει η αλληλουχία LhXSnC, όπου το Lh αντιστοιχεί σε οποιοδήποτε
αµινοξύ µε µεγάλη υδρόφοβη πλευρική αλυσίδα και το C αντιπροσωπεύει την κυστεΐνη. 
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Αντίθετα τα πεπτίδια σηµατοδότες για τις µεµβρανικές πρωτεΐνες µπορεί να  εντοπίζονται 
εσωτερικά και δεν αποκόπτονται. Το καρβοξυτελικό άκρο του πεπτιδίου σηµατοδότη είναι 
πολικό και συνήθως συνίσταται από 6 αµινοξέα που υποδηλώνουν ουσιαστικά το τέλος του 
υδρόφοβου πυρήνα,  ενώ η παρουσία γλυκίνης ή προλίνης σ’ αυτό συντελούν στην 
κατάλληλη παρουσίαση της θέσης αποκοπής από την πεπτιδάση οδηγό (Izard et al., 1995). 
Για τον ίδιο λόγο τα πεπτίδια σηµατοδότες δεν διαθέτουν και αµινοξέα µε ογκώδεις πλευρικές 
αλυσίδες στις θέσεις –1 και –3 (µε αρχή από τον υδρόφοβο πυρήνα) (Laforet et al., 1991), 
αφού δεν το επιτρέπει η δράση σ’ αυτή την περιοχή της πεπτιδάσης οδηγού (βλέπε δοµή 
πεπτιδάσης οδηγού στο Κεφάλαιο ωρίµανσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας). Μάλιστα οι 
Κuhn et al., 1985 έδειξαν ότι τα αµινοξέα στις θέσεις –1, -3, -4 και –6 είναι πολύ σηµαντικά για 
την αναγνώριση από την πεπτιδάση οδηγό, αλλά όχι για τη διαµεµβρανική µεταφορά της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Αξίζει να σηµειώσουµε ότι στην περίπτωση των λιποπρωτεϊνών οι 
πεπτιδάσες οδηγοί ανήκουν στην κατηγορία ΙΙ ( και όχι Ι όπως προηγουµένως) και έχουν 
διαφορετικές απαιτήσεις για τις θέσεις –3 και +1 (Sankaran et al., 1994). Έτσι στην θέση –3 οι 
πρόδροµοι των λιποπρωτεϊνών περιέχουν µεγάλα υδρόφοβα αµινοξέα, ενώ στην θέση +1 
συναντάται πάντα κυστεΐνη (σχήµα 20).  

Mία από τις αλληλεπιδράσεις του πεπτιδίου σηµατοδότη µε το σύστηµα µεταφοράς 
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, αφορά τη SecA πρωτεΐνη. H SecA έχει δειχθεί ότι 
αλληλεπιδρά µε προπρωτεΐνες (Lill et al., 1990; Cunningham et al., 1989; Akita et al., 1990), 
αλλά και ότι µόνο του το πεπτίδιο σηµατοδότης δεσµεύεται στη SecA σε λιποσώµατα και 
διεγείρει τη δραστικότητα ATPάσης της στα λιπίδια (SecA-Lipid ATPase activity) (Miller et al., 
1998) ενώ χρειάζεται και το πεπτίδιο σηµατοδότης και το ώριµο τµήµα της πρωτεΐνης για να 
µιλήσουµε για ΑΤΡάση µετατόπισης (Translocation ATPase) παρουσία µεµβρανών µε 
SecYEG (Cunningham et al., 1989). Μάλιστα οι Kebir et al., 2002 έδειξαν ότι η πρωιµη 
περιοχή της ώριµης πρωτεΐνης δεν ενισχύει την παραπάνω ενεργοποίηση, παρά το γεγονός 
ότι ουσιαστικά αντιπροσωπεύει την ευρύτερη ώριµη περιοχή της προπρωτεΐνης στο φορτίο, 
την υδροφοβικότητα και την ποικιλία των αµινοξέων. Oι  Akita et al., 1990, διαπίστωσαν 
χηµική διασύνδεση της SecA µε προπρωτεΐνες, λόγω του θετικού φορτίου στην αρχή του 
πεπτιδίου σηµατοδότη, ενώ εντοπίστηκε και η επίδραση των νουκλεοτιδίων στην χηµική 
διασύνδεση προπρωτεϊνών µε SecA (van Voorst et al., 2000). Eπιπλέον οι Wang et al., 2000 
έδειξαν ότι η SecA µπορεί να αλληλεπιδρά µε το πεπτίδιο σηµατοδότη, χωρίς την ώριµη 
περιοχή της προπρωτεΐνης. Αυτό συµβαίνει ακόµα και σε διάλυµα χωρίς ανάγκη υδρόλυσης 
ΑΤΡ, και άρα και όταν είναι ευρισκόµενη η SecA στο κυτταρόπλασµα, διαδραµατίζοντας έτσι 
σηµαντικό ρόλο στην καθοδήγηση των εκκριτικών πρωτεϊνών στη µεταθετάση της 
µεµβράνης. Προς τούτο χρησιµοποίησαν πάλι τη δοκιµασία της αύξησης της δραστικότητας 
της SecA ATPάσης στα λιπίδια παρουσία λειτουργικών πεπτιδίων σινιάλων,  αλλά και τη 
δοκιµασία εκτόπισης µέσω συναγωνισµού από κρύο,  τριτιωµένου πεπτίδιου σηµατοδότη η 
οποία και ποσοτικοποείται από τη ραδιενέργεια που µένει στην SecA µετά από τη χηµική 
διασύνδεση µε το τριτιωµένο πεπτίδιο. Κατέληξαν έτσι στο συµπέρασµα ότι όσο αυξάνει η 
δραστικότητα του πεπτιδίου σηµατοδότη στη µετατόπιση πρωτεϊνών, τόσο αυξάνει και η 
δέσµευση του στη SecA. ∆ηλαδή αυξανοµένης της υδροφοβικότητας του πεπτιδίου 
σηµατοδότη, ή αυξανοµένων των θετικών φορτίων στο αµινοτελικό άκρο µεσαίας  
υδροφοβικότητας πεπτιδίου σινιάλου, αυξάνεται και η συγγένεια του για την SecA. Στο ίδιο 
συµπέρασµα οι Wang et al., 2000, κατέληξαν και µε την χρήση περιοριστικής πρωτεόλυσης 
παρουσία V8 πρωτεάσης, οπότε και παρατήρησαν ευαισθησία της SecA από την πρωτεάση 
παρουσία λειτουργικών πεπτιδίων σινιάλων. Η ευαισθησία αυτή της SecA παρουσία των 
πεπτιδίων σηµατοδοτών, υποδηλώνει τη δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη στη SecA και 
την αλλαγή της διαµόρφωσης της, όπως έχει διαπιστωθεί και από τους Ding et al., 2001; 
Roos et al., 2001;Fekkes et al., 1998. Αντίστοιχη είναι η επίδραση λιπιδίων στην περιοριστική 
πρωτεόλυση της SecA, ενώ η ευαισθησία του µορίου ελαττώνεται παρουσία νουκλεοτιδίων 
(Ulbrandt et al., 1992; Shinkai et al., 1991; περισσότερες λεπτοµέρειες στο Κεφάλαιο-
Αλλαγών στη διαµόρφωση της SecA παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών της 
διαδικασίας µετατόπισης). Εξακολουθεί να ισχύει πάντως το γεγονός, ότι η ώριµη περιοχή της 
προπρωτεΐνης δεν επηρεάζει την δέσµευση του πεπτιδίου µε τη SecA, αφού δεν ενισχύει την 
ΑΤΡάση της παρουσία λιπιδίων περισσότερο απ’ ότι το πεπτίδιο σηµατοδότης(Kebir et al., 
2002). 

Μπορεί να έχει πραγµατοποιηθεί χηµική διασύνδεση προπρωτεΐνης µε την περιοχή 
267-340 της SecA (Kimura et al., 1991), δεν είναι δυνατό όµως να ελεγχθεί  αν αυτή η θέση 
είναι η θέση στην οποία δεσµεύεται το πεπτίδιο σινιάλο, ή η ώριµη πρωτεΐνη, ή ακόµα αν 
πρόκειται όχι για θέση δέσµευσης της προπρωτεΐνης αλλά απλά για θέση που εντοπίζεται 
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κοντά στη πραγµατική θέση δέσµευσης της και για πειραµατικούς λόγους και µόνο, 
διασυνδέθηκε µε τον χηµικό διασυνδετή. Απάντηση στο παραπάνω ερώτηµα δώθηκε αρχικά 
από τους Triplett et al., 2001; που έδειξαν ότι το πεπτίδιο σηµατοδότης δεσµεύεται στον 
DEAD κινητήρα.  Μάλιστα οι Baud et al., 2002, έδειξαν ότι η περιοχή δέσµευσης του 
πεπτιδίου σηµατοδότη εντοπίζεται στο αµινοτελικό άκρο  του, στην περιοχή της ATPάσης, 
περιοχή 1-420, σε διακριτή θέση όµως από την καταλυτική µηχανή (Karamanou et al., 1999; 
Sianidis et al., 2001). Έτσι απλοποιώντας το σύµπλοκο SecA-πεπτίδιο σηµατοδότης µε την 
χρησιµοποίηση ποικίλλων τµηµάτων του DEAD κινητήρα, και µε χηµική διασύνδεση των 
τµηµάτων αυτών µε τριτιωµένο πεπτίδιο σηµατοδότη (σχήµα 21), ή µε αλλαγή του δείκτη 

διαθλάσεως σε επιφάνεια µε ακινητοποιηµένο πεπτίδιο σηµατοδότη (surface plasmon 
resonance; σχήµα 21),  ότι το τµήµα 1-234 αρκεί για την δέσµευση του πεπτιδίου σινιάλου. 
Απλά τα αµινοξέα από τη θέση 235-263, είτε βελτιώνουν τη δέσµευση ή είναι απαραίτητα για 
τη δοµική σταθερότητα της θέσης δέσµευσης, αφού το τµήµα 1-263 παρουσιάζει αισθητά  
βελτιωµένη αισθητά αλληλεπίδραση µε το πεπτίδιο σηµατοδότη. Παρατήρησαν ακόµα ότι το 
τµήµα 1-227 δεν κάνει παρά φτωχή δέσµευση του πεπτιδίου οπότε και απέδωσαν  στα 
αµινοξέα 228- 234 µεγάλη σηµασία για την συγγένεια της  δέσµευσης του πεπτιδίου 
σηµατοδότη. Επιπλέον επειδή η µεταλλαγµένη SecA µε έλλειψη αµινοξέων από την θέση 220 
µέχρι 240 δεν δεσµεύει καθόλου πεπτίδιο σηµατοδότη, πρότειναν ότι το επταπεπτίδιο 220-
227 είναι εντελώς απαραίτητο για τη δέσµευση του πεπτιδίου σινιάλου. Επειδή όµως ούτε το 
1-227 τµήµα, αλλά ούτε και το 221-328 όπως και η  SecA µε έλλειψη αµινοξέων από την θέση 
220 µέχρι 240, µπορούν από µόνα τους να δεσµεύσουν ικανοποιητικά το πεπτίδιο σινιάλο, 
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Σχήµα 21׃ (Baud et al., 2002). Μεθοδολογία ανίχνευσης της περιοχής δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη.
Α) κατασκευή ποικιλλίας αµινοτελικών και καρβοξυτελικών τµηµάτων του DEAD κινητήρα (Ν68) και σύνθεση
προτύπου πεπτιδίου σηµατοδότη 21 αµινοξέων. Β) Το συντιθέµενο πεπτίδιο είτε σηµαίνεται µε τρίτιο
προκειµένου να χρησιµοποιηθεί µε τα παραπάνω τµήµατα σε πειράµατα χηµικής διασύνδεσης, τα
αποτελέσµατα των οποίων απεικονίζονται στην αυτοραδιογραφία του σχήµατος. C) είτε ακινητοποιείται σε
κατάλληλη επιφάνεια και από την αλλαγή του δείκτη διαθλάσεως (surface plasmon resonance) υπολογίζεται η
συγγένεια καθενός από τα παραπάνω τµήµατα για το πεπτίδιο σηµατοδότη. D) ∆ιαίρεση της SecA σε διάφορες
περιοχές µε διακριτή λειτουργία (βλέπε κείµενο). 
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προκύπτει ότι η θέση δέσµευσης αυτού στη SecA πρέπει να συνίσταται από περιοχές τόσο 
του πυρήνα υδρόλυσης του ATP, 1-227 (Sianidis et al., 2001; Karamanou et al., αδηµοσίευτα 
απότελέσµατα), όσο και από την υποπεριοχή 220-360  που προτείνεται ότι αποτελεί µία 
περιοχή εξειδικευµένη για τη δέσµευση του υποστρώµατος (substrate specificity domain, 
SSD). Η περιοχή αυτή αποτελεί, όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενο Κεφάλαιο, διακριτή 
προσθήκη στη SecA που δεν απαντάται σ’ άλλες DEAD πρωτεΐνες, οι οποίες όµως 
χαρακτηρίζονται από άλλες περιοχές-προσθήκες που προφανώς προσδιορίζουν τον τρόπο 
δράσης τους.  

Το πεπτίδιο σηµατοδότης µπορεί να χρειάζεται την επιφάνεια δέσµευσης του ΑΤΡ για 
να αλληλεπιδράσει µε τη SecA, δεσµεύεται όµως σε διαφορετική θέση απ’ αυτή που 
προσδένεται το ΑΤΡ στην ευρύτερη περιοχή δέσµευσης του νουκλεοτιδίου (1-420 NBD-
domain) καθώς η συγγένεια, Κm, για ΑΤΡ της SecA δεν αλλάζει παρουσία του πεπτιδίου 
σινιάλου.  Με πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης, αλλά και µε τη χρησιµοποίηση 
µονοειδικών πολυκλωνικών αντισωµάτων για τις διάφορες υποπεριοχές του DEAD κινητήρα 
(σχήµα 53?), οι Baud et al., 2002 διαπίστωσαν ακόµα ότι µε τη δέσµευση στη SecA του 
πεπτιδίου σηµατοδότη προκαλούνται µία σειρά από αλλαγές τόσο στον πυρήνα δέσµευσης 
του νουκλεοτιδίου, όσο και στην περιοχή 267-340, πέρα από τη θέση δέσµευσης του 
πεπτιδίου σινιάλου, που αναµένεται πλέον να αποτελεί τη περιοχή όπου δεσµεύεται το ώριµο 
τµήµα της προπρωτεΐνης (σχήµα 22). Οι εκτεταµένες αυτές αλλοστερικές αλλαγές εξηγούν 

την αποµόνωση 
κατασταλτικών µεταλλαγών 
µεταλλαγµένου πεπτιδίου 
σηµατοδότη σ’ όλη  την 
περιοχή 1-360, στην οποία 
έχουν αποµονωθεί 
αλληλόµορφα γονίδια secA 
που ανακουφίζουν 
προβλήµατα έκκρισης από 
µεταλλαγές στην αλληλουχία 
οδηγό της πρωτεΐνης 
δέσµευσης στη µαλτόζη; 
Fikes et al., 1989. 
Παράλληλα µπορούν να 
εξηγήσουν και την αύξηση 
της συγγένειας της SecA για 
την ώριµη πρωτεΐνη µετά τη 
δέσµευση του πεπτιδίου 
σινιάλου κατά τη διαδικασία 
της µετατόπισης των 
πρωτεϊνών.  

Επιπλέον η ποικιλλία 
των αλλοστερικών αλλαγών 
στις υποπεριοχές του DEAD 
κινητήρα από την δέσµευση 
του πεπτιδιόυ σηµατοδότη, 
δύνανται να εξηγήσουν και την 
µείωση της δραστικότητας 
ΑΤΡάσης του DEAD κινητήρα 

παρουσία του πεπτιδίου σινιάλου (Triplett et al., 2001; Baud et al., 2002) που φαίνεται να έχει 
λειτουργική σηµασία. Συγκεκριµένα καθώς οφείλεται στην αναστολή της υδρόλυσης του ΑΤΡ 
(Karamanou et al., αδηµοσίευτα απότελέσµατα) και όχι στην κατακράτηση ADP, µπορεί να 
θεωρηθεί ότι επάγει την διαδικασία εισαγωγής της SecA στη µεµβράνη (ΑΤΡ και 
προπρωτεΐνη οδηγούν τη SecA στη µεµβράνη, Economou et al., 1994). Έτσι η δέσµευση του 
πεπτιδίου σηµατοδότη της προπρωτεΐνης στη SecA προωθεί την εισαγωγή της τελευταίας 
στη µεµβράνη, και µαζί µε αυτήν και της προπρωτεΐνης. Στην συνέχεια η προπρωτεΐνη 
αποκόπτεται από την πεπτιδάση οδηγό και µόλις απελευθερωθεί από το πεπτίδιο 
σηµατοδότη  αποµακρύνεται από τη SecA η οποία δύναται τώρα να εξέλθει από τη 
µεµβράνη. Αυτή η µείωση της λειτουργίας της ΑΤΡάσης παρουσία πεπτιδίου σηµατοδότη 
παρατηρείται όµως µόνο απουσία της C-περιοχής της SecA, δηλαδή στον DEAD κινητήρα, 
και όχι στην ολόκληρη SecA, ή σε µεταλλαγµένες SecA όπως η W775A, όπου η 
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αλληλεπίδραση της C-περιοχής µε τον DEAD κινητήρα περιορίζεται (αποτελέσµατα-
συζήτηση). Εποµένως το πεπτίδιο σηµατοδότης προτείνεται ότι δουλεύει όταν η SecA 
εντοπίζεται στη µεµβράνη στη SecYEG θέση και είναι ενεργοποιηµένη για υδρόλυση 
(µεµβρανική ΑΤΡάση, Hartl et al., 1990). ∆ηλαδή όταν ο DEAD κινητήρας αποκαταστέλλεται 
από τη C-περιοχή (Karamanou et al., 1999). Επιπρόσθετα η συγγένεια της SecA για το 
πεπτίδιο σινιάλο, αντίστοιχα µε την υδρόλυση του ΑΤΡ, ρυθµίζεται από το IRA1 (Karamanou 
et al., 1999), καθώς µεταλλαγές σ’ αυτό το µοτίβο που αυξάνουν την ΑΤΡάση (W775A) 
αυξάνουν και την δέσµευση του πεπτιδίου σινιάλου συντονίζοντας τις δύο διαδικασίες και 
ενισχύοντας την άποψη για αλλοστερική επικοινωνία µεταξύ των περιοχών δέσµευσης ΑΤΡ 
και πεπτιδίου σηµατοδότη. 

Απ’ όλα τα παραπάνω προκύπτει ότι ενώ το πεπτίδιο οδηγός µπορεί να δεσµευτεί 
στη SecA όταν βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα (διάλυµα), δεν συµβαίνει το ίδιο και µε την 
ώριµη περιοχή της προπρωτεΐνης. Εποµένως  προτείνεται ότι η δέσµευση του πεπτιδίου 
σηµατοδότη στη SecA, που είναι και το πρώτο τµήµα της προπρωτεΐνης που εκτίθεται για 
αλληλεπίδραση, αποτελεί και  το πρώτο στάδιο της διαδικασίας της µετατόπισης των 
πρωτεϊνών από µεµβράνες, που συντελεί στον εντοπισµό και στη συγκέντρωση και της 
υπόλοιπης προπρωτεΐνης στη SecA και στη συνέχεια και στη µεταθετάση. 
 
 
1.2.Γ.ΙΙ.β. Η ‘’ώριµη’’ περιοχή της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. 
 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω το πως η SecA αναγνωρίζει ποιες πρωτεΐνες πρόκειται 
να διασχίσουν τη µεµβράνη πρέπει να µελετηθεί και η συνεισφορά της ώριµης περιοχής της 
προπρωτεΐνης, αφού κατά τη διάρκεια της µεταφοράς της µέσα από τη µεµβράνη η 
µετακινούµενη προπρωτεΐνη ενδέχεται να προσδένεται σε επιπρόσθετες θέσεις δέσµευσης 
στη SecA. Έτσι έχουν πιστοποιηθεί πρωτεΐνες που µετατοπίζονται διαµέσου των µεµβρανών 
απουσία πεπτιδίου σινιάλου (Derman et al., 1993; Flower et al., 1994; Prinz et al., 1996) και 
οι οποίες στηρίζονται εξολοκλήρου σε πρωτεΐνες συνοδούς όπως η SecB. Από την άλλη ούτε 
όλες οι πρωτεΐνες που διαθέτουν τεχνητά ενσωµατωµένο πεπτίδιο σηµατοδότη εκκρίνονται 
από το κύτταρο (Lee et al., 1989). Aν µάλιστα αντικατασταθεί το πεπτίδιο σηµατοδότης της 
Μ13 πρωτεΐνης από αυτό της proOmpA (προτύπου πρωτεΐνης για το sec µονοπάτι), η Μ13 
πρωτεΐνη δεν εισέρχεται στη µεµβράνη διαµέσου του sec µονοπατιού, αν υπάρχουν 
µεταλλαγές στην ώριµη περιοχή της που εµποδίζουν την ανεξάρτητη της µεταθετάσης 
εισαγωγή της στη µεµβράνη (Kuhn et al., 1896a, 1986b). Επιπλέον η διαδικασία της 
µετατόπισης εµποδίζεται από την παρουσία θετικά φορτισµένων αµινοξέων στην αρχή της 
ώριµης περιοχής (Lee et al., 1989; Li et al., 1988; Yamane et al., 1988), ενώ το ίδιο ισχύει και 
για πρόδροµες πρωτεΐνες χωρίς πεπτίδιο σηµατοδότη (Prinz et al., 1996), υποδηλώνοντας 
ότι ακόµα και απουσία πεπτιδίου σινιάλου η αλληλεπίδραση της ώριµης περιοχής της 
εκκρινόµενης πρωτεΐνης µε την SecA παραµένει η ίδια. Όταν τα θετικά φορτία 
αποµακρυνθούν όµως, η έκκριση της πρωτεΐνης επανέρχεται, ενώ το ίδιο αποτέλεσµα 
επιφέρει και η  αύξηση του µήκους της υδρόφοβης περιοχής του πεπτιδίου σηµατοδότη 
(MacIntyre et al., 1990). Είναι πολύ πιθανό ότι το θετικό φορτίο που αντιπαρατίθεται στην 
αλληλουχία οδηγό εµποδίζει την σύγχρονη εισαγωγή στη µεµβράνη και της SecA και της 
προπρωτεΐνης διότι αντιτίθεται στον κανόνα του θετικού φορτίου στο εσωτερικό (positive-
inside rule; von Heigne, 1989). Εξάλλου οι Geller et al., 1993 έδειξαν ότι ούτε η παρουσία 
βαθµίδωσης δυναµικού, µπορεί να επιτρέψει την µετατόπιση των πρωτεϊνών που φέρουν 
θετικά φορτία στην αρχή της ώριµης περιοχής διαµέσου της µεµβράνης, ενώ αντίθετα η 
µετατόπιση επάγεται στην περίπτωση που έχουν εισαχθεί  δύο αρνητικά φορτισµένα αµινοξέα 
µετά το πεπτίδιο σηµατοδότη. Αυτό συµβαίνει διότι τα φορτισµένα αµινοξέα που εισάγονται 
στις πρωτεΐνες µετά το πεπτίδιο σινιάλο,  επηρεάζουν τον ρυθµό της αρχικής εισαγωγής του 
υποστρώµατος στη µεµβράνη. Και αυτό γιατί επηρεάζουν τον σχηµατισµού της λούπας που 
συνίσταται από τα αµινοξέα του πεπτιδίου σηµατοδότη και περίπου 20 αµινοξέα της ώριµης 
περιοχής και είναι απαραίτητη για την έναρξη της µεταφοράς της εκκρινόµενης ή 
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης στη µεµβράνη (Summers et al., 1989; Schiebel et al., 1991), κατά 
τρόπο που ρυθµίζεται από το ηλεκτροχηµικό δυναµικό της µεµβράνης το οποίο δρα 
ηλεκτροφορητικά. Μία υπόθεση λοιπόν είναι ότι η ηλεκτροφόρηση αποτελεί µία κοινή 
κινητήρια δύναµη της µεταφοράς των µεµβρανών µέσα από τη µεµβράνη στα βακτήρια, 
καθώς οι εκκρινόµενες πρωτεΐνες  διαθέτουν συνήθως αρνητικό φορτίο στην καρβοξυτελική 
περιοχή του πεπτιδίου σινιάλου ή στις πρώτες θέσεις της ώριµης περιοχής της πρωτεΐνης 
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(von Heigne et al., 1986). Από την άλλη µεριά βέβαια πρωτεΐνες όπως η Μ13 και η β-
λακταµάση που δεν µετατοπίζονται ηλεκτροφορητικά (Kuhn et al., 1990; Bakker and Randall, 
1984), καθώς και πρωτεΐνες χωρίς φορτισµένα αµινοξέα στην ώριµη περιοχή διασχίζουν τη 
µεµβράνη κάτω από την επιρροή του µεµβρανικού δυναµικού (Kato et al., 1990). 
 Aπό την άλλη µεριά οι Ernst et al., 1994 έδειξαν ότι διαφορετικές προπρωτεΐνες έχουν 
διαφορετική εξάρτηση τόσο από τη SecB, όσο και από τη SecA και το διαµεµβρανικό 
δυναµικό, ενισχύοντας τη σηµασία της ώριµης περιοχής της προπρωτεΐνης τόσο στον ερχοµό 
της στη µεµβράνη όσο και στην µετέπειτα πορεία της µετατόπισης. Για να µελετήσουν πιο 
εµπεριστατωµένα το ρόλο της ώριµης περιοχής της προπρωτεΐνης γενικότερα κατά τη πορεία 
της έκκρισης οι Bassilana et al., 1992 έκοψαν την πρότυπη εκκριτική πρωτεΐνη proOmpA  σε 
µικρότερα αµινοτελικά κοµµάτια και χρησιµοποίησαν σε ποικίλες βιοχηµικές µελέτες το 
πεπτίδιο Ρ74 που περιλαµβάνει τα 53 αµινοξέα της ώριµης περιοχής και τα 21 του πεπτιδίου 
σηµατοδότη. ∆ιαπίστωσαν ότι το πεπτίδιο αυτό υφίσταται µεταφορά διαµέσου της µεµβράνης 
η οποία επιταχύνεται µε την εφαρµογή διαµεµβρανικού δυναµικού, αλλά όχι µε την παρουσία 
της συνοδού πρωτεΐνης SecB, ενισχύοντας την πρόταση ότι είναι η ώριµη περιοχή της 
προπρωτεΐνης που καθορίζει την εξάρτηση από την SecB (Liu et al., 1989; Collier et al., 
1990). Παρατήρησαν ακόµα ότι ενώ ο αρχικός ρυθµός µεταφοράς διαµέσου της µεµβράνης 
είναι χαµηλότερος για το Ρ74 πεπτίδιο σε σχέση µε την ολόκληρη  proOmpA  το ποσό της 
πρωτεΐνης που µεταφέρεται ανά συγκέντρωση πρωτεΐνης, Vmax, είναι το ίδιο. Εποµένως το 
αργό στάδιο της αντίδρασης (rate-limiting-step) είναι το ίδιο, δεν εξαρτάται από το 
καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης και πρέπει να προηγείται της µετάβασης του 
καρβοξυτελικού άκρου της πρωτεΐνης στη µεµβράνη. Μολονότι όµως είναι γνωστό ότι η 
ώριµη περιοχή της προπρωτεΐνης (όπως και του πεπτιδίου σηµατοδότη) είναι αναγκαία για να 
παρατηρηθεί αύξηση της ΑΤΡάσης της SecA παρουσία µεµβρανών (Translocation ATPase; 
Lill et al., 1990), εντούτοις το Ρ74 προκαλεί µικρή αύξηση της παραπάνω ΑΤΡάσης  εν 
αντιθέσει µε την proOmpA (υδρόλυση 20 mols ATP/molP74 <1000mols ATP/mol proOmpA). 
Προφανώς η πολυπεπτιδική αλυσίδα δεν ‘’γλυστράει ‘’προς τα πίσω στην περίπτωση του 
Ρ74, όπως στην proOmpA αλλά και σε πληθώρα άλλων υποστρωµάτων, και δεν δαπανάται 
προς τούτο επιπλέον ενέργεια. Οι Schiebel et al., 1991 έδειξαν ότι συµβαίνει αντίστροφη 
µετάθεση κατά την διάσχιση της µεµβράνης από πολλές πολυπεπτιδικές αλυσίδες οπότε και 
εµφανίζονται ενδιάµεσα υποστρώµατος και γι’ αυτό το λόγο πρότειναν ότι δαπανάται 
πληθώρα ΑΤΡ µορίων για τη µετατόπιση των διαφόρων υποστρωµάτων. Προκύπτει λοιπόν 
ότι η πληροφορία για το ‘’γλύστρηµα΄΄ προς τα πίσω της εκκρινόµενης πρωτεΐνης εντοπίζεται 
στο καρβοξυτελικό άκρο της. 

Όπως είπαµε προηγουµένως οι Kimura et al 1991 προσδιόρισαν µε την ανασύσταση 
της SecA (µόνο ως προς την χηµική διασύνδεση ΑΤΡ και προπρωτεΐνης) από µικρότερα 
επικαλυπτόµενα τµήµατα (Taniuchi et al., 1969), την περιοχή 267-340 σαν την προτεινόµενη 
περιοχή δέσµευσης της προπρωτεΐνης. ∆ιαπίστωσαν ακόµη ότι η δέσµευση της 
προπρωτεΐνης ενισχύεται παρουσία νουκλεοτιδίων  προτείνοντας ότι οι περιοχές δέσµευσης 
του ΑΤΡ και της προπρωτεΐνης µπορεί να είναι διακριτές ( µε ανάλογη µεθοδολογία έχει 
προσδιοριστεί η θέση δέσµευσης ΑΤΡ στο 1-217 τµήµα, Matsuyama et al., 1990), όπως 
αναφέρθηκε και προηγουµένως, αλλά µπορεί να έχουν συντονισµένη ρύθµιση, που επιτρέπει 
την αύξηση της ΑΤΡάσης της SecA παρουσία µεµβρανών και υποστρώµατος, αλλά και την 
αύξηση δέσµευσης της προπρωτεΐνης στη SecA παρουσία νουκλεοτιδίων. Προκειµένου να 
διερευνήσουν περαιτέρω τον ρόλο της 267-340 προτεινόµενης περιοχής δέσµευσης του 
υποστρώµατος οι Kourtz et al., 2000, επιτέλεσαν µια σειρά µεταλλαγών σ’ αυτή την περιοχή. 
Μολονότι παρουσιάζεται µια αξιοσηµείωτη πλαστικότητα µε βάση  φυλογενετικές και γενετικές 
µελέτες, εντούτοις εντόπισαν στην περιοχή αυτή µία αρκετά συντηρηµένη τυροσίνη, την Υ326, 
στην οποία αντικαταστάσεις προς µη συντηρηµένα αµινοξέα  αποδεικνύουν τη σηµασία της 
για τη λειτουργία της SecA πρωτεΐνης. Συγκεκριµένα διαπίστωσαν ότι ενώ η πρωτεΐνη 
δεσµεύεται χωρίς κανένα πρόβληµα στη µεµβράνη και στην SecYEG θέση και δεν 
παρουσιάζει πρόβληµα στη δέσµευση νουκλεοτιδίου, εντούτοις παρουσιάζει  σηµαντικότατα 
προβλήµατα έκκρισης in vivo, µειωµένη συγγένεια για το υπόστρωµα και προβληµατική 
απελευθέρωση του κατά τη διάρκεια της µετατόπισης των πρωτεϊνών από τη µεµβράνη, ενώ 
δεν επιτυγχάνεται ενεργοποίηση της ΑΤΡάσης της µεταλλαγµένης SecA παρουσία 
µεµβρανών και  υποστρώµατος (Translocation ATPase). Πρότειναν λοιπόν ότι η Υ326 στην 
SecA της E.coli αποτελεί ένα σηµαντικό στοιχείο ρύθµισης των αλλοστερικών αλλαγών που 
υφίσταται η SecA είτε για να δεσµεύσει την ώριµη περιοχή της προπρωτεΐνης, είτε για να 
ανταποκριθεί σ’ αυτή τη δέσµευση και να οδηγήσει σε αυξηµένη υδρόλυση του ΑΤΡ. 

 41



 Απάντηση στο ερώτηµα του µηχανισµού µε βάση τον οποίο η SecA αναγνωρίζει ως 
υποστρώµατα διάφορες προπρωτεΐνες και συντελεί στη µεταφορά τους µέσω της 
µεταθετάσης κατά µήκος της µεµβράνης επιχειρείται να δωθεί µε την χρησιµοποίηση µικρών 
πρωτεϊνών, όπως η Μ13 (procoat, 73 αµινοξέα) και   η Pf3 (44 αµινοξέα) που 
προσπερνώντας τη µεταθετάση εισέρχονται στη µεµβρανική διπλοστοιβάδα µέσω του YidC 
µονοπατιού. Μολονότι διαθέτουν πεπτίδιο σηµατοδότη δεν αναγνωρίζονται ούτε από το SRP 
ούτε από την SecB (de Gier et al., 1998) υποδηλώνοντας ότι η παρουσία και µόνο πεπτιδίου 
σινιάλου δεν αρκεί για να παρουσιαστεί αλληλεπίδραση µε τα συστατικά της µεταθετάσης. 
Μεταλλαγές όµως στην πρωτεΐνη Μ13 έχει βρεθεί ότι οδηγούν σε χρησιµοποίηση του sec 
µονοπατιού και εποµένως προκύπτει ότι   συγκεκριµένα γνωρίσµατα της ώριµης περιοχής της 
Μ-13 πρέπει να καθορίζουν τον τρόπο εισαγωγής της στη µεµβράνη. Οι Roos et al., 2001, 
λοιπόν µελετώντας µία σειρά τέτοιων µεταλλαγµένων πρωτεϊνών Μ-13, αλλά και 
µεταλλαγµένων πρωτεϊνών Μ-13, που δεν χρησιµοποιούν το sec µονοπάτι προσπάθησαν να 
διερευνήσουν τον µηχανισµό µε τον οποίο αποφασίζεται ποιες  προπρωτεΐνες θα 
αλληλεπιδράσουν µε τα συστατικά της µεταθετάσης και θα ενεργοποιήσουν την ενζυµική της 
λειτουργία. ∆ιαπίστωσαν ότι ένα πολύ σηµαντικό βήµα για τη χρησιµοποίηση του sec 
µονοπατιού από τις διάφορες προπρωτεΐνες είναι η δέσµευση τους στη SecA πρωτεΐνη, αλλά 
και η ενεργοποίηση της ΑΤΡάσης της SecA προκειµένου να λειτουργήσει σαν κινητήρας στη 
διαδικασία της µεταφοράς των πρωτεϊνών διαµέσου της µεµβράνης.   
 Απ’ όλα τα παραπάνω, αλλά και µε βάση το µοντέλο εισαγωγής-εξαγωγής της SecA 
από τη µεµβράνη και της σύγχρονης µετακίνησης τµηµάτων της προπρωτεΐνης από τους 
Economou and Wickner 1994; Economou et al., 1995 (βλέπε και παρακάτω Κεφάλαια), 
προτείνεται ότι τα παραπάνω διακριτά τµήµατα της προπρωτεΐνης που µεταφέρονται 
διαµέσω της µεµβράνης αποτελούν φορτίο της SecA η οποία θεωρείται ότι διαθέτει µία ή 
περισσότερες θέσεις δέσµευσης υποστρώµατος µε συγκεκριµένα χαρακτηριστικά. Αυτά είναι׃ 
1) Η ικανότητα δέσµευσης συγκεκριµένου µήκους πολυπεπτιδικής αλυσίδας (περίπου 20-30 
αµονοξέα). 2) Η απουσία ειδικότητας αλληλουχίας υποστρώµατος, αφού η SecA µπορεί και 
µεταφέρει διαµέσου της µεµβράνης ποικιλλία πρωτεϊνών, συµπεριλαµβανοµένων και ενζύµων 
του κυτταροπλάσµατος. Αντίθετα σηµαντικό ρόλο πρέπει να παίζει ο σκελετός των α-
ανθράκων στην αναγνώριση του υποστρώµατοςαπό την SecA. 3) Η ποικιλότητα στη 
συγγένεια της SecA για το υπόστρωµα (ή για τµήµατα του υποστρώµατος), έτσι ώστε ο 
ενεργειακός φραγµός µεταξύ της δεσµευµένης και απελευθερωµένης κατάστασης να είναι 
χαµηλός και ταυτόχρονα αρκετός για να επιτυγχάνεται µεταφορά µέσω της SecA. ∆εν 
αναµένεται πάντως µε κανένα τρόπο η αλληλεπίδραση της SecA µε το υπόστρωµα να 
στηρίζεται στο µηχανισµό κλειδιού-κλειδαριάς και γι’ αυτό και υπάρχει ποικιλία 
αλληλοµόρφων µεταλλαγµένων SecA  που καταστέλουν  διαφορετικές βλάβες πεπτιδίων 
σηµατοδοτών. Υδρόφοβες δε περιοχές που διευκολύνουν την δέσµευση των υδρόφοβων 
κοµµατιών που συναντώνται στις ώριµες περιοχές των διαφόρων υποστρωµάτων (Sato et al., 
1997) εντοπίζονται σε διάφορες περιοχές της SecA (βλέπε κεφάλαιο SecA –ιδιότητες και 
χαρακτηριστικά), όπως και στην περιοχή 267-340 που όπως είπαµε προηγουµένως έχει 
καταγραφεί η χηµική διασύνδεση µε την προπρωτεΐνη.   
 Από την άλλη µεριά έχει παρατηρηθεί ότι η δέσµευση της προπρωτεΐνης  στη SecA, 
στο διάλυµα, συντελεί στην απελευθέρωση ADP (Shinkai et al., 1991). Εποµένως κάθε φορά 
που η προπρωτεΐνη που έχει απελευθερωθεί από την SecA στο κανάλι της µεταθετάσης 
επαναδεσµευτεί στη SecA, το ADP+Pi αποδεσµεύονται και ο κύκλος δέσµευσης και 
υδρόλυσης ATP µπορεί να ξεκινήσει από την αρχή. Άρα το υπόστρωµα της προπρωτεΐνης 
πρέπει να δρα σαν παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων από την SecA, συνδέοντας την 
κυκλική δράση της SecA (εισαγωγή και εξαγωγή από τη µεµβράνη) µε την δική του µεταφορά  
µέσα από τη µεµβράνη. 
  
1.2.Γ.ΙΙΙ. Αλληλεπίδραση SecA µε ανιονικά φωσφολιπίδια 
 

Είναι αποδεδειγµένο ότι η SecA, αυξάνει την ΑΤΡάση της παρουσία µεµβρανών (από 
Βασική (Βasal) ΑΤΡάση αποκτά Μεµβρανική (Μembrane) ΑΤΡάση). Επιπρόσθετα όµως η 
ενδογενής δραστικότητα  ΑΤΡάσης σε χαµηλή συγκέντρωση Mg2+ διεγείρεται από την 
παρουσία ανιονικών φωσφολιπιδίων, µία δραστικότητα που λέγεται Λιπιδική ΑΤΡάση (Lipid 
ATPase; Lill et al., 1990). Παράλληλα οι Lill et al., 1990; Kusters et al., 1991 παρατήρησαν ότι 
ο ρυθµός της µετατόπισης µέσα από τη µεµβράνη πρόδροµων πρωτεϊνών, είναι ανάλογος 
του ποσού βιοσύνθεσης των ανιονικών φωσφολιπιδίων. Η SecA τέλος δεσµεύεται σε κυστίδια 
που περιέχουν µόνο ανιονικά φωσφολιπίδια και ενεργοποιείται απουσία άλλων πρωτεϊνών. 
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Βέβαια η συγγένεια της SecA για τις µεµβράνες αυξάνεται µε τη συγκρότηση ολόκληρου του 
συµπλόκου της µεταθετάσης παρουσία και του υποστρώµατος. Οι παραπάνω µεµβράνες 
κυττάρων που αναπτύσσονται σε διαφορετικά ποσά IPTG συσχετίζουν ακόµα το ποσό των 
ανιονικών φωσφολιπιδίων µε το επίπεδο διέγερσης της δραστικότητας ΑΤΡάσης της SecA 
παρουσία µεµβρανών, όπως επίσης και µε την αποδοτικότητα των µεµβρανών να επιτελούν 
µετατόπιση πρωτεϊνών από το εσωτερικό τους. Η προβληµατική ενεργότητα της µετατόπισης 
των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες απουσία ανιονικών φωσφολιπιδίων, δεν οφείλεται 
πάντως σε προβληµατική διευθέτηση της δοµής της µεµβράνης ή σε προβληµατική 
συγκρότηση και προσανατολισµό της SecYEG στη µεµβράνη, αλλά είναι αποτέλεσµα της 
ίδιας της επίδρασης των ανιονικών φωσφολιπιδίων.  
 Η υδρόλυση πάντως του ΑΤΡ, που είναι στενά συνδεδεµένη µε τη διαδικασία της 
µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες απαιτεί ολόκληρο το σύµπλοκο της 
µεταθετάσης (Economou et al., 1995), υποδηλώνοντας έτσι ότι η δέσµευση της SecA στη 
µεµβράνη είναι µία πολυβαθµιδωτή διαδικασία. Μεγάλη σηµασία στον τρόπο δράσης των 
φωσφολιπιδίων πρέπει να παίζει η αλληλεπίδραση τους µε την SecA πρωτεΐνη. Η αρχική 
δέσµευση της SecA στη µεµβράνη φαίνεται να είναι ασθενής και στηρίζεται στις ιονικές 
αλληλεπιδράσεις µέσω των θετικά φορτισµένων περιοχών της πολύ όξινης SecA. Ακολουθεί 
αλλαγή στη διαµόρφωση της SecA που προκαλεί αυξηµένη ευαισθησία στη θρυψίνη 
(Ulbrandt et al., 1992; Shinkai et al., 1991) και η οποία µπορεί να οδηγεί σε έκθεση 
υδρόφοβων περιοχών της SecA για αλληλεπίδραση µε τα λιπίδια. Εξάλλου εισαγωγή µέρους 
της SecA στη µεµβράνη, έχει αποδειχθεί µέσω ανίχνευσης αλλαγών στον φθορισµό των 
τρυπτοφανών της µε µεµβράνες (Ulbrandt et al., 1992), ενώ µε την χρησιµοποίηση spin 
labeled φωσφολιπιδίων διαπιστώθηκε συγκεκριµένα ότι η SecA εισέρχεται µέχρι τη µέση της 
διπλοστοιβάδας. Μάλιστα οι Keller et al., 1995 διαπίστωσαν ότι η SecA εισέρχεται µέχρι την 
δεκατητέταρτη θέση της ακυλιωµένης αλυσίδας των φωσφολιπιδίων, αφού επηρεάζεται η 
κινητικότητα 15 περίπου µορίων DOPG µε την εισαγωγή ενός µορίου SecA µε την 
χρησιµοποίηση ESR φασµατοσκοπίας (electron spin resonance), σε συστήµατα 
διπλοστοιβάδας φωσφολιπιδίων σηµασµένων σε διάφορες θέσεις. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η 
SecA όχι µόνο εισέρχεται στη διπλοστιβάδα, αλλά και την διασχίζει (Ahn et al., 1994), αφού 
εξωγενώς προστιθέµενη SecA  σε µεµβρανικά κυστίδια που περικλείουν, είτε πρωτεάση, είτε 
κάποιον αποσβεστή φθορισµού, υφίσταται τόσο πρωτεόλυση όσο και µείωση του φθορισµού 
της. Σηµειώνεται επίσης ότι η µεµβρανική τοπολογία της SecA εξαρτάται από την παρουσία ή 
όχι νουκλεοτιδίων και από το είδος τους (Kim et al., 1994a,b). Παράλληλα έχει επιβεβαιωθεί 
απ’ ευθείας εισαγωγή της SecA στο υδρόφοβο τµήµα της φωσφολιπιδικής µονοστοιβάδας, η 
οποία αυξάνεται παρουσία ανιονικών φωσφολιπιδίων, ενώ έχει παρατηρηθεί και 
ανταγωνισµός της δέσµευσης και εισαγωγής της SecA στη µεµβράνη παρουσία ΑΤΡ 
(Breukink et al., 1992), µε τη χρησιµοποίηση της τεχνικής της µονοστοιβάδας (monolayer 
technique). Μπορεί να εξηγηθεί λοπόν η ανικανότητα µετατόπισης πρωτεϊνών, απουσία 
ανιονικών φωσφολιπιδίων στη µεµβράνη, αφού η SecA δεν µπορεί να εισχωρήσει στο 
εσωτερικό της µεµβράνης και να επιτελέσει το κυκλικό µοντέλο δράσης της (Economou et al., 
1994,1995). Αυξηµένα ποσά SecA µπορούν να αντισταθµίσουν την ανικανότητα µεταφοράς 
των πρωτεϊνών διαµέσου της µεµβράνης παρουσία χαµηλών επιπέδων αρνητικά 
φορτισµένων φωσφολιπιδίων (Kusters et al., 1992). Πάντως η δέσµευση της SecA στη 
µεµβράνη ενισχύεται και αποκτά αιτία και κατεύθυνση µέσω της αυξανόµενης συγγένειας της 
για τη µεµβράνη που αποκτιέται από το σύµπλοκο της µεταθετάσης. Από την άλλη µεριά 
όµως, µολονότι η µετατόπιση των προπρωτεϊνών πραγµατοποιείται µέσω ενός πρωτεϊνικού 
πόρου (Joly et al., 1993; Martoglio et al., 1995), οι νεοσυντιθέµενες πρωτεΐνες έρχονται σε 
επαφή  µε τον πυρήνα της φωσφολιπιδικής διπλοστοιβάδας σ’ ένα αρχικό στάδιο της 
εισαγωγής τους στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Martoglio et al., 1995).  
  
1.2.Γ.IV. Αλληλεπίδραση SecA µε λιπίδια που έχουν την τάση 
δηµιουργίας µη ελασµατοειδούς δοµής (Nonlamellar-proneLipids) στη 
µεµβράνη.    
 
Η κλασσική αναπαράσταση της οργάνωσης των φωσφολιπιδίων στις µεµβράνες εστιάζεται 
στην ελασµατοειδή δοµή ή στην δοµή διπλοστοιβάδας, όπως η οργανωµένη πηκτή 
κατάσταση (Lβ) ή η υγρή κρυσταλλική κατάσταση (Lα) σχήµα 23.  Παρόλα αυτά µερικά 
φυσιολογικά φωσφολιπίδια in vitro δεν µπορούν να συνιστούν δοµές διπλοστοιβάδας, αλλά 
επάγουν την αντιστρεπτή εξαγονική φάση (HII) όπως έχει καταγραφεί µε κρυσταλλογραφία 
ακτίνων Χ και µε πυρηνικό µαγνητικό συντονισµό (NMR) (Lindblom et al., 1989). Η λιπιδική 
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σύσταση της εσωτερικής 
µεµβράνης της E.coli, 
περιλαµβάνει ανιονικά 
φωσφολιπίδια σε 
ποσοστά 20% 
φωσφατίδυλογλυκερόλη 

PG και 5% καρδιολιπίνη 
CL (Raetz, 1978)  που 
και τα δύο συνιστούν 

οργάνωση 
διπλοστοιβάδας κάτω 
από φυσιολογικές 
συνθήκες (Cullis and De 
Kruijff, 1979). Επίσης 
περιλαµβάνει σαν κύριο 
συστατικό το 
επαµφοτερίζον λιπίδιο 
φωσφατίδυλοαιθανολαµίν
η PE σε ποσοστό 75% το 
οποίο είναι τυπικό λιπίδιο 
που δεν συνιστά δοµή 

διπλοστοιβάδας. 
Συστηµατική ανάλυση της 
ανάγκης των διαφόρων 
φωσφολιπιδίων στη 
διαδικασία της 

µετατόπισης, 
πραγµατοποιήθηκε µόνο 

µετά την ανασύσταση της µετατόπισης των προπρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες µ’ ένα 
περιορισµένο αριθµό καθαρισµένων Sec πρωτεϊνών. Έτσι οι van der Does et al., 2000,  αφού 
κατάφεραν να καθαρίσουν το SecYEG σύµπλοκο χωρίς την παρουσία λιπιδίων (αλλά µε την 
χρήση του απορρυπαντικού dodecyl maltoside), µπόρεσαν να µελετήσουν και την ενεργότητα 
του σε ανασυστάµενα λιποσώµατα µε συγκεκριµένη σύσταση φωσφολιπιδίων. Έτσι όµως 
διαπιστώθηκε η σηµασία των διαφόρων ειδών λιπιδίων στην µεταφορά των πρωτεϊνών µέσα 
από µεµβράνες, µέσω της πραγµατοποίησης ή όχι της µετατόπισης πρωτεϊνών στο 
εσωτερικό πρωτεολιποσωµάτων in vitro. ∆ιαπιστώθηκε λοιπόν ότι ενώ τα όξινα 
φωσφολιπίδια είναι εντελώς απαραίτητα για την επιτέλεση της παραπάνω διαδικασίας in vitro, 
τα λιπίδια που διαταράσσουν την λιπιδική διπλοστοιβάδα παρουσιάζουν ενισχυτικό ρόλο 
στην παραπάνω διαδικασία. Η βέλτιστη απόδοση της µετατόπισης πρωτεϊνών στο εσωτερικό 
πρωτεολιποσωµάτων in vitro, επιτυγχάνεται παρουσία και των όξινων και των λιπιδίων 
διατάραξης της λιπιδικής διπλοστοιβάδας, και µάλιστα σε συγκεντρώσεις όµοιες µ’ αυτές µε 
τις οποίες απαντούν στις φυσικές µεµβράνες.  

Σχήµα 23׃ (Dowhan et al., 1999). ∆οµική αναπαράσταση της διευθέτησης των
φωσφολιπιδίων σε µεµβράνες. ∆ιευθέτηση της οµάδας του κεφαλιού και των
περιοχών λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων στην υγρή κρυσταλλική
κατάσταση (Lα), στην οργανωµένη πηκτή κατάσταση (Lβ), και στην εξαγωνική
κατάσταση (HII). 
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1.2.∆. Βασικές  πρωτεΐνες της βακτηριακής µεταθετάσης στην E.coli. 
 
Η λειτουργική µεταθετάση συνίσταται από την SecA ΑΤΡάση και τις µεµβρανικές πρωτεΐνες 
SecY, SecE και SecG και απαιτεί για την δράση της όξινα φωσφολιπίδια (Oliver, 1993; 
Arkowitz and Bassilana, 1994; Wickner and Leonard, 1996). Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες της 
µεταθετάσης που φαίνονται στο σχήµα 6, έχουν βοηθητικό ρόλο και θα µελετηθούν 
παρακάτω. Συγκεκριµένα οι SecYEGA πρωτεΐνες  είναι αρκετές προκειµένου να ανασυσταθεί 
σε πρωτεολιποσώµατα από καθαρισµένα φωσφολιπίδια, η εξαρτώµενη από ΑΤΡ και SecΑ, 
µετατόπιση πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες µε µεγάλη απόδοση (Hanada et al., 1994; 
Douville et al., 1995; van der Does et al., 1998). Η απόδοση αυτή αγγίζει το 25-50% της 
παραγωγής, και των ρυθµών µετατόπισης που πραγµατοποιούνται µε άθικτες βακτηριακές 
µεµβράνες. Eπιπρόσθετα η ανασυστάµενη µεταθετάση επιτρέπει πολλαπλούς κύκλους 
πρωτεϊνικής µετατόπισης (Bassilana and Wickner, 1993; Manting et al., 2000), αλλά και την 
ενσωµάτωση των υδρόφοβων τµηµάτων του µεταφερόµενου πολυπεπτιδίου στην λιπιδική 
διπλοστοιβάδα (Duong and Wickner, 1998).   

 Η SecA, είναι περιφερειακή πρωτεΐνη που εισέρχεται στη µεµβράνη κατά την 
διάρκεια του κύκλου της ζωής της (περισσότερες λεπτοµέρειες σε επόµενο Κεφάλαιο). Οι  
SecY, SecE και SecG πρωτεΐνες είναι διαµεµβρανικές και   αλληλεπιδρούν µεταξύ τους 
καθώς µπορούν να αποµονωθούν (χρωµατογραφικά και µε ανοσοκατακρήµνιση) σαν ένα 
σταθερό τριµερές, ενώ σταθερή υπερέκφραση  της SecY απαιτεί και σύγχρονη υπερέκφραση 
της SecE. Αξίζει να σηµειωθεί ότι υποσύµπλοκα SecY/E (Joly et al., 1994; Duong and 
Wickner, 1997a; Homma et al., 1997), αλλά και SecY/G (Homma et al., 1997) µπορούν 
επίσης να ανιχνευθούν στη µεµβράνη.  

Αναλυτικότερα η SecY (48kDa) είναι µία µεµβρανική πρωτεΐνη µε 10 διαµεµβρανικές 
έλικες, ενώ οι µικρότερες µεµβρανικές πρωτεΐνες SecE (14kDa) και SecG (11.5kDa) 
αποτελούνται από τρεις και δύο διαµεµβρανικές έλικες αντίστοιχα (σχήµα 31). Οι Schatz et 
al., 1991 έδειξαν ότι µόνο η καρβοξυτελική έλικα της SecE είναι απαραίτητη για την διαδικασία 
της µετατόπισης. Οι SecY και SecΑ είναι οι µοναδικές υποµονάδες της µεταθετάσης που 
έχουν εντοπιστεί να γειτνιάζουν µε τις µεταφερόµενες εκκριτικές πρωτεΐνες (Joly and Wickner, 
1993; Sato et al., 1997) παρά την διαπίστωση prl µεταλλαγών και στις τρεις υποµονάδες του 
SecYEG συµπλόκου. Μεµβράνες που δεν διαθέτουν SecG µπορούν να επιτελούν in vitro 
µεταφορά ορισµένων πρωτεϊνών µέσα από αυτές (Yang et al., 1997) υποδηλώνοντας ότι ο 
ελάχιστος καταλυτικός πυρήνας της βακτηριακής πρωτεϊνικής µεταθετάσης είναι ο SecYEA 
(σχήµα 5), και ίσως µόνο ο SecYA όπως συµβαίνει στο Mycoplasma genitalium.  Εξάλλου και 
οι Yang et al., 1997, διαπίστωσαν µε πειράµατα in vitro, ότι η παρουσία της SecE δεν είναι 
τόσο απαραίτητη για την µετατόπιση ορισµένων προπρωτεϊνών από τη µεµβράνη του 
κυττάρου. Πειράµατα επιπλέον από τους Homma et al., 1997 έχουν δείξει ότι τόσο η SecE 
όσο και η SecG συνδέονται ανεξάρτητα µε τη SecY, καθιστώντας την ως την κεντρική 
υποµονάδα του τριµερούς SecYEG. 

Η SecY και η SecE συνιστούν την υψηλή θέση δέσµευσης της SecA στη µεµβράνη. 
Γι’ αυτό και η παραπάνω συνάφεια καταργείται παρουσία της Syd πρωτεΐνης, σ’ ένα στέλεχος 
µε µεταλλαγµένη SecY, όπου η SecY και η SecE αλληλεπιδρούν ασθενώς µεταξύ τους, 
(αφού η πρωτεΐνη Syd αλληλεπιδρά µε την SecY) Matsuo et al., 1998). Συγκεκριµένα η SecA 
δεσµεύεται στο σύµπλοκο SecYEG, µέσω µιας άµεσης αλληλεπίδρασης µε την SecY 
πρωτεΐνη. Η αλληλεπίδραση αυτή ανιχνεύεται µε χηµική διασύνδεση in vivo (Manting et al., 
1997), και περιλαµβάνει τα πρώτα τουλάχιστον 107 αµινοξέα της SecY (Snyders et al., 1997). 
H SecY, ενδέχεται να έχει πολλαπλές θέσεις αλληλεπίδρασης µε την SecA, καθώς 
µεταλλαγές στις καρβοξυτελικές περιοχές της SecY (C5 και C6), διαταράσσουν τον κύκλο 
δέσµευσης και αλληλεπίδρασης της SecA (Matsumoto et al., 1997; Taura et al., 1997), ενώ 
µία και µοναδική αµινοξική αντικατάσταση στην διαµεµβρανική περιοχή 7, ΤΜS7, βελτιώνει 
και την δέσµευση της SecA στην SecYEG, και την διαδικασία της µετατόπισης µέσα από 
µεµβράνες (Manting et al., 1999). Εξάλλου η βελτιωµένη δέσµευση της SecA στην SecY, 
ευθύνεται για την ελαττωµένη ειδικότητα δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη στο στέλεχος 
prlA4 (Van der Wolk et al., 1998; βλέπε Κεφάλαιο µε τις διάφορες µεταλλαγές της SecA).    

Όσον αφορά τώρα την SecG πρωτεΐνη αυτή καθαρίζεται σαν σύµπλοκο µε την 
SecYE αλλά µε άγνωστη στοιχειοµετρία, εξαιτίας της ποικιλίας των δεσµευµένων ποσών της 
SecG στα διάφορα πειράµατα των Brundage et al., 1990; Joly et al., 1994; Duong and 
Wickner, 1997a; Bessonneau et al., 2002. H SecG που διασχίζει, όπως ειπώθηκε 
προηγουµένως, δύο φορές την µεµβράνη, διαθέτει ένα κυτταροπλασµατικό υδρόφοβο τµήµα 
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που κάνει ολόκληρη την πρωτεΐνη πολύ υδρόφοβη (Nishiyama et al., 1996). Επιπλέον είναι 
µία εύπλαστη πρωτεΐνη που υπόκειται σε σηµαντικές αλλαγές στη διαµόρφωση της κατά τη 
διάρκεια της µεταφοράς των πρωτεϊνών µέσα από την µεµβράνη (Nishiyama et al., 1996). 
Μάλιστα έχει διαπιστωθεί ότι αναστρέφει τον µεµβρανικό προσανατολισµό της, και 
σταθεροποιεί έτσι την µεµβρανοεισερχόµενη SecA (Nishiyama et al., 1996; Suzuki et al., 
1998). Προβλέπεται κατά συνέπεια ότι η SecG βοηθάει στην επιτέλεση των κύκλων 
εισαγωγής και εξαγωγής της SecA από τη µεµβράνη. Βέβαια παραµένει το  θερµοδυναµικό 
ερώτηµα  για το πως οι ενεργειακά πολυέξοδες µεµβρανικές κινήσεις flip-flop της SecG 
βοηθούν την αλλαγή των διαµορφώσεων στη SecA. Από την άλλη µεριά, έχει διαπιστωθεί ότι 
η SecG διίσταται από το σύµπλοκο SecYE (Joly et al., 1994), δεν είναι απαραίτητη ούτε για 
τη βιωσιµότητα του κυττάρου, ούτε για την έκκριση των πρωτεϊνών, αλλά χρειάζεται µόνο για 
την ανάπτυξη του κυττάρου σε χαµηλές θερµοκρασίες (Nishiyama et al., 1996). Είναι επίσης 
απαραίτητη σ’ ένα µεταλλαγµένο στέλεχος µε περιορισµένη λειτουργία της SecA, καθώς 
διαπιστώνεται συνθετική θνησιµότητα σ’ ένα διπλά µεταλλαγµένο στέλεχος µε µεταλλαγές και 
στην SecA και στη SecG (Suzuki et al., 1998). Aντίθετα η απαίτηση για SecG αναστέλλεται 
από µία µεταλλαγή gain of function στη SecA (Matsumoto et al., 1998). Υπενθυµίζεται ότι 
καταστολείς των µεταλλαγών στο πεπτίδιο σηµατοδότη που επαναφέρουν την διαδικασία της 
µετατόπισης σε φυσιολογικά επίπεδα, έχουν εντοπιστεί και στο secG γονίδιο και ονοµάζονται 
prlH µεταλλαγές (Bost and Belin, 1997). 

Το σύµπλοκο SecYEG προβλέπεται ότι αποτελεί το κανάλι µέσα από το οποίο 
διέρχονται οι διάφορες εκκριτικές και διαµεµβρανικές πρωτεΐνες από την βακτηριακή 
µεµβράνη. Η δοµή αυτού του καναλιού, και του οµολόγου του Sec61 του ενδοπλασµατικού 
δικτύου των ευκαρυωτικών οργανισµών, θα παρουσιαστεί σε επόµενο Κεφάλαιο 
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1.2.∆.Ι.Το SecYEG/Sec61 κανάλι της µεταθετάσης. 
 

 Σ’ όλους τους οργανισµούς οι εξωκυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες µετατοπίζονται 
διαµέσου λιπιδικών στοιβάδων προκειµένου να καταλήξουν στον τελικό τους προορισµό. 
Πυρήνας αυτού  του µηχανισµού θεωρείται ότι είναι ένα εξελικτικά συντηρηµένο ετεροτριµερές 
διαµεµβρανικό σύµπλοκο, γνωστό ως το σύµπλοκο SecYEG στα βακτήρια και Sec61στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς. ∆ύο από τις υποµονάδες αυτού του συµπλόκου είναι εντελώς 
απαραίτητες για την µετατόπιση των πρωτεϊνών τόσο in vivo, όσο και in vitro, όπως 
αναφέρθηκε προηγουµένως, αλλά είναι και συντηρηµένες τόσο στα βακτήρια όσο και στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς(Pohlschröder et al.,1997). 

 Αυτές είναι η SecY/Sec61α και η SecE/Sec61γ στα βακτήρια και στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς (στα θηλαστικά συγκεκριµένα) αντίστοιχα. Στην περίπτωση των 
αρχαιοβακτηρίων (η Τρίτη µορφή ζωής µετά τα βακτήρια και τους ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς) οι υποµονάδες αυτές σχετίζονται πιο στενά µε αυτές των βακτηρίων απ’ ότι µε 
αυτές των ευκαρυωτικών οργανισµών (σχήµα 24). Όσον αφορά το τρίτο συστατικό του 

συµπλόκου SecYEG/Sec61, 
που είναι το SecG στα 
βακτήρια και το Sec61β στα 
θηλαστικά δεν παρατηρείται 
καµία συντηρητικότητα . 
Στην περίπτωση των 
αρχαιοβακτηρίων όµως έχει 
εντοπιστεί ένα ανοιχτό 
πλαίσιο ανάγνωσης που 
µοιάζει µε την Sec61β. Άρα 
µολονότι µορφολογικά τα 
αρχαιοβακτήρια µοιάζουν µε 
τα βακτήρια (και τα δύο 
ανήκουν στους 

προκαρυωτικούς 
οργανισµούς), εξελικτικά 
διαφέρουν τόσο από τα 
βακτήρια όσο και από τους 

ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς. Φαίνεται ότι 
στην περίπτωση όλων των 
συστατικών του συµπλόκου 
SecYEG/Sec61, τα 

αρχαιοβακτήρια 
προσεγγίζουν περισσότερο 
τους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς. Συµπερασµατικά  το βακτηριακό σύµπλοκο SecYEG συνιστά ένα πολύ 
συντηρηµένο σύµπλοκο. Είναι οµόλογο µε το ευκαρυωτικό σύµπλοκο Sec61p που συνιστά 
την µεταθετάση στην µεµβράνης του ενδοπλασµατικού δικτύου ER (Endoplasmic reticulum; 
Hartmann et al., 1994). Το σύµπλοκο Sec61p στα θηλαστικά συνίσταται όπως είπαµε από τις 
υποµονάδες Sec61α, β, και γ. Οι αντίστοιχες υποµονάδες στη ζύµη ονοµάζονται Sec61p, 
Sbh1, και Sss1p (Hartmann et al., 1994; Panzner et al., 1995). Η µετατόπιση των πρωτεϊνών 
διαµέσου της µεµβράνης του ER των θηλαστικών συµβαίνει κυρίως σύγχρονα µε την 
µετάφραση και καθοδηγείται από την ταυτόχρονη σύνθεση των πολυπεπτιδικών αλυσίδων 
από τα δεσµευµένα στο Sec61p ριβοσώµατα (Görlich and Rapaport, 1993). Στη ζύµη 
παράλληλα µε το παραπάνω µονοπάτι, συνυπάρχει και ένα µονοπάτι µετατόπισης 
πρωτεϊνών διαµέσου της µεµβράνης, που λαµβάνει χώρα µετά το πέρας της µετάφρασης, µε 
την συµµετοχή του Sec61p συµπλόκου, του βοηθητικού πρωτεϊνικού µεµβρανικού 
συµπλόκου Sec62/63, και της Bip ATPάσης που εντοπίζεται στην κοιλότητα του ER (Panzner 
et al., 1995). Στα αρχαία η µεταφορά των πρωτεϊνών  µέσα από την µεµβράνη πρέπει να 
συµβαίνει ταυτόχρονα µε την µετάφραση, αφού όπως είδαµε υφίστανται οµόλογες πρωτεΐνες  
µε την SecY (Sec61α), και την SecE (Sec61γ), αλλά όχι µε την SecA (Pohlschröder et al., 
1997),. Οµόλογες πρωτεΐνες των SecY και SecE πιστοποιήθηκαν µετά από γενωµική 
ανάλυση και σ’ ένα αρχαίο µιτοχόνδριο (Lang et al., 1997). Τέλος µία οµόλογη µεταθετάση 
επιτελεί την µετατόπιση των πρωτεϊνών στα θηλακοειδή των χλωροπλαστών (Yuan and 

Σχήµα 24׃ Μοντέλλα µετατόπισης πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες σε
αντιπροσώπους βακτηρίων (Ε.coli), ευκαρυωτικών οργανισµών
(S.cerevisiae) και αρχαιοβακτηρίων (M.jannaschii). Μολονότι τα συστατικά
κλειδιά του µηχανισµού έχουν εντοπιστεί τόσο µε γενετικές όσο και µε
βιοχηµικές µελέτες στην περίπτωση της E.coli και της S.cerevisiae, το
µοντέλλο για το αρχαιοβακτήριο M.jannaschii βασίζεται σε µελέτες
οµολογίας ολόκληρου του γονιδιώµατος του, µε συστατικά της µετατόπισης
τόσο βακτηρίων όσο και ευκαρυωτικών οργανισµών. Όσα απ’ αυτά δεν
έχουν ακόµα εντοπιστεί στα αρχαιοβακτήρια (ή δεν υφίστανται)
χρωµατίζονται µε γκρι ανοιχτό χρώµα. Συνοπτικά  οι πρωτεϊνες που
συνιστούν το ετεροτριµερές κανάλι στα αρχαιοβακτήρια  παρουσιάζουν
µεγαλύτερη οµοιότητα στην αµινοξική τους αλληλουχία µε τις πρωτεΐνες του
ευκαρυωτικού Sec61 απ’ ότι µε τις πρωτεΐνες του βακτηριακού  SecYEG
συµπλόκου-καναλιού.       
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Cline, 1994; Settles and Martiensen, 1998). Aπ’ όλα τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι η 
έκκριση πρωτεϊνών πραγµατοποιείται από ένα συντηρηµένο πρωτεϊνικό κανάλι και από 
γεννήτορες δύναµης ώσης (SecA ή ριβόσωµα), ή δύναµης έλξης (BiP), που αλληλεπιδρούν 
µε το κανάλι.  
 
 
1.2.∆.ΙΙ.Σύµπλοκο SecYEG. 
 

Πρόσφατα αναλύθηκε η τριτοταγής διαµόρφωση του συµπλόκου SecYEG σε 
διακριτικότητα 8 Ǻ στο επίπεδο της µεµβράνης από τους Breyton et al.,2002. Συγκεκριµένα 
έγινε ανάλυση µικρογραφιών ηλεκτρονικού µικροσκοπίου δυσδιάστατων  κρυστάλλων του 
συµπλόκου στραµµένων υπό γωνίες 0-55 Ǻ και ακολούθησε συνδυασµός του πλάτους και 
των φάσεων των δοµικών παραγόντων που εξάγονται από αυτές τις εικόνες για να προκύψει 
ο τρισδιάστατος χάρτης του SecYEG (σχήµα 25). Αρχικά δηµιουργήθηκαν δυσδιάστατοι 
κρύσταλλοι του SecYEG απ’ όπου και προέκυψε µε κρυοηλεκτρονική  µικροσκοπία µία δοµή 
προβολής 15 Ǻ (σχήµα 48). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η κυψελίδα διατρέχει δύο µεµβράνες και 
κάθε ασύµµετρη µονάδα περιέχει ένα διµερές SecYEG µε δυακτινωτή µη κρυσταλλογραφική 
συµµετρία. Ο χάρτης παρουσιάζει στοιχεία δευτεροταγούς δοµής που µοιάζουν µε 
διαµεµβρανικές έλικες. Από αυτούς πάντως τους δυσδιάστατους κρυστάλλους προέκυψε ο 
τρισδιάστατος χάρτης του SecYEG (σχήµα 25) στον οποίο φαίνεται το σάντουιτς των δύο 

µεµβρανών. Στον χάρτη αυτό, οι SecYEG  πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µέσω των εκτεταµένων 
κυτταροπλασµατικών περιοχών τους. Ο προσανατολισµός της SecYEG πρωτεΐνης στους 
προκύπτοντες κρυστάλλους, πραγµατοποιήθηκε µε ανοσοεντόπιση,  µε αντισώµατα έναντι 
των καρβοξυτελικών περιοχών της SecY και της SecG, που είναι γνωστό ότι εντοπίζονται 
στην κυτταροπλασµατική και περιπλασµική πλευρά της µεµβράνης αντίστοιχα. Σε κάθε 
µεµβράνη το σύµπλοκο SecYEG σχηµατίζει διµερή που διαχωρίζονται από περιοχές µε 
λιπίδια . Τα δύο µονοµερή στο διµερές σχετίζονται µε µη κρυσταλλογραφική δυακτινωτή 
συµµετρία, ενώ σε κάθε µονοµερές διακρίνονται 15 πυκνότητες-σχοινιά, χαρακτηριστικές 
διαµεµβρανικών α-ελίκων. Οι 13 µόνο έλικες από το κάθε µονοµερές µπορούν να 
διευθετηθούν σε µία δεσµίδα, ενώ οι υπόλοιπες δύο, τοποθετούνται σε µία πιο περιφερειακή 
θέση και είναι πιθανό ότι αντιστοιχούν στις έλικες της SecG που δεν είναι απαραίτητη για την 
διαδικασία της µετατόπισης. Στο κέντρο κάθε διµερούς είναι ορατή µία κοιλότητα 16 X 25 Å 
φαρδιά και 22 Å βαθιά που είναι κλειστή από την περιπλασµική µεριά από δύο έντονα 
κεκαµµένες διαµεβρανικές έλικες. Είναι πολύ πιθανό λοιπόν, ότι η παρούσα δοµή αντιστοιχεί 

Σχήµα 25׃ Τρισδιάστατη απεικόνιση της SecYEG στην διπλή µεµβράνη. a) Πλευρική όψη του χάρτη του
SecYEG µε διακριτικότητα 8 Ǻ. b-d) Οριζόντιες τοµές στο διµερές SecYEG  που απέχουν 8 Ǻ µεταξύ τους. Σε
κάθε τοµή του µονοµερούς εντοπίζονται 15 κορυφές πυκνότητας που αντιστοιχούν σε τοµές 15 ελίκων που
αυθαίρετα αναγράφονται από 1-15. 
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στην κλειστή φάση του πρωτεϊνικού καναλιού. Συγκεκριµένα η κοιλότητα που διαµορφώνεται 
στη µεσόφαση των δύο µονοµερών ορίζεται σ’ όλο το µήκος της από τις έλικες 5 και 10 και 
στο κυτταροπλασµατικό µισό και από τις έλικες 6 και 9. Η έλικα 10 που είναι πολύ κεκαµµένη, 
στην περιπλασµική µεριά της µεµβράνης βρίσκεται σε στενή επαφή µε την ίδια έλικα του 
γειτονικού µονοµερούς κλείνοντας την κοιλότητα στην περιπλασµική της µεριά. Οι έλικες 
αυτές πιθανά να αποµακρύνονται κατά την διαδικασία της µετατόπισης και να οδηγούν στη 
δηµιουργία συνεχούς καναλιού. Άρα η παραπάνω δοµή είναι πολύ πιθανό ότι 
αντιπροσωπεύει το κλειστό κανάλι της µετατόπισης που φέρει κοιλότητα ανάλογη µε το 
µέγεθος του πόρου των 9-25 Å και την κεντρική οδόντωση που έχει αναφερθε 
προηγουµένως. Η σηµασία της δοµή αυτής ενισχύεται από το γεγονός ότι µε πολύ µικρές  
αλλαγές στη διαµόρφωση της µπορεί να µετατραπεί σε συνεχές κανάλι, ενώ από την άλλη 
µιας και δεν είναι ακόµα σίγουρος ο άριθµός των ετεροτριµερών που συνθέτουν το 
λειτουργικό SecYEG κανάλι, ενδέχεται να αντιστοιχεί σε φάση του συµπλόκου SecYEG που 
µπορεί να ξεκινήσει (χωρίς να το έχει κάνει ακόµα) την µετατόπιση των πρωτεϊνών. Η SecA   
µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τις εκτεταµένες κυτταροπλασµατικές λούπες του SecYEG κοντά 
στην επιφάνεια του διµερούς, επιτρέποντας έτσι στο πεπτίδιο σηµατοδότη να περάσει από 
αυτήν στις διαµεµβρανικές έλικες της SecY και να ξεκινήσει η µετατόπιση.  

Μέχρι στιγµής θεωρήσαµε ότι οι πρωτεϊνες διακινούνται µόνο προς µία κατεύθυνση, 
για παράδειγµα από  το κυτταρόπλασµα προς την κοιλότητα του ενδοπλασµατικού δικτύου. Η 
µεταθετάση όµως φαίνεται να εµπλέκεται και στην αντίθετη κατεύθυνση προκειµένου να 
πραγµατοποιηθεί αποικοδόµηση πρωτεϊνών µε λανθασµένη τριτοταγή διαµόρφωση από το 
πρωτεάσωµα του κυτταροπλάσµατος (Brodsky & McCracken 1997, Kopito 1997, Sommer & 
Wolf 1997). Συγκεκριµένα µία από τις πρώτες ενδείξεις ότι το σύµπλοκο Sec61p εµπλέκεται 
στην παραπάνω διαδικασία  ήταν η αποµόνωση µιας µετάλλαξης στην πρωτεΐνη Ubc6p της 
ζύµης (που συµµετέχει στην προσθήκη ουβικινόνης σε υποστρώµατα  που επρόκειτο να 
αποικοδοµηθούν από το πρωτεάσωµα) που καταστέλλεται από µία µετάλλαξη στην  Sec61p 
πρωτεΐνη (Sommer & Jentsch 1993). 
 Μιλήσαµε προηγουµένως για το πιθανό µοντέλο ενσωµάτωσης πρωτεϊνών στη 
µεµβράνη του ενδοπλασµατικού δικτύου. Η διαδικασία αυτή έχει µελετηθεί περαιτέρω στα 
βακτήρια και συγκεκριµένα έχει βρεθεί ότι οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες διαφέρουν από τις 
εκκριτικές στην παρουσία επιπρόσθετων υδρόφοβων αλληλουχιών που σταµατούν τη 
µεταφορά της πρωτεϊνικής αλυσίδας (von Heijne, 1994, 1997) και οι οποίες µεταφερόµενες σε 
εκκριτικές πρωτεΐνες τις µετατρέπουν σε διαµεµβρανικές (Adams and Rose, 1985; Davis et 
al., 1985). Oι αλληλουχίες αυτές περιλαµβάνουν συνήθως µακριά τµήµατα υδρόφοβων 
αµινοξέων. Θεωρητικά υδρόφοβα τµήµατα 20 τουλάχιστον αµινοξέων είναι αρκετά για να 
διασχίσουν την µεµβράνη (Engelman et al., 1986) ενώ οι περισσότερες µεµβρανικές  
πρωτεΐνες έχουν υδρόφοβα τµήµατα αυτού του µεγέθους (Persson and Argow, 1994; Von 
Heijme,1994). ‘Οµως οι Kuroiwa et al., 1991; Chen and Kendall, 1995 διαπίστωσαν ότι και 
µικρές τεχνητές αλληλουχίες µε πολύ υδρόφοβα αµινοξέα µπορούν να συντελέσουν στην 
αγκυροβόληση στη µεµβράνη. Συστηµατική ανάλυση της ικανότητας αλληλουχιών 18 
αµινοξέων να σταµατούν την µεταφορά πρωτεϊνών, έδειξε ότι υπάρχει ένα κατώφλι 
υδροφοβικότητας κάτω  από το οποίο χάνεται αυτή η δραστικότητα της αλληλουχίας και το 
οποίο αντιστοιχεί σε δείκτη υδροφοβικότητας µε τιµή 1.3 (Sääf et al., 1998). Οι παραπάνω 
αλληλουχίες επιτελούν πολλαπλές λειτουργίες, όπως την διακοπή της µετατόπισης, την 
απελευθέρωση της αλυσίδας πλευρικά από την µεταθετάση καθώς και την σταθερή 
ενσωµάτωση στη λιπιδική διπλοστοιβάδα της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης. Για ποιά ακριβώς 
από τις παραπάνω λειτουργίες απαιτείται το παραπάνω κατώφλι υδροφοβικότητας δεν είναι 
γνωστό και µόνο αν οι παραπάνω λειτουργίες διαχωριστούν βιοχηµικά µπορεί να 
διαπιστωθούν οι διάφοροι παράγοντες που ρυθµίζουν τις παραπάνω διαδικασίες. Οι Duong 
et al., 1998 χρησιµοποιώντας σαν υπόστρωµα ProOmpA µε µία συνθετική αλληλουχία µε 
δείκτη υδροφοβικότητας κάτω από το επιτρεπόµενο όριο πέτυχαν ένα ενδιάµεσο φαινότυπο 
όσον αφορά την µετατόπιση της πρωτεΐνης, δηλαδή αυτή είτε µεταφέρεται διαµέσω της 
µεµβράνης, είτε σταµατά και δηµιουργείται ενδιάµεσο µετατόπισης. Μελέτησαν έτσι τους 
παράγοντες µε τους οποίους ευνοείται η µία ή η άλλη από τις παραπάνω πορείες και τις 
διαχώρισαν βιοχηµικά. ∆ιαπίστωσαν ότι η ενσωµάτωση µεµβρανικών πρωτεϊνών είναι µία 
καταλυτική διαδικασία µε κινητική παρόµοια µ’ αυτή µε την οποία συµβαίνει η µετατόπιση 
πρωτεϊνών, ενώ απαιτείται η λειτουργία τόσο της SecA όσο και της SecYEG. Όσον αφορά 
την διαδικασία διακοπής της µετατόπισης απαιτείται υψηλή υδροφοβικότητα µε δείκτη 
τουλάχιστον µε την παραπάνω τιµή, ενώ για µεσαίου τύπου υδροφοβικότητα η διακοπή της 
µετατόπισης συµβαίνει όταν πραγµατοποιείται  µε αργή κινητική (απουσία βαθµίδωσης 
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πρωτονίων και χαµηλή συγκέντρωση ΑΤΡ). Φαίνεται ότι η αλληλεπίδραση της υδρόφοβης 
αλληλουχίας µε κάποιο συστατικό της µεταθετάσης προκαλεί τέτοιες αλλαγές στη 
διαµόρφωση του συµπλόκου  που διακόπτεται η πορεία της µετατόπισης, οπότε στην 
περίπτωση που υφίσταται µια µεσαίας υδροφοβικότητας αλληλουχία η αλληλεπίδραση αυτή 
διευκολύνεται σε συνθήκες αργής µετακίνησης του υποστρώµατος. Αντίθετα η απελευθέρωση 
της πρωτεΐνης από την µεταθετάση στη λιπιδική στοιβάδα δε χρειάζεται παρά µία µεσαία 
υδροφοβικότητα και υψηλή θερµοκρασία, ενώ δεν απαιτείται υδρόλυση ΑΤΡ από SecA, ούτε 
και κυκλική εισαγωγή της ίδιας πρωτεΐνης στη µεµβράνη.      
 Από πειράµατα των Prinz et al., 1998 διαπιστώθηκε ότι και η ίδια η µηχανή της µεταθετάσης 
συντελεί στον καθορισµό της τοπολογίας των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στην E.coli, καθώς 
PrlA µεταλλαγές του γονιδίου secY που έχει προταθεί ότι δρουν στην διαµόρφωση της 
µεταθετάσης, µπορούν να αλλάζουν ή να αντιστρέφουν την τοπολογία διαµεµβρανικών 
πρωτεϊνών.   
 
 

1.2.Ε.Ενσωµάτωση µεµβρανικών πρωτεϊνών στα 
         βακτήρια. 
 
 
Οι κυτταρικές µεµβράνες σχηµατίζονται µε την εισαγωγή νεοσυντιθέµενων 
συστατικών, όπως λιπιδίων και πρωτεϊνών, σε προυπάρχουσες µεµβράνες. Επειδή 
κάθε µεµβράνη αποτελείται από ένα συγκεκριµένο σετ πρωτεϊνών η εισαγωγή των 
διαφόρων πρωτεϊνών στις µεµβράνες δεν πρέπει να είναι αποτέλεσµα αυθόρµητης 
εισαγωγής τους στη µεµβράνη. Αντίθετα πραγµατοποιείται από διάφορες πρωτεϊνικές 
µεταθετάσες (protein translocases) που εντοπίζονται στις µεµβράνες και διακινούν 
µέσα απ’ αυτές διάφορες πρωτεϊνες. Στο Κεφάλαιο κανάλι Sec61/SecYEG, 
αναφέρθηκε το µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο γίνεται η ενσωµάτωση των 
µεµβρανικών πρωτεϊνών κατά την σύγχρονη µε την µετάφραση µετατόπιση των 
πρωτεϊνών στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Εδώ θα αναφερθούµε στην 
ενσωµάτωση µεµβρανικών πρωτεϊνών στα βακτήρια. Συγκεκριµένα στα Gram 
αρνητικά βακτήρια (ορίζονται από δύο µεµβράνες) εντοπίζονται οι µεταθετάσες που 
αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο των διαφόρων συστηµάτων µεταφοράς πρωτεϊνών. Τα 
βακτήρια χρησιµοποιούν τις µεταθετάσες όχι µόνο για να ενσωµατώσουν πρωτεΐνες 
στις µεµβράνες, αλλά και για να τις εκκρίνουν στο εξωτερικό των κυττάρων. Οι 

περισσότερες πρωτεΐνες διακινούνται µέσα από τις µεµβράνες µέσω του γενικού 
µονοπατιού SecYEG  (Sec-εξαρτόµενη µετατόπιση) (σχήµα 26). Από την άλλη 

Σχήµα 26׃ Μονοπάτια µετατόπισης ή ενσωµάτωσης πρωτεϊνών κατά µήκος ή στο εσωτερικό της εσωτερικής
µεµβράνης των βακτηρίων. Η YidC φαίνεται ότι δρα στην εισαγωγή των πρωτεϊνών στη µεµβράνη είτε µόνη
της, είτε µαζί µε σύµπλοκο SecYEG, ανάλογα µε το είδος της πρωτεΐνης. 
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πρωτεΐνες που περιέχουν δεσµευµένους συµπαράγοντες εισέρχονται στον ενδιάµεσο 
χώρο µεταξύ εσωτερικής και εξωτερικής µεµβράνης µέσω του ΤΑΤ µονοπατιού 
(σχήµα 26). Όσον αφορά τώρα τις µεµβρανικές πρωτεΐνες της εσωτερικής µεµβράνης 
των βακτηρίων αυτές εισέρχονται στη µεµβράνη, είτε µέσω του Sec µονοπατιού, είτε 
µέσω του YidC µονοπατιού που φαίνεται όµως ότι συµµετέχει και στο Sec-
εξαρτόµενο µονοπάτι (σχήµα 26). Η YidC είναι µία 60kDa πρωτεΐνη απαραίτητη 
στην E.coli. Η εύρεση της στα βακτήρια, τόσο στα Gram θετικά όσο και στα  Gram  
αρνητικά στηρίχθηκε στην  οµολογία της µε την πρωτεϊνη Oxa1  που εντοπίζεται στο 
εσωτερικό των µιτοχονδρίων και απαιτείται για τον σχηµατισµό µεµβρανικών 
πρωτεϊνικών συµπλόκων (Bauer et al., 1994; Bonnefoy et al., 1994).   
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1.2.Ζ. SecA-ATPάση. Από την βιοχηµική ανάλυση της πρωτεΐνης στην 
κρυσταλλογραφική της διαµόρφωση.  

 
 H SecA είναι µία διµερής πρωτεΐνη µε µάζα πρωτοµερούς 102 kDa. Το µέγεθος και η 
περιπλοκότητα της, της επιτρέπουν να λειτουργεί και σαν υποδοχέας, αλλά και σαν ATPάση 

ά πειράµατα των Karamanou et al., 1999; 
Sianidis et al., 2001; Baud et al., 2002, 
έδειξαν ότι η SecA αποτελείται από 
πληθώρα διακριτών περιοχών 
(multidoma protein) µα 27). 
Συγκεκριµένα κάθε πρωτοµερές 
σχηµατίζεται α ύο πρωταρχικά δοµικά 
στοιχεία ׃ την αµινοτελική περιοχή της 
ΑΤΡάσης (Ν-περιοχή) των 68 kDa, και την 
καρβόξυτελική περιοχή (C-περιοχή) των 34 
kDa (Price et al., 1996). Οι δύο αυτές 
περιοχές αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και 
µάλιστα έχει πραγµατοποιηθεί ανασύσταση 
διµερούς SecA vitro από τις 
αποµονωµένες Ν- και C-περιοχές 
(Karamanou et al., 1999). Mέσω αυτής της 
αλληλεπίδρασης η SecA στο 
κυτταρόπλασµα π υσιάζει µόνο βασική 
(χαµηλή) ΑΤΡάση. Συγκεκριµένα η Ν-
περιοχή (σχήµα 28  παρουσιάζει στους 

370C πολύ υψηλό ρυθµό ανακύκλωσης (turnover number) σε σχέση µε την ολόκληρη 
πρωτεΐνη (η kcat για την SecA είναι 4.6min-1 ενώ γ

κινητήρας της µεταθετάσης. Τα ποικίλα βιοχηµικ

in (σχή

πό δ

in 

αρο

)

ια το Ν68 36.4min-1 , όπως θα δούµε και 
παρακάτω), γεγονός που οδήγησε τους Karamanou et al., 1999, στην αντιστοίχιση της C-
περιοχής της SecA ως ρυθµιστικής περιοχής. Μάλιστα οι Karamanou et al., 1999 
πιστοποίησαν την ύπαρξη ενός συντηρηµένου µοτίβου στην C-περιοχή της SecA του οποίου 
η έλλειψη οδηγεί σε αντίστοιχη αρύθµιστη υδρόλυση ΑΤΡ από την SecA πρωτεΐνη, όπως και 
στην περίπτωση του Ν68 (σχήµα 29). Το µοτίβο αυτό είναι το ΧΙΙΙ (αµινοξέα 767-818; σχήµα 
56), το ονόµασαν IRA1(intramolecular regulator of ATP hydrolysis 1, ενδοµοριακό ρυθµιστή 
της υδρόλυσης του ΑΤΡ) και διαπίστωσαν ότι είναι σηµαντικό για την βιωσιµότητα του 

κυττάρου in vivo αλλά και για την µετατόπιση των πρωτεϊνών in vitro. Προτάθηκε ότι το IRA1 
λειτουργεί σαν διακόπτης ο οποίος είναι ανοιχτός όταν η πρωτεΐνη βρίσκεται στο 
κυτταρόπλασµα (βασική ΑΤΡάση) και κλειστός κατά τη διαδικασία της µετατόπισης των 
πρωτεϊνών (Tranlocation ATPase) που η υδρόλυση του ΑΤΡ αυξάνεται. Επειδή στην 
SecA∆IRA1 η αλληλεπίδραση των Ν-και C-περιοχών µειώνεται, προτείνεται ότι η IRA1 
περιοχή είναι απαραίτητη για την αρµονική αλληλεπίδραση των Ν-και C-περιοχών η οποία 
λειτουργώντας σαν διακόπτης  ευθύνεται για την καταστολή της αρύθµιστης υδρόλυσης από 
την SecA. Όταν η SecA λοιπόν εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, οι N-και C-περιοχές της 
αλληλεπιδρούν, ο IRA1 διακόπτης είναι ανοιχτός και δεν δαπανάται ΑΤΡ.  Όταν η SecA όµως 
έρχεται στη µεµβράνη και αλληλεπιδρά µε την SecY  οπότε και αυξάνει η ΑΤΡάση της 
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Σχήµα 27׃(Sianidis et al., 2001). Μοντέλο οργάνωσης
των διάφορων περιοχών στο πρωτοµερές της SecA
(στο κείµενο αναγράφονται περισσότερες λεπτοµέρειες).
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Σχήµα 28׃ (Karamanou et al., 1999). Σχηµατική αναπαράσταση της SecA, του Ν68 και των δραστικοτήτων
ΑΤΡάσης που παρουσιάζουν στους 370C. 
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(Μεµβρανική ΑΤΡάση), προτείνεται ότι η SecY προενεργοποιεί (primes) την SecA για την 
διαδικασία της µετατόπισης, όπου θα χρειαστούν µεγάλα ποσά ΑΤΡάσης. Προκαλούνται 
δηλαδή αλλαγές στη διαµόρφωση της καρβοξυτελικής περιοχής που γίνονται αισθητές από το 
IRA1, που χαλαρώνει έτσι την αλληλεπίδραση των Ν- και C-περιοχών και ανακουφίζει 
µερικώς την καταστολή της υδρόλυσης του ΑΤΡ από την SecA. Στην περίπτωση της 
SecA∆IRA1 µολονότι  σηµειώνεται δέσµευση στη SecYEG θέση (είναι ασθενέστερη σε σχέση 

εΐνη δεν ενεργοποιείται 
περαιτέρω στην 
διαδικασία υδρόλυσης 
ΑΤΡ. Αυτή η 
ανικανότητ δεν 

 στον 
κορεσµό της 
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χωρητι τας υ 
ενζύµου, αφ αρά 
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ΑΤΡάση µου 

ιδιαίτερα 
αυξηµένη  η 
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ορους 
υποκαταστάτ και τις 
µεµβράνε and 
Oliver, 1993). 

Προφανώς η αλληλεπίδραση µε την SecY δεν είναι παραγωγική υποδηλώνοντας την 
ρυθµιστική δράση του IRA1. Πλήρης αναστολή της καταστολής της ΑΤΡάσης από τον IRA1 
διακόπτη προκύπτει µόνο µετά τον σχηµατισµό του τριτοταγούς συµπλόκου µεταθετάσης-
υποστρώµατος. Εξάλλου σε µία αντίδραση µε χαοτροπικά αντιδραστήρια που χαλαρώνουν 
την C-περιοχή παρατηρείται αύξηση της ΑΤΡάσης, σε αναλογία µε την δράση της SecY 
(Song and Kim, 1997). Παρόµοια, δέσµευση της SecA σε µοντέλα µεµβρανών  προκαλεί 
τοπική αποδιάταξη της (Breukink et al., 1992; Ulbrandt et al., 1992; Song and Kim, 1997) η 
οποία αποδίδεται πάλι στην C-περιοχή (Song and Kim, 1997) και διεγείρεται έτσι η δέσµευση 
υποστρώµατος και η λιπιδική ΑΤΡάση της SecA (Lill et al., 1990). Eπίσης αλλαγές στη 
διαµόρφωση της SecA από την αλληλεπίδραση µε τα διάφορα νουκλεοτίδια γίνονται 
αντιληπτές  από την W775 του IRA1 διακόπτη και οδηγούν σε ακριβείς αντιδράσεις 
δέσµευσης και απελευθέρωσης µε την Ν-περιοχή (den Blaauwen et al., 1996).  

Ρυθµίζοντας όµως την υδρόλυση ΑΤΡ από την Ν-περιοχή µέσω της αλλ
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Σχήµα 29׃(Karamanou et al., 1999). Ιδιότητες SecA∆IRA1. Το IRA1 στοιχείο
λειτουργεί σαν διακόπτης που είναι ανοιχτός και καταστέλλει την υδρόλυση του
ΑΤΡ από την Ν-περιοχή (Ν68) όταν η τελευταία αλληλεπιδρά µε την C-περιοχή,
ενώ όταν λείπει το IRA1 και αναστέλλεται η αλληλεπίδραση  Ν- και C-περιοχής η
υδρόλυση της SecA είναι αρύθµιστη. Στο Α) απεικονίζεται η Βασική ΑΤΡάση της
SecA, του N68 και της SecA∆IRA1. Στο Β) απεικονίζεται η καταστολή in vitro της
ΑΤΡάσης σταθερής ποσότητας N68 παρουσία αυξανόµενων ποσοτήτων της C-
περιοχής (C34), µόνο παρουσία του στοιχείου IRA1. 

αι C-περιοχών, το IRA1 µπορεί να θεωρηθεί ότι συσχετίζει την υδρόλυση ΑΤΡ µε την 
µετατόπιση της προπρωτεΐνης από τη µεµβράνη. Σύµφωνα µε το µοντέλο της µετατόπισης 
των πρωτεϊνών από τους Economou and Wickner, 1994 η µεταφορά των υποστρωµάτων 
µέσα από τη µεµβράνη στηρίζεται στους συνεχόµενους κύκλους εισαγωγής και εξαγωγής της 
SecA στη µεµβράνη µε τη δέσµευση και υδρόλυση του ΑΤΡ αντίστοιχα. Όταν λοιπόν όλα είναι 
έτοιµα για τη διαδικασία της µετατόπισης και η SecA δεσµεύει ΑΤΡ και υπόστρωµα, ο IRA1 
διακόπτης είναι κλειστός και η αλληλεπίδραση των Ν-και C-περιοχών περιορίζεται. Έτσι 
ευνοείται η απόκτηση από την SecA της χαλαρή διαµόρφωσης (βλέπε Κεφάλαιο αλλαγών της 
διαµόρφωσης της SecA παρουσία των διαφόρων ειδών υποκαταστατών) που διευκολύνει την 
εισαγωγή της στη µεµβράνη. Στη συνέχεια όταν το ΑΤΡ υδρολυθεί σε ADP  και 
απελευθερωθεί το υπόστρωµα από τη SecA  που διεγείρει την  ιαδικασία της υδρόλυση, ο 
IRA1 διακόπτης ανοίγει και    η αλληλεπίδραση των Ν-και C-περιοχών  ενισχύεται. Έτσι η 
SecA  αποκτά σφιχτή δοµή, αφού το ADP σταθεροποιεί την N-περιοχή και αυτή µε τη σειρά 
της την C-περιοχή µε την οποία και αλληλεπιδρά, και έτσι η SecA εξάγεται  από τη µεµβράνη. 
Επαναπρόσδεση του υποστρώµατος στη SecA κλείνει τον IRA1 διακόπτη και επιτρέπει 
επανεκίνηση της παραπάνω διαδικασίας.  
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Η Ν-περιοχή της SecA περιέχει τα επτά χαρακτηριστικά µοτίβα της υπεροικογένειας 2 
των RNA ελικασών (Koonin and Gorbalenya, 1992; Sianidis et al., 2001), και παρουσιάζει 
δοµή ΑΤΡάσης ανάλογη µε τη δοµή ΑΤΡάσης που παρουσιάζουν οι ελικάσες (Sianidis et al., 
2001;Hunt et al., 2002). Πιο συγκεκριµένα περιλαµβάνει τα DEAD (από τα αντίστοιχα 
αµινοξέα) χαρακτηριστικά µοτίβα (σχήµα 30) που παρουσιάζουν οι DEAD ΑΤΡάσες, στις 
οποίες ανήκουν πέντε υπεροικογένειες ΑΤΡασών που περιλαµβάνουν και τις ελικάσες των 
νουκλεϊκών οξέων (de la Cruz et al., 1999; Hall and Matson, 1999) και γι’ αυτό η Ν-περιοχή 
ονοµάζεται και DEAD κινητήρας.  

H περιοχή όµως του DEAD κινητήρα µπορεί να υποδιαιρεθεί και σε µικρότερες 
υποπεριοχές µε διαφορετική λειτουργία (Karamanou et al., 1999; Baud et al., 2002; Hunt et 
al., 2002; Sharma et al., 2003). Συγκεκριµένα οι Sianidis et al., 2001 σχηµατίσαν κατασκευές 
που παράγουν µικρότερα τµήµατα της SecA τόσο από το αµινοτελικό όσο και από το 
καρβοξυτελικό τµήµα της Ν-περιοχής της, λαµβάνοντας όµως υπόψη τα τµήµατα της 
πρωτεΐνης που προκύπτουν µε περιοριστική πρωτεόλυση και αµινοτελική ανίχνευση της 

αλληλουχίας τους, όπως 
και τα συντηρηµένα µοτίβα 
κατά µήκος της SecA. 
Παρήγαγαν επίσης 
µεταλλαγµένες SecA µε 
ήπιες µεταλλαγές στα 
παραπάνω µοτίβα και 
αφού καθάρισαν σε 
µεγάλες ποσότητες τα 
διάφορα κοµµάτια της 
SecA και εταλ νες 
εκδοχές της έλεγξαν την 
διατήρηση της 
οργανωµένης και 
αναδιπλωµένης µορφής 
τους µε κυκλικό διχρωϊσµό. 
Γενικότερα η στρατηγική µε 
την οποία η SecA 
διαιρέθηκε σε µικρότερες 
περιοχές, µε διακριτές 
λειτουργίες απεικονίζεται 
στο σχήµα 31. Έτσι οι 
Sianidis et al., 2001 
εντόπισαν την περιοχή 
δέσµευσης του 

νουκλεοτιδίου 1-419 (NBD-περιοχή; Nucleotide Binding Domain) η οποία µπορεί όχι µόνο να 
δεσµεύει ΑΤΡ αλλά και να το υδρολύει. Με πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης 
(Karamanou et al., 1999; βλέπε και στο Kεφάλαιο αλλαγών της διαµόρφωσης των διαφόρων 
περιοχών της SecA παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών) η θέση 419 φάνηκε ότι 
συνιστά ένα σύνδεσµο υποπεριοχών στον DEAD κινητήρα, αφού αλλάζει την έκθεση της στο 
διαλύτη, και άρα στη πρωτεάση, παρουσία και απουσία ADP ή ΑΤΡ.  Συγκεκριµένα οι 
Sianidis et al., 2001 διαπίστωσαν ότι αµινοτελικά κοµµάτια (που παρουσιάζουν φάσµα που 
υποδηλώνει α-ελικοειδή δοµή µετά από κυκλικό διχρωϊσµό, CD), µέχρι την θέση 420, 
σταθεροποιούνται µε ADP στις καµπύλες θερµικής αποδιάταξης τους (µετρούµενες µε 
κυκλικό διχρωϊσµό), και άρα δεσµεύουν ADP (βλέπε Κεφάλαιο αλλαγών της διαµόρφωσης 
των διαφόρων περιοχών της SecA παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών; συζήτηση-
αποτελέσµατα). Τα ίδια κοµµάτια επίσης, υδρολύουν ΑΤΡ όταν χρησιµοποίησαν 
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Σχήµα 30׃(Sianidis et al., 2001). Α) Χάρτης της SecA όπου αναγράφονται τα συντηρηµένα µοτίβα
(70%ταυτότητα/οµοιότητα), τα οποία καθορίζονται όπως περιγράφεται από τους Bailey and Gribskov, 1999,
αλλά και µε οπτική παρατήρηση. Παρουσιάζονται ακόµα τα αντίστοιχα DEAD  µοτίβα της υπεροικογένειας ΙΙ των
RNA ελικασών. Τα µοτίβα στην E.coli  που σηµειώνονται µε µαύρα κουτάκια είναι׃ µοτίβο Ι (αµινοξέα 66-82);
µοτίβο ΙΙ (αµινοξέα 83-139); µοτίβο ΙΙΙ (αµινοξέα 149-156); µοτίβο IV (αµινοξέα 166-191); µοτίβο V (αµινοξέα
205-227); µοτίβο VI (αµινοξέα 333-361); µοτίβο VII (αµινοξέα 371-397); µοτίβο VIII (αµινοξέα 404-430); µοτίβο
ΙΧ (αµινοξέα 449-466); µοτίβο Χ (αµινοξέα 494-516); µοτίβο ΧΙ (αµινοξέα 532-599); µοτίβο ΧΙΙ (αµινοξέα 630-
663); µοτίβο ΧΙΙΙ (αµινοξέα 767-818). Β) Τα DEAD µοτίβα της υπεροικογένειας ΙΙ, SF II, των RNA ελικασών,
σηµειώνονται στην αναλυµένη δοµή ενός µέλος της οικογένειας όπως είναι η eLF4A. 
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χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας, TLC (Τhin Layer Chromatography) και ραδιενεργό α- ή γ-
32ΡΑΤΡ. ∆ιαπίστωσαν συγκεκριµένα για όλα τα παραπάνω αµινοτελικά τµήµατα µέχρι την 
θέση 1-420, ρυθµό ανακύκλωσης kcat που είναι χαµηλότερος της ολόκληρης πρωτεΐνης SecA, 
αλλά είναι µετρήσιµος. ∆ηλαδή η kcat για την SecA είναι 4.6 min-1 και για το 1-263 αµινοτελικό 
τµήµα είναι 0.1 min-1. Από τα παραπάνω πειράµατα οι Sianidis et al., 2001, διαπίστωσαν ότι 
η περιοχή 1-227 είναι η µικρότερη περιοχή δέσµευσης και υδρόλυσης του νουκλεοτιδίου ΑΤΡ. 
Μπορεί όλα τα παραπάνω αµινοτελικά τµήµατα να δεσµεύουν και να υδρολύουν ΑΤΡ, όµως 
τόσο η κατάλυση όσο και η δέσµευση ADP απ’ αυτά είναι πολύ φτωχή, όπως και η 
σταθεροποίηση της καµπύλης θερµικής αποδιάταξης µε το ADP παρουσιάζεται 
περιορισµένη. Τα παραπάνω συµβαίνουν διότι ναι µεν στα παραπάνω αµινοτελικά τµήµατα 
εντοπίζονται  τα µοτίβα Walker A (µοτίβο ΙΙ στη SecA)  και Walker Β (µοτίβο V στη SecA) που 
είναι χαρακτηριστικά των ΑΤΡασών (Walker et al., 1982), λείπει όµως η περιοχή 462-610. 
Προτάθηκε λοιπόν ότι αυτή η περιοχή συνιστά  σηµαντική επιφάνεια του καταλυτικού πυρήνα, 
απαραίτητη για να επιτελείται η βέλτιστη κατάλυση από την ολόκληρη πρωτεΐνης SecA στο 
διάλυµα-κυτταρόπλασµα (Βασική ΑΤΡάση; η kcat για την SecA που περιέχει την περιοχή 462-
610, είναι 4.6 min-1). Η περιοχή αυτή ονοµάστηκε IRA2 (intramolecular regulator of ATP 
hydrolysis 2, ενδοµοριακός ρυθµιστής της υδρόλυσης του ATP, σε αντιπαράθεση µε τον IRA1 
διακόπτη για τον οποίο µιλήσαµε προηγουµένως) και διαπιστώθηκε ότι δύο DEAD µοτίβα 
στην IRA2 περιοχή, το Χ και το ΧΙ είναι σηµαντικά για την δράση της. Συγκεκριµένα εντόπισαν 
σηµειακές µεταλλαγές που απέδειξαν του λόγου το αληθές, όπως για παράδειγµα την R577K 
στο µοτίβο ΧΙ, που έχει τέτοιο δραµατικό φαινότυπο στον ρυθµό ανακύκλωσης της NBD-
περιοχής (kcat=0.14min-1 για το N68R577K, ενώ είδαµε ότι για το WTN68(1-610) kcat=36.4 
min-1)   σαν να λείπει ολόκληρο το µοτίβο ΧΙ (το τµήµα 1-547 έχει kcat=0.08 min-1) ή σαν να 
έχουµε έλλειψη ολόκληρης της περιοχής IRA2 (kcat=0.1 min-1 για το 1-263 τµήµα ή 
kcat=0.06min-1 για το 1-479 τµήµα).  Επιπλέον διαπίστωσαν ότι ενώ στην περίπτωση είτε της 
SecA, είτε του N68, µε στοιχειοµετρικά ποσά ΑΤΡ, η κατάλυση ολοκληρώνεται σε 1 λεπτό, 
είτε στους 4 είτε στους 370C, δεν συµβαίνει το ίδιο µε την SecAR577K και το N68R577K, µε 
πιο έντονα τα φαινόµενα στους 40C απ’ ότι στους 370C. Το πείραµα αυτό της κινητικής προ-
σταθερής κατάστασης (pre-steady-state kinetics) είναι εφικτό επειδή η συγγένεια (Km ) για 
ΑΤΡ των µεταλλαγών στο XI µοτίβο δεν αλλάζει σε σχέση µε την αγρίου τύπου SecA. 
Ανάλογα είναι και τα αποτελέσµατα για µεταλλαγές του µοτίβου Χ. Είναι προφανές λοιπόν ότι 
η παραπάνω µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας (loss of function) R577K,  οφείλεται σε 
ελαττωµατική υδρόλυση στην περιοχή NBD η οποία βελτιστοποιείται µόνο παρουσία αγρίου 
τύπου IRA2.  

Limited trypsinolysis  
(N- sequencing) 
+ Biocomputing

recombinant  
fragments

Protein expression 
/purification circular dichroism

NBD IRA2 IRA1N C

1 2 3 4

FT WS E
τ

el
lip

tic
ity

 (m
de

g)

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

20
0

21
0

22
0

23
0

24
0

25
0

wavelength (nm)

Point
mutants

in vitro
assays

Limited trypsinolysis  
(N- sequencing) 
+ Biocomputing

recombinant  
fragments

Protein expression 
/purification circular dichroism

NBD IRA2 IRA1N C

1 2 3 4

FT WS E
τ

el
lip

tic
ity

 (m
de

g)

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

20
0

21
0

22
0

23
0

24
0

25
0

wavelength (nm)

Point
mutants

in vitro
assays

Σχήµα 31׃ Στρατηγική µε την οποία η SecA διαιρέθηκε σε µικρότερες περιοχές µε διακριτές λειτουργίες.  
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Επιπλέον οι  Sianidis et al., 2001 διαπίστωσαν ότι η IRA2 περιοχή αποτελεί και 
ρυθµιστικό στοιχείο της υδρόλυσης από τον DEAD κινητήρα, αφού όλα τα αµινοτελικά 
τµήµατα του Ν68 (κατά τ’ άλλα αναδιπλωµένα στο χώρο όπως είπαµε και προηγουµένως 
από το φάσµα τους µε κυκλικό διχρωϊσµό) από τα οποία απουσιάζει η IRA2 περιοχή δεν 
παρουσιάζουν τον ρυθµό ανακύκλωσης (turnover rate) του DEAD κινητήρα το WTN68 (1-
610) έχει kcat=36.4 min-1 , ενώ το kcat κυµαίνεται από 0.06-0.1min-1 για τα τµήµατα του Ν68 
µέχρι το αµινοξύ 420. Εξάλλου η προσθήκη αυξανόµενων ποσοτήτων  καθαρισµένου 
τµήµατος που περιέχει το IRA2, στο Ν1-479 τµήµα in vitro, οδηγεί σε σηµαντική αύξηση (15 
φορές) της υδρόλυσης του ΑΤΡ απ’ αυτό, υποδεικνύοντας την διεγερτική δράση της IRA2 
περιοχής. Μάλιστα απέδωσαν τη λειτουργία αυτή του IRA2 στην απ’ ευθείας αλληλεπίδραση 
του µε την NBD-περιοχή. Συγκεκριµένα µε την χρησιµοποίηση  αποµονωµένων πρωτεϊνών 
από τις παραπάνω περιοχές, και  µε τη χρησιµοποίηση βιοαισθητήρα µε ακινητοποιηµένη την 
IRA2-περιοχή, µέτρησαν πρόσδεση σ’ αυτήν όλων των τµηµάτων µε την NBD-περιοχή. Η 
επικοινωνία αυτή NBD-IRA2 µεταφέρει  την πληροφορία της δοµικής πλαστικότητας που 
χαρακτηρίζει την περιοχή IRA2 στην NBD-περιοχή διευκολύνοντας πιθανά την καταλυτική 
χηµεία της. Συγκεκριµένα διαπιστώθηκε ότι η δευτεροταγής δοµή και πιο ειδικά η α-ελικοειδής 
δοµή της περιοχής IRA2 ελλατώνεται µε την θερµοκρασία (δοµική ευκινησία) κάτι που δεν 
παρατηρείται για κανένα από τα αµινοτελικά κοµµάτια της NBD-περιοχής, αλλά χαρακτηρίζει 
τόσο την SecA όσο και το N68 που περιέχει την IRA2 περιοχή . Φαίνεται δε, ότι ελαττωµένη 
α-ελικοειδής διαµόρφωση χαρακτηρίζει τις παραπάνω IRA2 µεταλλαγµένες SecA που 
µπορούν και απελευθερώνουν το ADP στον πάγο (Karamanou et al., αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα). 

 Επιβεβαίωση της ρυθµιστικής δράσης της IRA2-περιοχής ήρθε µε µία σειρά 
µεταλλαγών τόσο στο µοτίβο Χ όσο και στο µοτίβο ΧΙ που είτε αυξάνουν, είτε µειώνουν τον 
ρυθµό υδρόλυσης της SecA. Η kcat για την WTSecA είναι 4.6min-1, ενώ για την SecAG510A 
και την SecAR566A είναι 42.2 και 19.6min-1 αντίστοιχα. Αντίθετα η kcat για την SecAR509K και 
SecAR577K  είναι 4.5 και 2.6min-1 αντίστοιχα.  

Το καθοριστικό στάδιο της υδρόλυσης του ΑΤΡ (rate limiting step) είναι η 
απελευθέρωση του παραγόµενου ADP, το οποίο οι Sianidis et al., 2001, έδειξαν ότι 
ρυθµίζεται από την περιοχή IRA2. Έτσι µετά από ένα κύκλο υδρόλυσης ATP και παραγωγή 
ADP και Pi, η SecA στο κυτταρόπλασµα µένει δεσµευµένη µε το ADP το οποίο και δεν 
αποχωρίζεται εύκολα (λόγω του ανοιχτού IRA1 διακόπτη), και γι’ αυτό πραγµατοποιούνται 
εκεί µόνο λίγοι κύκλοι υδρόλυσης. Eξάλλου µε µετρήσεις της σταθεράς πρόσδεσης Κon και της 
σταθεράς απελευθέρωσης Κoff στην περίπτωση της WTSecA (Karamanou et al., αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα) διαπιστώνεται ότι η συγγένεια για το ADP στους 370C είναι πολύ χαµηλή, 
Κon=0.35X107/M/min, αλλά και η σταθερά  απελευθέρωσης επίσης, Κoff=0.975/min. Εποµένως  
τα ελάχιστα µόρια του ΑΤΡ που προσδένονται και υδρολύονται σε ADP, µένουν δεσµευµένα 
και δεν απελευθερώνονται εύκολα από την πρωτεΐνη. Αντίθετα στη περίπτωση του Ν68  ενώ 
δεν φαίνεται να αλλάζει σηµαντικά η συγγένεια Κon για το ADP στους 370C, εντούτοις 
αυξάνεται δραµατικά η σταθερά απελευθέρωσης Κoff (Karamanou, αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα) και γι’ αυτό έχουµε πολλαπλούς κύκλους υδρόλυσης ΑΤΡ. Μόνο όταν η SecA 
έρθει στη µεµβράνη και αλληλεπιδράσει µε τους διάφορους υποκαταστάτες της µεταθετάσης 
και µε το µεταφερόµενο υπόστρωµα  και ανοίξει ο IRA1 διακόπτης, τα προϊόντα της 
υδρόλυσης απελευθερώνονται και πραγµατοποιούνται πολλαπλοί κύκλοι υδρόλυσης. Και 
αυτό γιατί τότε µπορεί να εξασκήσει τη δράση της η περιοχή IRA2.  Από την άλλη οι 
µεταλλαγµένες SecA (SecAG510A, SecAR566A) που παρουσιάζουν υψηλό ρυθµό 
ανακύκλωσης χαρακτηρίζονται από αυξηµένους ρυθµούς απελευθέρωσης του ADP, το 
απελευθερώνουν  ακόµα και στον πάγο. Έτσι  προσπερνούν την καταστολή της υδρόλυσης 
του ΑΤΡ  που παρατηρείται σε χαµηλές θερµοκρασίες τόσο από την SecA, όσο και από το  
N68 που µένουν προσδεδεµένα µε το ADP. Τόσο η SecA όσο και το Ν68 δεν 
απελευθερώνουν το ADP στον πάγο επιτελώντας απλούς µόνο κύκλους υδρόλυσης στους 
40C. Αντίθετα στους 370C  τόσο η SecA όσο και το Ν68 επιτελούν περισσότερους του ενός 
κύκλους υδρόλυσης λόγω της πλαστικότητας που αποκτά η IRA2-περιοχή. Βέβαια η 
υδρόλυση του Ν68 είναι πολύ µεγαλύτερη συγκρινόµενη µε την υδρόλυση της SecA και αυτό 
γιατί η παρουσία του IRA1 διακόπτη υπονοµεύει την απρόσκοπτη δράση του IRA2. 
Συγκεκριµένα µε µετρήσεις των σταθερών πρόσδεσης Κon και των σταθερών απελευθέρωσης 
Κoff τόσο στους 4 όσο και στους 370C για τη SecA (Karamanou et al., αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα) προκύπτει πολύ χαµηλή συγγένεια για το ADP στους 40C που αυξάνεται 
στους 370C, αλλά εξακολουθεί να είναι πολύ χαµηλή (µικρότερης τάξης του ρυθµού διάχυσης 
108), και  πολύ µικρός ρυθµός απελευθέρωσης που καταστέλλει την απελευθέρωση του ADP 
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στον πάγο, και απλώς την περιορίζει στους 370C (Κon40C=0.67X102/M/min, 
Κon370C=0.35X107/M/min και Κoff40C=0.94X10-5/min, Κoff370C=0.975/min). Αντίθετα για το 
Ν68 η συγγένεια για ADP είναι χαµηλή και στους 4 και στους 370C, αλλά ο ρυθµός 
απελευθέρωσης ενώ είναι µικρός στους 40C, αυξάνεται εντυπωσιακά στους 370C οπότε και 
συντελείται µη ρυθµιζόµενη υδρόλυση (Κon40C=0.85X106/M/min και Κoff40C=0.24/min).  
Συµπερασµατικά η  περιοχή IRA2 δρα και απελευθερώνει ADP, όταν ο διακόπτης IRA1 είναι 
κλειστός και η θερµοκρασία είναι αυξηµένη, προκειµένου να αποκτήσει την απαιτούµενη 
δοµική πλαστικότητα και να επιτελέσει τη δράση της.  

(DEAD motor) 

KD=40nM

(DEAD motor) 

KD=40nM

Ακόµα µε την χρησιµοποίηση διπλών µεταλλαγών στην IRA1 και IRA2 περιοχή όπως 
των SecAR509K∆IRA1 και SecAR577K∆IRA1 οι Sianidis et al., 2001 έδειξαν ότι η δράση του 
διακόπτη IRA1 πραγµατοποιείται µέσω WT IRA2, αφού και οι δύο διπλά µεταλλαγµένες SecA 
καταργούν την υψηλή ΑΤΡάση της SecA∆IRA1. Είπαµε προηγουµένως ότι η καταστολή της 
υδρόλυσης του ΑΤΡ µέσω του IRA1 διακόπτη πραγµατοποιείται µέσω απ’ ευθείας 
αλληλεπίδρασης των Ν και C-περιοχών της SecA. Πως λοιπόν οι IRA2 µεταλλαγές στη SecA 
(SecAG510A και SecAR566K) που παρουσιάζουν αυξηµένη υδρόλυση στο διάλυµα 
προσπερνούν τον IRA1 διακόπτη; Η αυξηµένη υδρόλυση τους οφείλεται στην περιορισµένη 
αλληλεπίδραση των Ν και C-περιοχών της SecA, σε σχέση µε την αλληλεπίδραση στην 
WTSecA. Σε πειράµατα µε βιοαισθητήρα µε ακινητοποιηµένη την C-περιοχή και µέτρηση της 
πρόσδεσης της Ν-περιοχής διαπιστώθηκε ότι η αλληλεπίδραση φτωχαίνει στην περίπτωση 
των µεταλλαγµένων Ν-περιοχών. Χαλαρότερη όµως αλληλεπίδραση Ν- και C-περιοχών 
ανακουφίζει την πρωτεΐνη από την καταστολή του IRA1 διακόπτη και πιθανότατα επιτρέπει 
στην IRA2-περιοχή να  επάγει την αυξηµένη υδρόλυση στην NBD-περιοχή. Εξάλλου έχει 
παρατηρηθεί για τις παραπάνω IRA2 µεταλλαγές στη SecA ότι επικρατεί χαλαρότερη 
αλληλεπίδραση των περιοχών NBD-IRA2, αφού σε πειράµατα µε βιοαισθητήρα µε 
ακινητοποιηµένη την NBD-περιοχή και µέτρηση της πρόσδεσης της IRA2-περιοχής 
διαπιστώθηκε φτωχότερη αλληλεπίδραση  NBD-IRA2 στην περίπτωση των µεταλλαγµένων 
IRA2-περιοχών.  Έτσι το ADP απελευθερώνεται µε µεγάλη ευκολία από την θέση δέσµευσης 
του και γι’αυτό και δεν σταθεροποιεί στον ίδιο βαθµό µε την WTSecA  τις  καµπύλες θερµικής 
αποδιάταξης των SecAG510A καιSecAR566A. Aπό την άλλη µεριά έχει διαπιστωθεί ότι η C-
περιοχή µπορεί και αλληλεπιδρά τόσο µε την NBD όσο και µε την IRA2-περιοχή και 
εποµένως µπορεί να θεωρηθεί σαν µοριακός σύνδεσµος και ρυθµιστής της µετακίνησης των 
NBD-IRA2 περιοχών που µε τη σειρά της ρυθµίζει την κατακράτηση ADP από την πρωτεΐνη. 
Με µία τέτοια αλληλεπίδραση εξάλλου η C-περιοχή πιθανά σταθεροποιεί την χαλαρή 
επικοινωνία των NBD-IRA2 περιοχών στις SecAG510A και SecAR566K και γι΄αυτό απουσία 
της, στις N68 µορφές των παραπάνω µεταλλαγών δεν µπορεί να κατασταλεί η µείωση της 
ΑΤΡάσης από τις IRA2 µεταλλαγές. Η kcat για τις Ν68G510A και Ν68R566K είναι 7.8 και 12.6 
min-1 αντίστοιχα, ενώ οι ρυθµοί ανακύκλωσης για τις ολόκληρες πρωτεΐνες είναι πολύ µεγάλοι 
όπως είδαµε προηγουµένως. Βέβαια  στις SecAG510A και SecAR566A και η αλληλεπίδραση 
των Ν- και C-περιοχών είναι περιορισµένη, εξακολουθεί όµως να υφίσταται και να επάγει τα 
παραπάνω αποτελέσµατα. 

Ένας πλήρης λοιπόν λειτουργικός 
αµινοτελικός κινητήρας ΑΤΡάσης  που περιέχει όλα 
τα DEAD µοτίβα των ελικασών συγκροτείται από την 
αλληλεπίδραση της περιοχής δέσµευσης και 
υδρόλυσης του νουκλεοτιδίου NBD µε την 
ρυθµιστική περιοχή IRA2 (σχήµα 32). Η λειτουργική 

επικοινωνία όµως µεταξύ των παραπάνω περιοχών απ
του IRA2, ενώ διευκολύνεται από περιοχές-συνδέσµους
αµινοξική θέση 419 ή από το µοτίβο VII (SAT). Το τελευ
υπεροικογενειών Ι και ΙΙ (SF I και SF II) των ελικασώ
όλους, από τους παρακάτω ρόλους. Έτσι προβλέπ
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Σχήµα 32׃ (Sianidis et al., 2001).
Σχηµατικό µοντέλο περιοχών στη SecA.
Η αµινοτελική περιοχή της SecA
αποτελείται από την περιοχή δέσµευσης
και υδρόλυσης νουκλεοτιδίου (NBD) και
την περιοχή που βελτιώνει την
προηγούµενη χηµεία και ρυθµίζει την
ένταση της υδρόλυσης (IRA2). Οι
περιοχές αυτές αλληλεπιδρούν µεταξύ
τους και συνιστούν τον DEAD κινητήρα.
Αυτός αλληλεπιδρά µε την C-περιοχή της
πρωτεΐνης µε συγγένεια 40nM οπότε και
σχηµατίζεται το πρωτοµερές της SecA.
Μέσω αλληλεπίδρασης των C-περιοχών
τους δύο πρωτοµερή σχηµατίζουν µία
διµερής SecA.
αιτεί τα αγρίου τύπου µοτίβα Χ και ΧΙ 
 όπως το µοτίβο VIII που περιέχει την 
ταίο µοτίβο αποτελεί το µοτίβο ΙΙΙ των 
ν και ενδέχεται να παίζει κάποιον, ή 
εται ότι συµµετέχει στην δηµιουργία 
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δεσµών υδρογόνου, και άλλων αλληλεπιδράσεων µε τις βάσεις του υποστρώµατος του 
νουκλεϊκού οξέος, όπως µε τις βάσεις του DNA στην περίπτωση της Rep DNA ελικάσης 
(Korolev et al., 1997) ή µε τα αµινοξέα του πρωτεϊνικού υποστρώµατος. Πιθανά επιπλέον, 
συµµετέχει στην µεταβίβαση της ενέργειας από την θέση της ΑΤΡάσης, στο υπόστρωµα, για 
την µετατόπιση του, όπως στην περίπτωση της PcrA DNA ελικάσης (Velankar et al., 1999). 
Tέλος είναι δυνατόν να εµπλέκεται σε αλλαγές στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης, που 
πριµοδοτούνται από την δέσµευση νουκλεοτιδίου, οι οποίες µεταδίδουν την ενέργεια από την 
υδρόλυση του ΝΤΡ στο υπόστρωµα, όπως στο µόριο RNA στην περίπτωση της NS3 RNA 
ελικάσης. 

 Απ’ όλα τα παραπάνω προτάθηκε από τους Sianidis et al., 2001 ότι οι NBD και  
IRA2 περιοχές οργανώνονται κατά τέτοιο τρόπο ώστε να δηµιουργούν µία σχισµή-κοιλότητα 
που επενδύεται από τα µοτίβα ΙΙ (WalkerA), V (WalkerB), X και ΧΙ (σχήµα 27) και στην οποία 
προσδένεται ένα µόριο ΑΤΡ, κατά τρόπο ανάλογο µε τον οποίο οργανώνονται οι κινητήρες 
ΑΤΡάσης άλλων DEAD πρωτεϊνών των οποίων έχουν αναλυθεί οι κρυσταλλογραφικές δοµές 
(Korolev et al., 1998; de la Cruz et al., 1999; Soultanas and Wigley, 2000; σχήµα 30Β) . Έτσι 
ο πυρήνας ΑΤΡάσης των DEAD πρωτεϊνών οργανώνεται από δύο δοµικά παρόµοιες 
περιοχές, τις 1Α και 2A, οι οποίες πιθανά αντιστοιχούν στις NBD και IRA2 περιοχές. Οι 
περιοχές 2Α µπορούν να υφίστανται σαν ανεξάρτητα πολυπεπτίδια (Koonin and Rudd, 1996; 
Singleton et al., 2000), ή µπορεί να µετακινούνται ως προς τις καταλυτικές περιοχές 1Α,  να 
αποµακρύνονται απ’ αυτές ή να τις πλησιάζουν  (Caruthers et al., 2000).  

Του λόγου το αληθές πιστοποιήθηκε από την ανάλυση της τριτοταγούς διαµόρφωσης 
της SecA τόσο από το Bacillus subtilis (Hunt et al., 2002), όσο και από το Mycobacterium 
tuberculosis (Sharma et al., 2003) από την οποία διαπιστώθηκε ότι, πράγµατι ο πυρήνας της 
SecA συνίσταται από ένα ζευγάρι αναδιπλώσεως νουκλεοτιδίου (nucleotide binding fold) 
τύπου F1 (σχήµα 34; δεύτερη σειρά) που οµοιάζει µε τις σε σειρά κινητικές περιοχές  στις 
υπεροικογένειες Ι και ΙΙ, SF-I και SF-II, των ΑΤΡ-εξαρτόµενων ελικασών. ∆ιαπιστώνεται ότι η 
θέση δέσµευσης ΑΤΡ εντοπίζεται µεταξύ των δύο περιοχών των NBF-I NBF-II (Nucleotide 
binding fold I, II) (όπως φαίνεται από την κρυσταλλογραφική δοµή της SecA; σχήµα 34). 
Σηµειώνουµε ότι η περιοχή NBF-I, είναι η NBD-περιοχή (Nucleotide binding domain), και η  
NBF-II είναι η περιοχή IRA2 για την οποία µιλήσαµε προηγουµένως. Επίσης υπογραµµίζεται 
(βλέπε και στο Κεφάλαιο αλληλεπίδρασης της SecA µε ΑΤΡ), ότι δεν έχει πιστοποιηθεί 
πειραµατικά, πέραν πάσης αµφιβολίας, η ύπαρξη στην πρωτεΐνη µιας δεύτερης θέσης 
δέσµευσης ΑΤΡ, χαµηλότερης συγγένειας, (στην οποία αναφέρεται η ονοµασία NBF-II) αλλά 
παρόλα αυτά, εξακολουθεί να αναφέρεται στη βιβλιογραφία.  

Η περιοχή NBF-I (NBD) είναι η πιο καλά διευθετηµένη  σ’ όλη δοµή µε µέσο Β 
παράγοντα κύριας αλυσίδας της τάξεως των 50 Ǻ2 , ενώ η τιµή του παραπάνω παράγοντα 
φτάνει τα 86 Ǻ2 στην περίπτωση της λιγότερη οργανωµένης NBF-II (IRA2) περιοχής, 
καθιστώντας µεταβλητή την τοποθέτηση της ως προς την NBF-I περιοχή. Οι περιοχές NBF-I 
(NBD), NBF-II (IRA2) µοιράζονται την ίδια µορφή αναδίπλωσης (σχήµα 33) εκτός από την 
αντικατάσταση ενός µαιάνδρου στην περίπτωση της NBF-II (IRA2) για την α-έλικα που 
συνδέει τις β αλυσίδες 4 και 5, καθώς και την αντικατάσταση µιας αντιπαράλληλης για µία 
παράλληλη β αλυσίδα στη θέση 7 των β-πτυχωτών επιφανειών. Από την άλλη µεριά οι 
κεντρικές β-πτυχωτές επιφάνειες παρουσιάζουν το χαρακτηριστικό πρότυπο της σύγκλισης 
των β-αλυσίδων που παρατηρείται στην F1 ATPάση (Abrahams et al., 1994) όπως και σε 
ποικιλία ΑΤΡασών, στις οποίες περιλαµβάνεται και η RecA recombinase. Mεγαλύτερη 
πάντως δοµική οµοιότητα παρατηρείται µε τις σε σειρά περιοχές που µοιάζουν µε την F1, στις 
SF-I SF-II ελικάσες (Singleton et al., 2002; Caruthers et al., 2002; Velankar et al., 1999). H 
µεγαλύτερη δοµική οµοιότητα πάντως παρατηρείται µε την ΜJ0660 (Story et al., 2001) και την 
eLF4A (Johnson et al., 1999; Caruthers et al., 2000) DEAD ελικάσες της SF-II, ενώ 
διαπιστώνεται και µεγάλη οµοιότητα µε τις κινητικές περιοχές στην UvrB SF-II ελικάση και 
µόνο λίγο λιγότερη οµοιότητα µε την SF-II ελικάση NS3 από τον ιό της ηπατίτιδας C και τις 
SF-I ελικάσες PcrA και Rep. Ο πρωταρχικός ρόλος της δέσµευσης του νουκλεοτιδίου στα 
οµόλογα µηχανοένζυµα είναι η ρύθµιση της γωνίας πακεταρίσµατος µεταξύ των NBF-I και 
NBF-II (βλέπε Κεφάλαιο- ∆έσµευση ΑΤΡ από την SecA). 

Η συντηρηµένη περιοχή ΑΤΡάσης της SecA που παρουσιάζει δοµική οµοιότητα µε τις 
DEAD κινητικές περιοχές των ελικασών, παρουσιάζει κατά αναλογία και χαρακτηριστικά µε τις 
πιο µακρινές κινητικές περιοχές των πρωτεϊνών Κινεσίνης και ∆υνεΐνης. (Κull et al., 1996). 
Tέτοιοι µοριακοί κινητήρες όπως οι παραπάνω, παράγουν ενέργεια που µεταφράζεται σε 
κίνηση, µετά από τη δέσµευση ΑΤΡ και/ή την απελευθέρωση ADP και  Pi. Η δυναµική 
ενέργεια σ’ αυτούς τους µοριακούς κινητήρες προκύπτει από την µετακίνηση (συνήθως 
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περιστροφή) δύο 
αντιπαρατιθέµενων 

περιοχών 
αλληλεπίδρασης 

νουκλεοτιδίου της 
πρωτεΐνης, που 
επάγεται µετά από 

ειδικές 
αλληλεπιδράσεις µε 
το ΑΤΡ οπότε και 
αποκτιέται τελικά η 

διαµόρφωση 
‘’ανοιχτού 

διακόπτη’’. Από την 
άλλη µεριά η 
υδρόλυση του ΑΤΡ 
διεγείρει αλλαγές 
στη διαµόρφωση της 
πρωτεΐνης προς την 

αντίθετη 
κατεύθυνση, λόγω 
της απώλειας των 
µη οµοιοπολικών 

αλληλεπιδράσεων 
µεταξύ της 
πρωτεΐνης και του γ-

φωσφόρου, οπότε και επαναευθυγραµµίζονται οι δύο περιοχές δέσµευσης του νουκλεοτιδίου 
στην διαµόρφωση του ‘’κλειστού διακόπτη’’. Η µετακίνηση αυτή συνδέεται µε άλλα δοµικά 
συστατικά της πρωτεΐνης που µεγεθύνουν την έκταση και αλλάζουν και την κατεύθυνση των 
κινήσεων του κινητήρα. Πράγµατι πρωτεϊνικά δοµικά στοιχεία που συνδέονται στις περιοχές 
κινητήρες, περιγράφονται σαν σύνδεσµοι, µοχλοί, και ενισχυτές, προκειµένου να εξηγηθεί το 
πως σχετικά απλές µετακινήσεις των δύο περιοχών δέσµευσης νουκλεοτιδίου µεταδίδουν την 
ενέργεια και την µετακίνηση τους για να δηµιουργηθούν µεγάλες αλλαγές στη δοµή της 
πρωτεΐνης.    

Σχήµα 33: Hunt et al., 2002. Κινητικές περιοχές SecA και ελικασών. Στην πρώτη σειρά γίνεται σύγκριση των σε
σειρά κινητικών περιοχών της SecA µε τις αντίστοιχες περιοχές δύο δοµικά σχετικών ΑΤΡ-εξαρτόµενων ελικασών
στηριζόµενη σε στοίχιση ελαχίστων τετραγώνων της NBF-I (NBD) µε την αντίστοιχη περιοχή της ελικάσης.
Ανάλογα συγκρίνεται η δοµή της PcrA µε και χωρίς ΑΤΡ. Ο πυρήνας δέσµευσης νουκλεοτιδίου της SecA
απεικονίζεται µε σκούρο µπλε χρώµα, µε τις β-αλυσίδες που οδηγούν προς και από την περιοχή δέσµευσης του
υποστρώµατος να χρωµατίζονται κίτρινες, ενώ το δεσµευµένο Mg-ADP παρουσιάζεται µε τη µορφή σφαιρών µε
µωβ χρώµα.  Οι κινητικές περιοχές από τα σχετικά µηχανοένζυµα απεικονίζονται µε πράσινο ή κόκκινο χρώµα µε
το δεσµευµένο νουκλεοτίδιο όπου υπάρχει να χρωµατίζεται κίτρινο. Στην κάτω σειρά παρουσιάζεται µία ισοδύναµη
σύγκριση των σε σειρά κινητικών περιοχών της SecA µε τις αντίστοιχες περιοχές του α/β ετεροδιµερούς της F1
ATPάσης (στοίχιση ελαχίστων τετραγώνων της NBF-I (NBD) της SecA µε την β υποµονάδα της F1)  όπως και των
διαµορφώσεων του παραπάνω ετεροδιµερούς απουσία νουκλεοτιδίου ή παρουσία δεσµευµένου Mg-ADP και Mg-
AMPPNP (αντιπαραθέσεις των διαµορφώσεων του α/β ετεροδιµερούς της F1 παρουσία διαφόρων νουκλεοτιδίων
σύµφωνα µε την µέθοδο στοίχισης ελαχίστων τετραγώνων των β υποµονάδων τους). Και οι τρεις διαµορφώσεις
που παρουσιάζονται εδώ έχουν παρατηρηθεί στην κρυσταλλική δοµή ενός δακτυλίου F1 που συνίσταται από ένα
τριµερές α/β ετεροδιµερών (Abrahams et al., 1994). Η σύγκριση της F1 χωρίς νουκλεοτίδιο (κόκκινη) µε την F1 µε
Mg-ADP(πράσινη) φανερώνει την ύπαρξη ενός µεγάλου ανοίγµατος στο ενεργό κέντρο της ATPάσης που
τοποθετείται στη µεσόφαση µεταξύ των α και β υποµονάδων της F1. Αντίθετα η διαµόρφωση της F1 µε Mg-
ADP(πράσινη) µε την διαµόρφωση της µε Mg-AMPPNP (κόκκινη) είναι παρόµοιες. (Το Mg-AMPPNP χρωµατίζεται
κυανό)    

 Ο DEAD κινητήρας όµως εκτός από τις NBD και IRA2 περιοχές συνίσταται και από 
µικρότερες υποπεριοχές. Συγκεκριµένα όπως θα αναφερθεί και στο κεφάλαιο της  δέσµευση 
πεπτιδίων σηµατοδοτών και υποστρωµάτων στη SecA, η περιοχή NBD 1-420, αποτελείται 
από τουλάχιστον δύο ακόµα υποπεριοχές. Αυτές είναι η περιοχή δέσµευσης του ΑΤΡ από την 
θέση 1 µέχρι τη θέση 263 (Sianidis et al., 2002) και η προτεινόµενη περιοχή δέσµευσης του 
υποστρώµατος από την θέση 267-340 (Kimura et al., 1991). Η περιοχή όµως 1-263, 
περιλαµβάνει τόσο την περιοχή 1-227 που αποτελεί τον ελάχιστο δοµικό και λειτουργικό 
πυρήνα ΑΤΡάσης, όσο και την περιοχή δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη SBD (Signal 
peptide Binding Domain; σχήµα 27) µε εντελώς απαραίτητα αµινοξέα από την 
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θέση δέσµευσης 
227 µέχρι την 263. Πιο 

συγκεκριµένα, 
απαραίτητα για την 
δέσµευση του πεπτιδίου 
σηµατοδότη στη SecA, 
είναι τα αµινοξέα 220-
240, τα οποία είτε 
εµπλέκονται άµεσα στη 
δέσµευση του, είτε η 
θέση δέσµευσης του 
πεπτιδίου σηµατοδότη 
είναι µία σύνθετη 
επιφάνεια αποτελούµενη 
τόσο από τον πυρήνα 
NBD (1-227) όσο και 
από την 220-263 
περιοχή. Η πρώτη 
υπόθεση είναι µάλλον 
αδύνατη αφού ούτε το 
τµήµα Ν1-227, ούτε το 
220-329 (το ρ12 τµήµα 
που προκύπτει από 
πειράµατα περιοριστικής 

πρωτεόλυσης 
αµινοτελικών τµηµάτων 
της Ν-περιοχής), αλλά 
ούτε και η SecA∆219-
240 δεσµεύει πεπτίδιο 
σηµατοδότη. Εποµένως 
ευνοείται η δεύτερη 
υπόθεση. Πρέπει να 
σηµειώσουµε ότι ένα 
εντυπωσιακό γνώρισµα 
της 1-420 NBD-
περιοχής είναι µία  
µεγάλη ένθεση, από τη 
θέση ~220 µέχρι την 
θέση ~360 η οποία 
ορίζεται από τα DEAD 
µοτίβα ΙΙ και ΙΙΙ και 
περιλαµβάνει τα 
απαραίτητα α νοξέα για 
την δέσµευση του 

πεπτιδίου 
σηµατατοδότη, αλλά και 
την προτεινόµενη 
περιοχή δέσµευσης 
ολόκληρου του 
υποστρώµατος (σχήµα 
36). Η περιοχή 220-360  
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Σχήµα 34: (Hunt et al., 2002). Κρυσταλλική δοµή της SecA από το B. subtilis χρωµατισµένη ανάλογα µε την
οργάνωση των διαφόρων περιοχών. Α) Στερεοδιάγραµµα κορδέλας του πρωτοµερούς της SecA, µε δεσµευµένο
Mg-ADP. Η µπάρα κάτω από την κρυσταλλική δοµή απεικονίζει τις θέσεις των διαφόρων πρωτεϊνικών περιοχών
στην γραµµική αλληλουχία της SecA και ορίζει τον κωδικό του χρώµατος. Οι µαύρες σφαίρες αντιπροσωπεύουν τις
θέσεις που εκτείθενται στο περίπλασµα στην SecA που δεσµεύεται στην SecYEG θέση στη µεµβράνη. Το
δεσµευµένο Mg-ADP αναπαριστάται µε τη µορφή σφαιρών µε µοβ χρώµα. Οι περιοχές NBF-I (NBD) και NBF-II
(IRA2) παρουσιάζονται µε µπλε σκούρο ή ανοιχτό µπλε χρώµα; Η προτεινόµενη περιοχή δέσµευσης του
υποστρώµατος χωρίζεται σε αµινοτελική [PPXD(N)] και καρβοξυτελική [PPXD(C )] περιοχή και χρωµατίζεται µε
κίτρινο και πορτοκαλί αντίστοιχα, ή µε ροζ (SSD) όπως φαίνεται στα αποτελέσµατα και τη συζήτηση; Η α-
ελικοειδής  περιοχή ‘’σκαλωσιάς’’ (HSD) και η α-ελικοειδής περιοχή ‘’φτερού’’ (HWD) αντιπροσωπεύονται µε
σκούρο και ανοιχτό πράσινο χρώµα αντίστοιχα, και η καρβοξυτελική περιοχή (CTL) είναι κόκκινη. Η C-περιοχή
ολόκληρη βάφεται και πράσινη (βλέπε σχήµα 28). Στο Β) απεικονίζεται σχηµατική αναπαράσταση της διµερούς
SecA, µε έµφαση στο πρωτοµερές και τις υποπεριοχές του.   
ροβλέπεται ότι είναι δοµηµένη (40% α-έλικα και 17% β-πτυχωτή επιφάνεια), ενώ τα όρια της 
20 και 360 ανατέµνονται και πρωτεολυτικά,  και προκύπτει ένα σταθερό τµήµα 12 kDa (220-
29) που περιλαµβάνει σχεδόν ολόκληρη την παραπάνω περιοχή (Baud et al., 2002).  

Eπιπλέον η περιοχή 220-
360 είναι περισσότερο 
ανθεκτική σε πρωτεόλυση 
όταν εντοπίζεται σ’ όλο της 
το µήκος σε καρβοξυτελικά 

παράγωγα της  Ν1-420 
περιοχής. Εποµένως η 
περιοχή 220-360 σχηµατίζει 
ένα διακριτό δοµικό στοιχείο 
εντός της Ν1-420 περιοχής, 
και µοιάζει µε τις µη 
οµόλογες ‘’περιοχές 
ειδικότητας υποστρώµατος’’ 

substrate specificity domains) που αποτελούν διασπαρµένες αποφύσεις των DEAD 
ρωτεϊνών (π.χ στην UvrB τα αµινοξέα 89-117, 148-322, και  347-376; σχήµα 36) και 
ροσδίδουν ειδικότητα στους DEAD κινητήρες για τα διάφορα υποστρώµατα τους (Theis et 
l., 1999; Moolenaar et al., 2001)., σχηµατίζονται ∆ηλαδή από δοµικά οµόλογες περιοχές 
έσµευσης νουκλεοτιδίου που µοιάζουν µε την RecA (Bird et al., 1998), απ’ όπου ποικίλες 
εριοχές ειδικότητας υποστρώµατος προεκβάλλουν (Theis et al., 1999; Moolenaar et al., 
001;Machius et al., 1999), οι οποίες όµως δεν επηρεάζουν την συνολική RecA αναδίπλωση, 
ροκύπτουν άλλοι DEAD κινητήρες. Προτείνεται λοιπόν ότι το στοιχείο 220-360 στην SecA  
ίναι µία τέτοια περιοχή, ειδικότητας υποστρώµατος που επιτρέπει στην SecA να αναγνωρίζει 
ποστρώµατα προπρωτεϊνών και γι’ αυτό ονοµάζεται SSD (substrate specificity domain). Σε 
πόλυτη συµφωνία µε τα παραπάνω η περιοχή SSD είναι απαραίτητη για τη δέσµευση του 
επτιδίου σηµατοδότη  και την διαδικασία της µετατόπισης των προπρωτεϊνών (Baud et al., 
002), εµπλέκεται στην χηµική διασύνδεση ολόκληρης της προπρωτεΐνης (Kimura et al., 
991), και περιέχει την Υ326 που είναι πολύ σηµαντική για την αλληλεπίδραση µε το 
πόστρωµα (Kourtz et al., 2000). Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι τόσο η αµινοτελική υποπεριοχή 
ΤΡάσης όσο και η παρεµβαλλόµενη γειτονική περιοχή ειδικότητας υποστρώµατος 
ποτελούν διακριτά τµήµατα της ευρύτερα δοµηµένης περιοχής Ν1-420.   

Σχήµα 35: (Hunt et al., 2002). Περιοχή δέσµευσης του νουκλεοτιδίου. Α) Σύγκριση της περιοχής NBF-I (NBD)
της SecA (µπλε σκούρο) µε την β υποµονάδα της µιτοχονδριακής ΑΤΡάσης των βοοειδών (διαφανές πράσινο),
σύµφωνα µε την στοίχιση των ελαχίστων τετραγώνων των κεντρικών β-πτυχωτών επιφανειών τους. Οι β-
αλυσίδες που οδηγούν προς και από την περιοχή δέσµευσης του υποστρώµατος χρωµατίζονται µε κίτρινο και
πορτοκαλί χρώµα αντίστοιχα. Το δεσµευµένο Mg-ADP  χρωµατίζεται µωβ στη SecA και κόκκινο στην F1β. Β)
Σύγκριση µε αντίστοιχο τρόπο της NBF-I (NBD) (σκούρο µπλε) και της NBF-II (IRA2) περιοχής (διαφανές
κυανό) της SecA. Η µεγάλη σφαίρα αντιπροσωπεύει την τοποθεσία της θέσης δέσµευσης του νουκλεοτιδίου σε
σχέση µε την NBF-II (IRA2) περιοχή της SecA (γειτονική στα µοτίβα ελικασών V και VI στην  NBF-II (IRA2). 

 Απ’ όλα τα παραπάνω προκύπτει ότι τα DEAD µοτίβα της SecA είναι απαραίτητα για 
η διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, υποδηλώνοντας 
υντηρηµένα µηχανιστικά γνωρίσµατα µεταξύ των διαφόρων κινητήρων ΑΤΡάσης µε 
ιαφορετικές ειδικότητες υποστρωµάτων. Πιθανά όταν η SecA δηµιουργήθηκε νωρίς κατά την 
ξέλιξη των βακτηρίων όταν µία αρχέγονη RNA ελικάση απέκτησε µία σειρά περιοχών (SBD, 
SD, C-περιοχή) που τις προσκόµισαν µία σειρά ιδιοτήτων (Εconomou, 1998, 2002) όπως το 
α αλληλεπιδρά εκτός από RNA και µε αµινοακυλιωµένα πολυµερή (SBD, SSD; Baud et al., 
002; Kimura et al., 1991), ή να διµερίζεται (C-περιοχή; Hirano et al., 1996; σχήµα 37), να 
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Σχήµα 36:(Baud et al., 2002). ∆οµικά γνωρίσµατα της αµινοτελικής περιοχής ΑΤΡάσης της SecA.
Παριστάνεται ευθυγράµµιση της προβλεπόµενης δευτεροταγούς δοµής της αµινοτελικής περιοχής της SecA
(αµινοξέα 99-420) µε τις αντίστοιχες περιοχές από την κρυσταλλική δοµή της UvrB από το Bacillus
caldotenax. Τα µοτίβα της υπεροικογένειας SF-2 των DEAD ελικασών είναι τα ακόλουθα: Ι (αα105-109), Ιa
(αα128-136/160-163/177-188), ΙΙ (αα207-212), ΙΙΙ (αα371-376). Τα µαύρα κουτιά αντιπροσωπεύουν α-έλικες
ενώ τα βέλη β-πτυχωτές επιφάνειες. Οι µεταλλαγές καταστολείς των ελαττωµατικών πεπτιδίων σηµατοδοτών
(T111N, Y134S, E148K, N179Y, και A373V) σηµειώνονται πάνω από την SecA µε ανοιχτά βέλη. Τα
αριθµηµένα κουτιά πάνω από την SecA και κάτω από την UvrB  αντιπροσωπεύουν αλληλουχίες που δεν
υφίστανται σ’ άλλες DEAD πρωτεΐνες.  

αλληλεπιδρά µε όξινα φωσφολιπίδια (C-περιοχή; Breukink et al., 1995) και µε SecB (C-
περιοχή; Breukink et al., 1995; Fekkes et al., 1997) καθώς και να αλληλεπιδρά µε την SecY 
(Snyders et al., 1997; Dapic et al., 2000), ή να εισέρχεται στη µεµβράνη στη SecYEG θέση 
(Economou and Wickner, 1994; Eichler et al., 1997). Ανάλογα πρέπει να έχουν προκύψει και 
οι υπόλοιπες ελικάσες που χαρακτηρίζονται από συγκεκριµένες µη οµόλογες προσθήκες 
αµινοξικών αλληλουχιών, σε συγκεκριµένες θέσεις περιοχών, στην δοµή της ATPάσης οι 

οποίες τους προσδίδουν τις 
ιδιαίτερες λειτουργίες και τα 
διακριτά χαρακτηριστικά τους.  
Παρόλα τα παραπάνω η 
αρχέγονη ιδιότητα 
ξετυλίγµατος RNA της SecA 
έχει διατηρηθεί (Park et al., 
1997) αν και ο φυσιολογικός 
της ρόλος δεν είναι ακόµα 
γνωστός (Schmidt et al., 
2001). 
 Όλες οι παραπάνω 
προτεινόµενες περιοχές της 
SecA από τους Karamanou et 
al., 1999; Sianidis et al., 2001; 
Baud et al., 2002 
πιστοποιούνται µε βάση τις 
κρυσταλλικές δοµές \της SecA 
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 Σχήµα 37׃ (Karamanou et al., 1999). Η SecA διµερίζεται µέσω της C
περιοχή της. 
απουσία και παρουσία 
ουκλεοτιδίου τόσο από το βακτήριο Bacillus subtilis (Hunt et al., 2002; σχήµα 34) όσο και 
πό το Mycobacterium tuberculosis (Sharma et al., 2003; σχήµα 38) σε ανάλυση 3 και 2.7Ǻ 
ε και χωρίς Mg-ADP στην πρώτη περίπτωση και στα 2.6 και 2.8Ǻ στη δεύτερη περίπτωση. 
ε βάση την κρυσταλλική δοµή της διαλυτής bsSecA προκύπτει ένα ευρύτατο δίκτυο 
λληλεπιδράσεων και τέσσερις διακριτές περιοχές (σχήµα 34). Αυτές είναι η  θέση δέσµευσης 
ου νουκλεοτιδίου NBD (Νucleotide Binding Domain) ή  NBF-I (Νucleotide Binding Fold-I) από 
η θέση 1 µέχρι 220 και 356-395, (ή η αλληλουχία 1-222 και η αλληλουχία 376-415 στην 
cSecA), η προτεινόµενη θέση δέσµευσης του υποστρώµατος SSD (Substrate Specificity 
omain) ή PPXD (PreProtein Xlinking Domain) από την θέση 221 µέχρι την 298 [SSD1 ή 
PXD(N)] (ή η αλληλουχία 223-318 στην ecSecA) και από την θέση 299 µέχρι την 355 [SSD2 
 PPXD(C)] (ή η αλληλουχία 319-375 στην ecSecA), η ρυθµιστική περιοχή IRA2 
Ιntramolecular Regulator of ATP hydrolysis 2 ή για µερικούς η δεύτερη θέση δέσµευσης 
ουκλεοτιδίου NBF-II (Nucleotide Binding Fold-II), αν και δεν υφίστανται επαρκή βιοχηµικά 
εδοµένα που να την ορίζουν ως τέτοια, ενώ η κρυσταλλική δοµή αποµονώθηκε µ’ ένα  Mg-
DP) από την θέση 396 µέχρι 570 (ή η αλληλουχία 416-619 στην ecSecA), η ελικοειδής δοµή 

’σκαλωσιάς’’ HSD (Helical Scaffold Domain) από την θέση 571 µέχρι την θέση 620 (ή η 

62



αλληλουχία 620-669 στην ecSecA), η ελικοειδής περιοχή ‘’φτερού’’ HWD (Helical Wing 
Domain) από την θέση 621-703 (670-754 στην ecSecA), η IRA1 περιοχή (Ιntramolecular 
Regulator of ATP hydrolysis 1) από 704-777 (ή η αλληλουχία 755-828 στην ecSecA); και η 
καρβοξυτελική περιοχή CTL (Carboxy TerminaL domain) από 778-841 (ή η αλληλουχία 829-
901 στην ecSecA). Οι HSD, HWD, IRA1 και η CTL περιοχές, αποτελούν την C-περιοχή της 
SecA (σχήµα 28).  

Πρέπει να σηµειωθεί ότι στην κρυσταλλική δοµή της bsSecA, 148 από τα 802 
αµινοξέα (τα αµινοξέα από την θέση 803-841 δεν απαντιούνται στη δοµή της bsSecA επειδή 
δεν παρουσιάζουν ικανοποιητική οργάνωση) θεωρούνται ως προς την διευθέτηση τους 
αναξιόπιστα. Όλα αυτά απαντούνται σε περιοχές µε µεγάλους Β παράγοντες ανθρακικής 
αλυσίδας, δηλαδή σε περιοχές µε µεγάλη κινητικότητα όπως είναι η περιοχή SSD1 ή 
PPXD(N) που έχει µέση τιµή Β παράγοντα 129Ǻ2, εν αντιθέση µε την περιοχή NBD ή NBF-I 
περιοχή που διαθέτει  µέση τιµή Β παράγοντα 50Ǻ2 και τα αµινοξέα της είναι πολύ καλά 
διευθετηµένα.             

Στην περίπτωση του βακτηρίου Μ. tuberculosis γίνεται κρυστάλλωση της πρωτεΐνης 
του οµόλογου γονιδίου secA1 της SecA που είναι ισοδύναµο µε το γονίδιο secA της E.coli 
(και απαραίτητο για τη ζωή του κυττάρου) και όχι της πρωτεΐνης του γονιδίου secA2 (που 
επίσης εντοπίζεται στο γονιδίωµα, αλλά δεν είναι απαραίτητο για την επιβίωση του κυττάρου. 
Από το γονίδιο της secA1 έχουν αφαιρεθεί οι βάσεις που κωδικοποιούν για τα τελευταία 57 
αµινοξέα, ενώ η παραγόµενη πρωτεΐνη mtSecA διαθέτει και µία αµινοτελική επέκταση 31 
αµινοξέων από τον φορέα έκφρασης. Και τα δύο αυτά στοιχεία προσδίδουν µια πιο σταθερή 
πρωτεΐνη µε αρκετά καλή δυνατότητα κρυστάλλωσης. Επειδή τα πρώτα 14 αµινοξέα της 
επέκτασης που προσδίδεται  στην mtSecA από τον φορεά έκφρασης, όπως και τα αµινοξέα 
από το τµήµα 720-729 και από το τµήµα 836-892 δεν φαίνονται στους χάρτες ηλεκτρονικής 
πυκνότητας, η δοµή της mtSecA περιλαµβάνει αναλυµένα 17 αµινοξέα από την αµινοτελική 
επέκταση, και 825 από τα 949 αµινοξέα της ώριµης περιοχής της. Η οργάνωση των περιοχών 
NBD (NBF-I) και IRA2 (NBFII) στην περίπτωση της mtSecA, είναι αντίστοιχη µε την 
οργάνωση των περιοχών αυτών στην bsSecA που µελετήθηκε προηγουµένως.  Παρατηρείται 
ότι αντίθετα µε την υπόθεση ότι η προτεινόµενη θέση δέσµευσης του υποστρώµατος  
τοποθετείται µετά την περιοχή NBD (NBF-I) (Μitchell and Oliver, 1993), η SSD (PPXD) 
εισέρχεται µεταξύ των β-αλυσίδων 5 και 6 της NBD (NBF-I). Mολονότι η περιοχή αυτή δεν 
παρουσιάζει παρουσιάζει παρά φτωχή οµολογία µε άλλες αναλυµένες πρωτεΐνες και µολονότι 
πέρα από τα πειράµατα χηµικής διασύνδεσης, επικαλυπτόµενων τµηµάτων της SecA µε 
µοντέλο προπρωτεΐνης, που την προσδιορίζουν σαν περιοχή δέσµευσης του υποστρώµατος 
(Kimura et al., 1991), δεν υπάρχουν επιπρόσθετα βιοχηµικά πειράµατα που να υποστηρίζουν 
εκ νέου την παραπάνω υπόθεση. Αξίζει να σηµειωθεί ότι σε γειτονική τοπολογικά θέση στην 
περιοχή NBD (NBF-I) πολλών SF-I και SF-II ελικασών  έχουν παρεµβληθεί περιοχές 
δέσµευσης νουκλεϊκών οξέων (υποστρώµατα στις ελικάσες) (Caruthers et al., 2002). Tέλος η 
περιοχή SSD (PPXD) διαιρείται σε δύο υποπεριοχές, όπως είδαµε προηγουµένως την SSD1 
[PPXD(N)] και την SSD2 [PPXD(C )] που δεν είναι αυστηρά διευθετηµένες στο χώρο, καθώς 
διαθέτουν µέσους Β παράγοντες 129 και 87Ǻ αντίστοιχα. Οι δύο β-αλυσίδες µία της SSD1 
[PPXD(N)] και η άλλη της SSD2 [PPXD(C )] που οδηγούν αντίστοιχα έξω και µέσα από την 
NBD (NBF-I) περιοχή σχηµατίζουν µία β-πτυχωτή επιφάνεια που ονοµάζεται στέλεχος (stem) 
(σχήµα 34; οι β-αλυσίδες β-PPXD-7(C) και β-PPXD-1(N) στην bsSecA; και σχήµα 38; Οι β-
αλυσίδες β6 και β12 στην mtSecA).  

Όσον αφορά την C-περιοχή της bsSecA αυτή συνίσταται κυρίως από α-ελικοειδείς 
περιοχές. Η πρώτη ονοµάζεται α-ελικοειδής περιοχή ‘’σκαλωσιάς’’ HSD και αποτελεί µία 
µακριά α-έλικα 49 αµινοξέων µε µικρό µέσο Β παράγοντα (ικανοποιητικά διευθετηµένη δοµή 
στο χώρο), που εκτείνεται σ’ όλο το µήκος της SecA. Η µία επιφάνεια αυτής της µακριάς 
έλικας αλληλεπιδρά µε τις περιοχές NBD (NBF-I) και IRA2 (NBF-II) και η άλλη γειτνιάζει τόσο 
µε την IRA1 περιοχή όσο και µε το στέλεχος της SSD (PPXD) περιοχής (σχήµα 34, 38 και 
αποτελέσµατα–συζήτηση). Ακολουθεί η α-ελικοειδής περιοχή φτερού HWD που συνδέεται 
ασθενώς µε τον υπόλοιπο πυρήνα της SecA, λόγω του υψηλού µέσου Β παράγοντα που 
διαθέτει (σχήµα 34 και 38). Εξάλλου διαπιστώθηκε  (Holm and Sander, 1995) ότι παρουσιάζει 
ασθενή αλλά σηµαντική δοµική οµοιότητα µε µία πρωτεΐνη φορέα ακυλίου που εµπλέκεται 
στην πολυκετιδική σύνθεση. Στη συνέχεια ακολουθεί η IRA1 περιοχή που περιλαµβάνει δύο 
έλικες και µία ενδιάµεση λούπα οι οποίες µαζί µε την µακριά α-έλικα της HSD συνιστούν τρεις 
αντιπαράλληλες α-έλικες  µε κάποια δοµική οµοιότητα µε α-ελικοειδή περιελειγµένα 
σπειράµατα, που είναι τόσο καλά διαταγµένα όπως στην περιοχή NBD (NBF-I) (σχήµα 34 και 
38). Η δεύτερη έλικα της περιοχής IRA1 δεσµεύεται στην SSD (PPXD) περιοχή, η οποία έτσι 
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διατηρεί  τη θέση της ως προς τις 
περιοχές NBD (NBF-I) και ΙRA2 (NBF-
II) (βλέπε σχήµα 34 και 38 και 

οτελέσµατα). Σηµειώνεται 
ότι οι περιοχές HSD, HWD και η IRA1 
σχηµατίζου  το ανθεκτικό σε 
πρωτεάση τµήµα των 30 kDa που 
προκύπτει όταν η SecA αλληλεπιδρά 
στις µεµβράνες µε την SecYEG 
(Economou et al., 1994; van der Does 
et al., 1996; Eichler and Wickner. 
1997). Τα τελευταία 22 αµινοξέα της 
bsSecA στα οποία απαν ούν ολλές 
κυστεΐνες αι τα οποία σχηµατίζουν 
µία περιοχή δέσµευσης Zn που 
αλληλεπιδρά µε SecB και 
φωσφολιπίδια (κεφάλαιο- 
Αλληλεπίδρασης SecA µε SecB και 
SecA µε λιπίδια), µπορεί να µην 
απαντούνται στη δοµή (τα αµινοξέα 
από την θέση 803- 841 δεν 
απαντούνται στη δοµή της bsSecA, 
καθώς δεν παρουσιάζουν αυστηρή 
οργάνωση), αλλά, 25 αµινοξέα της 
CTL που την συνδέουν µε την IRA1 

περιοχή παρουσιάζονται 
οργανωµένα στη δοµή της 
bsSecA και παρατηρείται ότι 
τµήµα τους σχηµατίζει µία β-
αλυσίδα που δεσµεύεται στο 
ένα άκρο της µικρής 
αντιπαράλληλης β-πτυχωτής 
επιφάνειας που συνίσταται 
από τις δύο β-αλυσίδες που 
συνδέουν την NBD (NBF-I) 
περιοχή µε την SSD (PPXD), 
δηλαδή από την περιοχή του 
στελέχους (stem; σχήµα 34 
και 38).  
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 Στο σχήµα 34 
σηµειώνονται επίσης µε τη 
µορφή µαύρων σφαιρών οι 
ισοδύναµες θέσεις στην 
bsSecA µε αυτές που έχουν 
βρεθεί ότι είναι εκτειθέµενες 
στο περίπλασµα στην 
µεµβρανοσυνδεόµενη SecA, 
PE (Periplasmically Exposed 
sites). Έτσι µε βάση 
τοπολογικά πειράµατα 
χαρτογράφησης, είτε µε 
χηµική σήµανση σε κύτταρα 

NBD 

Σχήµα 38: (Sharma et al., 2003). Κρυσταλλική δοµή της ATPάσης της SecA από το M. Tuberculosis. A) H
στερεοαναπαράσταση του δεσµευµένου µε ADPβS-πρωτοµερούς χρωµατίζεται ανάλογα µε την δευτεροταγή
δοµή είτε µε κίτρινο χρώµα στην περίπτωση α-έλικας, είτε µε µπλε στην περίπτωση της β-πτυχωτής επιφάνειας.
B) ∆ιαίρεση σε περιοχές της παραπάνω δοµής, οι οποίες χρωµατίζονται όπως στην bsSecA. 
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διαπερατά ως προς την εξωτερική τους µεµβράνη σε ειδικό ανιχνευτή, ο οποίος όµως είναι 
αδιαπέρατος από την εσωτερική µεµβράνη, είτε σε συνδυασµό µε µεταλλαξογένεση σάρωσης 
µε κυστεΐνες σε µη ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια από στελέχη που συνθέτουν SecA µε 
µοναδικές κυστεΐνες όπου πραγµατοποιείται σήµανση µε µεµβρανοαδιαπέρατο 
σουλφιδρυλικό ανιχνευτή, οι van der Does et al., 1996; Ramamurthy and Oliver,  1997; 
Eichler and Wickner, 1998, ανίχνευσαν τις παραπάνω ΡΕ θέσεις. Μάλιστα οι van der Does et 
al., 1996 διαπίστωσαν ότι η SecA εισέρχεται στην µεµβράνη και εκθέτει την καρβοξυτελική 
περιοχή της στο περίπλασµα, και  όχι κάτω από συνθήκες µετατόπισης πρωτεϊνών από την 
µεµβράνη, αλλά υπερέκφρασης της SecYEG, όπως έχει δειχθεί και από τους Kim et al., 1994. 
Σηµειώνεται πάντως ότι δεν είναι ακόµη γνωστή η σχέση της εισερχόµενης στη µεµβράνη 
SecA παρουσία µόνο λιπιδίων, της εισερχόµενης στη µεµβράνη SecA στην SecYEG θέση 
που ειπώθηκε προηγουµένως, και της SecA που εισέρχεται στη µεµβράνη κατά την 
µεταφορά των πρωτεϊνών (Economou and Wickner, 1994). Εν συνεχεία οι Ramamurthy and 
Oliver,  1997 µε χρησιµοποίηση κατευθυνόµενης σουλφιδρυλικής  σήµανσης, πρωτεόλυσης 
και διαφόρων πεπτιδικών τµηµάτων της SecA, διαπίστωσαν ότι αµινοτελικές, κεντρικές και 
καρβοξυτελικές περιοχές της SecA εισέρχονται στη µεµβράνη µε τα αµινοξέα 300/358, 530 
και 858,895 να εκτείθενται στο περίπλασµα. Μάλιστα διαπίστωσαν ότι τα αµινοξέα 300 και 
350 της SSD (PPXD) σηµαίνονται µόνο παρουσία ΑΤΡ, που υποδηλώνει ότι µόνο τότε η 
προτεινόµενη περιοχή του υποστρώµατος αποκτά κατάλληλη διαµόρφωση για να εισέλθει 
στη µεµβράνη. Εξάλλου σύµφωνα µε τους  Eichler and Wickner, 1998 η περιοχή της SecA 
που εκτείθεται στο περίπλασµα εντοπίζεται τόσο κοντά στη θέση 300 στην E.coli, σε 
µεµβράνες αγρίου τύπου όσο και στην καρβοξυτελική περιοχή, αλλά µόνο σε µεµβράνες µε 
αυξηµένα ποσά SecYEG. Η πιο έντονα σηµασµένη  PE θέση στην ecSecA εντοπίζεται σε µία 
παρεµβαλλόµενη περιοχή στην IRA2 (NBF-II) που δεν υπάρχει στην bsSecA (σχήµα 62). Η 
θέση αυτή στην κρυσταλλική δοµή εντοπίζεται στην επιφάνεια κοντά στη θέση δέσµευσης του 
νουκλεοτιδίου (σχήµα 34). Οι άλλες ΡΕ θέσεις εντοπίζονται είτε στην SSD (PPXD), είτε στην 
καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης (σχήµα 34). Μία από αυτές τις θέσεις εντοπίζεται στην 
καρβοξυτελική περιοχή της SecA στην περιοχή της θέσεως δέσµευσης ψευδαργύρου, που 
είναι όµως απούσα από τη δοµή της bsSecA, ενώ µία άλλη ΡΕ θέση, εντοπίζεται στο τέλος 
της καρβοξυτελικής δοµής που είναι διαταγµένη στην κρυσταλλική δοµή και εντοπίζεται στο 
κέντρο του µορίου (σχήµα 34). Μολονότι οι ΡΕ θέσεις διαχωρίζονται σε απόσταση µέχρι και 
80Ǻ στο πρωτοµερές, εντούτοις συγκεντρώνονται στην µία επιφάνεια της SecA (σχήµα 34), 
που προτείνεται ότι µπορεί κατά συνέπεια να βλέπει την SecYEG θέση στη µεµβράνη. 
Eξάλλου οι πιο συντηρηµένες επιφάνειες στο πρωτοµερές εντοπίζονται γειτονικά των ΡΕ 
θέσεων στην NBD (NBF-I), IRA2 (NBF-II) και στην HSD περιοχή. Επιπλέον πειράµατα 
δέσµευσης in vitro δείχνουν ότι επίτοποι τόσο στην NBD (NBF-I) και/ή στην SSD (PPXD) 
περιοχή αλληλεπιδρούν µε την SecYEG (Dapic and Oliver, 2000). Παρόλα αυτά τµήµατα 
τόσο της HSD, HWD, IRA1 και της CTL περιοχής µπορούν επίσης να αλληλεπιδρούν µε την 
SecYEG, αφού σχηµατίζουν ένα καρβοξυτελικό τµήµα 30kDa ανθεκτικό σε πρωτεάση, µε την 
δέσµευση της SecA στη SecYEG (Economou and Wickner, 1994); Eichler and Wickner, 
1997; Van der Does et al., 1998), ενώ το ίδιο διαφαίνεται και από πειράµατα στύπωσης 
υποκαταστατών (Snyders et al., 1997). Σηµειώνουµε ότι καµµιά από τις ΡΕ θέσεις στην SSD 
(PPXD) περιοχή δεν εκτείθεται στο διαλύτη στην κρυσταλλική δοµή (αλλά κάτι τέτοιο πρέπει 
να συµβαίνει όταν η SecA έρχεται στη µεµβράνη) σε συµφωνία µε την ανικανότητα τους να 
σηµανθούν από τους Ramamurthy and Oliver, 1997. Μία απ’ αυτές τις θέσεις, S330 στην 
bsSecA, εντοπίζεται σε µια αυστηρά συντηρηµένη περιοχή που πακετάρεται πάνω στην 
επιφάνεια της IRA1 περιοχής (σε περιοχή αξιόπιστης ηλεκτρονικής πυκνότητας; Σχήµα 34). 
Μόνο αν ανοίξει η µεσόφαση µεταξύ της SSD (PPXD) και της IRA1 περιοχής, όταν η SecA 
αλληλεπιδράσει µε την SecYEG, θα εκτεθεί η παραπάνω ΡΕ θέση στο περίπλασµα (βλέπε 
και συζήτηση-αποτελέσµατα).  

 Τέλος υπογραµµίζεται ότι µπορεί οι κινητικές περιοχές της SecA, οι 
πρωτεΐνες που συνιστούν τον πόρο της SecYEG και τα πεπτίδια σηµατοδότες των 
νεοσυντιθέµενων πεπτιδίων να είναι πολύ συντηρηµένα στα βακτήρια, κάποια άλλα στοιχεία 
όµως της SecA-εξαρτόµενης µετατόπισης των πρωτεϊνών από µεµβράνες, είναι λιγότερο 
συντηρηµένα. Έτσι σε µερικά Gram θετικά βακτήρια όπως στο Mycobacterium tuberculosis 
εντοπίζονται δύο αντίγραφα του γονιδίου της SecA που έχουν διακριτούς ρόλους και 
ειδικότητες (Braunstein et al., 2001). Στο Mycobacterium tuberculosis το γονίδιο που είναι 
απαραίτητο για την επιβίωση του κυττάρου secA1 είναι  το οµόλογο γονίδιο που είναι 
ισοδύναµο µε το γονίδιο secA της E.coli , ενώ το secA2, δεν είναι απαραίτητο για τη ζωή, και 
χρειάζεται µόνο για να αποφέρει τοξικότητα. 
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1.2.Ζ.Ι. ∆ιερεύνηση των αλλαγών της διαµόρφωσης της SecA πρωτεϊνης 
παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών της διαδικασίας µετατόπισης 
των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. 
 

Προκειµένου να διερευνηθεί το κυκλικό  µοντέλο δράσης της SecA (για το οποίο θα 
µιλήσουµε αναλυτικότερα σε επόµενο Κεφάλαιο; Economou and Wickner,1994, Economou et 
al.,1995), που εξηγεί την µεταφορά των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, είναι ανάγκη να 
διερευνηθεί η διαµόρφωση της πρωτεϊνης παρουσία και απουσία των διαφόρων 
υποκαταστατών που µετέχουν στην διαδικασία της µετατόπισης. Αρχικά χρησιµοποιήθηκε η 
πρωτεόλυση σαν µέσο µελέτης της διαµόρφωσης της SecA, και βρέθηκε  ότι αυτή αλλάζει, 
παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών της µετατόπισης µε τους οποίους κατά συνέπεια 
και αντιδρά (Shinkai et al., 1991). ∆ιαπιστώθηκε λοιπόν ότι η SecA σταθεροποιείται ( 
παρουσιάζει ανθεκτικότητα σε πρωτεάση) παρουσία των νουκλεοτιδίων ΑΤΡ, ADP και 
ΑΤΡγS, ενώ αποσταθεροποιείται παρουσία ΑΜΡ-ΡΝΡ, όξινων φωσφολιπιδίων, 
ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων και προπρωτεϊνών (παρουσιάζει ευαισθησία σε 
πρωτεάση). Πιο συγκεκριµένα οι (Ulbrandt et al., 1992) µελετώντας την αλληλεπίδραση της 
SecA µε λιπίδια βρήκαν ότι η αλληλεπίδραση πραγµατοποιείται µε ανιονικά φωσφολιπίδια σ’ 
όλες τις θερµοκρασίες (στις πιο αυξηµένες µε µεγαλύτερη απόδοση), αλλά µε οποιαδήποτε 
είδος λιπιδίων µόνο σε υψηλές θερµοκρασίες. Επιπλέων βρήκαν ότι η SecA εισχωρεί σε 
κυστίδια µε ανιονικά φωσφολιπίδια σ’ όλες τις θερµοκρασίες, (στις πιο αυξηµένες µε 
µεγαλύτερη απόδοση) αλλά µε οποιαδήποτε είδος λιπιδίων µόνο σε υψηλές θερµοκρασίες. 
Υπέθεσαν λοιπόν ότι η SecA πρέπει να αλλάζει τη διαµόρφωση της σε υψηλή θερµοκρασία 
έτσι ώστε να διευκολύνει τόσο την αλληλεπίδραση όσο και την εισχώρηση στη µεµβράνη,  
ακόµα και απουσία ανιονικών φωσφολιπιδίων. Πράγµατι πραγµατοποιώντας θερµική 
τιτλοδότηση της έντασης του φθορισµού της SecA (σχήµα 39) διαπίστωσαν οξεία µείωση του 

φθορισµού της σε υψηλή θερµοκρασία που πρέπει 
να αντιπροσωπεύει µία συνεργατική αλλαγή στη 
διαµόρφωση της πρωτεϊνης µε σηµείο τήξεως 
Τm=38-390C. Το γεγονός ότι αυτή η µετάπτωση 
επάγεται σε υψηλή θερµοκρασία προβλέπει ότι 

κάποιο γεγονός αποδιάταξης λαµβάνει χώρα. Πράγµατι µε διαφορική θερµιδοµετρία σάρωσης 
και αύξηση της ενθαλπίας στην ίδια περιοχή θερµοκρασιών που παρατηρείται η παραπάνω 
αλλαγή στη διαµόρφωση, έγινε αντιστοιχία αυτής της διαµόρφωσης µε µερικό ξεδίπλωµα της 
πρωτεϊνης (ενδόθερµη µετάπτωση), ενώ το ίδιο φαίνεται ότι προτείνει και η αύξηση της 
πρωτεόλυσης της SecA σε υψηλή θερµοκρασία. Το σίγουρο είναι ότι αυτή η µετάπτωση δεν 
συνιστά κατάσταση πλήρους αποδιάταξης της SecA, αφού το φάσµα από τον κυκλικό 
διχρωϊσµό της, CD (Circular dichroism), σε αυξηµένη θερµοκρασία, απλά υποδηλώνει µείωση 
της α-ελικοειδούς δοµής και αύξηση της β-πτυχωτής επιφάνειας, αλλά όχι τυχαία περιέλιξη, 
ενώ σε αυξηµένη θερµοκρασία η SecA διαθέτει και δραστικότητα ΑΤΡάσης. Συνεπώς η SecA 
αποκτά σε υψηλή θερµοκρασία διαµόρφωση λιωµένης σφαιρικής κατάστασης  (molten 
globule state) που προφανώς διευκολύνει την είσοδο της στη µεµβράνη και στην οποία θα 
αναφερθούµε  παρακάτω. Επιπλέον οι Ulbrandt et al.,1992 διαπίστωσαν ότι  η παραπάνω 
διαµόρφωση επάγεται από ανιονικά φωσφολιπίδια, αφού το σηµείο τήξεως της ενδόθερµης 
µετάπτωσης ελαττώνεται παρουσία τους (σχήµα 39), το φάσµα από το CD της SecA 

Σχήµα 39: (Ulbrandt et al., 1992).  Φθορισµός της SecA
έναντι της θερµοκρασίας. Α) Ο φθορισµός της SecA σε
συνάρτηση µε την θερµοκρασία µετρήθηκε τόσο για την
SecA στο διάλυµα (-), όσο και για την SecA παρουσία
λιπιδικών κυστιδίων DOPC (…), DOPC/DOPG (w/w) σε
αναλογία (19:1) (--), και DOPC/DOPG (w/w) σε αναλογία
(4:1) (-.-). Οι εντάσεις του φθορισµού µετρώνται σε
µήκος κύµατος διέγερσης 280nm και µήκος εκποµπής
330nm, ενώ η θερµοκρασία αυξάνεται κατά 0.50C/min.
Στο διάγραµµα δίνεται η σχετική τιµή της έντασης του
φθορισµού ως προς την ένταση στην αρχική
θερµοκρασία (Ι/Ι0). Β) ∆ιάγραµµα της πρώτης
παραγώγου της έντασης φθορισµού των παραπάνω
καµπύλων, εκφρασµένης σαν ποσοστό της µέγιστης
κλίσης της SecA, είτε µόνης της, είτε παρουσία των
παραπάνω ειδών λιπιδικών κυστιδίων.   
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παρουσία των ανιονικών φωσφολιπιδίων ταυτίζεται µε αυτό στους 450C, και τέλος η 
πρωτεόλυση αυξάνεται παρουσία λιπιδίων όπως συµβαίνει σε υψηλή θερµοκρασία. 
Προτείνεται λοιπόν ότι η ενδόθερµη µετάπτωση στην οποία υπόκειται η SecA σε υψηλή 
θερµοκρασία σταθεροποιείται από φωσφολιπίδια, και έτσι προετοιµάζεται η είσοδος της στη 
µεµβράνη. Μάλιστα βρέθηκε ότι οι µεταλλαγµένες SecA που καταστέλλουν την ανικανότητα 
µεταλλαγµένων πεπτιδίων σηµατοδοτών να ξεκινούν την διαδικασία της µετατόπισης 
πρωτεϊνών από µεµβράνες (PrlD µεταλλαγές), ευνοούν την παραπάνω ενδόθερµη 
µετάπτωση της SecA. Το σηµείο τήξεως των PrlD µεταλλαγών ελαττώνεται µε τιτλοδότηση 
του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών, ενώ παράλληλα αυξάνεται η ικανότητα 
δέσµευσης τους στη µεµβράνη στη  SecYEG  θέση, αλλά και η ικανότητα υδρόλυσης ΑΤΡ 
(Schmidt et al., 2000) 

Επειδή η SecA εντοπίζεται µισή στο κυτταροπλασµα και µισή στη µεµβράνη (Cabelli 
et al., 1991), διαπερνά τη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Ulbrandt et al.,1992), και σύµφωνα  µε το 
κυκλικό µοντέλο δράσης της (Economou and Wickner, 1994; Economou et al.,1995) έχουµε 
διαδοχικές εισαγωγές και εξαγωγές της από τη µεµβράνη στην θέση της SecYEG, µελέτηθηκε 
η ικανότητα της να εισχωρεί σε µεµβράνες. Mία πρωτεΐνη όµως, προκειµένου να έχει αυτή την 
ιδιότητα, πρέπει να είναι µερικώς ξεδιπλωµένη, να έχει αποκτήσει δηλαδή την «λιωµένη 
σφαιρική κατάσταση (molten globule state)» (Ptitsyn et al.,1995). Aυτή δεν είναι τίποτε άλλο 
από µία ενδιάµεση κατάσταση µεταξύ αναδιπλωµένης και αποδιαταγµένης δοµής, όπου 
διατηρείται η δευτεροταγής αλλά όχι η τριτοταγής δοµή της πρωτεΐνης ενώ υπάρχει και 
υδρόφοβος πυρήνας. H κατάσταση αυτή δεν παρατηρείται υπό φυσιολογικές συνθήκες στις 
διάφορες πρωτεΐνες, αλλά µόνο σε χαµηλό p.H. Μα η SecA είναι ήδη µερικώς ξεδιπλωµένη 
στη θερµοκρασία του κυττάρου (370C), αφού το σηµείο τήξεως Tm από την καµπύλη 
φθορισµού είναι 380C όπως είδαµε προηγουµένως (σχήµα 39). Mάλιστα φαίνεται ότι καθώς 
αυξάνεται η θερµοκρασία, χάνεται πρώτα η τριτοταγής δοµή της πρωτεΐνης και µετά η 
δευτεροταγής, αφού το Tm από το CD είναι λίγο µεγαλύτερο και πλησιάζει τους 400C (Song et 
al., 1997). Η SecA λοιπόν µπορεί να εισέρχεται στη µεµβράνη του βακτηρίου στην 
θερµοκρασία του κυττάρου.  

Όταν όµως η SecA εισέρχεται στη µεµβράνη σύµφωνα µε το κυκλικό µοντέλλο των 
Economou and Wickner, 1994, προστατεύεται από πρωτεόλυση τόσο η άµινο (N-domain), 
όσο και η καρβοξυτελική περιοχή της (C-domain) (Economou et al.,1994, Economou et 
al.,1995, Eichler et al.,1997). Kατά συνέπεια η SecA πρέπει να υπόκειται σε µεγάλες αλλαγές 
στη διαµόρφωση της κατά την εισαγωγή της στη µεµβράνη, και εποµένως η µελέτη του 
µονοπατιού αναδίπλωσης της είναι απαραίτητη για την κατανόηση της λειτουργίας της in vivo. 
Συγκεκριµένα παρακολουθώντας το ποσοστό αποδιάταξης της SecA σε συνάρτηση µε την 
συγκέντρωση της ουρίας στο διάλυµα (πορεία αποδιάταξης ή επαναδιάταξης της SecA µε 
αυξανόµενες ή µειούµενες συγκεντρώσεις ουρίας αντίστοιχα) µέσω του φθορισµού των 
τρυπτοφανών  ή µε το φάσµα από το CD (Doyle et al., 2000), διαπιστώνεται ότι η πρωτεΐνη 
αναδιπλώνεται όχι µόνο µέσω ενός σταθερού ενδιαµέσου (molten globule state), όπως 
ειπώθηκε προηγουµένως (Song et al., 1997), αλλά και ενός διµερούς ενδιαµέσου. Αυτό 
συµβαίνει διότι το ποσοστό αποδιάταξης σταθεροποιείται σε υψηλότερη τιµή µε µεγαλύτερη 
συγκέντρωση πρωτεϊνης (ενδεικτική συµπεριφορά διµερούς). Έτσι η SecA θεωρείται ότι 
αναδιπλώνεται µέσω ενός µονοπατιού τριών σταδίων: N2 ↔I2↔  2U ( ∆ιµερής SecA↔ 
διµερές ενδιάµεσο ↔2 µονοµερή). Αξίζει να θυµηθούµε ότι αυτό το ενδιάµεσο 
σταθεροποιείται από ανιονικά φωσφολιπίδια κατά την διαδικασία της µετατόπισης των 
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες και έτσι εξηγείται το πως διευκολύνεται η είσοδος της SecA 
στη µεµβράνη. 

Σηµαντικές πληροφορίες για τον µηχανισµό δράσης της SecA όµως θα προκύψουν 
και από την µελέτη της διαµόρφωσης της SecA παρουσία νουκλεοτιδίων, αφού σύµφωνα µε 
το κυκλικό µοντέλλο της SecA η εισαγωγή και η εξαγωγή από την µεµβράνη ρυθµίζεται από 
την δέσµευση και υδρόλυση ΑΤΡ και εποµένως από τις διαφορετικές αλλαγές στη 
διαµόρφωση της SecA που προκαλούν τα διάφορα νουκλεοτίδια. Είδαµε προηγουµένως µε 
τη χρήση περιοριστικής πρωτεόλυσης, ότι η αλληλεπίδραση της  SecA µε τα διάφορα 
νουκλεοτίδια προκαλεί αλλαγές στη διαµόρφωση της. Eν συνεχεία πάλι µε περιοριστική 
πρωτεόλυση οι den Blaauwen et al., 1996 εντόπισαν διαφορετικές αλλαγές στο πρότυπο 
πρωτεόλυσης της SecA µε ADP και µε AMP-PNP. Συγκεκριµένα ανίχνευσαν µε ADP δύο 
πρωτεολυτικά κοµµάτια ~25 και 35 kDa τα οποία ανιχνεύονται και παρουσία µεµβρανών 
απουσία ADP και αντιστοιχούν κατά συνέπεια σε λειτουργικές αλλαγές στη διαµόρφωση της 
πρωτεϊνης. Aντίθετα οι αλλαγές αυτές δεν ανιχνεύονται µε AMP-PNP. Πιο εµπεριστατωµένες 
µελέτες πάλι µε περιοριστική πρωτεόλυση απουσία και παρουσία νουκλεοτιδίων, από τους 
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Karamanou et al., 1999, έδειξαν ότι το 
πρωτεολυτικό προφίλ της SecA είναι το ίδιο 
µε ADP και ATP ή οποιοδήποτε άλλο 
υδρολυόµενο ανάλογο του ATP (ATPγS και 
AMP-PCP),διαφέρει όµως από αυτό της 
SecA απουσία νουκλεοτιδίου ή παρουσία 
µη υδρολυόµενου ATP αναλόγου (AMP-
PNP) (σχήµα 40Α και Β). Παρατηρήθηκε ότι 
µε ADP η αµινοτελική περιοχή της SecA (N-
domain) σταθεροποιείται και παράλληλα το 
ίδιο συµβαίνει µε την καρβοξυτελική 
περιοχή (C-domain). Aυτό συµβαίνει διότι οι 
δύο αυτές περιοχές της SecA 
αλληλεπιδρούν άµεσα µεταξύ τους 
(Karamanou et al., 1999) και έτσι αλλαγές 
της διαµόρφωσης στη µία περιοχή, 
µεταφέρονται στην άλλη. Πιο συγκεκριµένα, 
παρουσία ADP συµβαίνει τέτοια αλλαγή στη 
διαµόρφωση της SecA, ώστε η Arg-419 
σταµατάει να ανιχνεύεται από θρυψίνη, ενώ 
αποκαλύπτεται η Arg-360. Έτσι τα 1-419 

(46kDa) και 420-560 (15kDa) πρωτεολυτικά κοµµάτια µετατρέπονται σε 1-360 (40kDa) και 
361-586 (25kDa) που πιθανά αντιστοιχούν στα 25 και 35kDa πεπτίδια που βρήκαν µε 
πρωτεόλυση οι den Blaauwen et al., 1996. 

Σχήµα 40: (Karamanou et al., 1999). Σταθεροποίηση της
διαµόρφωσης της SecA παρουσία ADP. A) Περιοριστική
θρυψινόλυση της SecA παρουσία διαφόρων
νουκλεοτιδίων. Β) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των
διαφόρων πρωτεολυτικών τµηµάτων της SecA. 

 Παρακολουθώντας ακολούθως τις αλλαγές αυτές στη διαµόρφωση της SecA µέσω 
του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών της, οι den Blaauwen et al., 1996, 
διαπίστωσαν ότι πράγµατι η SecA υφίσταται αλλαγή στη διαµόρφωση της παρουσία ADP, 
αφού το περιβάλλον των τρυπτοφανών της αλλάζει, καθώς ο φθορισµός τους ελαττώνεται 
(σχήµα 41). Συγκεκριµένα διαπίστωσαν εκτεταµένες αλλαγές στη SecA πρωτεϊνη αφού 

αλλάζει το περιβάλλον των τρυπτοφανών στο 
καρβοξυτελικό άκρο της, στο οποίο και 
οφείλεται ο φθορισµός της, ενώ η δέσµευση 
ADP, γίνεται στο αµινοτελικό της άκρο. Στο 
συµπέρασµα αυτό κατέληξαν 
αποµονώνοντας µεταλλαγµένες SecA µε 
µοναδικές τρυπτοφάνες, οπότε και 
διαπίστωσαν ότι στον φθορισµό της SecA 
συντελούν κυρίως η τρυπτοφάνη 775 και 
έπειτα η τρυπτοφάνη 701 που εντοπίζονται 
στη καρβοξυτελικό περιοχή της πρωτεϊνης. 
Aφού και η αλληλεπίδραση της SecA µε 
νουκλεοτίδια επηρεάζει τον φθορισµό της C-
περιοχής, ενώ η δέσµευση τους 
πραγµατοποιείται στην N-περιοχή, 
εντοπίζονται εκτεταµένες διαµορφώσεις σ’ 
ολόκληρη την SecA πρωτεΐνη (η πληροφορία 
µεταφέρεται από την N- στην C-περιοχή). 
Εξάλλου επειδή η N- και η C-περιοχή της 
SecA αλληλεπιδρούν, αλλαγές στην C-
περιοχή αναµένεται να γίνονται αντιληπτές 
από την Ν-περιοχή και αντίστροφα 
µεταφέροντας την αλλαγή της διαµόρφωσης 
σ’ ολόκληρη την πρωτεΐνη, υποδεικνύοντας 
έτσι και την σηµασία της αλληλεπίδρασης 
αυτής στη ρύθµιση του κύκλου της SecA κατά 
την µετατόπιση των πρωτεϊνών από τη 
µεµβράνη.  

Επιπλέον µελέτες για την αλλαγή στη 
διαµόρφωση της SecA παρουσία νουκλεοτιδίων, πραγµατοποήθηκαν µε δυναµική σκέδαση 
του φωτός (dynamic light scattering, DLS), µε τις οποίες διαπιστώθηκε ότι η φαινοµενική 

Σχήµα 41: (den Blaauwen et al., 1996). Φθορισµός
τρυπτοφανών στην E.coli, παρουσία αυξανοµένων
ποσοτήτων ADP. Απεικόνιση του Scatchard plot, από το
οποίο προκύπτει συγγένεια, KD=0.3Μµ για το ADP. Στο
µικρότερο διάγραµµα απεικονίζεται η µείωση του
φθορισµού των τρυπτοφανών σαν ποσοστό του
φθορισµού τους απουσία ADP, σε συνάρτηση µε την
συγκέντρωση του ADP σε λογαριθµική κλίµακα. 
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µοριακή µάζα της SecA, αλλάζει παρουσία των διαφόρων νουκλεοτιδίων (den Blaauwen et 
al., 1996). H αύξηση είναι της τάξης του 16% και του 40% στην περίπτωση της δέσµευσης 
ADP και AMP-PNP αντίστοιχα. Όµως η αύξηση του µέσου όγκου της πρωτεϊνης παρουσία 
των νουκλεοτιδίων (δν0) σηµατοδοτεί ενίσχυση του ποσού της SecA που έρχεται σε επαφή µε 
το νερό καθώς και ασυµµετρία του σχήµατος της. Έτσι απουσία νουκλεοτιδίων η SecA  
πρέπει να είναι  σχεδόν σφαιρική µε αυξηµένες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των διάφορων 
υποπεριοχών της. Παρουσία ADP το σχήµα της SecA γίνεται ανωµάλως σφαιρικό και η 
συµπαγής δοµή διατηρείται. H αύξηση της αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο κύριων 
υποπεριοχών της SecA παρουσία ADP φάνηκε τόσο από τα πειράµατα πρωτεόλυσης που 
είδαµε παραπάνω, όσο και από την αύξηση του σηµείου τήξεως της ευρύτερης περιοχής της 
SecA που περιλαµβάνει και την καρβοξυτελική περιοχή C-domain µε κυκλικό διχρωισµό 
(Karamanou et al., 1999) ή µε διαφορική θερµιδοµετρία σάρωσης, όπως θα δούµε 
παρακάτω. Aντίθετα παρουσία AMP-PNP, η SecA αποκτά πιο εκτεταµένη διαµόρφωση και οι 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των περιοχών της περιορίζονται (αφού δεν παρατηρείται 
σταθεροποίηση της καρβοξυτελικής περιοχής της SecA µε πρωτεόλυση παρουσία AMP-PNP, 
ούτε αύξηση του σηµείου τήξεως της πρωτεΐνης). ∆εδοµένου ότι η SecA µε ATP και 
προπρωτεϊνη ή µόνο µε AMP-PNP (εκτεταµένη διαµόρφωση) εισέρχεται στη µεµβράνη, ενώ 
εξέρχεται µε υδρόλυση ATP (παραγωγή ADP και συµπαγής διαµόρφωση) (Economou et al., 
1994), υποδηλώνει ότι οι διαφορετικές αλλαγές στη διαµόρφωση της SecA παρουσία 
διαφορετικών νουκλεοτιδίων που είδαµε παραπάνω, πιθανά αντιστοιχούν σε κινήσεις που 
αποκαλύπτουν ή κρύβουν την θέση αλληλεπίδρασης της SecA µε την SecYEG και κατά 
συνέπεια διευκολύνουν την είσοδο της ή την έξοδο της από την µεµβράνη.  

Προκειµένου λοιπόν να µάθουν όσο γίνεται περισσότερα γι’ αυτές τις διαµορφώσεις 
και κατά συνέπεια και για το πως η ενέργεια από την υδρόλυση του ATP από την SecA 
µετατρέπεται σε µηχανική ενέργεια µετακίνησης της προπρωτεϊνης από τις µεµβράνες, οι den 
Blaauwen et al., 1996; den Blaauwen et al., 1999 πραµατοποίησαν διαφορική θερµιδοµετρία 
σάρωσης (differential scanning calorimetry, DSC) της SecA από το Bacillus subtilis, απουσία 
και παρουσία νουκλεοτιδίων ADP και AMP-PNP. Bρήκαν ότι η SecA παρουσιάζει απουσία 
νουκλεοτιδίων δύο ενδόθερµες αντιδράσεις (στο διάγραµµα της θερµοχωρητικότητας µε την 
θερµοκρασία παρουσιάζονται δύο κορυφές) µε σηµεία τήξεως Tm1=400C και   Tm2=490C, και 
µία εξώθερµη αντίδραση που οφείλεται σε δηµιουργία συσσωµατωµάτων (στην περίπτωση 
της E.coli SecA µε την ίδια µέθοδο παρατηρείται µία µόνο µετάπτωση στους 520C) . Aπό τις 
δύο ενδόθερµες αντιδράσεις η πρώτη µόνο είναι αντιστρεπτή και θερµικά ελεγχόµενη. Αν η 
SecA θερµανθεί µέχρι τους 430C και ακολούθως ψυχθεί στην αρχική θερµοκρασία, το φάσµα 
µένει το ίδιο. Η δεύτερη αντίδραση είναι χρονικά ελεγχόµενη. ∆ηλαδή αν ο ρυθµός µέτρησης 
του φάσµατος αλλάξει από 1 σε 1.5 0C/min  µόνο το Tm2  αυξάνει κατά 10C. Eπειδή πρόκειται 
για ενδόθερµες αντιδράσεις τόσο η πρώτη όσο και η δεύτερη µετάπτωση αντιπροσωπεύουν 
ξεδίπλωµα-αποδιάταξη δύο περιοχών της SecA που λόγω της παρόµοιας ενθαλπίας 
αποδιάταξης που παρουσιάζουν µάλλον έχουν παρόµοιο µέγεθος. Eπειδή το πρωτεϊνικό 
κοµµάτι 1-443 της B. subtilis SecA παρουσιάζει ένα σηµείο τήξεως που συµπίπτει µε το Tm2 
της ολόκληρης SecA θεωρήθηκε ότι η δεύτερη µετάπτωση αντιπροσωπεύει την αποδιάταξη 
της αµινοτελικής περιοχής της SecA (N-domain) ενώ η πρώτη µετάπτωση αντιστοιχεί στην 
καρβοξυτελική περιοχή της (C-domain). Έτσι παρουσία ADP που όπως είπαµε παραπάνω 
ευνοεί τη συµπαγή διαµόρφωση της SecA, παρατηρείται σταθεροποίηση του Tm1 (η αλλαγή 
από την δέσµευση ADP στο N-domain µεταφέρεται µέσω απ’ ευθείας αλληλεπίδρασης στο 
ρυθµιστικό C-domain) και µόνο σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις ADP (πάνω από 2mM) 
εντοπίζεται σταθεροποίηση του Tm2. Mάλιστα στην τελευταία περίπτωση η αύξηση της 
ενθαλπίας είναι πολύ µεγάλη και υποδηλώνει µεγάλο αριθµό περιοχών που ξεφεύγουν από 
το υδρόφοβο περιβάλλον τους και αποκαλύπτονται στο νερό. Aντίθετα παρουσία AMP-PNP 
δεν παρατηρείται καµµία σπουδαία σταθεροποίηση ούτε του Tm1, ούτε του Tm2, τουλάχιστον 
σε συγκεντρώσεις µέχρι 0.02mM, κάτι που αναµένεται από την εκτεταµένη διαµόρφωση της 
SecA στην περίπτωση αυτή και την περιορισµένη κατά συνέπεια αλληλεπίδραση των δύο 
κύριων περιοχών της. 

Mελέτη των θερµοδυναµικών ιδιοτήτων κάθε διαµόρφωσης πραγµατοποιήθηκε εν 
συνεχεία µε ισοθερµική τιτλοδότηση θερµιδοµετρίας (Isothermal titration calorimetry, ITC) που 
δίνει πληροφορίες για την θερµοκρασία της αντίδρασης αλληλεπίδρασης µ’ έναν 
υποκαταστάτη αλλά και για την συγγένεια µε τον ίδιο υποκαταστάτη ( den Blaauwen et al ., 
1999; Pierce et al ., 1999). Bρέθηκε λοιπόν ότι η σταθερά δέσµευσης είναι µεγαλύτερη για το 
ADP Ka=3.6 (0.7)X106 mol-1  απ’ ότι για το ATPγS Ka=1.4(4.3)X106 mol-1 (όπως είχε 
αναφερθεί και στο Κεφάλαιο αλληλεπίδρασης της SecA µε ΑΤΡ). Aκόµα διαπιστώθηκε ότι και 
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οι δύο αντιδράσεις δέσµευσης είναι εξώθερµες, καθώς χαρακτηρίζονται από αρνητική αλλαγή  
στην ενθαλπία, που είναι και πολύ µεγαλύτερη στην περίπτωση της δέσµευσης του ADP 
∆H0=-14.44 (1.14) Kcal/mol, απ’ ότι στην περίπτωση της δέσµευσης του ATPγS ∆H0=-5.56 
(0.88) Kcal/mol. Eπιπλέων η δέσµευση του ADP οδηγεί σε µείωση της εντροπίας ∆S0=-18.25 
(3.69) cal/mol/K, ενώ η δέσµευση του ATPγS σε αύξηση ∆S0=9.55(3.08)cal/mol/K και η 
µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας Gibbs είναι ∆G0=-9.00 (0.08)Kcal/mol στην περίπτωση του 
ADP και ∆G0=-8.42 (0.22) Kcal/mol στην περίπτωση του ATPγS. Tέλος από την θερµική 
τιτλοδότηση της µεταβολής της ενθαλπίας υπολογίζεται η µεταβολή της θερµοχωρητικότητας 
σε κάθε περίπτωση. Έτσι λοιπόν  ενώ βρέθηκε µεγάλη αλλαγή της µεταβολής  της ενθαλπίας 
µε την θερµοκρασία τόσο για το ADP, όσο και για το ATPγS η µεταβολή της 
θερµοχωρητικότητας είναι µεγαλύτερη στην περίπτωση του ADP ∆CP=-780 (160) cal/mol/K 
απ’ ότι στην περίπτωση του ATPγS ∆CP=-186 (160) cal/mol/K. Eποµένως όταν γίνεται 
δέσµευση ADP, λόγω της µεγάλης αλλαγής της θερµοχωρητικότητας, παρατηρούνται µεγάλες 
αλλαγές τόσο στην ενθαλπία όσο και στην εντροπία µε την µεταβολή της θερµοκρασίας, ενώ 
η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας µένει σταθερή. Mεγάλη αλλαγή στη θερµοχωρητικότητα 
όµως σηµαίνει ότι ένα µικρό µέρος της πρωτεϊνικής επιφάνειας της SecA µε δεσµευµένο ADP 
είναι προσιτή στο διαλύτη (απόκτηση συµπαγούς δοµής όπως αναφέρθηκε και παραπάνω) 
ενώ µεγάλη αλλαγή στη διαµόρφωση της SecA µε ADP, αναµένεται και από την µεγάλη 
εξάρτηση της ενθαλπίας και της εντροπίας της µε την θερµοκρασία σ’ αυτή την περίπτωση. 
Eπειδή όµως το φάσµα της SecA παρουσία και απουσία ADP είναι το ίδιο, αλλά και για 
άλλους λόγους που θα αναφερθούν παρακάτω (πειράµατα µε SAXS και κρυσταλλογραφική 
ανάλυση της δοµής της SecA), αυτή η αλλαγή που συµβαίνει στην πρωτεϊνη µε ADP δεν είναι 
στην πραγµατικότητα τόσο εκτεταµένη αλλά  είναι περισσότερο εντοπισµένη και οφείλεται 
στην ενισχυµένη αλληλεπίδραση των άµινο και καρβοξυτελικών περιοχών της SecA. Στην 
περίπτωση του ATPγS τα πράγµατα είναι περισσότερο περίπλοκα. Eπειδή η µεταβολή της 
θερµοχωρητικότητας δεν είναι µεγάλη, ένα µεγάλο µέρος της πρωτεϊνικής επιφάνειας της 
SecA µε δεσµευµένο ATPγS πρέπει να είναι προσιτή στο διαλύτη και εποµένως η 
αλληλεπίδραση των άµινο και καρβοξυτελικών περιοχών της SecA είναι περιορισµένη 
(απόκτηση εκτεταµένης δοµής). H µεταβολή της εντροπίας έχει θετική τιµή, αλλά δεν 
αντισταθµίζει την µεταβολή της ενθαλπίας, ενώ παρατηρείται εξάρτηση της µεταβολής της 
ελεύθερης ενέργειας από την θερµοκρασία.  
Mελέτη της παραπάνω ενδοθερµικής αντίδρασης της SecA πρωτεϊνης πραγµατοποιήθηκε µε 
την χρήση κυκλικού διχρωισµού CD, από τους Sianidis et al., 2001, πιο εµπεριστατωµένα 
από τους Song et al., 1997; Doyle et al., 2000. Έτσι µέτρηση της Ellipticity (mdeg) κατά την 
θερµική αποδιάταξη της SecA (σχήµα 42), οδήγησε στη διαπίστωση δύο  αντιδράσεων 

µετάπτωσης, που εντοπίζονται στους 390C και 
στους 480C (Tm1=390C και Tm2=480C). 
Μελετώντας στη συνέχεια τη θερµική αποδιάταξη 
τόσο του DEAD κινητήρα τόσο του DEAD 
κινητήρα (Ν68), όσο και µιας σειράς πρωτεϊνικών 
κοµµατιών από το καρβοξυτελικό και από το 
αµινοτελικό άκρο του, διαπίστωσαν ότι το σηµείο 
τήξεως της δεύτερης µετάπτωσης, Tm2, 
παρατηρείται µόνο στα πρωτεϊνικά κοµµάτια που 
περιέχουν την NBD υποπεριοχή του N-domain 
και έτσι αντιστοίχισαν την δεύτερη µετάπτωση 
στην αποδιάταξη της NBD υποπεριοχής της 
ευρύτερης N-περιοχής. Όπως είδαµε 
προηγουµένως και από τους den Blaauwen et al., 
1999, παρουσία ADP (2mM) διαπίστωσαν 
σταθεροποίηση του Tm2, τόσο στην περίπτωση 
της ολόκληρης SecA όσο και των πρωτεϊνικών 
κοµµατιών µε την NBD υποπεριοχή, που 
δεσµεύουν το ADP. Tο Tm1 δεν µπορεί να 

αποδωθεί σε µία µόνο περιοχή της SecA και πρέπει να είναι σύνθετο, αποτελούµενο από την 
IRA2 υποπεριοχή και την C-περιοχή στην οποία αποδώθηκε λανθασµένα αποκλειστικά, 
προηγουµένως. Εξάλλου νεότερες µελέτες φαίνεται να αποδίδουν το Tm1 στην IRA2 
υποπεριοχή (Karamanou et al., unpublished results). Eπιπλέων οι Sianidis et al., 2001 
µετρώντας την α-ελικοειδή δοµή της SecA σε αυξανόµενη θερµοκρασία εντόπισαν µείωση της 
κατά ~50% από τους 40C στους 370C. Kάτι τέτοιο όµως δεν παρατηρείται στα πρωτεϊνικά 

Σχήµα 42: (Sianidis et al., 2001). Το ADP
προκαλεί αύξηση στη θερµοκρασία που λιώνει
τόσο η SecA όσο και το Ν68. Στο σχήµα
παρουσιάζονται καµπύλες θερµικής
αποδιάταξης παρουσία ή απουσία ADP (2mM),
µετά από  µέτρηση της ellipticity στα 222nm µε
κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (far-UV CD). Τα
δείγµατα θερµαίνονται στους 500C/h.  
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κοµµάτια που περιέχουν µόνο την NBD υποπεριοχή ενώ συµβαίνει σηµαντική µείωση της α-
ελικοειδούς δοµής στα πρωτεϊνικά κοµµάτια που διαθέτουν και ή µόνο την IRA2 υποπεριοχή. 
Eποµένως η IRA2 υποπεριοχή παρουσιάζει µεγάλη δοµική ευκινησία και είναι αυτή που 
προσδίδει την ικανότητα µείωσης της α-ελικοειδούς δοµής µε την αύξηση της θερµοκρασίας 
στη SecA. Aντίστοιχα χάρη σε αυτή τη δυνατότητα αλλαγής της δευτεροταγούς δοµής της 
IRA2 περιοχής, οφείλεται η απελευθέρωση του ADP (αργό στάδιο κατάλυσης της υδρόλυσης 
του ATP) κατά τους πολλαπλούς κύκλους κατάλυσης που πραγµατοποιούνται κατά την 
διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών από µεµβράνες. Αυτό διαπιστώθηκε µε µετρήσεις 
µείωσης της α-ελικοειδούς δοµής σε µία σειρά από µεταλλαγµένες SecA στην IRA2 
υποπεριοχή, που απελευθερώνουν ADP ακόµα και στον πάγο και παρουσιάζουν αυξηµένη 
βασική ATPάση (Karamanou et al., unpublished results). Συνεπώς όχι µόνο η  C-περιοχή, 
(Song et al., 1997), ούτε µόνο η NBD υποπεριοχή (Doyle et al., 2000), αλλά και η IRA2 
υποπεριοχή συνεισφέρει στην µερική ενδοθερµική αποδιάταξη της SecA και στην απόκτηση 
από αυτήν της ‘’ λιωµένης σφαιρικής κατάστασης ‘’.  

Είναι αναµενόµενο κάποιες περιοχές στην SecA να είναι περισσότερο ευκίνητες από 
άλλες, ή να εναλλάσσουν την διαµόρφωση τους, ώστε να χρησιµεύουν ως σύνδεσµοι 
υποπεριοχών, ή ως ρυθµιστικές περιοχές, που επιτρέπουν αλλαγή της αλληλεπίδρασης των 
διάφορων περιοχών της SecA, µετακινήσεις περιοχών, και αλλαγή της διαµόρφωσης του 
µορίου, παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών. Εξάλλου οι ελικάσες όπως είδαµε σε 
προηγούµενο κεφάλαιο, επιτελούν µετακίνηση της IRA2 ως προς την NBD υποπεριοχή. 
Επίσης η µετάβαση από την εκτεταµένη στην συµπαγή διαµόρφωση της SecA παρουσία 
AMP-PNP και ADP αντίστοιχα, οφείλεται σε αλλαγή της αλληλεπίδρασης των N και C-
περιοχών της SecA. Επιπλέον το IRA1 ρυθµιστικό στοιχείο, έχει προταθεί ότι δουλεύει πάνω 
στη ρύθµιση της ΑΤΡάσης και της δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη της Ν-περιοχής, 
µέσω αλλαγής των αλληλεπιδράσεων των Ν- και C-περιοχών. Τέλος η IRA2 περιοχή, 
απελευθερώνει το ADP, µέσω αλλαγής της ελικοειδούς δοµής στην NBD περιοχή µε την 
οποία αλληλεπιδρά. 

Περισσότερες πληροφορίες για την κινητικότητα των διαφόρων υποπεριοχών της 
SecA, κατά την ενδόθερµη µετάπτωση της, προήλθαν από την ανάλυση της 
κρυσταλλογραφικής δοµής της SecA, σε συνδυασµό µε πειράµατα µέτρησης του φθορισµού 
των τρυπτοφανών αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων SecA όπως και της αλλαγής στην 
ανισοτροπία τους (Hunt et al., 2002). Καταρχήν οι Ding et al., 2001 έδειξαν, όπως είπαµε 
παραπάνω, ότι κατά την θερµική τιτλοδότηση της SecA παρατηρείται µείωση του φθορισµού 
των τρυπτοφανών, κυρίως λόγω της αυξηµένης έκθεσης στον διαλύτη της W775. Οι Hunt et 
al., 2002 όµως διαπίστωσαν ότι  παράλληλα µε την µείωση του φθορισµού των τρυπτοφανών 
µειώνεται και η ανισοτροπία της SecA κατά την θερµική της τιτλοδότηση. Μείωση του 
φθορισµού απουσία άλλων παραγόντων, κανονικά αναµένεται όµως, να οδηγεί σε αύξηση 
της ανισοτροπίας, αφού µειώνεται ο χρόνος περιστροφικού επαναπροσανατολισµού πριν την 
εκποµπή φωτονίων. Η σύγχρονη λοιπόν µείωση της ανισοτροπίας και του φθορισµού της 
SecA µε την αύξηση της θερµοκρασίας, µπορεί να εξηγηθεί µόνο µε την αύξηση στην 
κινητικότητα (συντελεστής περιστροφικής διάχυσης) του συγκροτήµατος των τρυπτοφανών 
κατά την ενδόθερµη µετάπτωση. Επιπλέων οι Hunt et al., 2002 διαπίστωσαν ότι µείωση της 
ανισοτροπίας ταυτόχρονη µε την µείωση του φθορισµού παρατηρείται και σε πολλές PrlD 
µεταλλαγµένες SecA που δουλεύουν σαν καταστολείς µεταλλαγών στο πεπτίδιο 
σηµατοδότης.  

Οι Schmidt et al., 2000 έδειξαν ότι η ενδόθερµη µετάπτωση που ευνοείται στις 
παραπάνω µεταλλαγµένες ecSecA (den Blaauwen et al., 1996; Ulbrandt et al., 1992; 
Ramamurthy et al., 1998; Ding et al., 2001), χωρίζεται σε δύο υποµεταπτώσεις όπως 
συµβαίνει στην περίπτωση της αγρίου τύπου SecA µόνο από το B.subtilis και όχι από την 
Ε.coli (den Blaauwen et al., 1996). Από τις δύο αυτές µεταπτώσεις µόνο η πρώτη, και όχι η 
δεύτερη είναι πλήρως αντιστρεπτή και επειδή η µετάπτωση της ανισοτροπίας στις παραπάνω 
περιπτώσεις ταυτίζεται πάντα µε την πρώτη ενδοθερµική µετάπτωση, η σχετιζόµενη αύξηση 
της κινητικότητας  του συγκροτήµατος των τρυπτοφανών στις παραπάνω περιπτώσεις 
πρέπει να αποτελεί µία φυσιολογική αντίδραση αλλαγής της διαµόρφωσης της SecA. Αυτή η 
αύξηση στην κινητικότητα µπορεί να οφείλεται είτε σε µονοµερισµό της SecA, είτε σε 
διάσταση υποπεριοχών στο ένα πρωτοµερές της SecA. Βέβαια και στις δύο περιπτώσεις η 
πρώτη ενδόθερµη µετάπτωση πρέπει να περιλαµβάνει διαταραχή αλληλεπιδράσεων 
υποπεριοχών και περιοχών στο διµερές της SecA. Στην περίπτωση που η αύξηση της 
κινητικότητας προερχόταν από αντίδραση µονοµερισµού της SecA θα έπρεπε να συµβαίνει 
συνεργατικά και στα δύο πρωτοµερή. Η µελέτη όµως της ανισοτροπίας, µετά από θέρµανση 
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των διαφόρων SecA, µέχρι την θερµοκρασία που επάγει την πρώτη ενδοθερµική µετάπτωση, 
µε τιτλοδότηση µε Mg-ADP της αντίστροφης αντίδρασης διαµόρφωσης, διαδεικνύει ότι η 
αύξηση στην κινητικότητα συµβαίνει ανεξάρτητα σε κάθε πρωτοµερές. Ο συντελεστής Hill για 
την αντίδραση δέσµευσης του νουκλεοτιδίου είναι κοντά στο 1, και εποµένως αναµένεται να 
συµβαίνει το ίδιο και για την αντίστροφη αντίδραση. Κατά συνέπεια η αύξηση της 
κινητικότητας πρέπει να οφείλεται σε διάσταση των αλληλεπιδράσεων διαφόρων περιοχών 
στο µονοµερές της SecA. Εν παραλλήλω οι Hunt et al., 2002 χρησιµοποιώντας ένα πλήρες 
σετ µεταλλαγµένων SecA µε µοναδικές αντικαταστάσεις τρυπτοφανών σε φαινυλανανίνες 
(Ding et al., 2001) κατάφεραν να αποδώσουν την αύξηση της κινητικότητας του 
συγκροτήµατος των τρυπτοφανών κατά την ενδόθερµη µετάπτωση, τουλάχιστον στις 
τρυπτοφάνες της α-ελικοειδούς περιοχής HWD. Πιο συγκεκριµένα αντικατάσταση τεσσάρων 
από τις επτά τρυπτοφάνες της E.coli SecA (W349F, W519F, W541F, και W622F), δεν 
δηµιουργεί σηµαντική διαφορά ούτε στον συνολικό φθορισµό, ούτε στις µεταπτώσεις της 
ανισοτροπίας µε την αύξηση της ανισοτροπίας. Αντίθετα στην περίπτωση της SecAW775F 
παρατηρείται αλλαγή στην ανισοτροπία, µε µείωση του Tm µέχρι και 70, χωρίς αλλαγή στην 
συνολικό φθορισµό. Αυτή η καθαρή µετάπτωση ανισοτροπίας ταυτίζεται σχεδόν µε την 
πρώτη ενδοθερµική υποµετάπτωση µερικών από τις παραπάνω µεταλλαγµένες SecA, ενώ 
παράλληλα η SecAW775F, παρουσιάζει και φαινότυπο ανθεκτικότητας στο αζίδιο που 
χαρακτηρίζει τις µεταλλαγµένες SecA καταστολείς µεταλλαγών στο πεπτίδιο σηµαταδότη 
(Oliver et al., 1990; Huie and Shilhavy, 1995). Το γεγονός ότι η µετάπτωση της ανισοτροπίας 
στην SecAW775F συµβαίνει χωρίς αλλαγή στον συνολικό φθορισµό, σηµαίνει ότι η συνολική 
µείωση του φθορισµού κατά την πρώτη ενδοθερµική µετάπτωση οφείλεται στην απόσβεση 
του φθορισµού που υφίσταται η τρυπτοφάνη στην θέση 775, που προφανώς εκτείθεται τώρα 
στον διαλύτη. Αντίθετα στην διαµόρφωση που διαθέτει στην χαµηλή θερµοκρασία η W775F,  
κρύβεται από µία πληθώρα αλληλεπιδράσεων µεταξύ της HSD-NBD-SSD. Αύξηση της 
διαλυτότητας του αµινοξέος W775 κατά την ενδόθερµη µετάπτωση, σηµαίνει άνοιγµα της 
µεσόφασης των HSD-NBD-SSD περιοχών και κατά συνέπεια έκθεση στον διαλύτη  και των 
θέσεων που εκτείθενται στο περίπλασµα (PE) και εντοπίζονται στην SSD-περιοχή. Οι PE 
θέσεις, στην συµπαγή διαµόρφωση της SecA σε χαµηλή θερµοκρασία είναι κρυµµένες, αλλά 
εκτείθενται, όταν η SecA δεσµευτεί στην θέση SecYEG στη µεµβράνη (αφού ανιχνεύονται στη 
µεµβράνη). Και ενώ το µέγεθος αλλαγής της ανισοτροπίας είναι το ίδιο στην αγρίου τύπου 
SecA και στην SecAW775F,η ανισοτροπία µειώνεται σηµαντικά και στις δύο αντικαταστάσεις 
τρυπτοφανών στην HWD, δηλαδή στην SecAW701F και στην SecAW723F, υποδηλώνοντας 
ότι η αυξηµένη κινητικότητα στην HWD-περιοχή ευθύνεται για την αλλαγή της ανισοτροπίας 
στην πρώτη ενδοθερµική υποµετάπτωση. Ο µονοµερισµός της πρωτεΐνης στις παραπάνω 
περιπτώσεις αποκλείεται, αφού η µετάπτωση συµβαίνει ανεξάρτητα στις δύο υποµονάδες του 
διµερούς όπως είπαµε προηγουµένως, ενώ και ο µονοµερισµός που προκαλείται µε χρήση 
απορρυπαντικού οδηγεί σε πολύ µεγαλύτερη µείωση της ανισοτροπίας σε αντίστοιχες 
θερµοκρασίες (Benach et al., 2003). Εποµένως οι Hunt et al., 2002, απέδωσαν στην 
ενδόθερµη µετάπτωση της SecA αλλαγές στην κινητικότητα  τουλάχιστον της  περιοχής HWD, 
η οποία θα πρέπει να διίσταται από τον συµπαγές πυρήνα  της SecA και να οδηγεί έτσι σε 
ελάττωση της συγγένειας για νουκλεοτίδιο στην ρωγµή µεταξύ των περιοχών NBD-IRA2 (στην 
άλλη µεριά του πρωτοµερούς), αλλά και στην αύξηση της δέσµευσης στη SecYEG θέση στη 
µεµβράνη (ιδιότητες που χαρακτηρίζουν τις PrlD µεταλλαγές).  

Η HWD-περιοχή όµως πρέπει να υφίσταται και σηµαντική αλλαγή στη διαµόρφωση 
της κατά τη διάρκεια της δεύτερης ενδοθερµικής µετάπτωσης, µετά την απελευθέρωση της 
από τον πυρήνα της SecA κατά την πρώτη µετάπτωση. Και αυτό γιατί παρατηρείται µείωση 
του φθορισµού στη SecAW775F κατά τη δεύτερη ενδοθερµική µετάπτωση η οποία πρέπει να 
οφείλεται σε αλλαγές στο περιβάλλον είτε της τρυπτοφάνης 701, είτε και της τρυπτοφάνης 
723, αφού οι άλλες τρυπτοφάνες δεν συµβάλλουν στον φθορισµό της SecA, όπως ειπώθηκε 
προηγουµένως (Ding et al., 2001). H χαµηλότερη τιµή του Τm που διαπιστώνεται στις 
µεταλλαγµένες SecAW701F και SecAW723F σε σχέση µε τη WTSecA υποδηλώνει ακόµα ότι 
µεταλλαγές στην HWD-περιοχή διευκολύνουν την αλλαγή κατά την ενδοθερµική διαµόρφωση 
της πρωτεΐνης, που οφείλεται, όπως εξηγήθηκε παραπάνω, σε διάσταση της HWD-περιοχής 
από τον πυρήνα της SecA. Από τα παραπάνω αποτελέσµατα των Hunt et al., 2002, µπορεί 
να διαφαίνεται µετακίνηση της HWD-περιοχής και απελευθέρωση της από τον συµπαγή 
πυρήνα της SecA κατά τη ενδόθερµη µετάπτωση της πρωτεΐνης, όµως δεν αποκλείονται 
αλλαγές (ίσως και µεγαλύτερες) και σ’ άλλες περιοχές της πρωτεΐνης, αφού ουσιαστικά 
παρακολουθείται µόνο η αλλαγή του περιβάλλοντος των τρυπτοφανών στην πρωτεΐνη και 
µάλιστα µόνο αυτών που φθορίζουν που όπως είπαµε εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό άκρο 
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της πρωτεΐνης και πιο συγκεκριµένα στην SD- και στη HWD-περιοχή. Επιπλέον, µολονότι 
σύµφωνα µε τους Ding et al., 2001, οι µεταλλαγµένες SecA µε τις απλές αντικαταστάσεις των 
τρυπτοφανών σε φαινυλανανίνες αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες αγρίου τύπου, κάτι τέτοιο δεν 
αντιπροσωπεύει την πραγµατικότητα, αφού για παράδειγµα η SecAW775F παρουσιάζει 
αυξηµένη βασική-ενδογενή ΑΤΡάση (Εconomou et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και άρα 
µολονότι µπορεί και αντικαθιστά θερµοευαίσθητη SecA in vivo δεν µπορεί να θεωρηθεί ότι 
µοιράζεται την ίδια ακριβώς δοµή µε την WTSecA. Έτσι όµως και τα παραπάνω 
συµπεράσµατα τίθενται σε αµφισβήτηση, και αν και παραµένουν ως υποθέσεις, δεν µπορεί 
να θεωρηθούν τίποτε παραπάνω. 

  Aπ’ όλα τα παραπάνω πειράµατα λοιπόν, προκύπτει ότι η SecA παρουσία ADP 
αποκτά την συµπαγή-σφιχτή διαµόρφωση της που είναι γεµάτη µε ενέργεια. Aυτή η ενέργεια 
απελευθερώνεται σε µηχανικό έργο όταν η SecA αποκτά την πιο εκτεταµένη της διαµόρφωση 
που σταθεροποιείται µε ATP, και που διευκολύνει όπως αναφέρθηκε την εισχώρηση στη 
µεµβράνη ενώ οδηγεί και σε αύξηση της εντροπίας και δεν παρουσιάζει µεγάλη αλλαγή στη 
θερµοχωρητικότητα. Περισσότερες πληροφορίες για την µετατροπή της ενέργειας της SecA 
σε µηχανική κίνηση της προπρωτεϊνης θα προκύψουν από αντίστοιχες µελέτες της 
διαµόρφωσης της µε διάφορα νουκλεοτίδια, παρουσία όµως και των άλλων υποκαταστατών 
της διαδικασίας µετατόπισης σε µικηλιακό διάλυµα για παράδειγµα της πρωτεϊνης. 

Οι αλλαγές όµως στη διαµόρφωση της SecA παρουσία των διαφόρων νουκλεοτιδίων 
επηρεάζουν αλυσιδωτά την δέσµευση των υπολοίπων υποκαταστατών στη SecA, όπως του 
υποστρώµατος, σύµφωνα µε τους van Voorst et al., 2000. ∆ιαπιστώθηκε συγκεκριµένα ότι η 
δεσµευµένη µε ADP SecA παρουσιάζει χαµηλή συγγένεια για το υπόστρωµα, ενώ αυτή 
αυξάνεται µε τη δέσµευση ΑΤΡ ή AMP-PNP. Προφανώς η ισχυρή αλληλεπίδραση των Ν- και 
C-περιοχών στην SecA µε ADP εµποδίζει την αναγνώριση της θέσης δέσµευσης της SecA 
για το υπόστρωµα. Εξάλλου και οι Schiebel et al., 1991 έδειξαν ότι µε την υδρόλυση του ΑΤΡ 
το µεταφερόµενο υπόστρωµα αποδεσµεύεται από την SecA. 
 Προκειµένου λοιπόν να κατανοήσουν τις επαναδιευθετήσεις των διάφορων 
υποπεριοχών στην SecA, που συµβαίνουν κατά το µηχανιστικό µοντέλο εισαγωγής και 
εξαγωγής της από την µεµβράνη, οι Chou et al., 2003, µελέτησαν την SecA µε NMR, για να 
εντοπίσουν περιοχές που χαρακτηρίζονται από αυξηµένη κινητικότητα, και κατά συνέπεια 
δουλεύουν σαν σύνδεσµοι ή ρυθµιστές των αλλαγών της διαµόρφωσης των διαφόρων 
υποπεριοχών της. Κανονικά επειδή η SecA είναι µεγάλη πρωτεΐνη, το NMR φάσµα της 
αναµένεται να δίνει ευρεία σήµατα (>100Hz) και ευρύ συντονισµό. Εντοπίστηκαν όµως και 
διάφορες στενές κορυφές, συντονισµοί, που υποδηλώνουν κινητικότητα τµηµάτων της 
πρωτεΐνης, και οι οποίες αντιστοιχήθηκαν σε δύο περιοχές της SecA. Σε τµήµα της IRA2 
περιοχής, και συγκεκριµένα στην περιοχή από το αµινοξύ 564 µέχρι το αµινοξύ 579, που 
αποτελεί τµήµα του µοτίβου VI (570-577), όπως και στην καρβοξυτελική περιοχή των 43 
τελευταίων αµινοξέων. Το παραπάνω µοτίβο VI, παρουσιάζει 100% συντηρητικότητα και 
εντοπίζεται όπως είπαµε εντός του IRA2 που έχει βρεθεί ότι επιτελεί ρυθµιστικό ρόλο. Από 
την κρυσταλλική δοµή της SecA, φαίνεται ότι αλληλεπιδρά µε νουκλεοτίδια και ότι µεταλλαγές 
σ’ αυτό, επηρεάζουν την δραστικότητα ΑΤΡάσης του (Sianidis et al., 2001). Αντίστοιχα η 
καρβοξυτελική περιοχή της SecA, έχει δειχθεί ότι είναι σηµαντική για την µετατόπιση 
ορισµένων πρωτεϊνών in vivo (βλέπε Κεφάλαιο καθοδήγησης των πρωτεϊνών στη µεµβράνη 
µε τη βοήθεια της SecB πρωτεΐνης). Eξάλλου έχει βρεθεί ακόµα  ότι αλληλεπιδρά µε λιπίδια, 
Zn2+, και SecB, που επηρεάζουν και την ΑΤΡάση, και την διαµόρφωση της SecA. Eπίσης η 
καρβοξυτελική περιοχή εντοπίζεται κοντά στην IRA1 περιοχή, που έχει προσδιοριστεί ως 
ρυθµιστικό στοιχείο της SecA (Karamanou et al., 1999). Συνάγεται λοιπόν ότι στη SecA 
πρωτεΐνη, επικρατεί κινητικότητα σε λειτουργικά σηµαντικές περιοχές. Επειδή όµως οι 
περιοχές αυτές µπορούν να παρακολουθηθούν µε NMR, δίνεται η δυνατότητα µελέτης τους 
και παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών της διαδικασίας µετατόπισης. Οι 
παρατηρούµενες αλλαγές, υποδηλώνουν ότι παρουσία ΑΤΡγS και Mn2+ διευρύνεται ο 
συντονισµός που προκύπτει και από τις δύο κινητικές περιοχές, οι οποίες κατά συνέπεια 
συµπεραίνεται ότι προσεγγίζουν την θέση δέσµευσης του (όπως αναµένεται από την 
κρυσταλλική δοµή της SecA, σχήµα 34, 38). Όµως η προσθήκη AMP-PNP, προκαλεί 
αναστροφή του παραπάνω φαινοµένου. Συγκεκριµένα διορθώνεται η ένταση συντονισµού και 
από τις δύο κινητικές περιοχές της SecA, που σηµαίνει ότι και οι δύο αποµακρύνονται από 
την θέση δέσµευσης του Mn2+. Αυτό άλλωστε αναµένεται και από την εκτεταµένη και ανοιχτή 
διαµόρφωση της πρωτεΐνης που προκαλεί το AMP-PNP. Τονίζεται ότι το παραπάνω 
φαινόµενο δεν παρατηρείται µε ATP ή ADP, τα οποία ευνοούν την συµπαγή διαµόρφωση της 
SecA. Μπορεί λοιπόν να ειπωθεί ότι το ΑΜΡ-ΡΝΡ επηρεάζει την ισορροπία διαµόρφωσης της 
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SecA, κατά τέτοιο τρόπο, έτσι ώστε να αυξάνει την απόσταση των κινητικών στοιχείων της 
πρωτεΐνης από την ‘’τσέπη’’ δέσµευσης του νουκλεοτιδίου. Εξάλλου η C-περιοχή, εντοπίζεται, 
όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, είτε κοντά στον DEAD κινητήρα, και άρα στην παραπάνω 
‘’τσέπη’’ παρουσία ADP, είτε αποµακρύνεται απ’ αυτήν, παρουσία AMP-PNP. Εποµένως η 
περιοχή αυτή αποκτά εναλλασσόµενες διαµορφώσεις, στις οποίες, είτε αλληλεπιδρά µε την 
περιοχή δέσµευσης του νουκλεοτιδίου, την οποία και ρυθµίζει, είτε αλληλεπιδρά µε τους 
άλλους υποκαταστάτες της µετατόπισης των πρωτεϊνών από τις µεµβράνες, όπως η SecB. 
Πρέπει να σηµειωθεί ότι ενώ παρουσία ADP, αναµένεται συµπαγής-σφιχτή διαµόρφωση της 
SecA και µειωµένη κινητικότητα, διακρίνονται στενές κορυφές συντονισµού στις κινητικές 
περιοχές της πρωτεΐνης. Κατά συνέπεια η εκτεταµένη και συµπαγής διαµόρφωση της SecA 
πρέπει να βρίσκονται σε ισορροπία, µε αποτέλεσµα να διακρίνεται κινητικότητα της 
πρωτεΐνης ακόµα και όταν η ισορροπία της SecA είναι µετατοπισµένη προς την συµπαγή της 
διαµόρφωση, λόγω των λιγοστών µορίων της που βρίσκονται στην πιο εκτεταµένη µορφή.  

Προκύπτει λοιπόν ότι ενώ σε κάποια φάση του κύκλου των διαµορφώσεων της SecA, 
οι κινητικές περιοχές του µοτίβου VI του IRA2 και της καρβοξυτελικής περιοχής εντοπίζονται 
κοντά στην ‘’τσέπη’’ δέσµευσης του νουκλεοτιδίου, και άρα κοντά και µεταξύ τους, όταν 
προστεθεί ΑΜΡ-ΡΝΡ (που µιµείται το ΑΤΡ), αποµακρυνόµενες από την παραπάνω τσέπη οι 
παραπάνω περιοχές, αποµακρύνονται και µεταξύ τους.  
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1.2.Ζ.ΙΙ. ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού της SecA. 
 
Για την περαιτέρω κατανόηση της επιτέλεσης  των ενζυµικών δραστηριοτήτων από 

την SecA µελετήθηκε η κατάσταση ολιγοµερισµού της στο διάλυµµα. Έτσι οι (Woodbury et al., 
2002) διαπίστωσαν ότι όταν  η SecA βρίσκεται σε µικροµοριακή κλίµακα (µM) 
συγκεντρώσεων συνιστά  µείγµα διµερούς και µονοµερούς µορφής, το οποίο  περιγράφεται 
από τουλάχιστον δύο ισορροπίες διµερούς/µονοµερούς που επηρεάζονται από την 
θερµοκρασία, την ιονική ισχύ του διαλύµατος και την συγκέντρωση του δείγµατος. 
Παρακολουθώντας λοιπόν την χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού στους 80C βρέθηκε ότι 
η πρωτεΐνη εκλούεται σε ολοένα και µεγαλύτερο όγκο όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του 
δείγµατος ενώ και το σχήµα των κορυφών της SecA ειναι ασύµµετρο  υποδηλώνοντας ότι η 
SecA που διασχίζει την κολώνα είναι ολιγοµερής πρωτεΐνη σε ισορροπία. Eπιπλέων µε 
αναλυτική υπερφυγοκέντρηση διαπιστώθηκε αύξηση του συντελεστού καθίζησης της SecA µε 
την αύξηση της συγκέντρωσης της στο δείγµα. Όταν εν συνεχεία η χρωµατογραφία µεγέθους 
αποκλεισµού πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου  τρείς κορυφές παρατηρήθηκαν 
στο χρωµατογράφηµα. Aπό αυτές η πρώτη αντιπροσωπεύει την οξειδωµένη µορφή της SecA 
που δεν αλλάζει το σηµείο εκλουσής της  σε διαφορετική συγκέντρωση φορτωµένου στην 
κολώνα δείγµατος, ενώ οι άλλες κορυφές µετακινούνται, επηρεαζόµενες από την 
συγκέντρωση του δείγµατος. Γι’ αυτό το λόγο και αντιπροσωπεύουν δύο ξεχωριστές 
ισορροπίες µονοµερούς/διµερούς από τις οποίες η µία τουλάχιστον εξαρτάται από την 
θερµοκρασία αφού στη χαµηλή θερµοκρασία των 80C επικρατεί µία κορυφή. Οι δύο 
ισορροπίες αναµένεται να έχουν την ίδια σταθερά διαστάσεως. Παράλληλα µε αναλυτική 
υπερφυγοκέντρηση διαπιστώθηκε ότι σε αυξηµένη συγκέντρωση αλλά διαφορετική  
θερµοκρασία ο συντελεστής καθίζησης είναι διαφορετικός. Eποµένως οι δύο ισορροπίες 
πρέπει να αντιπροσωπεύουν διαφορετικά δείγµατα διµερούς όσον αφορά την διαµορφωσή 
τους τα οποία πιθανά σχετίζονται µε τις διαφορετικές µορφές της SecA (Ramamurthy et 
al.,1997,Chen et al., 1998) . Έτσι οι διαφορετικές διµερείς µορφές της SecA µπορεί να 
οφείλονται είτε σε διαφορετική διαµόρφωση, είτε σε διαφορετική επιφάνεια αλληλεπίδρασης 
των δύο υποµονάδων της. Eξαιτίας των περισσότερων της µιας ισορροπιών 
µονοµερούς/διµερούς υπόλογίστηκε η φαινοµενική σταθερά διάστασης στους 80C όπου οι 
δύο ισορροπίες έχουν παρόµοιες σταθερές διάστασεις . Έτσι  από τη σκέδαση του φωτός στο 
δείγµα που εκλούεται η υψηλότερη κορυφή στο χρωµατογράφηµα, και την συγκέντρωση του 
δείγµατος υπόλογίζεται η απόλυτη µοριακή µαζα της SecA. Aυτή παριστάνεται γραφικά σε 
συνάρτηση µε την συγκέντρωση όχι του δείγµατος που φορτώνεται στην κολώνα, αλλά της 
πρωτεϊνης στο έκλουσµα που υπόκειται σε σκέδαση του φωτός. Η συγκέντρωση αυτής 
υπολογίζεται από ανιχνευτή υπεριώδους οπότε και προκύπτει η σταθερά διάστασης σ’ ένα 
εύρος τιµών από 0.5-2µM. Στους 200C το εύρος τιµών της σταθεράς διαστάσεως 
µετατοπίζεται σε µικρότερες τιµές από 0.25-0.5µM και διαπιστώνεται η σταθεροποίηση του 
διµερούς σε υψηλότερες θερµοκρασίες. Oµοίως µε την µείωση της ιονικής ισχύος στο 
διάλυµµα παρατηρείται ανάλογη σταθεροποίηση του διµερούς ενώ το ίδιο  συµβαίνει και µε 
την αύξηση της συγκέντρωσης του δείγµατος. ∆εδοµένου ότι σε κύτταρα E.coli η 
συγκέντρωση της SecA είναι περίπου 5µM ενώ αν λάβουµε υπόψη και φαινόµενα 
αποκλεισµού όγκου που περιορίζουν την τιµή της συγκέντρωσης της πρωτεϊνης σε 10-100X 
παραπάνω από την σταθερά διάστασεως αναµένουµε διµερή SecA στο κυτταρόπλασµα σε 
ποσοστό 80-90%. H διµερής µορφή πιθανά να βοηθάει στην αποφυγή δηµιουργίας 
συσσωµατωµάτων SecA αφού έχει βρεθεί ότι σε χαµηλές συγκεντρώσεις όχι µόνο µονοµερείς 
αλλά και ολιγοµερείς µορφές της πρωτεϊνης δηµιουργούνται, ενώ η µεταλλαγµένη µονοµερής 
SecA δηµιουργεί έγκλειστα σωµάτια (Or et al., 2002). Επίσης αφού οι υδρόφοβες επιφάνειες 
αλληλεπίδρασης φωσφολιπιδίων και πεπτιδίου σηµατοδότη µπορεί να προκαλούν πρόβληµα 
in vivo, η διµερής SecA µπορεί να παίζει ρόλο και στην αποφυγή της πρόωρης 
ενεργοποίησης της από τους παραπάνω υποκαταστάτες. H µονοµερής µορφή από την άλλη 
πιθανά εµπλέκεται σε κάποιες αλληλεπιδράσεις µε υποκαταστάτες και πρέπει να λαµβάνεται 
υπόψη σε πειραµατικές διαδικασίες που το εύρος συγκένρωσης της πρωτεΐνης είναι κάποια 
µM. Tο  σίγουρο είναι ότι δεν µπορεί να προβλεφθεί τι συµβαίνει µε την ολιγοµερή κατάσταση 
της SecA στην µεµβράνη µε βάση τις παραπάνω µετρήσεις που έλαβαν χώρα µε την 
χρησιµοποίηση πρωτεΐνης από το ευδιάλυτο κλάσµα της E.coli.  

H πρώτη προσπάθεια εύρεσης της ολιγοµερικής κατάστασης της SecA στη µεµβράνη 
πραγµατοποιήθηκε µε µετρήσεις της δέσµευσης των µονοµερών από την µεταφορά της 
ενέργειας συντονισµού µε την χρήση φασµατοσκοπίας φθορισµού (Fluorescence energy 
transfer, FRET) (Driessen ., 1993, Or et al., 2002). Προς τούτο δηµιουργήθηκαν ετεροδιµερή 
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της SecA στα οποία κάθε πρωτοµερές έχει διαφορετικό φθορίζων  σηµατοδότη. H SecA 
επωάζεται είτε µε ιωδιοακεταµίδο, είτε µε µηλεϊνιµίδο κουµαρίνη (Coumarin) ή φλουορεσείνη 
(Fluorescein) που αντιδρούν ειδικά µε κυστεϊνες (παρουσία ATP για να προστατευτεύεται η 
κυστεϊνη της SecA που υπάρχει στη θέση δέσµευσης νουκλεοτιδίου) και στη συνέχεια 
αποδιατάσσεται µε  GdnHCL. H ετεροδιµερής SecA σχηµατίζεται µε ανάµιξη π.χ  CMmal- και 
FMmal-SecA σε αναλογία 1:1. Aκολουθεί επαναδιάταξη της πρωτεϊνης µε αραίωση και 
διαπίδυση και τέλος αποµόνωση µε χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού του 
επαναδιαταγµένου διµερούς. Tόσο η κουµαρίνη, όσο και η φλουορεσείνη διεγείρονται και 
εκπέµπουν φθορισµό σε διαφορετικά µήκη κύµατος, αλλά το µήκος κύµατος εκποµπής της 
πρώτης συµπίπτει µε το µήκος κύµατος στο οποίο διεγείρεται η δεύτερη. Έτσι όταν διεγερθεί 
µόνο η κουµαρίνη παρατηρείται µεταφορά ενέργειας συντονισµού στην φλουορεσείνη, αρκεί 
τα δύο πρωτοµερή να είναι συνδεδεµένα. Παρακολουθώντας λοιπόν το προφίλ εκποµπής της 
κουµαρίνης και της φλουορεσείνης µπορεί κανείς να διαπιστώσει αν τα δύο ετεροδιµερή 
συνδέονται ή διίστανται. Η µείωση της έντασης εκποµπής της κουµαρίνης µε ταυτόχρονη 
εµφάνιση εκποµπής της φλουορεσείνης, υποδηλώνει δέσµευση των µονοµερών της SecA, 
ενώ ή σταθερή ένταση εκποµπής της κουµαρίνης χωρίς εκποµπή από την φλουορεσείνη, 
διαδεικνύει διάσταση των µονοµερών (σχήµα 43). Mε αυτόν τον τρόπο επιβεβαιώθηκε ότι η 

SecA είναι διµερής στο διάλυµα (Driessen ., 
1993; Or et al., 2002), αλλά και ότι βρίσκεται σε 
ισορροπία µε το µονοµερές (Or et al., 2002) 
καθώς παρατηρήθηκε µείωση της µεταφοράς 
ενέργειας στο ετεροδιµερές µε την προσθήκη 
µη σηµατοδοτηµένης SecA.  

H ύπαρξη ισορροπίας µεταξύ διµερούς 
και µονοµερούς SecA ενισχύθηκε και από το 
ότι µικρές αλλαγές στην πρωτοταγή της 
αλληλουχία µετατρέπουν την διµερή µορφή 
κατά ένα µεγάλο ποσοστό σε µονοµερή (Or et 
al., 2002). Έτσι πολλαπλές σηµειακές 
µεταλλαγές υδρόφοβων αµινοξέων προς 
αλανίνες, στο συντηρηµένο IRA1 στοιχείο 
(Karamanou et al., 1999) που περικλείεται στην 
περιoχή διµερισµού της SecA (από την Trp675 
µέχρι την Val831; Hirano et al.,1996), 
µετατοπίζουν σηµαντικά την ισορροπία πρός 
την κατεύθυνση του µονοµερούς. Συγκεκριµένα 
τρέξιµο σε πήκτωµα ακρυλαµίδης κάτω από µη 
απόδιατακτικές συνθήκες ή φυγοκέντρηση σε 

βαθµίδωση σουκρόζης της µεταλλαγµένης SecA, κάνει ορατή την ύπαρξη µονοµερούς 
πρωτεϊνης σε µεγάλο βαθµό. Aυτό όµως δεν αποκλείει και την παρουσία διµερούς µορφής σε 
µικρότερο ποσοστό (ανίχνευση κάτω από πιο ευαίσθητες συνθήκες), καθώς δεν δίνεται και η 
σταθερά διάστασης της µεταλλαγµένης πρωτεϊνης. Mετρώντας λοιπόν τη µεταφορά ενέργειας 
από το ένα µονοµερές στο άλλο, στο ετεροδιµερές της SecA, µετά από διαδοχική προσθήκη 
στο διάλυµα της πρωτεΐνης των διαφόρων υποκαταστατών της διαδικασίας µετατόπισης 
(προσθήκη εσωτερικών µεµβρανών E.coli, και προσθήκη µη σηµατοδοτηµένης SecA, και 
προσθήκη συµπλόκου SecB+ProOmpA, και προσθήκη νουκλεοτιδίων, και προσθήκη 
ενέργειας από βαθµίδωση πρωτονίων), διαπιστώθηκε ότι η SecA διατηρεί την διµερή της 
µορφή κατά τη διαδικασία της µετατόπισης, χωρίς όµως να αποκλείονται πιο δυσδιάκριτες 
αλλαγές της δέσµευσης των µονοµερών  που δεν ανιχνεύονται µε την συγκεκριµένη µέθοδο 

Σχήµα 43: (Driessen, 1993). Μεταφορά ενέργειας φθορισµού µεταξύ της CMmal- και της FMmal-
σηµατοδοτηµένης SecA. A) Επικάλυψη του φασµάτος εκποµπής φθορισµού της CMmal-SecA µε το φάσµα
διέγερσης της FMmal-SecA. Τα φάσµατα διέγερσης (a), και εκποµπής (b) φθορισµού της CMmal-SecA
καταγράφονται σε µήκη κύµατος εκποµπής και διέγερσης 465 και 387 nm αντίστοιχα, ενώ τα φάσµατα
διέγερσης (c), και εκποµπής (d) φθορισµού της FMmal-SecA καταγράφονται σε µήκη κύµατος εκποµπής και
διέγερσης 514 και 465 nm αντίστοιχα. B) Εκποµπή φθορισµού σηµατοδοτηµένων µορίων SecA, σε µήκη
κύµατος από 400-600nm, όταν η διέγερση πραγµατοποιείται στα 387nm. (a) Μίγµα οµοδιµερών µη
σηµατοδοτηµένης και σηµατοδοτηµένης CMmal-SecA, σε αναλογία 1:1. (b) Μίγµα οµοδιµερών
σηµατοδοτηµένης CMmal-SecA και σηµατοδοτηµένης FMmal-SecA , σε αναλογία 1:1. (c) Ετεροδιµερή SecA,
που προκύπτουν από µίγµα σηµατοδοτηµένης CMmal-SecA και σηµατοδοτηµένης FMmal-SecA , σε
αναλογία 1:1. (d) Μίγµα οµοδιµερών µη σηµατοδοτηµένης και σηµατοδοτηµένης FMmal-SecA, σε αναλογία
1:1.  
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(Driessen, 1993). Eξάλλου η πληθώρα των ενζύµων στην E.coli  λειτουργούν σαν ολιγοµερή 
µε το καταλυτικό τους κέντρο να εντοπίζεται µεταξύ των υποµονάδων του ολιγοµερούς. 
Eπιπλέων στην SecA έχουν εντοπιστεί επικρατείς αρνητικές µεταλλαγές, ενδογονιδιακοί 
καταστολείς, και θέσεις δέσµευσης ATP και προπρωτεϊνης που µπορούν να ανασυσταθούν 
από αλληλοεπικαλυπτόµενα κοµµάτια της SecA, και υποδηλώνουν την δράση της ως 
ολιγοµερούς. Eπιπλέον διαπιστώθηκε ότι όχι µόνο οι δύο υποµονάδες της SecA µένουν 
συνδεδεµένες κατά την διαδικασία της µετατόπισης, αλλά χρειάζονται και οι δύο να είναι 
λειτουργικές για να επιτελεί η πρωτεΐνη το ρόλο της. Έτσι µε την χρησιµοποίηση 
ετεροδιµερούς SecA, όπου όµως τώρα η µία υποµονάδα είναι αδρανοποιηµένη µε αζίδιο, 
διαφαίνεται η ανικανότητα της SecA να επιτελεί την µετατόπιση προπρωτεΐνών από 
µεµβράνες in vitro  (Driessen ., 1993). 

H λειτουργία όµως της SecA σαν διµερές µπορεί να εξηγήσει την διαδοχική και εν 
εξελίξει (processive) δράση της κατά την µετατόπιση κατά την µετατόπιση των πρωτεϊνών 
από µεµβράνες. Συγκεκριµένα κατά την διαδικασία της µετατόπισης, χρησιµοποιείται αρχικά η 
ενέργεια από την υδρόλυση του ATP µέσω της SecA, αλλά εν συνεχεία η µετατόπιση 
προχωρεί µέσω της ενέργειας που προκύπτει από την βαθµίδωση πρωτονίων στη µεµβράνη 
(Schiebel et al., 1991). Aν όµως η τελευταία µορφή ενέργειας δεν υφίσταται, η µετατόπιση 
πραγµατοποιείται µε µόνο την ενέργεια από την υδρόλυση του ATP από την SecA, σε 
διαδοχικά στάδια. Έτσι αν δεχθούµε ότι µία προπρωτεΐνη δεσµεύεται ανά διµερή SecA (Hartl 
et al., 1991), η µεταφορά της από το ένα µονοµερές στο άλλο θα µπορούσε να εξηγήσει την 
διαδοχική αλλά διακοπτόµενη δράση της πρωτεΐνης. Μία τέτοια διαδικασία όµως, 
προυποθέτει ασυµµετρία των δύο υποµονάδων, που µπορεί να οφείλεται καταρχήν σε 
ασυµµετρία των θέσεων δέσµευσης για ATP (υψηλή συγγένεια ΑΤΡ στο ένα µονοµερές και 
χαµηλή στο άλλο, Karamanou et al., unpublished results), η οποία οδηγεί σε ασύµµετρη  
αλληλεπίδραση του κάθε µονοµερούς µε τους διάφορους υποκαταστάτες που µετέχουν στην 
µετατόπιση των πρωτεΐνών µέσα από τις µεµβράνες, και κατ’ επέκταση και της 
µεταφερόµενης προπρωτεΐνης. 

Mπορεί να µην πραγµατοποιείται πλήρης διάσταση της SecA σε υποµονάδες κατά 
την διάρκεια της µετατόπισης των πρωτεΐνών µέσα από µεµβράνες, όπως φάνηκε µε την 
µεταφορά ενέργειας συντονισµού µε φασµατοσκοπία φθορισµού, φαίνεται όµως ότι συµβαίνει 
αλλαγή του ολιγοµερισµού της SecA µετά από αλληλεπίδραση είτε µόνο µε φωσφολιπίδια είτε 
µόνο µε το πεπτίδιο σηµατοδότη της προπρωτεΐνης. Συγκεκριµένα µε πειράµατα χηµικής 
διασύνδεσης βρέθηκε ότι όταν η SecA αλληλεπιδρά µε φωσφολιπίδια (φωσφολιπίδια E.coli, 
όξινα φωσφολιπίδια, ή λιποσώµατα ανασυστάµενα µε SecYEG) µετατρέπεται σε µονοµερές 
(Or et al., 2002). Eπιπλέων µε ανάλογα φωσφολιπιδίων µε µακρυά ή κοντή αλυσίδα, µε 
µεγάλη ή µικρή πολική οµάδα και µε ποικιλλία µη ιονικών απορρυπαντικών διαπιστώθηκε ότι 
είναι απαραίτητη η δηµιουργία µικυλλίων από τα φωσφολιπίδια για να έχουµε διάσταση της 
SecA σε µονοµερές (Benach et al., 2002). Έτσι µε πειράµατα αναλυτικής 
υπερφυγοκέντρησης, χηµικής διασύνδεσης µε γλουταραλδεϋδη και µε µέτρηση της 
ανισοτροπίας φθορισµού φάνηκε η σηµασία της δηµιουργίας  µικυλλίων και ερµηνεύτηκε η 
ποικιλλία της συνεργατικότητας αυτών για τον µονοµερισµό της SecA. Σε συγκεντρώσεις 
λιπιδίων κοντά στις κρίσιµες συγκεντρώσεις δηµιουργίας µικυλλίων (critical micellar 
concentration, cmc) δηµιουργούνται συσσωµατώµατα πρωτοµικυλλίων ετερογενούς 
σύστασης που επηρεάζουν την φαινοµενική συνεργατικότητα στον µονοµερισµό της SecA. 
Έτσι κατά την τιτλοδότηση της SecA µε  αυξανόµενη συγκέντρωση φωσφολιπιδίων 
παρατηρείται µείωση του σχετικού ολικού φθορισµού που παραπέµπει σε αύξηση της 
ανισοτροπίας (αφού µειώνεται ο χρόνος φθορισµού που µένει υπό διέγερση το σύνολο των 
τρυπτοφανών). Eντούτοις διαπιστώνεται µεγάλη µείωση, κοντά στο µισό της ανισοτροπίας 
που σηµαίνει ότι έχει αυξηθεί κατά πολύ ο συντελεστής περιστροφικής διάχυσης παράλληλα 
µε την αλλαγή στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης. Eποµένως πραγµατοποιείται αύξηση της 
κινητικότητας της SecA µε φωσφολιπίδια που δεν µπορεί να οφείλεται σε διάσταση των 
υποπεριοχών κάθε µονοµερούς (µεγάλη µείωση της ανισοτροπίας σε σχέση µε αυτή που 
παρατηρείται κατά την ενδόθερµη µετάπτωση της SecA (που είδαµε προηγουµένως), αλλά 
εξηγείται από την διάσταση της SecA σε µονοµερές. Στα ίδια συµπεράσµατα κατέληξαν µε 
πειράµατα αναλυτικής υπερφυγοκέντρησης, αλλά και χηµικής διασύνδεσης µε 
γλουταραλδεΰδη (GA). H αλλαγή στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης σε κάθε πρωτοµερές 
πάντως πρέπει να παρουσιάζει οµοιότητες µε αυτή κατά την ενδόθερµη µετάπτωση της SecA 
αφού µονοµερής SecA από την επίδραση φωσφολιπιδίων δεν παρουσιάζει επιπρόσθετη 
αλλαγή στον φθορισµό αν υποβληθεί εν συνεχεία σε θερµική τιτλοδότηση. 
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Παράλληλα διαπιστώθηκε ότι αλληλεπίδραση της παραπάνω µονοµερούς SecA µε το 
πεπτίδιο σηµατοδότη προπρωτεΐνης, οδηγεί σε επαναδιµερισµό της πρωτεϊνης. Aυτό 
συµβαίνει και γιατί παρατηρείται αύξηση του συντελεστού καθίζησης µε αναλυτική 
υπερφυγοκέντρηση, και γιατί αυξάνεται το διµερές µε χηµική διασύνδεση µε GA, αλλά και 
γιατί παρατηρείται αύξηση του φθορισµού  µε τιτλοδότηση της SecA µε αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις πεπτιδίου σηµατοδότη, ενώ διαπιστώνεται και σιγµοειδής αύξηση της 
ανισοτροπίας. H µέτρηση της σταθεράς διάστασης είναι Kd=14µM και ο συντελεστής Hill είναι 
2 σε συµφωνία µε συνεργατική διαδικασία µείωσης της κινητικότητας από επαναδιµερισµό 
της πρωτεΐνης µετά από δέσµευση πεπτιδίου σηµατοδότη σε κάθε πρωτοµερές. Πάντως η 
διαµόρφωση του διµερούς που δηµιουργείται από την αλληλεπίδραση του πεπτιδίου 
σηµατοδότη µε την µονοµερή SecA πρέπει να είναι διαφορετική από αυτή του αρχικού 
διµερούς αφού τόσο η αύξηση του φθορισµού όσο και της ανισοτροπίας δεν πλησιάζουν τις 
τιµές που παρατηρούνται µε το αρχικό  διµερές. 

Aπό την άλλη µεριά η αλληλεπίδραση της διµερούς SecA µε το πεπτίδιο σηµατοδότη 
δεν οδηγεί παρά σε φτωχή αύξηση της τάσης αυτοσυγκρότησης της πρωτεϊνης, αφού 
παρατηρείται µικρή µετακίνηση της SecA προς µεγαλύτερη µοριακή µάζα, στο προφίλ 
διασποράς της µοριακής µάζας από την µέτρηση του συντελεστού καθίζησης. Όταν όµως η 
SecA αποκτήσει τη διαµόρφωση που την χαρακτηρίζει κατά την ενδόθερµη µετάπτωση της 
τότε η αλληλεπίδραση µε το πεπτίδιο σηµατοδότη, οδηγεί σε ολιγοµερισµό της πρωτεϊνης. Mε 
πειράµατα χηµικής διασύνδεσης SecA και πεπτιδίου σηµατοδότη στους 370C δηµιουργούνται 
µορφές υψηλότερης τάξης που δεν εισχωρούν στο πήκτωµα της ακρυλαµίδης, ενώ µε 
σκέδαση του φωτός στο δείγµα της SecA στην ίδια θερµοκρασία ανιχνεύεται θολότητα 
πρόδηλη της δηµιουργίας ολιγοµερών µορφών. Eπιπρόσθετα κατά την θερµική τιτλοδότηση 
της SecA µε φασµατοσκοπία φθορισµού διαπιστώνεται αύξηση της ανισοτροπίας µόνο όταν 
η πρωτεΐνη αποκτήσει την ενδόθερµη διαµόρφωση της που αντανακλά επίσης την διαδικασία 
ολιγοµερισµού. H αύξηση της ανισοτροπίας δεν µπορεί να οφείλεται παρά µόνο σε µείωση 
της κινητικότητας της πρωτεΐνης (η µείωση του σχετικού ολικού φθορισµού παρουσία και 
απουσία πεπτιδίου σηµατοδότη είναι η ίδια)και αυτή µε την σειρά της σε ολιγοµερισµό, αφού 
η µείωση είναι µεγάλη για να οφείλεται σε δυσκαµψία της πρωτεΐνης από απλή αλλαγή στη 
διαµόρφωση του µονοµερούς. H αλλαγή όµως στην κατάσταση ολιγοµερισµού της SecA 
παρουσία πεπτιδίου σηµατοδότη υπό συγκεκριµένη διαµόρφωση, ενισχύει  την σηµασία του 
σταδίου αυτού για την επιτέλεση της διαδικασίας της µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από 
µεµβράνες. Eπιπλέων το γεγονός ότι PrlD µεταλλαγές που υπόκεινται σε ενδόθερµη 
µετάπτωση σε χαµηλότερη θερµοκρασία παρουσιάζουν αύξηση της ανισοτροπίας στην ίδια 
χαµηλότερη θερµοκρασία, αποδεικνύει ότι ο όλιγοµερισµός της SecA δεν οφείλεται απλά σε 
αλλαγές της δράσης του πεπτιδίου σηµατοδότη σε αυξηµένη θερµοκρασία. H αλληλεπίδραση 
της SecA µε προβληµατικό πεπτίδιο σηµατοδότη οδηγεί επίσης σε ολιγοµερισµό της 
πρωτεΐνης, που όµως πραγµατοποιείται σε υψηλότερη θερµοκρασία, καθώς η αντίδραση 
προφανώς καθυστερεί λόγω της µη ισχυρής δέσµευσης του προβληµατικού πεπτιδίου 
σηµατοδότη µε την SecA (παρότι προβληµατικό το πεπτίδιο σηµατοδότης αλληλεπιδρά µε 
την SecA που δέχεται πληθώρα διαφορετικών προπρωτεΐνικών κοµµατιών κατά την διάρκεια 
της διαδοχικής-σταδιακής διαδικασίας της µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες). 
Tο ότι ο πολυµερισµός της SecA για τον οποίο µιλούµε δεν αντανακλά  στείρα συσσωµάτωση 
φαίνεται από την αντιστρεψιµότητα του. Έτσι αν θερµανθεί η SecA ώστε να αποκτήσει την 
διαµόρφωση της ενδόθερµης µετάπτωσης και προστεθεί πεπτίδιο σηµατοδότης αυξάνεται η 
ανισοτροπία που όµως αντίστοιχα ελαττώνεται στην αρχική τιµή (επαναφορά στο διµερές) αν 
προστεθούν φωσφολιπίδια που προκαλούν µονοµερισµό της διµερούς SecA. Επειδή η SecA 
κατά την ενδοθερµική αλλαγή της διαµόρφωσης της παραµένει διµερής (Hunt et al., 2002) ο 
ολιγοµερισµός της µε την προσθήκη πεπτιδίου σηµατιδότη οφείλεται στην δηµιουργία 
καινούργιων επιφανειών αλληλεπίδρασης µεταξύ των µονοµερών που πιθανά 
παρουσιάζονται και κατά τον επαναδιµερισµό της µονοµερούς από φωσφολιπίδια SecA, 
παρουσία πεπτιδίου σηµατοδότη. Αξίζει να τονίσουµε ότι οι Or et al., 2002 βρήκαν 
µονοµερισµό της SecA παρουσία πεπτιδίου σηµατοδότη. Όµως όχι τόσο οι συνθήκες όσο η 
απόδοση της χηµικής διασύνδεσης (η µοναδική µέθοδο προσέγγισης του προβλήµατος που 
χρησιµοποίησαν) είναι χαµηλή, και εποµένως αλλαγή στη διαµόρφωση της πρωτεϊνης από το 
πεπτίδιο περιορίζει την χηµική διασύνδεση των υποµονάδων της SecA περαιτέρω.  

Όλες οι παραπάνω αλλαγές στην ολιγοµερική κατάσταση της SecA από τους 
διάφορους υποκαταστάτες αναµένεται να έχουν νόηµα για την διαδικασία της µετατόπισης; H 
απάντηση είναι ναι, γιατί η SecA καταρχήν  όταν αποσύρεται από την SecYEG θέση 
σύµφωνα µε το κυκλικό µοντέλο της µετατόπισης (που θα δούµε σε επόµενο Κεφάλαιο), και 
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δεν προστατεύεται από τo υδρόφοβο περιβάλλον της διπλοστοιβάδας, µπορεί να 
αλληλεπιδρά µε τα φωσφολιπίδια, και να παραµένει στη µεµβράνη διευκολύνοντας την 
έναρξη του επόµενου κύκλου της µετατόπισης. Eξάλλου έχει βρεθεί ότι η SecA αλληλεπιδρά 
άµεσα µε τον υδρόφοβο πυρήνα της φωσφολιπιδικής διπλοστοιβάδας (Breukink et al., 1992)  
και επίσης ότι εισχωρεί στο εσωτερικό κυστιδίων ανιονικών φωσφολιπιδίων οπότε και 
σηµαίνεται από φωτοενεργοποιούµενες οµάδες εντοπισµένες σε διάφορες θέσεις της 
αλυσίδας των υδρογονανθράκων των φωσφολιπιδίων (Ulbrandt et al ., 1992). Aπό την άλλη 
έχει βρεθεί ότι λιπίδια που αποσταθεροποιούν την διπλοστοιβάδα επιταχύνουν την διαδικασία 
της µετατόπισης (van der Does et al., 2000). Aυτό θα µπορούσε να αντανακλά την σηµασία 
της αλληλεπίδρασης της SecA µε τα φωσφολιπίδια για την προώθηση του κύκλου σε 
επόµενο στάδιο, καθώς τα λιπίδια αυτά διευκολύνουν την πρόσβαση της SecA στον 
υδρόφοβο πυρήνα των φωσφολιπιδίων (Ahn et al., 1998) και κατά συνέπεια επιταχύνουν την 
αλλαγή της διαµόρφωσης της πρωτεΐνης από αυτή την αλληλεπίδραση. Aπό την άλλη µεριά 
και η αλλαγή του ολιγοµερισµού της SecA, υπό συγκεκριµένη διαµόρφωση, από το πεπτίδιο 
σηµατοδότη, δεν µπορεί παρά να αντανακλά συγκεκριµένα βήµατα της διαδικασίας της 
µετατόπισης. Kαθώς η αλληλεπίδραση της SecA µε το πεπτίδιο σηµατοδότη είναι απαραίτητη 
για την έναρξη της διαδικασίας της µετατόπισης των πρωτεϊνών από µεµβράνες, αναµένεται 
να προκαλεί αλλαγές στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης που θα προωθούν αυτή την διαδικασία. 
Mάλιστα έχουν εντοπιστεί περίπλοκες αλληλεπιδράσεις της SecA µε το πεπτίδιο σηµατοδότη 
καθώς παρατηρείται µείωση της ATPάσης του N68 παρουσία του πεπτιδίου (Triplett et al., 
2001; Baud et al., 2002), αλλά αύξηση της λιπιδικής ATPάσης ολόκληρης της SecA (Miller et 
al., 1998; Wang et al., 2000), που υποδηλώνουν διαφορετική αλλαγή της SecA από το 
πεπτίδιο σηµατοδότη σε διαφορετικό στάδιο της διαδικασίας µετατόπισης.Eίναι πολύ πιθανόν 
λοιπόν ότι το ολιγοµερικό καθεστώς της SecA αλλάζει κατά την διάρκεια της µετατόπισης από 
την αλληλεπίδραση µε τους διάφορους υποκαταστάτες κάτι που ίσως θα έπρεπε να είναι 
αναµενόµενο από την διαφορετική ολιγοµερική κατάσταση της SecYEG σε σχέση µε αυτήν 
της SecA (όπως είδαµε στο Κεφάλαιο: Sec61/SecYEG κανάλι). 

Oι παραπάνω µελέτες οδήγησαν στην υπόθεση ότι ούτε η µονοµερής αλλά ούτε και η 
δύσκαµπτη διµερής µορφή της πρωτεΐνης αρκούν προκειµένου να έχουµε λειτουργική 
SecA.Το πιο πιθανό είναι ότι η SecA δουλεύει σύµφωνα µε το “rolling model” των ελικασών 
(σχήµα 44) (Caruthers et al., 2002), σύµφωνα µε το οποίο το ένα πρωτοµερές δεσµεύεται σε 

ένα µονόκλωνο τµήµα του 
δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου, 
και ανακτά το δεύτερο 
πρωτοµερές προς δέσµευση 
στο επόµενο νουκλεοτιδικό 
τµήµα µε παρόµοιο τρόπο, 
σταθεροποιώντας το 
νουκλεοτίδιο στην µονόκλωνη 
κατάσταση. Υπέρ αυτού του 
µοντέλου είναι η διαπίστωση, 
ότι τόσο η NS3, όσο και η Rep 
ελικάσες, διµερίζονται όταν 
δεσµεύουν συγκεκριµένα και 
µόνο υποστρώµατα DNA (και 
εποµένως µόνο όταν αποκτούν 
συγκεκριµένη διαµόρφωση), 
ενώ και η UvrD SF1 ελικάση 
έχει διαπιστωθεί ότι δουλεύει 
σαν διµερές (Maluf et al., 
2003). Έπειτα υπάρχουν και τα 

παραπάνω αποτελέσµατα ρύθµισης της ολιγοµερικής κατάστασης της πρωτεϊνης από τους 
διάφορους υποκαταστάτες. Έτσι αντί να απαιτείται διαρκής δέσµευση της διµερούς SecA στη 
θέση της SecYEG κατά την διάρκεια των κύκλων εισαγωγής και εξαγωγής της από την 
µεµβράνη, ώστε όταν αφήνει την προπρωτεϊνη στο τέλος του ενός κύκλου να πιάνει το 
επόµενο προς µετατόπιση τµήµα στην αρχή του άλλου κύκλου, µπορεί το υπόστρωµα να 
µεταφέρεται από το ένα µονοµερές στο άλλο. Εποµένως στο τέλος του ενός κύκλου η 
προπρωτεϊνη µεταφέρεται στο δεύτερο πρωτοµερές καθώς το πρώτο αποσύρεται από την 
µεµβράνη (π.χ µέσω του µονοµερισµού που επιφέρουν τα φωσφολιπίδια) και όταν το 
τελευταίο αποκτήσει την κατάλληλη διαµόρφωση (π.χ αυτήν της ενδόθερµης µετάπτωσης) 

Σχήµα 44 : (Caruthers et al., 2002).  Μοντέλλα δράσης των ελικασών 
(περισσότερες λεπτοµέρειες στο κείµενο) 
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παρουσία του πεπτιδίου σηµατοδότη, ανακαλεί στη θέση της SecYEG το πρώτο µονοµερές 
επιτυγχάνοντας κατά συνέπεια επιτυγχάνεται η διαδοχική και σταδιακή διαδικασία της 
µεταφοράς των πρωτεϊνών. Αντίθετα το “inchwarm model” των ελικασών (σχήµα 44) δέχεται 
ότι το ένα πρωτοµερές, αυτό µε την µεγαλύτερη συγγένεια για το πολυνουκλεοτίδιο, αρκεί για 
να ξεδιπλώσει την διπλή του έλικα αν κινείται κατά µήκος του νουκλεοτιδίου, προς την ίδια 
κατεύθυνση, σπρώχνοντας την διπλή έλικα. Όταν πραγµατοποιηθεί δέσµευση ΑΤΡ τα δύο 
µονοµερή ανταλλάσσουν συγγένεια για το νουκλεοτίδιο και δέσµευση του, µετά από την 
υδρόλυση ΑΤΡ.  Το γεγονός ότι δεν έχουν αποµονωθεί µε κρυστάλλωση µόνο ολιγοµερείς 
µορφές των διαφόρων ελικασών, καθώς και το ότι από την ελεύθερη στην δεσµευµένη µε 
ΑΤΡ µορφή της PcrA, συµβαίνει µετάθεση µιας βάσης του συνδεδεµένου νουκλεοτιδίου, 
αποτελούν για πολλούς σαφείς ενδείξεις της δράσης του “ inchwarm model”. Όµως και από τα 
αποτελέσµατα των Or et al., 2002, που προτείνουν την µονοµερή µορφή της SecA ως την 
λειτουργική µορφή της κατά την διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών (αυτή η 
µονοµερής SecA δεσµεύεται στη θέση της SecYEG  και επιτελεί και την διαδικασία της 
µετατόπισης in vitro) δεν διαφαίνεται ότι συµβαίνει κάτι τέτοιο. Η πολύ χαµηλή δραστικότητα 
in vitro της µονοµερούς SecA που αποµόνωσαν µε έξι σηµειακές µεταλλαγές προβάλλει αν 
µη τι άλλο την σηµασία της διµερούς SecA για αποτελεσµατική µετατόπιση. Εξάλλου δεν 
διαχωρίζουν την µετατόπιση in vitro µέσω της δράσης της SecA, από την µετατόπιση µέσω 
της ενέργειας από τη βαθµίδωση πρωτονίων. Επίσης αφού δεν δίνουν την σταθερά 
διάστασης για την µεταλλαγµένη SecA τίποτα δεν αποκλείει ότι αυτή δεν επαναδιµερίζεται σε 
κάποιο στάδιο της διαδικασίας της µετατόπισης.  

Για την ίδια ανάγκη διερεύνησης του κυκλικού µοντέλλου δράσης της SecA έγινε 
προσπάθεια να γίνουν γνωστά όσο το δυνατόν περισσότερα για την δοµή της SecA, το 
σχήµα και τις διαστάσεις της. Σύµφωνα µε το παραπάνω µοντέλο η SecA καθώς υπόκειται σε 
κύκλους εισαγωγής και εξαγωγής από την µεµβράνη (Economou and Wickner, 1994; 
Economou et al.,1995), δίνει την δυνατότητα στην µεταθετάση να κινείται διαδοχικά πάνω 
στην προπρωτεΐνη. ∆εν είναι γνωστό όµως, πως η SecA καταλύει την ανυσµατική κίνηση του 
υποστρώµατος. H υπόθεση που προτείνεται, αναφέρει ότι η SecA συµπαρασύρει µαζί της το 
υπόστρωµα κατά την διάρκεια των κύκλων εισαγωγής της στη µεµβράνη. Eίναι λοιπόν 
εντελώς απαραίτητη η γνώση της δοµής της SecA και οι πρώτες επιτυχείς προσπάθειες όσον 
αφορά την εύρεση του σχήµατος της, πραγµατοποιήθηκαν µε σκέδαση των ακτίνων X υπό 
µικρή γωνία, SAXS (small angle X ray scattering)(Shilton et al., 1998). Πρόκειται για µία 
µέθοδο µε την οποία µπορεί κανείς να πάρει πληροφορίες πολύ γρήγορα σχετικά µε το 
σχήµα µιας πρωτεϊνης σε διάλυµα, σε χαµηλή όµως ανάλυση σε σχέση µε αυτήν που παίρνει 
κανείς από την κρυσταλλογραφία της πρωτεϊνης. Bρέθηκε λοιπόν ότι η διµερής SecA ειναι 
ένα επιµηκυσµένο µόριο µε διαστάσεις 15X8 nm  σε αντιπαράθεση µε το πάχος της 
µεµβρανικής διπλοστοιβάδας που είναι περίπου 4 nm και την διάµετρο της SecYEG που 
προβλέπεται να είναι 7 nm (σχήµα 46). Συγκεκριµένα χρησιµοποιώντας την συνάρτηση 
διασποράς του µήκους P(r) βρήκαν την ακτίνα περιστροφικότητας (Radius of gyration, Rg) 
Rg=4.47±0.006 nm η οποία αντιστοιχεί σε µακρύ µόριο. H ακτίνα περιστροφικότητας για κάθε 
µονοµερές είναι 3.3±0.1 nm (σφαιρικά πρωτοµερή) ενώ η απόσταση των κέντρων µάζας των 
µονοµερών είναι ∆d=5.9±0.3 nm, και διαθέτουν περιορισµένη επιφάνεια αλληλεπίδρασης. 
Παλιότερη προσπάθεια εύρεσης του σχήµατος της SecA µε ανάλυση µε ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο λεπτοτετµηµένων κρυστάλλων της πρωτεϊνης (Weaver et al., 1992) έλειξε άδοξα 
λόγω του ότι οι χάρτες προβολής ήταν ακατάλληλοι. Tελευταία επιτεύχθηκε η εύρεση της 
διαµόρφωσης της SecA σε υψηλή ανάλυση 2.7Ǻ µε κρυσταλλογραφία (Hunt et al., 2002; 
Sharma et al., 2003) µε την οποία επιβεβαιώνονται τα αποτελέσµατα του SAXS όσον αφορά 
το επιµηκυσµένο µόριο και τις διαστάσεις του (σχήµα 45, 34 και 38). 

 Τόσο από τα πειράµατα µε το SAXS όσο και πολύ περισσότερο από την 
κρυσταλλική δοµή  της SecA εξελίσσονται οι απόψεις µας όσον αφορά την διαδικασία της 
µετατόπισης αλλά γεννιούνται και πολλαπλά ερωτήµατα σχετικά µε το µηχανισµό της. Από 
την δοµή επιβεβαιώνεται ότι οι δύο πρωταρχικές περιοχές της SecA (N-/C-domain) 
αλληλεπιδρούν (Karamanou et al., 1999) και έτσι εξηγείται πως πρόσδεση ΑΤΡ στην Ν-
περιοχή επηρεάζει την σταθερότητα της C-περιοχής (Den Blaauwen et al., 1996). Έπειτα η 
τοποθέτηση της διµερούς πρωτεϊνης στην µεµβράνη µπορεί να είναι κάθετη ή και παράλληλη 
στο επίπεδο της, ενώ στο εσωτερικό της µπορεί να εισέρχεται µόνο το ένα πρωτοµερές ή 
κεντρικά τµήµατα του διµερούς. Σε κάθε περίπτωση πάντως ενδοµοριακή ασυµµετρία που 
ενδέχεται να συµβάλλει στην διαδοχική  δράση της SecA, είναι δυνατόν να επιτευχθεί. 
Επιπλέων το µεγάλο µέγεθος της SecA δεν µπορεί παρά να προκαλεί αλλαγές στο σχήµα και 
στη στοιχειοµετρία της SecYEG κατά την είσοδο της στη µεµβράνη . Ξέρουµε ότι η SecA 
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προφυλλάσεται από τα 
φωσφολιπίδια στη 
παραπάνω φάση 
(Eichler et al., 1997; 
Van Voorts et al., 1998). 
Κάτι τέτοιο όµως δεν 
µπορεί να επιτευχθεί 
από ένα ετεροτριµερές 
της SecYEG αλλά από 
περισσότερα, όπως 
προτάθηκε και από τους 
Manting et al., 2000), 
και ισχύει στην 
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Σχήµα 45: (Shilton et al., 1998). Καθορισµός του σχήµατος της SecA σε διάλυµα. Απεικόνιση του χαµηλής
διακριτικότητας σχήµατος-µοντέλου του µορίου της SecA, που αποτελείται από δύο µονοµερή. Η SecA
υπολογίζεται ότι είναι ένα επιµήκησµένο σωµατίδιο µε διαστάσεις 15Χ8 nm. Το παραπάνω σχήµα-µοντέλο της
SecA απεικονίζεται σε τρεις διαφορετικές όψεις (1-3). Όψη 1: Ο άξονας δυαδικής συµµετρίας συµπίπτει µε τον
άξονα των Ζ (επίπεδο του χαρτιού), ενώ τα δύο µονοµερή της SecA κατά µήκος του άξονα των Y; Μία
περιστροφή  900 περί τον άξονα των Χ, οδηγεί στην όψη 2, όπου ο άξονας δυαδικής συµµετρίας συµπίπτει µε
τον άξονα των Y, και τα δύο µονοµερή διαχωρίζονται κατά µήκος του άξονα των Ζ; Η όψη 3 είναι η όψη 2
στραµµένη κατά 900 γύρω από τον άξονα των Y, έτσι ώστε ο άξονας δυαδικής συµµετρίας συµπίπτει µε τον
άξονα των Y, και τα δύο µονοµερή διαχωρίζονται κατά µήκος του άξονα των Ζ . Και στις τρεις πάντως
περιπτώσεις ο προσανατολισµός της SecA σε σχέση µε το επίπεδο της µεµβράνης είναι υποθετικός.
Προκειµένου να γίνει σύγκριση των σχετικών µεγεθών, σχηµατική αναπαράσταση µιας λιπιδικής
διπλοστοιβάδας (σκιασµένο ορθογώνιο, πάχους 3.4-4nm, που περιέχει ένα υδρόφοβο πυρήνα ~ 3nm), και
ενός τριµερούς SecYEG (άσπρο ορθογώνιο),σχεδιάζονται επίσης σε ανάλογη κλίµακα. Η διάµετρος του
SecYEG υπολογίστηκε από τις κρυσταλλογραφικά καθορισµένες διαστάσεις µεµβρανικών πρωτεϊνών, στις
οποίες κάθε διαµεµβρανική έλικα καταλαµβάνει ~ 2.7nm2. Έτσι το SecYEG µε στοιχειοµετρία 1:1:1, που
προβλέπεται ότι περιέχει 15 διαµεµβρανικές α-έλικες, υπολογίστηκε ότι θα καταλαµβάνει µία επιφάνεια ~
40nm2, που αντιστοιχεί σε διάµετρο ~ 7nm. 
ερίπτωση του ευκαρυωτικού οµολόγου Sec61 (Hanein et al., 1996). Από την άλλη µεριά θα 
πορούσε η είσοδος της SecA στη µεµβράνη να είναι λιγότερο έντονη απ’ όσο παρουσιάζεται 
ε τα πειράµατα πρωτεόλυσης και να µην γίνεται παρά εισαγωγή στο εσωτερικό της 
ντοπισµένων τµηµάτων των δύο πρωταρχικών περιοχών της SecA (N-/C-domain). Ένα 
ναλλακτικό µοντέλλο επίσης θα έβλεπε περιστροφική εισαγωγή στη µεµβράνη πότε του 
ρώτου και πότε του δεύτερου πρωτοµερούς ενώ η ευλυγισία ενός τόσο µεγάλου µορίου σαν 
ης SecA πιθανά να οφείλεται στην αλληλεπίδραση µε τους διάφορους υποκαταστάτες που το 
δηγούν σε κατάσταση χαµηλής ενέργειας.  

Σηµαντικές πληροφορίες για τον µηχανισµό δράσης της SecA λαµβάνονται όπως 
ίδαµε από την µελέτη της διαµόρφωσης της πρωτεΐνης παρουσία νουκλεοτιδίων, αφού 
ύµφωνα µε το κυκλικό µοντέλο της SecA η εισαγωγή και η εξαγωγή από την µεµβράνη 
υθµίζεται από την δέσµευση και υδρόλυση ΑΤΡ και εποµένως από τις διαφορετικές αλλαγές 
τη διαµόρφωση της SecA που προκαλούν τα διάφορα νουκλεοτίδια. Τόσο τα πειράµατα µε 
AXS (Shilton et al., 1998) όσο και η ανάλυση της δοµής  της SecA απουσία και παρουσία 
DP και µαγνησίου τόσο από το Bacillus subtillis (σχήµα 34), όσο και από το Mycobacterium 

uberculosis (σχήµα 38), έδωσαν πληροφορίες και για την έκταση των αλλαγών στην 
ιαµόρφωση της SecA παρουσία νουκλεοτιδίων. Έτσι όπως η ακτίνα περιστροφικότητας  Rg  
ίναι η ίδια απουσία και παρουσία διαφόρων ειδών νουκλεοτιδίων, και η δοµή της SecA είναι 
ερίπου η ίδια είτε υπάρχει είτε δεν υπάρχει ADP. Εποµένως προκύπτει ότι η δέσµευση του 
ουκλεοτιδίου δεν προκαλεί εκτεταµένες αλλαγές στην διαµόρφωση της πρωτεΐνης. 
ροκαλούνται µάλλον περισσότερο ήπιες και πιο εντοπισµένες αλλαγές που ανιχνεύονται 
πως είδαµε µε θρυψινόλυση (αλλάζει η έκθεση µιας λούπας στην θρυψίνη) και 
ασµατοσκοπία φθορισµού (αλλάζει η έκθεση στο νερό του συγκροτήµατος των 
ρυπτοφανών). Σε καµία περίπτωση πάντως δεν πρέπει να εκλειφθεί ότι οι όποιες αλλαγές 
εν είναι σταθερές και ότι χρειάζονται πολλαπλοί κύκλοι υδρόλυσης, όπως κατά την διάρκεια 
ης µετατόπισης, για να εδραιωθούν, µιας και η διαµόρφωση της SecA µε ADP είναι σταθερή 
ε συνθήκες περιοριστικής πρωτεόλυσης στον πάγο (όπως είδαµε στο προηγούµενο 
εφάλαιο). Έτσι χρησιµοποιώντας µεταλλαγµένη SecA µε υψηλή βασική ΑΤΡάση δεν 
ντοπίζεται επίσης, καµία αλλαγή στην ακτίνα περιστροφικότητας Rg µε τα SAXS πειράµατα. 
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Από την κρυσταλλική δοµή της SecA από το Bacillus subtilis µπορεί να µην 
αποµονώνεται διµερές (οι κρύσταλλοι της SecA περιέχουν ένα πρωτοµερές σε κάθε 
ασυµµετρη µονάδα), όµως µε συγκεκριµένη κρυσταλλογραφική συµµετρία (151 6 6 Ρ3112 
ΡG312 TRIGANAL:-Y,-X,2/3-Z) προκύπτει ένα κρυσταλλογραφικό διµερές (σχήµα 46) το 
οποίο έχει µεγάλες πιθανότητες να είναι το φυσιολογικό διµερές που αναφέρθηκε 
προηγουµένως (Shilton et al.,1998; Woodbury et al., 2002), καθώς σ’ αυτό απαντάται 
εκτεταµένος αριθµός διαµοριακών επαφών και µεγάλο εύρος των προσιτών στο διαλύτη 
επιφανειών εγλωβίζεται στο εσωτερικό του (σχήµα 46). Όλες οι θέσεις έκθεσης στο 

περίπλασµα, ΡΕ sites 
(Periplasmically Exposed 
sites), αλλά και η 
προτεινόµενη θέση 
δέσµευσης του 

υποστρώµατος, 
τοποθετούνται πάνω ή 
κοντά στην µία επιφάνεια 
του διµερούς (σχήµα 46). 
Στην ίδια επιφάνεια και 
συγκεκριµένα στο κέντρο 
της, προβλέπεται ότι 
τοποθετούνται οι 
καρβοξυτελικές περιοχές 
της πρωτεΐνης όπου 
δεσµεύεται ο ψευδάργυρος. 
Αυτές αν και 
αναδιοργάνωτες στην 
κρυσταλλική τους δοµή, η 
τοποθέτηση τους εξάγεται 
από την θέση των 
γειτονικών πρωτεϊνικών 
τµηµάτων, δηλαδή των 
καρβοξυτελικών τµηµάτων 
της CTL-περιοχής. 
Εποµένως και οι δύο 
καρβοξυτελικές περιοχές 
δέσµευσης Zn2+ πιθανά 
προεκβάλουν από την ίδια 
επιφάνεια στην οποία 
εντοπίζονται οι PE θέσεις, 
και η θέση δέσµευσης του 

υποστρώµατος, και έτσι δύνανται να αλληλεπιδράσουνµε το τετραµερές µόριο της SecB που 
κουβαλάει το υπόστρωµα.  

Σχήµα 46: (Hunt et al., 2002). Αναπαράσταση του διµερούς της SecA όπως
προκύπτει µετά από εφαρµογή κρυσταλλογραφικής συµµετρίας. Οι
χρωµατισµοί είναι αντίστοιχοι µε αυτούς στο σχήµα 63 που απεικονίζεται η
bsSecA . Στο σχήµα απεικονίζονται οι θέσεις που εκτείθενται στο
περίπλασµα (PE Sites), η SSD περιοχή, η β-αλυσίδα της CTL-περιοχής, και
η θέση δέσµευσης της SecB. 

β-strand 
of 

the CTL 

PE site

SSD 

SecB 
binding 

Η παραπάνω διµερής δοµή της bsSecA όµως µοιάζει και µε την µία από τις δύο 
διµερείς µορφές της tbSecA όπως προκύπτουν κατευθείαν από την κρυσταλλική δοµή της, 
αφού οι Sharma et al., 2003 επέτυχαν την κρυστάλλωση της διµερούς tbSecA, και έτσι σε 
κάθε ασύµετρη µονάδα εντοπίζεται ένα διµερές και όχι µονοµερές όπως στην περίπτωση της 
bsSecA (σχήµα 47). Συγκεκριµένα στην κρυσταλλική δοµή τα µόρια που συνιστούν το 
διµερές, είτε αποµακρύνουν από το διαλύτη 1,290Ǻ2 της προσβάσιµης επιφάνειας κάθε 
υποµονάδας, και τα αµινοξέα που συµµετέχουν στις επαφές των δύο µονοµερών είναι κυρίως 
υδρόφοβα [σε συµφωνία µε πρόσφατα δεδοµένα µε τα οποία τα διµερή της SecA διίστανται 
παρουσία απορρυπαντικών ή λιπιδίων, όπως είπαµε προηγουµένως (Or et al., 2002), είτε 
κρύβουν από το διαλύτη 730Ǻ2 (αν αφαιρεθεί η κρυµµένη επιφάνεια των 17 αµινοξέων του 
φορέα έκφρασης που δεν ανήκουν στην φυσιολογική πρωτεΐνη), και οι επαφές είναι κυρίως 
πολικές (σχήµα 47c). Στην πρώτη περίπτωση µιλάµε για το Α-Β διµερές όπου οι 
αλληλεπιδράσεις εντοπίζονται µεταξύ των περιοχών SSD (PPXD), IRA2 (NBF-II), HSD και 
IRA1 (πιο αναλυτικά στα αποτελέσµατα και συζήτηση), ενώ στη δεύτερη περίπτωση για το Α-
C διµερές όπου οι αλληλεπιδράσεις τώρα εντοπίζονται µεταξύ NBD (NBF-I), HSD και IRA1 
(πιο αναλυτικά στα αποτελέσµατα και συζήτηση) (σχήµα 47). Στην περίπτωση του διµερούς 
της bsSecA που προκύπτει από εφαρµογή κρυσταλλογραφικής συµµετρίας, οι δύο 
υποµονάδες διευθετούνται σε µία ενδιάµεση διαµόρφωση απ’ αυτή που απαντώνται τα Α-Β 
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και Α-C διµερή 
(σχήµα 47α) µε 

αλληλεπιδράσεις 
µεταξύ των 
περιοχών NBD 
(NBF-I), IRA2 (NBF-
II), SSD (PPXD), 
HSD, WD, και IRA1 
(πιο αναλυτικά στα 
αποτελέσµατα και 
συζήτηση). Παρόλα 
αυτά η µεσόφαση 
του διµερούς της 
bsSecA είναι 
παρόµοια µε αυτή 
του Α-Β διµερούς. Η 
µεσόφαση όµως για 
την bsSecA είναι 
στην αντίθετη µεριά 
της β-πτυχωτής 
επιφάνειας σε σχέση 
µε την µεσόφαση της  

tbSecA.  
Από τους 

Sharma et al., 2003 
προτείνεται ότι το 
διµερές Α-Β είναι πιο 
κοντά στην ενεργή 
µορφή της tbSecA. Και 
αυτό γιατί πέρα από 
τα παραπάν  ο δύο 
υποµονάδες στο 
παραπάνω διµερές 
σχετίζονται µε µία 
σχεδόν τέλεια δυαδική 
συµµετρία, σε επίπεδο 
κάθετο στο επίπεδο 
που ορίζει ο 
ελλειπτικός πόρος που 
εντοπίζεται στο κέντρο 
του διµερούς (σχήµα 

47). Το µέγεθος του πόρου (10Χ35Ǻ) είναι παρόµοιο µε αυτό που παρατηρείτα  σε δοµή 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου από την  SecYEG της E.coli (16X25Ǻ) (Βreyton et al., 2002) που 
κρυσταλλώθηκε επίσης σαν διµερές. Ο πόρος διευρύνεται και αλλάζει σχήµα κατά την 
µετάβαση της διµερούς SecA, από την διαµόρφωση της bsSecA προς την Α-B και την A-C, 
αλλά και αντίστροφα, όπως φαίνεται στην αναπαράσταση της µοριακής επιφάνειας των 
παραπάνω διαµορφώσεων στο σχήµα 47. Είναι πολύ πιθανό λοιπόν  ότι όλες οι παραπάνω 

ω ι 

ι

Σχήµα 47: (Sharma et al., 2003). Σχηµατισµός διµερούς από την SecA ATPάση. A) Στην πρώτη σειρά
αναπαριστώνται µε µορφή κορδέλας τα διµερή της bsSecA (a) και τα Α-Β (b) και A-C (c ) διµερή της tbSecA
χρωµατισµένα ανάλογα µε τις λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης. Ο κινητήρας της SecA περιλαµβάνει την
µοβ περιοχή NBD (NBF-I) και την γκρι περιοχή IRA2 (NBF-II). Η περιοχή που συντελεί στην µετατόπιση των
πρωτεϊνών (translocation domain; Sharma et al., 2003) περιλαµβάνει την κίτρινη προτεινόµενη περιοχή
δέσµευσης του υποστρώµατος SSD [PPXD(N)+PPXD(C )] και την µπλε ελικοειδή περιοχή πυρήνα IRA1+WD.
Η µακριά α-έλικα και µικρότερα τµήµατα που συνιστούν την περιοχή HSD χρωµατίζονται κόκκινα.  Η µεσόφαση
του διµερούς στην bsSecA (a) και στην mtSecA (b) µαρκάρεται µ’ ένα κουτί και απεικονίζεται σε µεγένθυση στο
επόµενο σχήµα 125 . Στην κάτω σειρά απεικονίζονται απεικονίζονται οι µοριακές επιφάνειες των διµερών της
πρώτης σειράς, µε τον ίδιο προσανατολισµό. Το προτεινόµενο Α-Β διµερές (b, e) της tbSecA περιέχει ένα
ελλειπτικό πόρο που πιστεύεται ότι ευθυγραµµίζεται µε το διαµεµβρανικό κανάλι της SecYEG. Επίσης
παριστάνεται το δεσµευµένο µόριο ADP-β-S µε τη µορφή σφαίρας και ραβδιού. B) Μεγένθυση του διµερούς Α-
Β (b) της mtSecA (απέναντι σελίδα). Στο σχήµα αυτό σηµειώνονται οι διάφορες περιοχές της SecA µε
διαφορετικά χρώµατα απ’ ότι προηγουµένως για την bsSecA. 

B

IRA1+WD
  (HCD)

    SSD 
[ PPX(D)+ 
PPXD(C )] 

   IRA2 
 (NBF-II) 

HSD

   NΒD 
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διευθετήσεις του διµερούς, A-B και A-C στην tbSecA, η διευθέτηση του διµερούς στην 
bsSecA, αλλά και όποιες άλλες προκύψουν ακόµα, αποτελούν πιθανές διαµορφώσεις, που 
αποκτώνται κατά τον κύκλο ζωής του διµερούς της SecA, αφού είναι µία πρωτεΐνη µε µεγάλη 
πλαστικότητα όπως είδαµε σε προηγούµενο Κεφάλαιο. Έτσι η διαµόρφωση της SecA στην 
περίπτωση του Α-Β διµερούς της tbSecA, προκύπτει από ‘’γλύστρηµα’’ των δύο µονοµερών 
µεταξύ τους σε µία διαµόρφωση όπως αυτή της bsSecA, οπότε και δηµιουργείται ένας πιο 
διευρυµένος πόρος, και µία πιο επιµηκησµένη επιφάνεια (σχήµα 47). Εν συνεχεία ενώ ο 
διευρυµένος πόρος µεταξύ των δύο µονοµερών διατηρείται, απλά αλλάζει σχήµα, η επιφάνεια 
του µορίου από  επιµηκησµένη, στρογγυλοποιείται και καταλήγουµε στην Α-C διαµόρφωση 
του διµερούς της tbSecA (σχήµα 47). 

Σηµειώνεται βέβαια ότι δεν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα ότι η SecA λειτουργεί 
σαν µονοµερές (Or et al., 2002) ή σαν τετραµερές (Dempsey et al., 2002). Συγκεκριµένα οι 
Dempsey et al., 2002 µε  πειράµατα µοριακής διήθησης, αναλυτικής υπερφυγοκέντρησης και 
SAXS, διαπίστωσαν ότι ο DEAD κινητήρας (Ν68) αυτοσυγκροτείται, για να σχηµατίσει ένα 
τετραµερές µόριο σε διάλυµα (σχήµα 48). Πρότειναν δηλαδή ότι η αποµάκρυνση της 

καρβοξυτελικής C-περιοχής, διευκολύνει τον σχηµατισµό µιας 
υψηλότερης τάξης δοµή της SecA. Αναφέραµε σε 
προηγούµενο κεφάλαιο ότι η SecA διµερίζεται µέσω της 
καρβoξυτελικής περιοχής της (Hirano et al., 1996), ενώ µετά 
την παρατήρηση της κρυσταλλικής δοµής της, τόσο από το 
B.subtillis όσο και από το M.tuberculosis (σχήµατα 46, 
47),διαφαίνεται ότι στον διµερισµό της συµµετέχουν και άλλες 
περιοχές του µορίου όπως η SSD, NBD και IRA2 
(υποπεριοχές του DEAD (Ν68) κινητήρα), για τις οποίες θα 
µιλήσουµε αναλυτικότερα στη συζήτηση-αποτελέσµατα. 
Εποµένως ο τετραµερισµός του Ν68 δεν είναι ανερµήνευτος, 
αλλά µπορεί να εξηγηθεί µε βάση τις αλληλεπιδράσεις των 
παραπάνω SSD, NBD και IRA2 υποπεριοχών. Μάλιστα οι 
Dempsey et al., 2002 έδειξαν ότι η διαδικασία 
αυτοσυγρότησης του Ν68, µπορεί να απεικονιστεί σαν µία 
ισορροπία µονοµερούς-τετραµερούς µε KD=63 µΜ3, (όπου 
KD=[µοµοµερές]4/[τετραµερές]). Αυτό έχει σαν συνέπεια την 
παρουσία του τετραµερούς σαν το κύριο είδος Ν68 σε µέτριες 
συγκεντρώσεις του, όπως 10µΜ ή µεγαλύτερες. Οι 
υδροδυναµικές ιδιότητες του µονοµερούς Ν68, διαδεικνύουν 
ότι διαθέτει σφαιρικό σχήµα, σε αντίθεση µε το τετραµερές 
Ν68 που έχει ελλειψοειδής εµφάνιση, όπως φαίνεται στο 
σχήµα 48. Εξάλλου ανάλυση των SAXS δεδοµένων, 
υποδηλώνει ότι το τετραµερές Ν68 είναι µία πεπλατισµένη 
δίλοβη δοµή µε διαστάσεις 13.5 nm x 9.0 nm x 6.5 nm που 
περιέχει ένα κεντρικό πόρο (σχήµα 48).  

Από την άλλη µεριά τρισδιάστατη ανασύσταση της 
tbSecA µε ηλεκτρονική µικροσκοπία πάλι από τους Sharma et al.,2003, έδειξε ότι η tbSecA 
σχηµατίζει τετραµερές µε συµµετρία D2 (σχήµα 49). Από την µελέτη του διµερούς στην 
πλάγια όψη 1 και 2 αντίστοιχα, προκύπτει ότι η µία επιφάνεια του είναι κυρτή, ενώ η άλλη 
είναι κοίλη. Στην κυρτή επιφάνεια οι πρωτεϊνικές αλυσίδες εκτείνονται µέχρι ~25Ǻ επάνω από 
το επίπεδο του πόρου. Από την άλλη οι θέσεις δέσµευσης ΑΤΡ/ADP εκτείθενται στον διαλύτη 
στην εξωτερική στεφάνη του διµερούς. Tελικά µετά από την µελέτη των δύο επιφανειών του 
διµερούς οι Sharma et al., 2003, πρότειναν ότι η SecA αγκυροβολεί στην SecYEG θέση µέσω 
της κοίλης επιφάνειας της. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να τοποθετείται η C-περιοχή του κάθε 
µονοµερούς σε επαφή οπότε και τοποθετείται η C-περιοχή του κάθε µονοµερούς σε επαφή µε 
το SecYEG (σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των Snyders et al., 1997; Karamanou et al., 
1999), ενώ δίνεται και η δυνατότητα αλληλεπίδρασης και µε την IRA2 (NBF-II)περιοχή (σε 
συµφωνία µε τους Dapic and Oliver, 2000; Sianidis et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
Αντίθετα η περιοχή δέσµευσης της προπρωτεΐνης στην οποία µεταφέρεται το υπόστρωµα 
από την SecB εντοπίζεται στην κυρτή µεριά του διµερούς. Στην ίδια όµως µεριά µε την  
προτεινόµενη θέση δέσµευσης της προπρωτεΐνης εντοπίζονται οι θέσεις που εκτείθενται στο 
περίπλασµα καθώς και τα καρβοξυτελικά άκρα της SecA όπου δεσµεύεται η SecB, όπως 
πρότειναν οι Hunt et al., 2002 για την bsSecA βλέπε και συζήτηση αποτελέσµατα). Oι 
Sharma et al., 2003 µάλιστα,  πρότειναν ένα µοντέλλο (υποθετικό βέβαια) σύµφωνα µε το 

Σχήµα 48: (Dempsey et al.,
2002). Απεικόνιση του σχήµατος
του τετραµερούς N68 από
δεδοµένα µε τη µέθοδο SAXS. 
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οποίο οι προπρωτεΐνες 
εισέρχονται µέσω του 
πόρου του διµερούς στο 
SecYEG κανάλι, το οποίο 
δεν προυποθέτει µεγάλες 
αλλαγές στην διαµόρφωση 
της SecA (βλέπε επόµενο 
Κεφάλαιο στο οποίο 
αναλύεται το µοντέλο 
δράσης της SecA 
πρωτεΐνης κατά την 
µετατόπιση των πρωτεϊνών 
µέσα από µεµβράνες). 

Αξίζει να σηµειωθεί 
ότι οι Wang et al., 2003 
επεκτείνοντας την άποψη 
των Watanabe et al., 1990, 
σύµφωνα µε την οποία, η 
SecA από µόνη της µπορεί 
να συντελεί στην 
µετατόπιση διαφόρων 
πρωτεϊνών µέσα από 
µεµβράνες, έδειξαν 
δηµιουργία ενδεχόµενων 
καναλιών αποκλειστικά και 

µόνο από SecA. Συγκεκριµένα µε ηλεκτρονική µικροσκοπία της SecA παρουσία 
µονοστοιβάδων φωσφολιπιδίων παρατήρησαν δύο χαρακτηριστικές δοµές. Η µία είναι 
επιµήκησµένη και έχει σχήµα καµπάνας (σχήµα 50), ενώ η άλλη παρουσιάζει τη δοµή 
δαχτυλιδιού (σχήµα 50). Η τελευταία δοµή φέρει τρύπες 3-6nm (χωρίς χρώση), και 

παρατηρήθηκε και µε  Αtomic force 
µικροσκοπία. Eπειδή ακριβώς αυτές 
οι δοµές-δαχτυλίδια εµφανίζονται 
µόνο παρουσία φωσφολιπιδίων, 
ενώ δεν παρατηρούνται στο 
διάλυµα, ή παρουσία αφόρτιστης 
φωσφατίδυλοχολίνης, πιθανά 
σχηµατίζουν τον πυρήνα του πόρου 
µέσα από τον οποίο οι εκκρινόµενες 
πρωτεΐνες εξέρχονται από τις 
βακτηριακές µεµβράνες.       

Σχήµα 49: (Sharma et al., 2003). Ανασύσταση της mtSecA µετά από ανάλυση µοναδικών κοµµατιών µε
ηλεκτρονική µικροσκοπία (ΕΜ) (single particle analysis) και αντιστοίχιση µε την κρυσταλλική της δοµή. α)
Προβολές µέσου όρου της  tbSecA. b) Μετατροπή επιφάνειας της τρισδιάστατης ανασύστασης της πρωτεΐνης µε
ΕΜ. c) Αντιστοίχιση  του τρισδιάστατου  ΕΜ χάρτη µε την κρυσταλλική δοµή. Οι σειρές από πάνω προς τα κάτω
αντιπροσωπεύουν τις τρεις σηµαντικότερες προβολές της πρωτεΐνης: πλάγια όψη 1, πλάγια όψη 2, και end-on
όψη. Για ευκολία προσανατολισµού στην πλάγια όψη 1 σηµειώνονται οι πυκνότητες που συνεισφέρουν  στις
περιοχές κινητήρα ( το Ν διµερές βρίσκεται επάνω και το Ν΄ διµερές κάτω από το επίπεδο του χαρτιού), ενώ η
µεσόφαση διµερούς-διµερούς εντοπίζεται στο επίπεδο του χαρτιού. Στην πλάγια όψη 2 η µεσόφαση διµερούς-
διµερούς σηµειώνεται µε µία διακεκοµµένη γραµµή  

 

Σχήµα 50: (Qang et al., 2003). Απεικόνιση δοµών της SecΑ παρουσία λιπιδικών µονοστοιβάδων E.coli.
Συγκεκριµένα η SecA επωάζεται στους 40C µε τις παραπάνω µονοστοιβάδες και στη συνέχεια υπόκειται σε
αρνητική χρώση.  Παρουσιάζονται µεγενθύσεις των σωµατιδίων µε µορφή καµπάνας και δαχτυλιδιού (αριστερά
και δεξιά αντίστοιχα), µετά από ανάλυση µοναδικών σωµατιδίων (single particle analysis) και εύρεση µέσων
όρων 
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1.2.H. Η µηχανή της µεταθετάσης επί το έργο 

Με βάση όλα τα παραπάνω δεδοµένα µπορεί να διατυπωθεί η ακόλουθη σειρά διαδοχικών 
βηµάτων που συνιστούν το µοντέλο µεταφοράς πρωτεϊνών διαµέσου του βακτηριακού Sec 
µονοπατιού (σχήµα 51). 

Assembly 
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SecA  
insertion

ATP

SecY

ATP

ATP SP
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NBD
N C
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Preassembly  
                             Σχήµα 51׃ (Economou, 2002). Στάδια κατά τη µεταφορά πρωτεϊνών µέσω του βακτηριακού
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C- 
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Α)  Στάδιο ΄΄προσυγκρότησης της µεταθετάσης΄΄.  Η SecA στο κυτταρόπλασµα υδρολύει ΑΤΡ 
(Karamanou et al., 1999; Sianidis et al., 2001)αλλά µόνο σε χαµηλά επίπεδα (Βασική 
ΑΤΡάση-IRA1 switch, Karamanou et al., 1999), καθώς το παραγόµενο  ADP δεν µπορεί να 
απελευθερωθεί από την πρωτεΐνη (Sianidis et al., 2001), και έτσι η SecA µένει σε µια αδρανή 
αλλά θερµοδυναµικά σταθερή κατάσταση (den Blauwen et al., 1996; Sianidis et al., 2001). 
Αυτή η διαµόρφωση της SecA πρωτεΐνης έχει διαπιστωθεί ότι είναι περισσότερο συµπαγής 
(den Blauwen et al., 1996; Karamanou et al., 1999), αλλά παρόλα αυτά δεν συντελεί σε 
µεγάλη αλλαγή του σχήµατος της (Shilton et al., 1998; Hunt et al., 2002; Sharma et al.,2003). 
Στο κυτταρόπλασµα όµως η SecA µπορεί να αλληλεπιδράσει απουσία ενέργειας, µε το 
σύµπλοκο υποστρώµατος-SecΒ (Lecker et al., 1990; Shinkai et al., 1991; VanVoorst et al., 
2000; Roos et al., 2001; Fekkes et al., 1997), αν και µε χαµηλή συγγένεια (den Blauwen et al., 
1997; Baud et al., 2002), και δηµιουργούνται έτσι σύµπλοκα SecA-υποστρώµατος-SecΒ. 
B) Στάδιο ‘’συγκρότησης της µεταθετάσης στη µεµβράνη΄΄. Η SecA από το κυτταρόπλασµα 
µεταφέρεται στη µεµβράνη λόγω της συγγένειας που έχει για τα ανιονικά φωσφολοπιίδια και  
σαρώνοντας την λιπιδική διπλοστοιβάδα προσδένεται στις SecYEG θέσεις για τις οποίες 
διαθέτει αυξηµένη συγγένεια, γύρω στα 20-40 nM (Hartl et al., 1990), οπότε και συγκροτείται 
το σύµπλοκο της µεταθετάσης στη µεµβράνη. Αξίζει να σηµειωθεί ότι πιθανότατα η SecA 
δεσµεύεται στη µεµβράνη µε την βοήθεια του DEAD κινητήρα (Dapic and Oliver, 2000) αν και 
η συγγένεια αυξάνεται µέχρι και τέσσερις φορές παρουσία της C-περιοχής (βλέπε 
αποτελέσµατα-συζήτηση). Σε µερικές περιπτώσεις µπορεί να µεταφέρονται στη SecYEG 
θέση σύµπλοκα SecA µε υποστρώµατα και SecB.  
Γ) Στάδιο ‘’προενεργοποίησης της µεταθετάσης’’. Όταν η SecA προσδεθεί στην SecYEG 
θέση, αυξάνεται η υδρόλυση ΑΤΡ από την SecA (Mεµβρανική ΑΤΡάση, Lill et al., 1990) 
καθώς και η συγγένεια της SecA για τα διάφορα υποστρώµατα (Hartl et al., 1990). Αυτό 
συµβαίνει διότι όταν η SecA έρθει στη SecYEG θέση, προτείνεται ότι ο IRA1 διακόπτης 
αδρανοποιείται µερικώς και έτσι αυξάνεται και ο ρυθµός υδρόλυσης του ΑΤΡ (Karamanou et 
al., 1999) και η συγγένεια για το πεπτίδιο σηµατοδότη, (Baud et al., 2002). ∆ηµιουργείται έτσι 
µία προενεργοποιηµένη (primed) µεταθετάση  που διαθέτει ενισχυµένη ικανότητα δέσµευσης 
για τα σύµπλοκα υποστρώµατος-SecB της τάξεως των 40 nM (Hartl et al., 1990; den 
Blaauwen et al., 1997), οπότε και σχηµατίζονται τριτοταγή σύµπλοκα SecA-υποστρώµατος-
SecB στις SecYEG θέσεις. 
∆) Στάδιο ‘’ενεργοποίησης της µεταθετάσης’’. Με την δέσµευση των υποστρωµάτων στη 
SecA η ΑΤΡάση αυξάνεται ακόµα περισσότερο, ΑΤΡάση της µετατόπισης (Translocation 
ATPase, Lill et al., 1990). Μπορεί ο µηχανισµός της ενεργοποίησης της SecA να µην είναι 
γνωστός, αναµένεται όµως τώρα η κατασταλτική δράση του IRA1  διακόπτη να έχει διακοπεί 
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εντελώς. Από την άλλη λόγω των αλλαγών που επιφέρει η δέσµευση του υποστρώµατος στη 
SecA, αναµένεται να χαλαρώνει η αλληλεπίδραση NBD-IRA2 (Sianidis et al., 2001), και έτσι 
να διεγείρεται η απελευθέρωση του νουκλεοτιδίου (Shinkai et al., 1991) και να αυξάνεται η 
υδρόλυση του ATP. Είναι πολύ πιθανό ότι τόσο η δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη (Miller 
et al., 1998), όσο και της ώριµης περιοχής του υποστρώµατος (Bassilana et al., 1992) δρουν 
µε διαφορετικούς µηχανισµούς στην ενεργοποίηση της ΑΤΡάσης µετά την µεταφορά τους 
στην SecA (Fekkes et al., 1998). To πεπτίδιο σηµατοδότης όπως αναφέρθηκε σε 
προηγούµενο κεφάλαιο εµποδίζει την υδρόλυση του ATP (Baud et al., 2002), ενώ παράλληλα 
αυξάνει την συγγένεια για την ώριµη περιοχή του υποστρώµατος η οποία και επάγει την 
διαδικασία της υδρόλυσης.  
Ε) Στάδιο ‘’σύγχρονης εισαγωγής SecA και προπρωτεΐνης στη µεµβράνη’’ (σχήµα 52). Μόλις 

η SecA δεσµεύσει ΑΤΡ αποκτά µία χαλαρή διαµόρφωση σε διάλυµα (σε σχέση µε τη 
συµπαγή διαµόρφωση παρουσία ΑDP) (den Blaauwen et al., 1996; Karamanou et al.,1999; 
Sianidis et al., 2001), ενώ στη SecA που είναι δεσµευµένη  στη SecYEG θέση στη µεµβράνη, 
παρουσία υποστρώµατος, η δέσµευση ΑΤΡ, προκαλεί τέτοια αλλαγή στη διαµόρφωση, που 
της επιτρέπει να εισχωρήσει µέσα στη µεµβράνη (SecA insertion) στη θέση SecYEG 
(Economou and Wickner 1994; Kim et al., 1994; Eichler and Wickner 1997). Αυτή η αλλαγή 
στη διαµόρφωση της SecA έχει διαπιστωθεί όχι µόνο κατά την έναρξη της µεταφοράς των 
πρωτεϊνών από την µεµβράνη, αλλά και κατά την µετακίνηση προχωρηµένων ενδιαµέσων 
µετατόπισης (Economou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα)  γεγονός που ενισχύει τη σηµασία της 
διαµόρφωσης αυτής για την διαδικασία της µετατόπισης των πρωτεϊνών γενικότερα. Οι 
περιοχές της SecA που εισέρχονται στη µεµβράνη εντοπίζονται και στην περιοχή του DEAD 
κινητήρα αλλά και στην καρβοξυτελική περιοχή C-περιοχή (Economou and Wickner 1994; 
Eichler and Wickner 1997; Chen et al., 1998). Για να επιβεβαιωθεί όµως η ενσωµάτωση στη 
µεµβράνη σχεδόν ολόκληρης της SecA πρωτεΐνης, χρειάζονται ήπιες  (όχι πρωτεόλυση που 
έχει κυρίως χρησιµοποιηθεί) βιοφυσικές µέθοδοι. Έχει διαπιστωθεί ότι κατά την εισχώρηση 
της SecA στη µεµβράνη ορισµένες περιοχές της εκτίθενται στην περιπλαµική µεριά της 
µεµβράνης (Kim et al., 1994; Ramamurthy and Oliver 1997), ενώ παράλληλα εκτεταµένες 
περιοχές της αποκλείονται από τη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Eichler et al., 1997; van Voorst et 
al., 1998). Εκτός από τη δέσµευση του ΑΤΡ και η δέσµευση που πεπτιδίου σηµατοδότη 
φαίνεται να επάγει την προσχώρηση της SecA στη µεµβράνη, αφού όπως ειπώθηκε 
προηγουµένως αναστέλλει την υδρόλυση του ΑΤΡ. Η δράση της SecB πρωτεΐνης 
περιορίζεται στην πιθανή ρύθµιση των αρχικών αλληλεπιδράσεων της SecA µε το 
νουκλεοτίδιο (Miller et al., 2002), διότι µόλις η SecA εισέλθει στη µεµβράνη σταµατάει να είναι 
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Σχήµα 52׃ (Economou and Wickner, 1994).  Κυκλικό µοντέλο εισαγωγής και εξαγωγής της SecA στη µεµβράνη
καθώς δεσµεύεται και υδρολύεται ΑΤΡ αντίστοιχα. Ταυτόχρονα µε την εισαγωγή της SecA στη µεµβράνη
συµπαρασύρεται τµήµα του υποστρώµατος (πορτοκαλί τµήµα). Το τµήµα αυτό, µε την υδρόλυση του ΑΤΡ
απελευθερώνεται από την SecA, η οποία και εξάγεται από τη µεµβράνη. Με την πρόσδεση εκ νέου ΑΤΡ από την
SecA, ξεκινά ένας καινούργιος κύκλος εισαγωγής της στη µεµβράνη, και µεταφέρεται το επόµενο τµήµα της
πολυπεπτιδικής αλυσίδας του υποστρώµατος στη µεµβράνη (µπλε τµήµα). Επαναλαµβανόµενοι τέτοιοι κύκλοι είναι
απαραίτητοι προκειµένου να µεταφερθεί ολόκληρο το υπόστρωµα στην άλλη πλευρά του κυττάρου.  
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χρήσιµη και αποδεσµεύεται από αυτήν (Fekkes et al., 1998). Πρέπει να σηµειωθεί ότι η SecA 
έχει παρατηρηθεί ότι εισέρχεται στη µεµβράνη, σε χαµηλά έστω ποσά, ακόµα και απουσία 
των διαφόρων υποκαταστατών (νουκλεοτιδίων και υποστρωµάτων, Economou and Wickner, 
1994), ενώ επίσης έχει βρεθεί ότι τµήµατα της SecA εκτείθενται στο περίπλασµα απουσία της 
διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνών από τις µεµβράνες (Kim et al., 1994; Van der Does 
et al., 1996; Ramamurthy and Oliver, 1997). Στην περίπτωση αυτή η SecA πιθανά υφίσταται 
τροποποιηµένη αλλαγή στη διαµόρφωση της, που της επιτρέπει να εισχωρεί στη µεµβράνη, 
αλλά δεν την προστατεύει από την πρωτεάση, ενώ µπορεί να βρίσκεται σε στενότερη 
αλληλεπίδραση µε λιπίδια, όπως άλλωστε έχει παρατηρηθεί ότι συµβαίνει από τους Ulbrandt 
et al., 1992; Breukink et al., 1995; Chen et al., 1996).  

Στην εισαγωγή της SecA στη µεµβράνη όµως φαίνεται ότι διαδραµατίζουν κάποιο 
ρόλο και διάφορα άλλα συστατικά της µεταθετάσης. Συγκεκριµένα όπως έχει διατυπωθεί σε 
προηγούµενα κεφάλαια τόσο η  SecG (Nishiyama et al., 1996; Duong and Wickner 1997a) 
όσο και το σύµπλοκο SecDF(Economou et al., 1995; Duong and Wickner 1997b), 
διευκολύνουν την παραπάνω διαδικασία σταθεροποιώντας την εισερχόµενη στη µεµβράνη 
µορφή της SecA, µε µηχανισµό όµως που δεν είναι ακόµα γνωστός. Από την άλλη µεριά και 
το µεταφερόµενο διαµέσου της µεµβράνης υπόστρωµα έχει παρατηρηθεί ότι βρίσκεται σε 
χηµική διασύνδεση τόσο µε τη SecA όσο και µε την SecY (Joly and Wickner, 
1993).Ταυτόχρονα όµως µε τη δέσµευση ATP από την SecA και την αλλαγή στη διαµόρφωση 
που υφίστανται τα διάφορα συστατικά της µεταθετάσης, έχει παρατηρηθεί ότι συµβαίνει και  
µετακίνηση 20-30 αµινοξέων κατά µήκος της µεµβράνης (Schiebel et al., 1991; Joly and 
Wickner 1993; Economou and Wickner 1994; Van der Wolk et al., 1997), γεγονός που οδηγεί 
στην υπόθεση ότι η SecA κατά την εισχώρηση της στη µεµβράνη συµπαρασύρει και τµήµα 
της πολυπεπτιδικής αλυσίδας του υποστρώµατος (Economou et al., 1994, 1995).  Έτσι κατά 
την έναρξη της διαδικασίας µεταφοράς του υποστρώµατος η αµινοτελική αλληλουχία που 
περιέχει το πεπτίδιο σηµατοδότη (20-30 αµινοξέα) σχηµατίζει λούπα µε τα απόµενα 20-30 
αµινοξέα της προπρωτεΐνης (Schiebel et al., 1991). Μολονότι η SecA πρέπει να αποτελεί το 
κύριο συστατικό της παραπάνω αντίδρασης εισαγωγής των τµηµάτων της προπρωτεΐνης στη 
µεµβράνη, η αντίδραση του πεπτιδίου σηµατοδότη µε υδρόφοβες επιφάνειες της µεταθετάσης 
και µε τη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Arkowitz and Bassilana, 1994), µπορεί να είναι επίσης 
σηµαντικός. Σε πιο προχωρηµένα στάδια της µετατόπισης και αφού έχει αποκοπεί το 
πεπτίδιο σηµατοδότης, η ίδια κίνηση της SecA λόγω πάλι της δέσµευσης του ΑΤΡ, οδηγεί σε 
εισαγωγή στη µεµβράνη των επόµενων 20-30 αµινοξέων της προπρωτεΐνης (Schiebel et al., 
1991; Joly and Wickner, 1993; Uchida et al., 1995; Sato et al., 1997). 
  Αξίζει να σηµειώσουµε ότι επειδή πλήρης εισαγωγή της SecA στη µεµβράνη στη 
θέση SecYEG µπορεί να πραγµατοποιηθεί και µε µόνο µη υδρολυόµενα νουκλεοτίδια, 
απουσία υποστρώµατος (Economou et al., 1995), η παρουσία του ίδιου του υποστρώµατος 
τουλάχιστον µηχανιστικά και ενεργειακά δεν πρέπει να είναι απαραίτητη για το στάδιο της 
εισαγωγής της SecA στη µεµβράνη. Με την χρησιµοποίηση µεταλλαγµένων SecA, µη 
υδρολυόµενων αναλόγων ΑΤΡ, και µε τον καθορισµό των βιοχηµικών και κινητικών 
απαιτήσεων της παραπάνω αντίδρασης, οι Economou and Wickner, 1994, πρότειναν ότι οι 
δύο υποαντιδράσεις, της εισαγωγής της SecA στη µεµβράνη και της περιορισµένης προς τα 
εµπρός µετακίνησης του υποστρώµατος είναι στενά συνδεδεµένες. Πως όµως η SecA και η 
SecY αναγνωρίζουν και µεταφέρουν διαµέσου της µεµβράνης µία τεράστια ποικιλλία 
υποστρωµάτων αποτελεί αντικείµενο ερεύνης, όπως και η διασαφήνιση του περιβάλλοντος 
στο οποίο εισέρχεται η SecΑ, µία πρωτεΐνη χωρίς συνεχή υδρόφοβα τµήµατα, µετά την 
πρόσδεση του ΑΤΡ. Ανικανότητα χηµικής διασύνδεσης τόσο της Ν- όσο και της C- περιοχής 
της SecA από χηµικό διασυνδετή προσδεδεµένο στη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Eichler et al., 
1997) αποτελεί απλά και µόνο ένδειξη της µη γειτνίασης της SecA µε λιπίδια, τόσο κατά την 
εισαγωγή όσο και κατά την εξαγωγή της από την µεµβράνη. Έτσι ενδέχεται η SecA να 
αλληλεπιδρά µε τις υδρόφιλες επιφάνειες που συνιστούν συστατικά της µεταθετάσης όπως το 
SecYEG προτεινόµενο κανάλι (Manting et al., 2000) ενώ άλλες επιφάνειες της SecA µπορεί 
να εισέρχονται ακόµα και στη λιπιδική διπλοστοιβάδα (Ulbrandt et al., 1992; Breukink et al., 
1995).   
ΣΤ) Στάδιο ‘’διάστασης της προπρωτεΐνης από την SecA’’. Εάν το δεσµευµένο στη SecA ATP 
δεν υδρολυθεί η αντίδραση της µετατόπισης σταµατά µετά την είσοδο στη µεµβράνη µερικών 
αµινοξέων του υποστρώµατος. Πράγµατι πολλοί κύκλοι υδρόλυσης του ΑΤΡ απαιτούνται για 
την ολοκλήρωση της µεταφοράς του υποστρώµατος από τη µεµβράνη (Schiebel et al., 1991; 
Bassilana et al., 1992; Economou and Wickner, 1994; Uchida et al., 1995; Sato et al., 1997). 
Χρησιµοποιώντας ένα µοντέλο σύστηµα λιποσωµάτων οι Schiebel et al.,1991 πρότειναν ότι η 
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προπρωτεΐνη αποδεσµεύεται από την SecA µε την υδρόλυση του ΑΤΡ. Συγκεκριµένα 
απουσία SecA, η proOmpA (το υπόστρωµα µοντέλο της µετατόπισης πρωτεϊνών από 
µεµβράνες) προσδένεται στα λιπίδια, και αποκτά τέτοια διαµόρφωση που αυξάνει την 
προστασία της από πρωτεάση. Παρουσία SecA η proOmpA δεσµεύεται σ’ αυτήν, και 
παρουσιάζει ευαισθησία σε πρωτεάση η οποία αναστέλλεται µόνο αν υδρολυθεί ΑΤΡ από την 
SecA. Η ανθεκτικότητα όµως αυτή του υποστρώµατος στην πρωτεάση, σηµαίνει ότι 
απελευθερώθηκε από την SecA, και δεσµεύτηκε στα λιπίδια. Κάτι ανάλογο λοιπόν αναµένεται 
ότι συµβαίνει κατά τη διάρκεια της υδρόλυσης του ΑΤΡ από τη SecA, κατά την µεταφορά της 
εκκρινόµενης πρωτεΐνης από τη µεµβράνη, µολονότι ο ακριβής µηχανισµός, όπως και η 
έκταση της απελευθέρωσης του υποστρώµατος από τη SecA δεν είναι γνωστά. Πάντως η 
απελευθέρωση της προπρωτεΐνης από την SecA µπορεί να διευκολύνεται περαιτέρω από τις 
αλλαγές στην τοπολογία της SecG (Nishiyama et al., 1996), αλλά και από την SecD πρωτεϊνη 
(Matsuyama et al., 1993). Aποµάκρυνση όµως της ProOmpA από την SecA δεν σηµαίνει και 
αποµάκρυνση από την βακτηριακή µεταθετάση. Αυτό που είναι σίγουρο πάντως είναι ότι µετά 
την απελευθέρωση της SecA, σε προχωρηµένα στάδια της διαδικασίας µετατόπισης, 
µπορούν να αποµονωθούν σταθερά εκκριτικά ενδιάµεσα  in statu translocanti (translocation 
intermediates) (Schiebel et al., 1991; Joly and Wickner 1993) υπό συνθήκες είτε χαµηλού 
επιπέδου ΑΤΡ, είτε οµοιοπολικά δεσµευµένων ογκωδών οµάδων στο µεταφερόµενο 
υπόστρωµα, ή κάτω από οξειδωτικές συνθήκες. Έτσι µπορεί η µεταφερόµενη πρωτεΐνη να 
αποκλείεται από λιπίδια και να βρίσκεται σε γειτνίαση µε SecA και SecY (Joly and Wickner 
1993) κατά την εισχώρηση της SecA στη µεµβράνη, όταν όµως αποδεσµεύεται πρόσκαιρα 
από την SecA το υπόστρωµα εξακολουθεί να παραµένει δεσµευµένο σ’ ένα διµερές SecYEG 
(Schiebel et al., 1991; Driessen 1992; Bessonneau et al., 2002). Γι ΄αυτό το λόγο εξάλλου και 
µιλάµε για εν εξελίξει (processive) διαδικασία µεταφοράς του υποστρώµατος αφού αυτό δεν 
διαφεύγει την ‘’αγκαλιά’’ της µεταθετάσης παρά µόνο µε την ολοκλήρωση της βήµα-βήµα 
µεταφοράς του µέσα από τη µεµβράνη (Schiebel et al., 1991; Economou et al., 1995; van der 
Wolk et al., 1997). Αξίζει να σηµειωθεί πάντως ότι τα παγιδευµένα ενδιάµεσα µετατόπισης 
ενώ είναι συνδεδεµένα µε την µεταθετάση πρέπει να έχουν χαλαρή µ’ αυτήν αλληλεπίδραση, 
αφού µπορούν υπό κατάλληλες συνθήκες να µεταφερθούν προς τα εµπρός ή προς τα πίσω 
(Schiebel et al., 1991; Driessen, 1992; Joly and Wickner 1993).  Με δέσµευση και µόνο ΑΤΡ 
(µη υδρολυόµενο ανάλογο ΑΤΡ) στη SecA, απουσία PMF στους 370C, το ακινητοποιηµένο 
ενδιάµεσο µετατόπισης προχωρά προς το εσωτερικό του κυστιδίου, κατά 2kDa (περίπου 20 
αµινοξέα, όπως και κατά την έναρξη της διαδικασίας). Από την άλλη απουσία PMF, και ΑΤΡ ή 
SecA στους 370C, το ακινητοποιηµένο ενδιάµεσο µετατόπισης γλυστρά προς την αντίθετη 
κατεύθυνση. Παρουσία PMF, και εφόσον το υπόστρωµα έχει απελευθερωθεί από την SecA, 
µετά την υδρόλυση του δεσµευµένου ΑΤΡ, το ακινητοποιηµένο ενδιάµεσο, µπορεί να 
ολοκληρώσει την διαδικασία µεταφοράς του στο εσωτερικό του κυστιδίου (αν δεν οφείλεται σε 
προσθήκη ογκώδους οµάδας στο καρβοξυτελικό του άκρο, αλλά έχει δηµιουργηθεί κάτω από 
οξειδωτικές συνθήκες, ή παρουσία µικρής συγκέντρωση ΑΤΡ). Αντίστοιχα όµως, 
ολοκληρώνεται η διαδικασία της µετατόπισης του υποστρώµατος από την µεµβράνη, και 
παρουσία υψηλής συγκέντρωσης ΑΤΡ και λειτουργικής SecA. 
H) Στάδιο ‘’εξαγωγής της SecA από τη µεµβράνη’’. Μετά όµως από την υδρόλυση του ΑΤΡ 
από την SecA, το παραγόµενο ADP την οδηγεί σε απόκτηση σφιχτούς δοµής, όπως 
αναφέρθηκε προηγουµένως. Σ’ αυτή τη δοµή, ο DEAD κινητήρας αποκτά την συµπαγή του 
διαµόρφωση που συνδέεται πιο στενά µε τον διακόπτη IRA1 (den Blaauwen et al., 1996; 
Karamanou et al.,1999; Sianidis et al., 2001) και έτσι  η SecA  εξάγεται από τη µεµβράνη. Η 
ενέργεια από τη δέσµευση του ADP φαίνεται ότι είναι αρκετή για να προωθήσει µια τέτοια 
διαδικασία, αφού η D209N SecA  που δεν µπορεί να αποκτήσει την ADP διαµόρφωση, 
εισέρχεται αλλά δεν εξέρχεται από τη µεµβράνη (Εconomou et al., 1995). Εξάλλου σύµφωνα 
µε την ανάλυση της δοµής της B. subtilis SecA και µε πειράµατα µέτρησης του φθορισµού, 
και της ανισοτροπίας διαφόρων µεταλλαγµένων SecA, όπως οι PrlD, οι Hunt et al., 2002, 
πρότειναν ότι η δέσµευση του ADP µεταξύ των περιοχών NBD-IRA2 (ή µεταξύ των περιοχών  
NBF-I-II), αντιστρέφει την διάσταση συγκεκριµένων υποπεριοχών της SecA, και δρα µε το να 
αλλάζει την γωνία πακεταρίσµατος µεταξύ των δύο παραπάνω περιοχών. Έτσι προωθώντας 
µια πιο σφιχτή δοµή µεταξύ των NBD-IRA2 περιοχών, σταθεροποιεί το δίκτυο των 
αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διαφόρων περιοχών της SecA και επαναφέρει την συµπαγή 
διαµόρφωση της πρωτεΐνης, αναστέλλοντας την απόκτηση της ενδόθερµης διαµόρφωσης της 
SecA.  Άρα η δέσµευση στη SecYEG θέση ελαττώνεται και η SecA µπορεί να αποµακρυνθεί 
από τη µεµβράνη. Η  επίδραση της δέσµευση του ΑΤΡ στη SecA θα µπορούσε να είναι 
παρόµοια (µε DLS προκύπτει ότι η δοµή της ΑΤΡ και ADP µορφής είναι αντίστοιχα 
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εκτεταµένη και συµπαγής, ενώ η εισαγωγή της SecA στη µεµβράνη ευνοείται µε AMP-PNP 
και αναστέλλεται µε ADP) µ’ αυτή της δέσµευσης του ADP, όπως συµβαίνει στην F1 ATPάση 
όπου τα α/β ετεροδιµερή είτε µε ATP είτε µε ADP παρουσιάζουν παρόµοια διαµόρφωση 
(σχήµα 62), αλλά διαφέρουν ως προς την θερµοδυναµική σταθερότητα της δοµής της SecA. 
Έτσι η δοµή της F1 µε το ATP παρουσιάζει µεγαλύτερη θερµοδυναµική σταθερότητα από τη 
δοµή µε το ADP, και γι’ αυτό και η F1 οδηγεί στη σύνθεση ΑΤΡ (Abrahams et al., 1994;Menz 
et al., 2001). Ένας παρόµοιος µηχανισµός θα µπορούσε να χρησιµοποιείται από τη SecA, µε 
τη δέσµευση του ATP και του ADP να οδηγεί σε παρόµοιες διαµορφώσεις, µε µεγαλύτερη 
όµως θερµοδυναµική σταθερότητα να προσδίδεται από την ADP δοµή. Εποµένως η 
δέσµευση ΑΤΡ αναµένεται να επάγει την αποµάκρυνση της SecA από την SecYEG όταν 
ολοκληρωθεί η µεταφορά της πρωτεΐνης από τη µεµβράνη, αφού η SecA σταθεροποιείται 
στην συµπαγή διαµόρφωση µε το ADP.   Από την άλλη µεριά έχει προταθεί ότι και η SecG 
πρωτεΐνη διευκολύνει την εισαγωγή και εξαγωγή της SecΑ στη µεµβράνη, καθώς µπορεί και 
αλλάζει την τοπολογία της στη µεµβράνη κυκλικά όπως και η SecΑ (Nishiyama et al., 1996). 
Mε το που εξάγεται όµως η SecΑ από τη µεµβράνη, αποκτά την αρχική περιφερειακή της  
θέση, που καταλάµβανε κατά τη συγκρότηση του συµπλόκου της µεταθετάσης στην αρχή της 
διαδικασίας. Είναι πολύ πιθανό, ότι η SecΑ εντοπίζεται τώρα σε τέτοια θέση  που της δίνει τη 
δυνατότητα να δεσµεύσει το επόµενο τµήµα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας (µέσω θερµικών 
ταλαντώσεων του υποστρώµατος), και να επιτελέσει ανάλογη διαδικασία µεταφοράς του 
υποστρώµατος.  

∆ιαφαίνεται λοιπόν ότι η SecA δουλεύει ασυνεχώς, κατά βήµατα, µεταφέροντας κάθε 
φορά διαµέσω της µεµβράνης 20-30 αµινοξικά κατάλοιπα (Schiebel et al., 1991; Uchida et al., 
1995). Κάτι τέτοιο µπορεί να οφείλεται στο µηχανισµό αναγνώρισης του υποστρώµατος (Sato 
et al., 1997), ή στην φυσική απόσταση που διανύεται από τις περιοχές της SecA κατά την 
διάρκεια των αλλαγών στη διαµόρφωση τους (Economou et al., 1995; Den Blaauwen et al., 
1996). Επιπλέον επειδή η µεταθετάση όπως ειπώθηκε προηγουµένως δεν αποχωρίζεται το 
προς µεταφορά υπόστρωµα και δρα εν εξελίξει  (processively) (Economou 1998, 1999), 
µπορεί να φανταστεί κανείς ένα µηχανισµό hand-over-hand, µε τον οποίο η SecA µπορεί και 
επιφέρει τη µεταφορά του υποστρώµατος, τµηµατικά, διαµέσου της µεµβράνης. Πάντως 
επειδή η µεταθετάση αναγνωρίζει πλήθος διαφορετικών υποστρωµάτων προβλέπεται ότι δεν 
αναγνωρίζει πλευρικές αλυσίδες αλλά σκελετούς α-ανθράκων.  

Αξίζει να σηµειωθεί ότι η SecA µε την εξαγωγή της από την µεµβράνη µπορεί και να 
ανταλλαγεί µ’ άλλη κυτταροπλασµατική SecA και να διασταθεί έτσι από την µεταθετάση. 
Συγκεκριµένα οι Economou and Wickner, 1994 έδειξαν µε πειράµατα παλµού και ώσης ότι 
σηµασµένη µε 125I ή µε 35S SecA µπορεί να αντικατασταθεί από ελεύθερη κρύα SecA. ∆εν 
είναι πάντως ακόµα γνωστό αν ένα ή περισσότερα µόρια SecA επιτελούν την µετατόπιση 
ενός µορίου υποστρώµατος από τη µεµβράνη. Ενδέχεται από την άλλη η εξαγόµενη από την 
µεµβράνη SecA να µην ανταλλάσσεται από κυτταροπλασµατική SecA, αλλά να διαχέεται 
πλευρικά στη λιπιδική διπλοστοιβάδα. Εξάλλου οι Chen et al., 1996 έχουν παρατηρήσει ότι 
ένα µεγάλο τµήµα της µεµβρανοσυνδεόµενης SecA, που µπορεί να αντιστοιχεί σε SecA µη 
συνδεόµενη µε τη SecYEG, δεν ανταλλάσεται µε κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη.  
Θ) Στάδιο ‘’προώθησης µέσω διαµεµβρανικής βαθµίδωσης πρωτονίων (PMF)’’. Σε 
προχωρηµένα και µόνο, στάδια της διαδικασίας µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από τις 
µεµβράνες, η πολυπεπτιδική αλυσίδα υπόκειται σε προς τα εµπρός µετακίνηση µε την δράση 
της διαµεµβρανικής βαθµίδωσης πρωτονίων. Αυτό συµβαίνει εφόσον δεν δεσµεύεται στην  
SecΑ, ενώ µ’ αυτόν τον τρόπο αναστέλλεται και το γλύστρηµα προς τα πίσω της 
µεταφερόµενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας (Schiebel et al., 1991; Driessen et al, 1992).  
Επιπλέον είδαµε ότι το PMF προωθεί την εξαγωγή της SecΑ από τη µεµβράνη (Nishiyama et 
al., 1999) επιταχύνοντας την κυκλική της διαδικασία. Αρα η διεγερτική δράση του PMF κατά 
την µετατόπιση των πρωτεϊνών τόσο in vivo όσο και in vitro, οφείλεται από τη µια στην 
προώθηση της προς τα εµπρός µετακίνησης του µεταφερόµενου υποστρώµατος, απουσία 
SecA, και από την άλλη στην επιτάχυνση της κυκλικής διαδικασίας της SecA. Από την άλλη 
µεριά το PMF µπορεί να συντελέσει και στην απελευθέρωση των προϊόντων της υδρόλυσης 
του ΑΤΡ (Shiozuka et al., 1990) από την εξαγόµενη SecA, µέσω πιθανής αλλαγής της 
διαµόρφωσης της SecY (Nouwen et al., 1996), προκειµένη η όλη διαδικασία να αρχίσει από 
την αρχή. Επιπλέον και  η δέσµευση της προπρωτεΐνης  στη SecA, στο διάλυµα, έχει δειχθεί 
ότι συντελεί στην απελευθέρωση ADP (Shinkai et al., 1991). Εποµένως κάθε φορά που η 
προπρωτεΐνη που έχει απελευθερωθεί από την SecA στο κανάλι της µεταθετάσης 
επαναδεσµευτεί στη SecA, τα ADP+Pi προϊόντα αποδεσµεύονται και ο κύκλος δέσµευσης και 
υδρόλυσης ATP µπορεί να ξεκινήσει από την αρχή. Εξάλλου από την κρυσταλλογραφική 
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δοµή της SecA, η αποµάκρυνση του νουκλεοτιδίου οδηγεί σε ανοιχτή δοµή  µεταξύ των NBD-
IRA2 περιοχών, και προκαλεί διάσταση συγκεκριµένων περιοχών της SecA (βλέπε Κεφάλαιο: 
Αλλαγών στη διαµόρφωση της SecA παρουσία των διαφόρων υποκαταστατών της 
µετατόπισης). Έτσι επάγοντας την ενδόθερµη µετάµπτωση της πρωτεΐνης προάγει τη 
δέσµευση της στη SecYEG στη µεµβράνη. ∆εσµευόµενη όµως η SecA στη θέση SecYEG, 
αυξάνεται η ικανότητα της να υδρολύει ΑΤΡ. Με τη δέσµευση όµως ΑΤΡ και παρουσία και του 
µεταφερόµενου υποστρώµατος, εισέρχεται στη µεµβράνη, και ο κύκλος ξεκινάει από την 
αρχή. 
Ι) Στάδιο ‘’ωρίµανσης της µεταφερόµενης πρωτεΐνης’’. Μετά την έναρξη της διαδικασίας 
µετατόπισης πραγµατοποιείται και η αποκοπή των πεπτιδίων σηµατοδοτών από την 
πεπτιδάση οδηγό (Paetzel et al., 2000). Έτσι η ώριµη πρωτεΐνη µπορεί και µετακινείται 
ελεύθερα µέσα στο κανάλι της µεταθετάσης (Driessen et al, 1992). 
Κ) Στάδιο ‘’ πολλαπλών καταλυτικών  κύκλων της SecA (multiple catalytic turnovers)’’. 
Προκειµένου να ολοκληρωθεί η µεταφορά διαµέσου της µεµβράνης επιµηκυσµένων 
υποστρωµάτων, (που εάν τεντωθούν είναι αρκετές φορές πιο µακριά όσο είναι η µεµβράνη 
φαρδιά) η SecA πρέπει να επιτελεί πολλαπλούς καταλυτικούς κύκλους (turnovers) (Schiebel 
et al., 1991; Economou and Wickner 1994; Economou et al., 1995). 
Λ) Στάδιο ‘’απελευθέρωσης του υποστρώµατος από την µεµβράνη’’. Με την έλευση των 
πρωτεϊνών στην trans µεριά της εσωτερικής µεµβράνης ξεκινά η αναδίπλωση τους στο χώρο. 
Είναι δυνατόν συστατικά της µεταθετάσης όπως το σύµπλοκο SecDF (Matsuyama et al., 
1993) ή πρωτεΐνες συνοδοί του περιπλάσµατος  να επιταχύνουν το ρυθµό αναδίπλωσης και 
απελευθέρωσης in vivo (Rizzitello et al., 2001). Κάτι τέτοιο αναµένεται ίσως, από τον ρόλο της 
Hsp70 και της BiP στα µιτοχόνδρια (Matouschek et al., 2000), και στο ενδοπλασµατικό δίκτυο 
(Johnson and van Waes 1999) αντίστοιχα. Η πλήρως αναδιπλωµένη ώριµη αλυσίδα 
απελευθερώνεται στον περιπλασµικό χώρο των Gram αρνητικών βακτηρίων, όπου είτε 
διαµένει, είτε καθοδηγείται στην εξωτερική µεµβράνη. Στην περίπτωση των Gram θετικών 
βακτηρίων, η πρωτεΐνη εντοπίζεται στον εξωκυτταρικό χώρο. 
 Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων του SAXS από τους Shilton et al., 1998, γέννησαν 
σωρεία ερωτηµάτων, όσον αφορά το παραπάνω µοντέλλο. Ετσι ενώ το διµερές της SecA 
ενδέχεται να εισέρχεται στη µεµβράνη κάθετα ή παράλληλα στο επίπεδο της µεµβράνης, το 
µεγάλο µέγεθος της SecA (διαστάσεις 15X8nΜ), σε σχέση µε το πάχος  των 4nm της 
µεµβρανικής διπλοστοιβάδας, και τη διάµετρο των 7nM ενός ετεροτριµερούς SecYEG (από 
τις διαστάσεις αναλυµένων κρυσταλλογραφικά µεµβρανικών πρωτεϊνών), θέτουν σε σοβαρή 
αµφισβήτηση το εύρος της εισαγωγής της SecA στη µεµβράνη, τουλάχιστον όπως έχει 
παρουσιαστεί από τα πειράµατα προστασίας από πρωτεάσες. Η SecA λοιπόν µπορεί να 
εισέρχεται στη µεµβράνη µέσω του ενός πρωτοµερούς της, ή µέσω κεντρικών τµηµάτων του 
διµερούς. Σε κάθε περίπτωση πάντως, µπορεί να επιτευχθεί ενδοµοριακή ασυµµετρία, που 
είναι απαραίτητη για την εν εξελίξει (processive) διαδικασία της µεταφοράς πρωτεϊνών µέσα 
από τις µεµβράνες. Εξάλλου το µεγάλο µέγεθος της SecA επιτρέπει αλλαγές στο σχήµα, αλλά 
και στην στοιχειοµετρία της µεταθετάσης. Έτσι ο αποκλεισµός της SecA από τα φωσφολιπίδια 
της µεµβρανικής διπλοστοιβάδας, πιθανά επιτελείται από περισσότερα του ενός ετεροτριµερή 
της SecYEG (λόγω του µεγάλου µεγέθους της SecA), που ανακτώνται από τις αλλαγές στη 
διαµόρφωση του καναλιού που επιφέρει η δέσµευση της SecA. Εξάλλου  όπως είδαµε στο 
Κεφάλαιο: Κανάλι SecYEG/Sec61, οι Manting et al., 2000 έδειξαν ότι η εισαγωγή της SecA 
στη µεµβράνη,  συντελεί στο τετραµερισµό του διµερούς σε διάλυµα SecYEG συµπλόκου.  
 Από την άλλη µεριά το µεγάλο µέγεθος της SecA δυσκολεύει την απαιτούµενη 
ευλυγισία που απαιτείται από την SecA προκειµένου να αποκτήσει την πληθώρα των 
διαµορφώσεων που απαιτούνται, για να επιτελέσει την διαδικασία της µετατόπισης των 
πρωτεϊνών. Ενδέχεται όµως η ποικιλλία των διαµορφώσεων που αποκτά η SecA να 
επιτυγχάνεται ευκολότερα µέσω της αλληλεπίδρασης µε τους διάφορους υποκαταστάτες της 
παραπάνω διαδικασίας.  
 Στη συνέχεια οι Hunt et al., 2002, υποστήριξαν µε βάση πειράµατα φθορισµού και 
ανισοτροπίας PrlD µεταλλαγµένων SecA, καθώς και από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής 
δοµής της bsSecA παρουσία και απουσία ADP, ότι πρέπει να επιτελείται µετακίνηση 
ορισµένων τουλάχιστον περιοχών της SecA, κατά την διάρκεια των διαφόρων σταδίων της 
διαδικασίας µετατόπισης ( των HWD και SD περιοχών), στις οποίες πιθανά οφείλεται και η 
απόκτηση των διαφόρων διαµορφώσεων της SecA παρουσία της ποικιλλίας των 
υποκαταστατών της µετατόπισης των πρωτεϊνών από τις µεµβράνες.  

Τέλος οι Sharma et al., 2003 πρότειναν µε βάση την κρυσταλλογραφική δοµή της 
SecA από το Mycobacterium tuberculosis ότι η τελευταία πρέπει να λειτουργεί µ’ έναν 
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ανάλογο µηχανισµό µ’ αυτόν µε τον οποίο δουλεύουν πρωτεΐνες κινητήρες όπως είναι οι 
µυοσίνες. Σ’ αυτές, µικρές αλλαγές στην θέση δέσµευσης του νουκλεοτιδίου, µεγενθύνονται ή 
αλλάζουν και προσανατολισµό µέσω α-ελικοειδών ‘’µοχλών’’, που τελικά οδηγούν στις 
συντονισµένες κινήσεις που χαρακτηρίζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες κινητήρες, µετά την 
δέσµευση ΑΤΡ. Η SecA πρωτεΐνη προσεγγίζει δοµικά, περισσότερο τους µοριακούς 
κινητήρες των DNA και RNA ελικασών στους οποίους παρατηρούνται ανάλογα φαινόµενα, 
αλλά η κίνηση των διαφόρων περιοχών δεν σχετίζεται µε α-ελικοειδείς µοχλούς. Έτσι µπορεί 
η δοµή της bsSecA και της tbSecA παρουσία και απουσία νουκλεοτιδίου, να µην παρουσιάζει 
κάποια αξιοπρόσεκτη αλλαγή, έχουν όµως διαπιστωθεί δοµές ελικασών όπως της MJ0669 
(SFII DEAD-box ελικάση), στην οποία απουσία νουκλεοτιδίου εντοπίζεται ένα µεγάλο άνοιγµα 
(περιστροφή µεταξύ των NBD-IRA2 περιοχών) στην περιοχή δέσµευσης του (σχήµα 62), ενώ 
και στην περίπτωση της PcrA ελικάσης διαπιστώνεται περιστροφή ~100 µεταξύ των NBD-
IRA2 περιοχών απουσία και παρουσία νουκλεοτιδίου (σχήµα 62). Εποµένως αναµένεται µία 
ανάλογη τουλάχιστον περιστροφή ~100 µεταξύ των NBD-IRA2 περιοχών στην SecA 
πρωτεΐνη, σε κάποια φάση του κύκλου λειτουργίας της παρουσία του νουκλεοτιδίου, 
δεδοµένου ότι και τα αµινοξέα που αλληλεπιδρούν µε τον γ-φώσφορο του ΑΤΡ είναι 
συντηρηµένα µεταξύ  των δοµών PcrA και  tbSecA. Αυτή όµως η µικρή περιστροφή στην 
DEAD-περιοχή της SecA, πιθανά µετασχηµατίζεται σε µεγαλύτερη µετακίνηση µεταξύ των 
NBD-IRA2 και των SSD, C-περιοχών της SecA, ή των motor και translocation περιοχών της 
αντίστοιχα, όπως αναφέρθηκαν από τους Sharma et al., 2003, που τελικά επιφέρουν αλλαγές 
τόσο στον πόρο της SecA που έδειξαν ότι δηµιουργείται στο διµερές της, αλλά και στην 
προτεινόµενη θέση δέσµευσης του υποστρώµατος SSD.  

Στη παρούσα διατριβή θα παρουσιαστεί ένα επιπλέον µοντέλο συντονισµένης 
αλλαγής της διαµόρφωσης της SecA που συντελεί πιθανά στην επίτευξη της διαδικασίας 
µεταφοράς των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, βασισµένο και σε πειραµατικά 
αποτελέσµατα πέρα από τις παραπάνω µελέτες . Στη περίπτωση αυτή ρόλο κλειδί παίζει το 
IRA1 ρυθµιστικό στοιχείο. Το µοντέλο αυτό µπορεί να επεκταθεί περαιτέρω και στις ελικάσες 
και να ερµηνεύσει σηµεία κλειδιά του µηχανισµού λειτουργίας τους. Η SecA όπως ειπώθηκε 
και προηγουµένως είναι µία ελικάση. Οι ελικάσες αποτελούνται από την καταλυτική περιοχή 
(µε την χαρακτηριστική RecA διαµόρφωση σε απλή ή διπλή µορφή) και τις εξειδικευµένες 
περιοχές (Specificity domains), µία ή περισσότερες, που τους προσδίδουν την συγκεκριµένη 
κάθε φορά δραστικότητα τους. Η SecA συγκεκριµένα αποτελείται από την καταλυτική περιοχή 
του DEAD κινητήρα και φέρει δύο εξειδικευµένες περιοχές: την SSD και την C-περιοχή. 
Αναπάντητο ερώτηµα στις ελικάσες είναι πως η ενέργεια που δαπανάται από την καταλυτική 
περιοχή µε την µορφή του ΑΤΡ, µετατρέπεται σε µηχανικό έργο από τις εξειδικευµένες 
περιοχές τους (µετακίνηση των ελικασών κατά µήκος DNA ή RNA υποστρώµατος ή και 
πρωτεϊνης όπως στην SecA). Ο παραπάνω µηχανισµός αναµένεται να στηρίζεται στην 
λειτουργική επικοινωνία της καταλυτικής µε τις εξειδικευµένες περιοχές. Τα µέχρι στιγµής 
δεδοµένα όµως από την SecA, υποστηρίζουν την βάση ενός τέτοιου µηχανισµού καθώς έχει 
βρεθεί ότι ο έλεγχος της υδρόλυσης ΑΤΡ από την Ν-περιοχή βασίζεται στην επικοινωνία της 
µε την C-ρυθµιστική περιοχή της SecA (Karamanou et al., 1999). Απουσία ισχυρής 
αλληλεπίδρασης της C-περιοχής µε τον DEAD κινητήρα, όπως στην περίπτωση της 
αποµονωµένης Ν-περιοχής, διαπιστώνεται ενεργοποίηση της υδρόλυσης ελλείψει των 
διαφόρων υποκαταστατών της διαδικασίας έκκρισης των πρωτεϊνών. Αντίστοιχα και 
ολόκληρη SecA µε έλλειψη 12 αµινοξέων της περιοχής IRA1, στην οποία η επικοινωνία των 
Ν-/C-περιοχών διαταράσσεται, µετατρέπεται σε ενεργοποιηµένη ΑΤΡάση. Και στις δύο 
παραπάνω περιπτώσεις όµως, παρά την αυξηµένη διαθεσιµότητα ενέργειας, δεν 
πραγµατοποιείται διέλευση πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. Προτείνεται λοιπόν ότι η C-
περιοχή της SecA µέσω του IRA1 µοριακού διακόπτη συνδέει την υδρόλυση του ΑΤΡ µε την 
µηχανική µετακίνηση της SecA κατά µήκος των πρωτεϊνικών υποστρωµάτων  που 
εξασφαλίζει την διέλευση τους µέσα από µεµβράνες.  

Στην συγκεκριµένη µελέτη εξετάζεται περαιτέρω λοιπόν ο µηχανισµός δράσης του 
IRA1 διακόπτη. Συγκεκριµένα πραγµατοποιήσαµε µία σειρά σηµειακών µεταλλαγών στην 
περιοχή του IRA1 (Κεφάλαιο 3.1), ακολούθησε λειτουργική, φυσική (Κεφάλαια 3.2, 3.3) και 
δοµική ανάλυση τους (Κεφάλαιο 3.4) µε βάση τις κρυσταλλογραφικές δοµές τόσο της bs όσο 
και της mtSecA και προέκυψε το ακόλουθο συµπέρασµα όσον αφορά το IRA1 στοιχείο: Η 
περιοχή IRA1 τοποθετούµενη σε στρατηγική θέση στην SecA πρωτεΐνη, επικοινωνεί µε τις 
διάφορες υποπεριοχές της και έτσι “αισθάνεται” όταν έρθει η κατάλληλη στιγµή τις ενεργειακές 
ανάγκες της πρωτεΐνης για την διαδικασία έκκρισης των πρωτεϊνών. Εν συνεχεία µέσω των 
ίδιων αλληλεπιδράσεων, η περιοχή IRA1 ρυθµίζει την φυσική και λειτουργική επικοινωνία του 
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DEAD κινητήρα που υδρολύει ΑΤΡ, µε την C-περιοχή που ελέγχει τον ρυθµό της παραπάνω 
υδρόλυσης και προσδίδει στην SecA την ιδιαιτερότητα της να “γλιστράει” κατά µήκος 
πρωτεϊνικών υποστρωµάτων. Τροποποίηση των παραπάνω φυσικών αλληλεπιδράσεων της 
IRA1-περιοχής µε τις άλλες υποπεριοχές της SecA από την µία µεριά συντελεί στην 
απρογραµµάτιστη “ευαισθητοποίηση” του IRA1 στοιχείου και από την άλλη στην ασυντόνιστη 
ρύθµιση όλων των καταλυτικών δραστηριοτήτων του DEAD κινητήρα. Προτείνουµε τελικά ότι 
µέσω του IRA1 διακόπτη που λειτουργεί ως γενικευµένος ρυθµιστής των αλλαγών στην 
διαµόρφωση της SecA πρωτεΐνης και κατά συνέπεια των καταλυτικών της δραστηριοτήτων, 
επιτυγχάνεται ο συντονισµός της δαπάνης ενέργειας µε την διαδικασία της έκκρισης 
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. Πιθανότατα αντίστοιχος µηχανισµός  να ενεδρεύει και στις 
διάφορες ελικάσες. 

Με τη βοήθεια καινούργιων βιοφυσικών µεθόδων και ανάλυση δοµών της SecA 
παρουσία υποστρωµάτων αλλά και άλλων υποκαταστατών αναµένεται µελλοντικά να 
επιβεβαιωθεί το παραπάνω µοντέλο.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1. Τεχνικές ανασυνδυασµένου DNA. 
  
Στην παρούσα διατριβή για την τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA χρησιµοποιούνται τα στελέχη 
της Escherichia coli DH5a [µε τον γονότυπο των DH1:F-, end A1, gyr A96, thi-1, hsd R17(rk-, mk+) sup 
E44, rel A1, και F-,F 80D lac ZD M15, D (lacZYA-argF), U169], JM109 (επίσωµα F; α-
συµπληρωµατικότητα; καταστολέας lac Iq ,rec A-. Κατάλληλος για Μ13 και pGEM. e14-(mcr A-), rec A1, 
end A1, gyr A96, thi-1, hsd R17 (rk

-mk
-), sup E44, rel A1, I-, D (lac-proAB), [F’tra D36, pro AB, lac IqZD 

M15] και ποικιλλία πλασµιδιακών φορέων από την Novagen, την Qiagen και την NEB. Η αύξηση των 
βακτηριακών στελεχών και οι γενετικοί χειρισµοί πραγµατοποιούνται µε βάση τα πρωτόκολλα  του 
εργαστηριακού εγχειριδίου: Molecular Cloning, A Laboratory manual, Cold Spring Harbor, 2nd. Ed 
(Sambrook et al., 1989). Η ταυτότητα όλων των κατασκευών DNA επιβεβαιώθηκε µε αλληλούχιση του 
DNA και περιοριστική ανάλυση.  
Κατασκευή των SecA IRA1,µεταλλαγών: 
Οι διάφορες µεταλλαγές δηµιουργήθηκαν µε το kit Altered sites® από την Promega και µε τον 
πλασµιδιακό φορέα pIMBB38 (το γονίδιο secA είναι κλωνοποιηµένο στις θέσεις BamHI-EcoRI του 
φορέα pALTER-EX1). Πιο συγκεκριµένα η SecAW775A δηµιουργήθηκε χρησιµοποιώντας σαν µήτρα 
το πλασµίδιο pIMBB38 και τον εκκινητή X61 (CAGGTGCTCTTTCGCCAGGGAGTCAAG). Για τις 
SecAL785R, SecAI789R, SecAR792A, SecAP799A, SecAE802A, SecAY803A, SecAE806A, και 
SecAF811A χρησιµοποιούνται αντίστοιχα οι εκκινητές X62 
(GATACCCTGACGCCGATAGTCCATCGC), X63 (GCCACGCAGGTGGCGACCCTGACGCAG), X64 
(CTGTGCGTAGCCAGCCAGGTGGATACC), X65 (GTATTCCTGCTTCGCATCTTTCTGTGC), X66 
(TTCACGTTTGTATGCCTGCTTCGGATC), X67 (CGATTCACGTTTGGCTTCCTGCTTCGG), X68 
(CATGGAGAACGATGCACGTTTGTATTC), and X69 (CAGCATCGCTGCAGCCATGGAGAACGA). 
Για τον πρωτεϊνικό καθαρισµό των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών, NcoI κοµµάτια 2.9 kb που 
φέρουν τις παραπάνω µεταλλαγές, αντικαθιστούν το αντίστοιχο κοµµάτι της His-SecA στον φορέα 
pIMBB7, οπότε και δηµιουργούνται οι pIMBB105, pIMBB106, pIMBB202, pIMBB107, pIMBB200, 
pIMBB108, pIMBB109, pIMBB110, και pIMBB201 πλασµιδιακοί φορείς αντίστοιχα.  
Κατασκευή των C34IRA1 µεταλλαγών: 
Οι C34IRA1 µεταλλαγές κατασκευάστηκαν µετά από αντικατάσταση του 0.83 kb EcoRI-MfeI τµήµατος 
του pIMBB70 (pAK1/Hisp34) από το αντίστοιχο τµήµα της His-SecA από τον φορέα pIMBB105 (για 
την C34W775A), ή από τον φορέα pIMBB106 (για την C34L785R), ή από τον pIMBB 202 (για την 
C34I789R), ή από τον  pIMBB107 (για την C34R792A), ή από τον pIMBB200 (για την C34P799A), ή 
από τον pIMBB108 (για την  C34E802A), ή από τον pIMBB109 (για την C34Y803A), ή από τον 
pIMBB110 (για την C34E806A), και τέλος από τον φορέα pIMBB201 (για την C34F811A). 
Κατασκευή των διαφόρων παραγώγων του C34 : 
Τα παράγωγα C609-834, C669-834, και C757-834 κατασκευάστηκαν µε την χρήση PCR, µε µήτρα 
τον φορέα pIMBB7 και τους εκκινητές µε κατεύθυνση προς τα εµπρός (forward primers) X110 
(GGCCCGTACATATGAAACTGGGTATGAAGCCAGGC), X109 (GGCCCGTACATATGGTCAGCGAT 
GTGAGCGAAACC), and X108 (GGCCCGTACATATGGTGGTTGGTGCTGAGATGATG) αντίστοιχα, 
και τον κοινό εκκινητή µε κατεύθυνση προς τα πίσω (reverse primer) X107 
(CGCGGATCCTTAAGGCATACGTACCTGAACTTTG). Το παράγωγο C609-760 κατασκευάστηκε 
όπως και τα παραπάνω, µε εκκινητή µε κατεύθυνση προς τα εµπρός τον X110 
(GGCCCGTACATATGAAACTGGGTATGAAGCCAGGC) και εκκινητή µε κατεύθυνση προς τα πίσω 
τον X111 (CGCGGATCCTTACTCAGCACCAACCACTTCTTC). Τα καθαρισµένα από το πήκτωµα 
αγαρόζης προϊόντα υπέστησαν πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα NdeI και BamHI, και τελικά 
εισήχθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pET16b (Invitrogen), οδηγώντας στην δηµιουργία των πλαµιδίων 
pIMBB203, pIMBB186, pIMBB188, και pIMBB185 αντίστοιχα. Σ’ όλες τις παραπάνω περιπτώσεις τα 
παράγωγα του C34 διαθέτουν στο αµινοτελικό τους άκρο έξι ιστιδίνες. Παράλληλα όµως 
κατασκευάστηκαν και αντίστοιχα παράγωγα που διαθέτουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο τις έξι 
ιστιδίνες, όπως και παράγωγα που διαθέτουν στο αµινοτελικό τους άκρο την πρωτεΐνη σύµφυσης 
ΜΒΡ.  Στην πρώτη περίπτωση χρησιµοποιούνται οι ίδιοι µε προηγουµένως εκκινητές µε κατεύθυνση 
προς τα εµπρός, ενώ χρησιµοποιούνται οι ακόλουθοι δύο εκκινητές µε κατεύθυνση  προς τα πίσω 
Χ112 (CCGGACCTCGAGAGGCATACGTACCTGAACTTTG) και Χ113 
(CCGGACCTCGAGCTCAGCACCAACCACTTCTTC). Τα καθαρισµένα από το πήκτωµα αγαρόζης 
προϊόντα υπέστησαν πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα NdeI και xhoI, και τελικά εισήχθηκαν στον 
πλασµιδιακό φορέα pET22b (Invitrogen), οδηγώντας στην δηµιουργία των πλαµιδίων pIMBB187, 
pIMBB205, pIMBB204, και pIMBB206 αντίστοιχα. Στην δεύτερη περίπτωση χρησιµοποιούνται οι  
εκκινητές µε κατεύθυνση  προς τα εµπρός Χ105 (CCGGAATTCAAACTGGGTATGAAGCCAGGC), 
Χ104 (CCGGAATTCGTCAGCGATGTGAGCGAAACC) και Χ103 
(CCGGAATTCGTGGTTGGTGCTGAGATGATG) αντίστοιχα, µε τον εκκινητή µε κατεύθυνση  προς τα 
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πίσω Χ102 (CCCGTCTAGATTAAGGCATACGTACCTGAACTTTG), καθώς επίσης και ο εκκινητής µε 
κατεύθυνση  προς τα εµπρός Χ106 (CCCCGTCTAGATTACTCAGCACCAACCACTTCTTC). Τα 
καθαρισµένα από το πήκτωµα αγαρόζης προϊόντα υπέστησαν πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα EcoRI 
και xbaI, και τελικά εισήχθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pMAL-C2, οδηγώντας στην δηµιουργία των 
πλαµιδίων pIMBB207, pIMBB190, Pimbb189, και pIMBB208 αντίστοιχα     
 

 
2.2. Έκφραση και αποµόνωση πρωτεϊνών.  
 
 

Όλες οι παρακάτω διαδικασίες πραγµατοποιούνται σύµφωνα µε τις προτάσεις από τα 
εργαστηριακά εγχειρίδια της Qiagen, Amershmam, Novagen, Pharmacia, Biorad, και το Molecular 
cloning, A laboratory manual, Cold Spring Harbor, 2nd Ed (Sambrook et al., 1989),  αλλά και  από τα 
τα επιστηµονικά βιβλία, Methods in enzymology: Guide to protein purification (Abelson & Simon), Gel 
electrophoresis of proteins, a practical approach (Hames & Rickwood), Protein structure, a practical 
approach (Creigton), Protein purification (Scopes), και Protein purification methods, a practical 
approach (Harris & Angal). 
 Το πρώτο µέληµα για την αποµόνωση µεγάλης ποσότητας µιας πρωτεϊνης, είναι η 
κλωνοποίηση του γονιδίου που την εκφράζει στον κατάλληλο πρωτεϊνικό φορέα. Όπως αναφέρθηκε 
και προηγουµένως ένα από τα πιο αξιόπιστα συστήµατα για την κλωνοποίηση και την έκφραση 
ανασυνδιασµένων πρωτεϊνών στο βακτήριο e.coli, είναι το pET, µε τον Τ7 υποκινητή, τον lac χειριστή, 
και ποικιλλία χαρακτηριστικών όσον αφορά τον σκελετό του πρωτεϊνικού φορέα, όπως ανθεκτικότητα 
σε ποικιλλία αντιβιοτικών, σινιάλων έναρξης της αντιγραφής, σινιάλα έκφρασης, τµήµατα σύµφυσης, 
θέσεις περιοριστικών ενζύµων παραγωγή του καταστολέα lacI, κλπ,  και είναι αυτό που 
χρησιµοποιήθηκε κατά κόρον και στην παρούσα διατριβή.  Η στρατηγική µε την οποία επιτελείται η 
δηµιουργία της κατασκευής έκφρασης του εκάστοτε γονιδίου αναφέρθηκε προηγουµένως.  
 Το επόµενο βήµα περιλαµβάνει τον µετασχηµατισµό του παραπάνω φορέα στον κατάλληλο 
βακτηριακό ξενιστή που πολύ συχνά φέρει το γονίδιο της RNA πολυµεράσης του φάγου Τ7  στο 
γένωµα του (λυσιγόνο βακτήριο λDE3), και το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο του lacUV5 υποκινητή 
και χειριστή. Το στέλεχος που χρησιµοποιείται κυρίως στην παρούσα διατριβή είναι το BL21(DE3) 
(Mitchel and Oliver, 1993), από το οποίο απουσιάζουν οι πρωτεάσες lon και ompT [E.coli B, F-, dcm, 
ompT, hsd SB(r B

-m B
-), gal l(DE3)]. Έτσι παρουσία IPTG αποµακρύνεται ο lac καταστολέας (που 

εκφράζεται από το γονίδιο lacI), από τον lac χειριστή, και µέσω της δράσης της RNA πολυµεράσης της 
e.coli στον lac υποκινητή, παράγεται Τ7 RNA πολυµεράση, που οδηγεί στην έκφραση του 
κλωνοποιηµένου γονιδίου στον φορέα pET. Επειδή όµως είναι δυνατόν να παραχθεί µικρή ποσότητα 
Τ7 RNA πολυµεράσης ακόµα και χωρίς επαγωγή µε IPTG, και έτσι να εκφραστεί το κλωνοποιηµένο 
γονίδιο του φορέα pET, που ενδέχεται να είναι και τοξικό για το βακτηριακό κύτταρο, χρησιµοποιείται 
το παραπάνω βακτηριακό στέλεχος µε το πλασµίδιο pLysS ή pLysE. Το τελευταίο κωδικοποιεί για την 
λυσοζύµη Τ7 που είναι φυσικός αναστολέας της T7 RNA πολυµεράσης και αδρανοποιεί περιορισµένο 
αριθµό µορίων της, οδηγώντας σε πιο αυστηρή έκφραση του γονιδίου στόχου σε µη επαγόµενα µε 
IPTG κύτταρα.  Στις περισσότερες περιπτώσεις της παρούσας διατριβής όµως, χρησιµοποιείται ο 
βακτηριακός ξενιστής BL21.19 από τον οποίο λείπει µία επιπλέον πρωτεάση [BL21.7, clpA319::kan, 
recA::cat, secA,Am13 ts], αλλά µεγαλώνει στους 300C, καθώς διαθέτει θερµοευαίσθητη SecA (ts). 
 Ακολούθως γίνεται ανάπτυξη καλλιεργειών των παραπάνω βακτηρίων (και από πολλές 
διαφορετικές αποικίες) σε µικρή κλίµακα, προκειµένου να εξεταστούν οι συνθήκες αύξησης και 
επαγωγής που προσδίδουν την µεγαλύτερη παραγωγή της ενδιαφερόµενης πρωτεΐνης σε συνδυασµό 
µε µικρότερη πρωτεόλυση, αυξηµένη σταθερότητα και διαλυτότητα. Όταν αυτές οι συνθήκες βρεθούν, 
ακολουθεί µικρής κλίµακας αποµόνωση της πρωτεϊνης και ελέγχεται η καθαρότητα και η σταθερότητα 
της. Σ’ αυτή την φάση εξετάζεται η προσθήκη επιπλέον σταδίων στο σύνηθες πρωτόκολλο 
καθαρισµού, η προσθήκη αναστολέων, η αναγκαιότητα επιτέλεσης όλων των διαδικασιών στους 40C 
κλπ.  Μόνο όταν όλες οι παραπάνω διαδικασίες επιτευχθούν προχωρούµε στην αποµόνωση της 
πρωτεΐνης σε µεγάλη κλίµακα.  
 
2.2.Α. Συλλογή κυττάρων για αποθήκευση (cell nuggets). 
 
  Μετά την συγκέντρωση των κυττάρων από τις ανεπτυγµένες καλλιέργειες, το 
κυτταρικό ίζηµα στεγνώνει από το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας και τελικά διαλυτοποιείται στον 
πάγο µε διάλυµα 50mM Tris pH :8, και 20% γλυκερόλη (20ml από 1lt καλλιέργειας), µε προσοχή ώστε 
να αποφεύγεται η δηµιουργία φουσκάλων. Στη συνέχεια τα διαλυτοποιηµένα κύτταρα παγώνουν µε 
µορφή νιφάδων µε την στάγδην προσθήκη τους σε υγρό άζωτο, και τελικά φυλάσσονται στους -800C.  
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2.2.Β. Αποµόνωση των διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών από BL21.19 κύτταρα.  
  

Οι διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες κλωνοποιούνται όπως είδαµε προηγουµένως σαν προϊόντα 
σύµφησης εξαιστιδινών. Ο καθαρισµός τους πραγµατοποιείται µε βάση την πρόσδεση τους σε Ni-NTA 
(Nitrilotriacetic acid) κολώνας µε σφαιρίδια αγαρόζης, όπως προτείνεται στο εγχειρίδιο της Qiagen για 
γρήγορη υγρή χρωµατογραφία πρωτεΐνης (Fast protein liquid chromatography, FPLC). Συγκεκριµένα 
συλλέγεται κυτταρική πάστα (15-30 gr, ανάλογα µε το είδος της IRA1 µεταλλαγής) µετά από επώαση 
µε IPTG (0.5mM σε OD600=05-0.7) 15lt καλλιεργειών (εµβολιασµένες µε καλλιέργεια που έχει 
αναπτυχθεί κατά την διάρκεια της νύχτας σε αραίωση 1/100) των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών σε 
θρεπτικό µέσο LB παρουσία Αµπικιλλίνης (100µg/ml). Μετά την έκλουση από την Ni-NTA κολώνα οι 
πρωτεΐνες (από 100-1000mg) είναι συνήθως αρκετά συγκεντρωµένες (>5mg/ml) και καθαρές. 
Ορισµένες όµως από τις  παραπάνω  SecAIRA1 πρωτεΐνες εκλούονται σε χαµηλή συγκέντρωση 
(λόγω λανθασµένης επιλογής του ποσού της χρησιµοποιούµενης ρητίνης) και γι’ αυτό ακολουθεί για 
όλες τις SecAIRA1πρωτεΐνες (για λόγους οµοιότητας στην συµπεριφορά των πρωτεϊνών) 
συγκέντρωση τους σε ανιοντοανταταλλακτική κολώνα Q µε βάση το πρωτόκολλο της Pharmacia. 
Τελικά ακολουθεί διαπίδυση των πρωτεϊνικών δειγµάτων σε διάλυµα Β µε 50% γλυκερόλη και 
συλλέγονται πρωτεΐνες σε συγκέντρωση από 6-20mg/ml, και σε ποσότητα 40-200mg όπως φαίνονται 
στο  σχήµα 108 στα απότελέσµατα.      
 
 
 
2.2.Γ. Αποµόνωση των διάφορων C34IRA1 πρωτεϊνών από BL21.19 κύτταρα.  
 

Ακολουθείται το ίδιο πρωτόκολλο µε προηγουµένως, µε την διαφορά ότι επειδή ο φορέας 
έκφρασης είναι διαφορετικός (pAK1) η παραγόµενη πρωτεΐνη είναι λιγότερη, η έκφραση δεν είναι 
πάντα αξιόπιστη κάτω από τις ίδιες συνθήκες, και έτσι λαµβάνεται ιδιάιτερη προσοχή στα ακόλουθα 
σηµεία: α) Πάντα ξεκινάµε από εµβολιασµό τρυβλίου (LB+Amp) µε βακτήρια από στοκ γλυκερόλης, 
και απ’ αυτό το φρέσκο πιάτο εµβολιάζεται υγρή καλλιέργεια που την επόµενη µέρα θα επωάσει 
µεγάλη ποσότητα νέας υγρής καλλιέργειας (10-15lt), β) η διαδικασία καθαρισµού λαµβάνει χώρα σε 
θερµοκρασία δωµατίου, όσο το δυνατόν συντοµότερα και παρουσία αναστολέων (3mM PMSF και 
3mM Pefabloc), γ) η ποσότητα της Ni-NTA ρητίνης είναι πολύ χαµηλή σε σχέση µε τις συνηθισµένες 
περιπτώσεις (3-4mls ρητίνης για 15lt αρχικής καλλιέργειας), δ) η έκλουση της πρωτεΐνης από την 
ρητίνη πραγµατοποιείται σε 300mM ιµιδαζολίου, και ε) το πρωτεΐνικό δείγµα φυλλάσεται σε 
τουλάχιστον 10% γλυκερόλη και σε συγκέντρωση <3mg/ml για αποφυγή συσσωµατωµάτων. Η τελική 
παραγωγή κυµαίνεται από 5-20mg, ανάλογα µε την SecAIRA1 πρωτεΐνη και το προφίλ της φαίνεται 
στο σχήµα ?/ στα αποτελέσµατα. 
 
2.2.∆. Αποµόνωση των διάφορων παραγώγων του C34 από BL21.19 κύτταρα.  
 

Όπως στην περίπτωση των SecAIRA1 πρωτεΐνών. Σηµειώνεται ότι στην περίπτωση του 
πολυπεπτιδίου C609-757, χρειάζεται να γίνει εξαντλητικό πλύσιµο της κολώνας, και µε µεγαλύτερη 
από την συνήθη ποσότητα ιµιδαζολίου, όπως 30mM. Η C755-834 πρωτεΐνη δεν είναι σταθερή και δεν 
εκφράζεται.  
 
2.2.Ε. Προσπάθεια αποµόνωσης του MBPC755-834 παραγώγου του C34 από   
          BL21.19 κύτταρα. 
 
 Αναπτύσσονται καλλιέργειες του βακτηριακού στελέχους ΤΒ1 [ara ∆(lac proAB) rpsL (φ80 
lacZ∆Μ15) hsdR] που περιέχουν την κατάλληλη πλασµιδιακή κατασκευή που αναφέρθηκε 
προηγουµένως, και η  MBPC755-834 πρωτεΐνη εκφράζεται όπως συνήθως µε IPTG. Αφού γίνει 
σπάσιµο των περισυνελεγµένων κυττάρων, συγκεντρώνονται τελικά στο υπερκείµενο ~100mg από 
την ενδιαφερόµενη πρωτεΐνη και ακολουθεί καθαρισµός της µε την χρήση κολώνας αµυλόζης, όπως 
αναφέρεται στο πρωτόκολλο της New England Biolabs. Στην αµυλόζη προσδένεται η πρωτεΐνη 
σύµφυσης µε την ΜΒΡ, ενώ όλες οι άλλες πρωτεΐνες του κυτταρικού εκχυλίσµατος εκλούονται από την 
κολώνα. Η προσδεδεµένη στην κολώνα πρωτεΐνη τελικά εκλούεται µε µαλτόζη. Ακολουθεί διάσχιση 
από την ΜΒΡ πρωτεΐνη της C755-834 µε την χρήση του παράγοντα Χa, όπως αναφέρεται επίσης στο 
παραπάνω πρωτόκολλο. Σηµειώνεται ότι το κόψιµο µεταξύ των δύο παραπάνω πρωτεϊνών δεν είναι 
πλήρες µετά από τρεις µέρες επώαση µε τον παραπάνω παράγοντα, αλλά παρόλα αυτά προχωρούµε 
στο επόµενο στάδιο καθαρισµού (το κόψιµο δεν θα είναι ποτέ πλήρες) που είναι η αποµάκρυνση της 
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ΜΒΡ και του παράγοντα Χa από την C755-834 πρωτεΐνη. Προς τούτο χρησιµοποιείται κολώνα Q 
ανιοντοανταλακτικής χρωµατογραφίας, σύµφωνα πάλι µε το  πρωτόκολλο της NEB, στην οποία 
κατακρατείται η ΜΒΡ, αλλά όχι η πρωτεΐνη σύµφυσης MBPC755-834 και η C755-834 πρωτεΐνη που 
συλλέγονται µαζί. Εποµένως γίνεται προσπάθεια διαχωρισµού των ΜΒΡC755-834 και C755-834 
πρωτεϊνών µε την χρήση κολώνας υδροξυλαπατίτη, πάλι σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της ΝΕΒ, 
ανεπιτυχώς (πιθανά συνέβει κατακρήµνιση στο άλας φωσφορικού νατρίου των δύο πρωτεϊνών). 
Ακολούθησε προσπάθεια διαχωρισµού των δύο παραπάνω πρωτεϊνών µε την χρήση συσκευής 
συγκέντρωσης Amicon µε cut-off 10kDa, από την οποία θεωρητικά στον απελευθερούµενο όγκο 
πρέπει να εντοπίζεται η ΜΒΡC755-834 πρωτεΐνη και στον κατακρατούµενο η C755-834 (12kDa). 
Όµως πιθανά λόγω της δηµιουργίας ολιγοµερών από C755-834, οι δύο πρωτεΐνες συλλέγονται µαζί. 
Προκειµένου λοιπόν να διαχωριστούν, µε την χρήση κολώνας µεγέθους αποκλεισµού, έγινε 
προσπάθεια συγκέντρωσης τους µε κατακρήµνιση µε θειικό αµµώνιο 80%. ∆εν πραγµατοποιήθηκε 
όµως επαναδιάλυση του ιζήµατος. Έτσι η προσπάθεια αποµόνωσης της πρωτεΐνης τερµατίστηκε. 
Πιθανά η χρήση κολώνας αµυλόζης µετά από την Q ή µετά την διάσχιση της πρωτεΐνης σύµφυσης 
από τον παράγοντα Χa και η χρήση κολώνας Q στην συνέχεια να οδηγούσε σε επιτυχή 
αποτελέσµατα.     
 
2.2.Ζ. Αποµόνωση του Ν68  από BL21.19 κύτταρα.  
  

Όπως στην περίπτωση των SecAIRA1 πρωτεΐνών.  
 
 
2.2.Η. Αποµόνωση της proOmpA από έγκλειστα σωµάτια (Inclusion bodies) 
          κυττάρων W3110 IQ. 
 
 Παγωµένα κύτταρα (5gr) από το παραπάνω στέλεχος που εκφράζουν proOmpA (τα κύτταρα 
περιέχουν το πλασµίδιο pTRC-Omp9) που έχουν διαλυθεί πριν παγώσουν σε διάλυµα 50mM Tris 
pH:8, 20% γλυκερόλης, λιώνουν σε θερµοκρασία δωµατίου. Εν συνεχεία προστίθεται λυσοζύµη (450µl 
από 10mg/ml; 5΄; 230C) για να σπάσουν τα κυτταρικά τοιχώµατα (µικρές τρύπες στα κύτταρα) και 
DNAseI (26µl από 1mg/ml) µε MgCL2 (26µl από 1Μ; 5΄; 230C) για να υδρολυθεί το εκλυόµενο DNA. 
Ακολουθεί αραίωση µε διάλυµα κιτρικού οξέος (17ml; θα διευκολύνει την αποµάκρυνση των 
κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από τις κατακρηµνιζόµενες µεµβράνες και τα αδιάλυτα στοιχεία, 
όπως θα δούµε παρακάτω) και επιχειρείται σπάσιµο των κυττάρων µε οµογενοποιητή (20-30 
επαναλήψεις; ∆ηµιουργούνται µεγαλύτερες τρύπες στα κύτταρα, οπότε και σπάνε σε µεγάλα 
κοµµάτια). Ακολουθεί επώαση για 30΄ στους 230C, και µετά κατακρήµνιση µεµβρανών και εγλείστων 
σωµατίων µε φυγοκέντρηση για 15΄ σε 12000g (10000 rpm στον ρότορα SS34). Επιδιώκεται ήπιο 
σπάσιµο των κυττάρων έτσι ώστε να µην προκύψουν και πολλά µικρά κοµµάτια που θα 
συµπαρασύρουν και τις κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες στο ίζηµα. Ακολουθεί ξέπλυµα του 
παραπάνω ιζήµατος από τις παγιδευµένες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες µε το κιτρικό διάλυµα. 
Συγκεκριµένα το ίζηµα διαλυτοποιείται σε 10ml κιτρικού διαλύµατος (100mM) µε λίγο vortex, αλλά 
κυρίως µε οµογενοποίηση όπως και προηγουµένως και ακολουθεί φυγοκέντρηση όπως και 
προηγουµένως. Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται ακόµα µία φορά και µετά ακολουθεί 
διαλυτοποίηση των µεµβρανικών πρωτεϊνών µε τη βοήθεια του µη ιονικού απορρυπαντικού sarkosyl 
σε συγκέντρωση 1.5% (σε κιτρικό διαλύµα 100mM), πάλι µε οµογενοποίηση µετά από επώαση 30΄ 
στους 230C. Η φυγοκέντρηση πραγµατοποιείται τώρα σε  30000  g για 15΄, και η ίδια διαδικασία 
επαναλαµβάνεται 5 ακόµα φορές (χωρίς περίοδο επώασης). Την τελευταία φορά η διαλυτοποίηση 
πραγµατοποιείται σε 5ml διαλύµατος 50mM Tris-Cl pH:8, 2mM DTT. Ακολουθεί φυγοκέντρηση όπως 
και προηγουµένως και το καινούργιο ίζηµα που περιλαµβάνει µόνο τα έγλειστα σωµάτια µε την 
proOmpA, διαλυτοποιείται σε 2ml διαλύµατος 6M ουρίας, mM Tris-Cl pH:8, 2mM DTT. Το 
απορρυπαντικό αποµακρύνεται εν συνεχεία µε κατακρήµνιση µε TCA (τριχλωροοξικό οξύ). 
Συγκεκριµένα στο τελευταίο διάλυµα της proOmpA, προστίθεται ίσος όγκος TCA και ακολουθεί 
επώαση για 30΄ στον πάγο. Εν συνεχεία γίνεται φυγοκέντρηση στα 15000g (σε ψυχόµενη eppendorf), 
το υπερκείµενο αναρροφάτε και το ίζηµα ξεπλένεται σε 1ml ακετόνης. Η παραπάνω κατακρήµνιση 
επαναλαµβάνεται, το ίζηµα στεγνώνει για 5΄ στους 370C, και διαλυτοποιείται στον επιθυµητό όγκο του 
παραπάνω διαλύµατος ουρίας.  
 
 
 
2.2.Θ. Αποµόνωση της SecB από κύτταρα BL21. 

 
Κύτταρα (43gr) από 15lt καλλιέργειας κυττάρων BL21 (µεγαλωµένες και επαγόµενες µε τον 

συνήθη τρόπο) που περιέχουν το κατάλληλο πλασµίδιο (pJW25) της SecB πρωτεΐνης συνοδού 
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(14kDa σαν µονοµερές, αλλά είναι τετραµερές) λιώνουν στον πάγο. Τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 
180ml διαλύµατος Β µε 1mM DTT, και 0.1mM PMSF. Τα κύτταρα σπάνε µε French press (8000 psi 
τρεις φορές) και ακολουθεί αποµάκρυνση των κυτταρικών και µεµβρανικών υπολειµάτων µε 
υπερφυγοκέντρηση στις 100000g (30000rpm) για 1 ώρα στους 40C. Το υπερκείµενο των 180ml [µετά 
την επώαση µε DNAάση (100µl από διάλυµα 1mg/ml) παρουσία  MgCL2 (100µl από διάλυµα 1Μ) για 
30΄ στον πάγο) φορτώνεται σε ανιοντοανταλλακτική χρωµατογραφία Q (γρήγορης ροής; 50ml ρητίνη 
εξισσοροποιηµένη µε 20 mM Tris-Cl pH 7.4, 0.2M NaCl, και 0.1mM PMSF) προκειµένου να επιτευχθεί 
ένας γρήγορος καθαρισµός της SecB πρωτεΐνης µετά την έκλουση της από την κολώνα µε την χρήση 
βαθµίδωσης NaCl (200-680 mM). Συγκεντρώνεται έτσι ένας µεγάλος όγκος πρωτεϊνικού δείγµατος 
(150ml) που περιέχει σε µεγάλο ποσοστό την SecB και ο οποίος συγκεντρώνεται εν συνεχεία µε την 
συσκευή Amicon (το cut-off της µεµβράνης είναι 30kDa) στα 40ml. Ακολουθεί µία επιπλέον 
προσπάθεια καθαρισµού της SecB στο παραπάνω πρωτεϊνικό δείγµα, µε την κατακρήµνιση της µε 
45% θεϊκό αµµώνιο (προσθήκη της απαραίτητης ποσότητας σκόνης θεϊκού αµµωνίου σιγά σιγά και 
επώαση του δείγµατος στον πάγο για όλη την νύχτα). Μετά την φυγοκέντρηση στα 200000g 
(13000rpm σε ρότορα SS34) για 30΄ στους 40C, ακολουθεί επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 1.2ml Tris-
Cl pH 7.4 και 0.1mM PMSF. Ακολουθεί φόρτωµα του παραπάνω δείγµατος σε παρασκευαστική 
κολώνα µοριακής διήθησης S300 (200gr υγρών σφαιριδίων) εξισορροπηµένη µε 20mM Tris-Cl pH 7.4, 
και 0.3M NaCl στην οποία το πρωτεϊνικό δείγµα καθαρίζεται περαιτέρω και ταυτόχρονα αφαλατώνεται 
(περιέχει σηµαντική ποσότητα θειικού αµµωνίου). Μετά από αραίωση 1:2 του συνόλου των 
κλασµάτων της παραπάνω κολώνας που περιέχουν την SecB µε διάλυµα 20mM Tris-Cl pH 7.4 (τελική 
συγκέντρωση NaCl 150mΜ) ακολουθεί επιπλέον καθαρισµός µε την χρήση ανιοντοανταλλακτικής 
χρωµατογραφίας και συγκεκριµένα µε την κολώνα MonoQ (σφαιρίδια συγκεκριµένης διαµέτρου που 
βοηθούν στην πιο εξειδικευµένη έκλουση από την κολώνα). Σηµειώνεται ότι πραγµατοποιείται 
έκλουση της πρωτεΐνης από την κολώνα µε την χρήση βαθµίδωσης NaCl (200-600 mM), η οποία 
κοντά στην αλατότητα που εκλούεται η πρωτεΐνη (350-400mM) είναι παρατεταµένη (hold gradient). 
Προκειµένου να συγκεντρωθεί το εκλουσµένο δείγµα µε την  SecB, επαναλαµβάνεται το φόρτωµα 
στην MonoQ (µετά από διαπίδυση σε διάλυµα µε µειωµένη αλατότητα) µε την διαφορά ότι ακολουθεί 
έκλουση σ’ ένα βήµα της SecB από την κολώνα µε 600mM NaCl (step elution). Τελικά ο καθαρισµός 
βελτιστοποιείται µε την χρησιµοποίηση της S300 κολώνας µοριακής διήθησης, απ’ όπου η SecB 
εκλούεται αφαλατωµένη  συγκεντρωµένη και καθαρή.   
 
 

2.3. Ανίχνευση της καθαρότητας µιας πρωτεΐνης, του µεγέθους της, 
της αλληλουχίας των αµινοξέων της και της ολιγοµερικής της 
κατάστασης. 
  
2.3.Α. Ηλεκτροφόρηση πρωτεΐνης σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης    
          (SDS-PAGE).  
 

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται όπως προτείνεται στο εγχειρίδιο της BIO-
RAD, στο οποίο δίνονται και οι συνταγές για τα διάφορα πηκτώµατα ακρυλαµίδης. Σε ορισµένες 
περιπτώσεις τα πηκτώµατα περιέχουν ουρία (ιδίως στην περίπτωση κυτταρικών εκχυλισµάτων και 
µεµβρανικών πρωτεϊνών), ενώ χρησιµοποιούνται και µεγάλες συσκευές ηλεκτροφόρησης µε µεγάλα 
γυάλινα πιάτα, πάντα για καλύτερο διαχωρισµό των πρωτεϊνών, σύµφωνα µε τις οδηγίες των 
επιστηµονικών εγχειριδίων Methods in enzymology: Guide to protein purification (Abelson & Simon), 
Gel electrophoresis of proteins, a practical approach (Hames & Rickwood), Protein structure, a 
practical approach (Creigton), Protein purification (Scopes), και Protein purification methods, a 
practical approach (Harris & Angal). Τέλος σε ορισµένες περιπτώσεις χρησιµοποιούνται SDS 
πηκτώµατα µε τρυσίνη αντί για γλυκίνη για τον διαχωρισµό πρωτεϊνών εύρους 1-100kDa, όπως 
αναφέρεται από τους Schagger and Jagow, 1987.   
 
 
2.3.Β. Ανίχνευση πρωτεϊνών σε πήκτωµα ακρυλαµίδης. 
 

Η ανίχνευση των πρωτεϊνών που έχουν τρέξει σε πήκτωµα ακρυλαµίδης πραγµατοποιείται 
είτε µε χρώση µε Coomassie Brilliant Blue (R-250), ή µε χρώση αργύρου (silver staining), που 
παρουσιάζει 50 φορές µεγαλύτερη ευαισθησία (0.1ng/mm2)  ή µε φλουορογραφία αν πρόκειται για 
ραδιενεργές πρωτεΐνες. Πολύ συχνά χρησιµοποιούνται µοριακοί δείκτες της BIO-RAD, της Pharmacia, 
ή της MBI Fermentas, χρωµατισµένοι ή όχι για να γίνει διαπίστωση του µεγέθους της πρωτεΐνης. 
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2.3.Γ. Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών. Ηλεκτροφορητική µεταφορά πρωτεϊνών σε  
           µεµβράνη νιτροκυτταρίνης-Western blotts. 
 
 Ακολουθείται η διαδικασία που αναγράφεται στο εγχειρίδιο της BIORAD. Τα αντισώµατα που 
χρησιµοποιούνται είναι πολυκλωνικά και παράγονται από κουνέλια σύµφωνα µε τα πρωτόκολλα του 
επιστηµονικού εγχειριδίου: Antibodies a laboratory manual, Ed Harlow AND David Lane. Το 
δευτερογενές αντίσωµα είναι συνήθως antirabbit ή antimouse IgG και είναι συζευγµένο µε horse 
radish peroxidase που οξειδώνει το ένζυµο peracid (µέρος του ECL αντιδραστηρίου της Amersham) το 
οποίο οξειδώνει την λουµινόλη (µέρος του ECL αντιδραστηρίου) ενώ παράλληλα εκλύεται φως 
(χηµιφωταύγεια) µαυρίζει το φιλµ και ανιχνεύονται οι πρωτεΐνες που αντιδρούν µε τα διάφορα 
αντισώµατα. 
 
 
2.3.∆. Αµινοτελική αλληλούχιση πρωτεϊνών.  
 
  Κατάλληλη ποσότητα του πεπτιδίου (τουλάχιστον τόση που να ανιχνεύεται µε Coomassie-
Brilliant-Blue) φορτώνεται σε 10% Tris-Trycine SDS πήκτωµα ακρυλαµίδης, ή σπανιότερα (για 
αποφυγή αµινοτελικού µπλοκαρίσµατος του πεπτιδίου για αµινοτελική αλληλούχιση) σε 17.5% 
πηκτώµατα ακρυλαµίδης µε ουρία (6Μ), για καλύτερο διαχωρισµό ορισµένων πρωτεϊνών, και 
ακολουθείται το πρωτόκολλο της Alta Bioscience η οποία και επιτελεί την αµινοτελική αµινοξική 
αλληλούχιση των πρωτεϊνών. 
 
 
 
2.3.Ε. Τρέξιµο των πρωτεϊνών σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης  
          (NATIVE PAGE). 
 
 Προκειµένου να βγουν συµπεράσµατα για την ολιγοµερική κατάσταση µιας πρωτεΐνης 
χρησιµοποιούνται µη αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµίδης, στα οποία οι πρωτεΐνες τρέχουν µε 
βάση το µέγεθος το σχήµα αλλά και το φορτίο τους. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι αντίστοιχη µε 
το φόρτωµα πρωτεϊνών σε οποιοδήποτε πήκτωµα ακρυλαµίδης µε την διαφορά ότι δεν περιέχεται σ’ 
αυτό SDS, ενώ το SDS απουσιάζει και από το διάλυµα τρεξίµατος, και το διάλυµα φορτώµατος του 
πρωτεϊνικού δείγµατος. Το τρέξιµο του πηκτώµατος λαµβάνει χώρα στους 40C. Σε κάποιες 
περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκαν και τα Phast  µη αποδιατακτικά πηκτώµατα διαβάθµισης ακρυλαµίδης 
της Pharmacia, µε βάση τις οδηγίες της εταιρείας.  
 
 
2.3.Ζ. Τρέξιµο των πρωτεϊνών σε µπλε µη αποδιατακτικό πήκτωµα  
          ακρυλαµίδης (Blue NATIVE PAGE). 
 
 Οι πρωτεΐνες στο παραπάνω µη αποδιατακτικό πήκτωµα είναι αρνητικά φορτισµένες, αλλά όχι 
αποδιαταγµένες, καθώς στο διάλυµα της καθόδου υπάρχει Coomassie Brilliant Blue g-250 όπως και 
στο διάλυµα φορτώµατος του πρωτεϊνικού δείγµατος στο πήκτωµα ακρυλαµίδης. Έτσι όλες οι 
πρωτεΐνες τρέχουν στο πήκτωµα µε το ίδιο φορτίο και εποµένως το τρέξιµο τους εξαρτάται από το 
µέγεθος και το σχήµα τους, και µπορούν να εξαχθούν πιο αξιόπιστα συµπεράσµατα όσον αφορά την 
ολιγοµερική τους δοµή, µετά την σύγκριση τους µε πρότυπους πρωτεϊνικούς δείκτες που τρέχουν 
παράλληλα µε τις υπό µελέτη πρωτεΐνες. ΑκολουθείταΙ το πρωτόκολλο που αναφέρεται από τους 
Tokatlidis et al., >??.  
 
 
2.3.Η. Ανάλυση των πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού.  
 
 Χρησιµοποιώντας τις προπακεταρισµένες κολώνες Superdex 200 ή 75 της Pharmacia 
µπορούν να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για την κατάσταση ολιγοµερισµού της υπό εξέταση 
πρωτεΐνης, καθώς αυτή τρέχει µε βάση το µέγεθος και το σχήµα της. Έτσι αν φορτωθούν στην ίδια 
κολώνα διαδοχικά και διάφοροι πρωτεϊνικοί µάρτυρες, υπό τις ίδιες συνθήκες (ίδια διαλύµατα, ίδιος 
ρυθµός έκλουσης κλπ), τότε µπορεί να προσδιοριστεί κατά προσέγγιση η ολιγοµερική δοµή της 
πρωτεΐνης ακολουθώντας τις οδηγίες του εγχειριδίου της Pharmacia. 
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2.3.Θ. Ανάλυση της ολιγοµερικής δοµής της πρωτεΐνης µετά από χηµική  
          διασύνδεση (Chemical crosslinking). 
 

Στην παρούσα διατριβή γίνεται χρήση διαφόρων ειδών χηµικών διασυνδετών από την Pierce 
(DSP, DTSSP, SADP, Sulfo-SADP, SAND, DMP, DMA, DMS, DTBP, DPDPB), είτε οµολειτουργικών 
(όπως αναφέρθηκε προηγουµένως), είτε ετερολειτουργικών (EDC-NHS) ενώ χρησιµοποιείται επίσης 
γλουταραλδεΰδη. Έτσι ακολουθώντας τις οδηγίες είτε της  εταιρείας Pierce, είτε του επιστηµονικού 
εγχειριδίου : Bioconjugate Techniques, Greg T. Hermanson, έγιναν προσπάθειες διασύνδεσης µορίων 
διαλυτών πρωτεϊνών, ή πρωτεϊνών µε µεµβρανικές πρωτεΐνες. Περισσότερες λεπτοµέρειες 
αναγράφονται στα αποτελέσµατα. 
 
 
 
2.3.Ι. Αναλυτική υπερφυγοκέντρηση. 
 
 Η αναλυτική υπερφυγοκέντρηση είναι ο απόλυτος τρόπος προσδιορισµού του Μοριακού 
Βάρους µιας πρωτεΐνης και της ολιγοµερικής της κατάστασης µε ποσοτικό τρόπο. Εάν ένα πρωτεϊνικό 
διάλυµα καθιζάνει για αρκετές ώρες σε χαµηλή ταχύτητα του ρότορα, θα αποκατασταθεί ισορροπία 
µεταξύ της τάσης των µορίων να καθιζάνουν και της τάσης τους να διαχυθούν προς τα πίσω. Τελικά 
µία σταθερή βαθµίδωση συγκέντρωσης των µορίων της πρωτεΐνης θα αποκατασταθεί, και η γνώση 
αυτής της συγκέντρωσης για κάθε απόσταση από τον µηνίσκο του διαλύµατος στον οποίο φορτώνεται 
η πρωτεΐνη, δίνει µε κατάλληλους µαθηµατικούς υπολογισµούς το µοριακό βάρος της, αλλά και τους 
ολιγοµερικούς πλυθυσµούς των µορίων της πρωτεΐνης.        
 
 
2.4. Φασµατοσκοπικές µέθοδοι για την µελέτη της διαµόρφωσης 
των πρωτεϊνών σε διάλυµα.  
  

Η απόλυτη µέθοδος για τον καθορισµό της τριτοταγούς διαµόρφωσης των πρωτεϊνών είναι η 
περίθλαση των ακτίνων Χ µόνο όµως σε κρυσταλλικά µόρια. Κάτι τέτοιο δεν είναι πάντα εφικτό αλλά 
ούτε και δίνει πληροφορίες για τις αλλαγές στην διαµόρφωση των πρωτεϊνών σαν ανταπόκριση σε 
αλλαγές στο µοριακό τους περιβάλλον. Έτσι χρησιµοποιείται πληθώρα µεθόδων που επιτρέπουν την 
µελέτη των µορίων στην διαλυτή τους κατάσταση. Ένας αριθµός απ’ αυτές οµαδοποιείται στην 
κατηγορία των φασµατοσκοπικών τεχνικών που θ’ αναφερθούν παρακάτω.  

 
 

2.4.Α. Φασµατοσκοπία απορρόφησης.  
 

Οι πρωτεΐνες απορροφούν ακτινοβολία σ’ ένα µεγάλο εύρος του ηλεκροµαγνητικού φάσµατος. 
Μ’ αυτόν τον τρόπο είτε µεταβαίνουν από την κατάσταση ηρεµίας στην διεγερµένη κατάσταση, είτε 
µετατοπίζονται από µία κατάσταση ταλάντωσης σε άλλη µέσα σε κάθε διακριτή ενεργειακή κατάσταση. 
Η πιο συχνή χρήση φασµατοσκοπικών τεχνικών στην Βιολογία χρησιµοποιεί την περιοχή του 
υπεριώδους του ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος, στην οποία και απορροφούν ισχυρά οι πρωτεΐνες. 
Συγκεκριµένα µεταξύ 270-290nm συµβαίνει απορρόφηση από την αρωµατική πλευρική αλυσίδα της 
φαινυλανανίνης της τυροσίνης και της τρυπτοφάνης. Έτσι η απορρόφηση στα 280nm χρησιµοποιείται 
για την µέτρηση της συγκέντρωσης του πρωτεϊνικού δείγµατος µε βάση τον νόµο του beer. Για την 
µέτρηση της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιείται πιο συγκεκριµένα η 
δοκιµασία της Bio-Rad που στηρίζεται στην διαπίστωση ότι η µέγιστη απορρόφηση ενός όξινου 
διαλύµατος Coomassiie Brilliant Blue G-250, µετατοπίζεται από τα 465 στα 595nm µε την δέσµευση 
σε πρωτεΐνη, ενώ ο συντελεστής ??/// του συµπλόκου χρωστικής και αλβουµίνης είναι σταθερός για 
ένα µεγάλο εύρος συγκεντρώσεων, οπότε και η απορρόφηση είναι ανάλογη της συγκέντρωσης 
σύµφωνα µε τον νόµο του Beer. Ακολουθείται το πρωτόκολλο της Bio-Rad.  
 
 
2.4.Β. Φθορισµός.  
 

Στις περισσότερες περιπτώσεις τα µόρια των πρωτεϊνών που έχουν διεγερθεί, όπως 
αναφέραµε προηγουµένως, επιστρέφουν στην κατάσταση ηρεµίας ενώ η ενέργεια διέγερσης 
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µεταφέρεται στα διπλανά µόρια µε την µορφή θερµότητας. Ευκαιριακά όµως ένα µόριο µπορεί να 
χάσει µέρος µόνο της ενέργειας διέγερσης του  µέσω µεταφοράς ενώ επαναακτινοβολεί το υπόλοιπο, 
φαινόµενο που αποκαλείται φθορισµός. Στις πρωτεΐνες οι κύριες οµάδες φθορισµού είναι η τυροσίνη 
και η φαινυλανανίνη, και ανάλογα µε το κάθε φορά περιβάλλον τους τροποποιείται η ένταση του 
φθορισµού τους και έτσι αυτή η τεχνική µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να µετρηθούν αλλαγές στην 
συγκέντρωση της πρωτεΐνης, να προσδιοριστεί η συγγένεια της πρωτεΐνης για διάφορους 
υποκαταστάτες, ή να µελετηθούν αλλαγές στην διαµόρφωση της µε την θερµοκρασία. Επιπρόσθετα 
διέγερση του φθορισµού από επίπεδο πολωµένου φως δίνει την δυνατότητα για επιπλέον µελέτη της 
δυναµικής της δοµής της πρωτεΐνης, υπό διάφορες συνθήκες ακόµα και απουσία αλλαγών στον 
φθορισµό της πρωτεΐνης υπό τις παρούσες συνθήκες. Εάν τα διεγερµένα µόρια µπορούν να 
µετακινηθούν ή να περιστραφούν πριν την επαναεκποµπή του φθορίζοντος φωτός, ο φθορισµός θα 
αποπολωθεί σε κάποιο βαθµό (µέτρηση ανισοτροπίας του δείγµατος).  

Στην παρούσα διατριβή οι µετρήσεις φθορισµού πραγµατοποιούνται στο σπεκτροφωτόµετρο 
φθορισµού Cary Eclipse της Varian που διαθέτει ένα πολυκυτταρικό peltier που συνδέεται µ’ ένα 
ελεγκτή θερµοκρασίας µε κατάλληλες κιουβέττες  (fluorfescence-grade quartz cuvettes; 1ml της 
Helma). Η δέσµευση στην SecA (εύρος συγκεντρώσεων 0.025-5µΜ; σε διάλυµα Β) MANT-ADP (0.1 
µΜ; Molecular Probes) µετρήθηκε από την καταγραφή του φάσµατος εκποµπής του τελευταίου από τα 
380-550nm (διέγερση στα 356nm; slit στα 2.5 και 20nm). Η σταθερά διάστασης KD στους 40 και στους 
370C, υπολογίστηκε από τις (F1-F0)/F0 ακέραιες τιµές (F0=απουσία SecA) σε συνάρτηση µε την 
συγκέντρωση της SecA (διάγραµµα). Με προσθήκη κρύου ADP, προσδιορίζεται ακόµα η σταθερά 
απελευθέρωσης koff (min-1), καθώς και η σταθερά δέσµευσης του ADP kon (Mxmin-1). Από την άλλη 
µεριά η εκποµπή του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών  καταγράφηκε στα 345nm (διέγερση 
στα 297nm; το διάλειµµα συλλογής δεδοµένων είναι 0.5 λεπτά)  
τόσο για την SecA όσο και για τα διάφορα παράγωγα του C34 (0.25µΜ σε διάλυµα Β), σαν 
συνάρτηση της θερµοκρασίας (4-820C; µε ρυθµό 0.80C/min), παρουσία και απουσία ADP (2mM). Τα 
δεδοµένα προσαρµόστηκαν σε σιγµοειδή καµπύλη και απ’ αυτήν προσδιορίστηκαν τα Tmapp (από τον 
προσδιορισµό της παραγώγου σε κάθε σηµείο της καµπύλης).  Σηµειώνεται ότι τα πειράµατα 
φθορισµού πραγµατοποιήθηκαν από την Λίλη Καραµάνου στο εργαστήριο.  
 
 
2.4.Γ. Κυκλικός διχρωϊσµός (Circular dichroism, CD). 
 
 

Μολονότι τόσο η φασµατοσκοπία απορρόφησης και φθορισµού βοηθούν στην 
παρακολούθηση µοριακών αλλαγών των πρωτεϊνών, εντούτοις οι µετρήσεις αυτές δεν µπορούν να 
ερµηνεύσουν αλλαγές στη δευτεροταγή δοµή τους. Για το λόγω αυτό είναι πολύ σηµαντικές τεχνικές 
που κάνουν χρήση του πολωµένου φωτός και συγκεκριµένα όχι του επίπεδου πολωµένου φωτός, 
αλλά του κυκλικά πολωµένου φωτός, στο οποίο το ηλεκτρικό πεδίο περιστρέφεται σύµφωνα ή 
αντίθετα από την φορά των δεικτών του ρολογιού. Καθώς οι πρωτεΐνες είναι ασύµµετρα µόρια 
(δεξιόστροφες και αριστερόστροφες α-έλικες, L, D αµινοξέα) δεν απορροφούν το ίδιο στο δεξιόστροφα 
και αριστερόστροφα κυκλικά πολωµένο φως και αυτή η διαφορά στην απορρόφηση ∆Α, καλείται 
κυκλικός διχρωϊσµός. Για λόγους σύµβασης το µέγεθος που µετράται είναι η ελλειπτικότητα (ellipticity) 
θ (deg), ή η µοριακή ελλειπτικότητα [θ] (degX dL/molXdm) κατά περίπτωση, αντί για το ∆Α 
(∆Α=θ/32.98). Με τον κυκλικό διχρωϊσµό µπορεί να εκτιµηθεί η δευτεροταγής δοµή της πρωτεΐνης και 
να παρακολουθηθούν αλλαγές στην διαµόρφωση της (για παράδειγµα σε µια πρωτεΐνη που 
αποδιατάσσεται οι α-έλικες και οι β-πτυχωτές επιφάνειες µετατρέπονται σε ξετυλιγµένες δοµές τυχαίου 
σπειράµατος. Για την ακρίβεια µε την χρήση κατάλληλων προγραµµάτων προσδιορίζεται το ποσοστό  
συµµετοχής κάθε τύπου δευτεροταγής δοµής στη συνολική στερεοδοµή του µορίου. Επιπλέον η 
φασµατοσκοπία κυκλικού διχρωϊσµού χρησιµοποιείται για την µελέτη της αντοχής της πρωτεΐνης στην 
θερµική αποδιάταξη. Με χρήση ειδικού λογισµικού του οργάνου παρακολουθείται η ελλειπτικότητα σ’ 
ένα συγκεκριµένο µήκος κύµατος (συνήθως 222nm) ενώ η θερµοκρασία αυξάνεται κατά 500C/h. Με 
την διαδικασία αυτή λαµβάνονται σιγµοειδείς καµπύλες. Η πρώτη παράγωγος συναρτήσεων µε τέτοια 
γραφήµατα χρησιµοποιείται προκειµένου να φανεί πιο καθαρά και να προσδιοριστεί το σηµείο τήξης 
µιας δοµικής περιοχής, που αντιστοιχεί στην  θερµοκρασία στην οποία η περιοχή αυτή µεταβαίνει από 
µία κατάσταση που διατηρεί δοµή σε µία άλλη που είναι αποδιαταγµένη. Σηµειώνεται ότι η 
συµπεριφορά αυτή αντανακλά την θερµοδυναµική σταθερότητα της συγκεκριµένης περιοχής. Είναι 
δυνατόν επίσης να προσδιοριστεί η αλλαγή του ποσοστού ελικοειδούς δοµής µιας πρωτεΐνης µε την 
θερµοκρασία, από την καταγραφή της ελλειπτικότητας από 190-250nm (η ελλειπτικότητα στα 222nm 
σχετίζεται κατευθείαν µε το ποσοστό α-ελικοειδούς δοµής) σε διάφορες θερµοκρασίες. Περισσότερες 
λεπτοµέρειες για τις συνθήκες υπό τις οποίες πραγµατοποιήθηκαν τα πειράµατα κυκλικού διχρωϊσµού 
στην παρούσα διατριβή αναγράφονται στα αποτελέσµατα 
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Παρόλα τα παραπάνω ο κυκλικός διχρωϊσµός δεν µπορεί να µας πει τι συµβαίνει σ’ ένα 
συγκεκριµένο σηµείο µιας πρωτεΐνης. Τέτοια δυνατότητα παρέχεται από τον πυρηνικό µαγνητικό 
συντονισµό (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) όπως αποκαλείται το φαινόµενο κατά το οποίο η 
µικροκυµατική ακτινοβολία σ’ ένα µαγνητικό πεδίο µετατοπίζει τον πυρήνα ορισµένων ισοτόπων 
ορισµένων ατόµων (που έχει την ιδιότητα του spin και συµπεριφέρεται σαν µαγνήτης) από µία 
ενεργειακή κατάσταση σε άλλη (διαφορετικοί προσανατολισµοί του πυρηνικού spin έχουν διαφορετικές 
ενέργειες σ’ ένα µαγνητικό πεδίο). Είναι προφανές ότι τα ενεργειακά επίπεδα  των παραπάνω 
πυρήνων µε spin σ’ ένα µαγνητικό πεδίο παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία στο περιβάλλον από το 
οποίο περιβάλλεται το κάθε µελετούµενο άτοµο. Έτσι διαφορετικά υδρογόνα σε µία ένωση θα 
φτάσουν σε συντονισµό σε διαφορετικές εντάσεις µαγνητικού πεδίου (το µήκος κύµατος της 
ακτινοβολίας διατηρείται σταθερό, ενώ ποικίλει η ένταση του µαγνητικού πεδίου στην οποία 
επιτυγχάνεται συντονισµός για τα διάφορα υδρογόνα. Αυτές οι διαφορές ονοµάζονται χηµικές 
µετατοπίσεις (δ). Με µεγάλα NMR µηχανήµατα µπορεί να επιτευχθεί συντονισµός (διακριτός) για  όλα 
σχεδόν τα πρωτόνια σε µία πρωτεΐνη, οπότε στην συνέχεια ακολουθεί η προσπάθεια ταυτοποίησης 
των διάφορων συντονισµών. Στην παρούσα διατριβή δεν έγινε προσπάθεια µαγνητικού συντονισµού, 
ούτε σε τµήµα της SecA πρωτεΐνης, όπως το C34 ή τα διάφορα παράγωγα του C34.   
 
 
2.5. Χρησιµοποίηση ακτίνων- Χ για την µελέτη της διαµόρφωσης 
των πρωτεϊνών σε διάλυµα. 
 

Μολονότι η περίθλαση ακτίνων Χ  µας δίνει την ακριβή τοποθεσία κάθε ατόµου στην 
πρωτεΐνη, αυτή αναφέρεται σε µία συγκεκριµένη διαµόρφωση της πρωτεΐνης η οποία και 
κρυσταλλώθηκε. Με την χρησιµοποίηση όµως της σκέδασης ακτίνων-Χ σε διάλυµα της πρωτεΐνης 
(σκέδαση ακτίνων-Χ υπό µικρή γωνία, small angle X-ray scattering SAXS) µπορούν να προκύψουν 
άµεσα συµπεράσµατα (και όχι έµµεσα όπως στην περίπτωση του φθορισµού των τρυπτοφανών της 
πρωτεΐνης) αλλαγών στην διαµόρφωση της πρωτεΐνης στο διάλυµα παρουσία διαφόρων 
υποκαταστατών. Το διάλυµα του πρωτεϊνικού δείγµατος τοποθετείται σε κιουβέττα και ακτινοβολείται 
µε ακτίνες-Χ. Ακολουθεί σκέδαση των ακτίνων-Χ υπό διαφορετικές γωνίες ανάλογα µε την περιοχή της 
πρωτεΐνης που δέχεται την ακτινοβολία και όλες αυτές οι σκεδάσεις συλλέγονται σ’ ένα ανιχνευτή. 
Παρατηρείται ακτινωτή συµµετρικά σκέδαση η ένταση της οποίας εξαρτάται από την απόσταση από το 
κέντρο του πιάτου ή καλύτερα από την δέσµης ακτινοβόλησης. Μ’ άλλα λόγια η ένταση της σκέδασης 
της ακτινοβολίας από κάθε σηµείο της πρωτεΐνης εξαρτάται από την γωνία θ υπό την οποία αποκλίνει 
η σκεδαζόµενη ακτινοβολία σε σχέση µε την απ’ ευθείας ακτινοβολία. Συνήθως παριστάνεται η ένταση 
της ακτινοβολίας [logI/I(0); Όπου I η ένταση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας υπό γωνία θ και I(0) η 
ένταση υπό 0 γωνία] σε σχέση µε την 2sinθ/λ=s (όπου λ το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας). Είναι 
φανερό ότι αν οι διάφοροι υποκαταστάτες προκαλούν αλλαγές στην διαµόρφωση της πρωτεΐνης και η 
σκέδαση της ακτινοβολίας από διάφορες περιοχές της πρωτεΐνης θα είναι διαφορετική. Επίσης για 
µικρές γωνίες σκέδασης η παραπάνω καµπύλη είναι ευθεία και από την κλίση της µπορούν να 
εξαχθούν συµπεράσµατα για την ποσότητα RG (Radius of gyration) που παρέχει πληροφορίες για τις 
διαστάσεις και το φυσικό µέγεθος του µορίου. Για πιο µεγάλες γωνίες η παραπάνω καµπύλη έχει πιο 
περίπλοκο σχήµα µε ελάχιστα και µέγιστα που δίνουν µε κατάλληλη επεξεργασία επιπλέον 
πληροφορίες για το σχήµα του µορίου. 

 Έτσι µε το SAXS µπορούν ακόµα να προκύψουν πληροφορίες για την χοντρική δοµή του 
µορίου τις διαστάσεις και το µέγεθος του και παρουσία της κρυσταλλογραφικής δοµής της SecA, 
µπορούν να γίνουν πιο ακριβείς οι διάφορες µοντελοποιήσεις. Σηµειώνεται ότι όλα τα SAXS 
πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν από τον Brian Shilton στο Πανεπιστήµιο του Western Ontario, στον 
Καναδά.   
 
2.6. Μελέτη της αλληλεπίδρασης µεταξύ πρωτεϊνών ή πρωτεϊνών 
και λιπιδίων µε το συντονισµό του επιφανειακού plasmon (Surface 
Plasmon Resonance). 
 
  
 Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ διαφόρων πρωτεϊνών µπορούν να µελετηθούν είτε µε GST ή Ni-
NTA-pull down πειράµατα, είτε µε δοκιµασία µη αποδιατακτικού πηκτώµατος ηλεκτροφόρησης, είτε µε 
χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού, είτε µε πειράµατα χηµικής διασύνδεσης είτε µε 
φασµατοσκοπία φθορισµού ή κυκλικού διχρωϊσµού, µε διαπίδυση ισορροπίας, καθώς και µε 
ισοθερµική τιτλοδότηση θερµιδοµετρίας. Η πλειονότητα των παραπάνω µεθόδων έχει εφαρµοστεί 
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στην παρούσα διατριβή (περισσότερες λεπτοµέρειες στα αποτελέσµατα), ενώ έχει χρησιµοποιηθεί 
ακόµα και µία άλλη µέθοδος άµεσης (real-time) ανίχνευσης της αλληλεπίδρασης διαφόρων 
µακροµορίων µεταξύ τους, που στηρίζεται στο φαινόµενου του συντονισµού επιφανειακών κυµάτων 
ηλεκτρονίων (plasmons) µεταλλικής επιφάνειας που εντοπίζεται στην µεσόφαση υλικών µεγάλου και 
µικρού δείκτη διάθλασης. Με λίγα λόγια το φως που αντανακλάται στην µεσόφαση των δύο 
παραπάνω υλικών που διαχωρίζονται από µία λεπτή στοιβάδα αγώγιµου υλικού (όπως ο χρυσός), θα 
συντονιστεί (διέγερση των ηλεκτρονίων του αγώγιµου υλικού) υπό µία συγκεκριµένη γωνία, και θα 
µειωθεί κατά συνέπεια η ένταση του ανακλούµενου φωτός υπό αυτή την γωνία. Η γωνία αυτή 
επηρεάζεται από αλλαγές στον δείκτη διάθλασης του λιγότερου πυκνού µέσου, και άρα από τις 
αλληλεπιδράσεις ακινητοποιηµένων βιοµορίων µε ελευθερα βιοµόρια (αύξηση της µάζας) στην 
αντίθετη πλευρά του προσπίπτοντος και ανακλούµενου φωτός. Στην παρούσα διατριβή έγινε µελέτη 
της αλληλεπίδρασης µεταξύ πρωτεϊνικών µορίων µέσω της ακινητοποίησης σε καρβοξυλιωµένο ειδικό 
δίσκο (Ibis chip) της µιας εκ των δύο µελετούµενων πρωτεϊνών. Η ακινητοποίηση, όπως και η 
µετέπειτα διαδικασία της µελετούµενης αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνικών µορίων πραγµατοποιείται 
σύµφωνα µε τα ειδικά πρωτόκολλα της Xantec. Ακολουθώντας κατάλληλα πρωτόκολλα της Xantec 
πραγµατοποιήθηκε και ακινητοποίηση λιποσωµάτων σε επίπεδη και υδρόφοβη επιφάνεια τώρα 
προκειµένου να µελετηθεί η αλληλεπίδραση λιπιδίων µε πρωτεΐνες.  
        
  
 
2.7. Παρασκευή ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων. 
 
 Οι µεµβράνες που χρησιµοποιούνται στην παρούσα διατριβή προκύπτουν είτε από ΚΜ9 
κύτταρα (unc-::Tn10, relA1, spoT1, metB1) που δεν διαθέτουν F1F0ATPάση, είτε από BL21 κύτταρα 
που φέρουν πλασµίδιο που εκφράζει το SecYEG σύµπλοκο, είτε από BL31 κύτταρα στα οποία το 
πλασµίδιο Pet640 υπερεκφράζει το SecYEG σύµπλοκο. Γενικά ακολουθούνται οι οδηγίες που 
προτείνονται από τους Chang et al., 1978; Shiebel et al., 1991; Klionsky et al., 1984; Driessen AND 
Wickner, 1990; van der Does et al., 1998. Συγκεκριµένα από 20lt BL31/pET640 κυτταρικής 
καλλιέργειας σε LB (που έχει εµβολιαστεί µε 200ml o/n καλλιέργειας 500ml που έχει µε τη σειρά της 
εµβολιστεί µε µία αποικία από το παραπάνω στέλεχος) συγκεντρώνονται (µετά από επαγωγή µε IPTG 
σε OD600=0.5 για 2 ώρες) 32.5gr κυτταρικής πάστας. Η πάστα διαλυτοποιείται σε αναλογία 1:1 (w/v) 
σε διάλυµα Α: 50mM Tris pH 8, 20% γλυκερόλη και παγώνουν στους -800C, κατά την διάρκεια της 
νύχτας. Την επόµενη µέρα λιώνουν στον πάγο (70ml εναιώρηµα), και αραιώνονται µε ίσο όγκο 
διαλύµατος Α εµπλουτισµένου µε DNAse (50µg/ml), RNAse (10µg/ml) PMSF (1mM), και β-
Μερκαπτοαιθανόλη 10mM. Ακολουθεί σπάσιµο των κυττάρων µε French Press στα 8000psi (3Χ; 
προκειµένου να δηµιουργηθούν ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια), και το δείγµα αραιώνεται µε ίσο 
όγκο διάλυµατος Α, για καλύτερο διαχωρισµό των µεµβρανικών κυστιδίων απο τα κυτταρικά 
υπολείµµατα µετά από φυγοκέντρηση 10΄ σε 4000g (GS3 ρότορας). Το υπερκείµενο (στο οποίο 
εντοπίζονται οι µεµβράνες) φυγοκεντρείται στα 40000g για 90΄ και οι κατακρηµνιζόµενες µεµβράνες 
διαλυτοποιούνται σε διάλυµα Α (10-30ml) πριν φορτωθούν σε βαθµίδωση σουκρόζης (step gradient) 
σε 50mM Tris pH 8 (1.9, 1.7, 1.5, 1.3, 1.1Μ) µε 6ml σε κάθε βήµα. Η ακόλουθη φυγοκέντρηση σε 
SW28 ρότορα σε 24000rpm για 16 ώρες στους 20C, οδηγεί στον διαχωρισµό των µεµβρανικών 
κυστιδίων της εσωτερικής µεµβράνης (εντοπίζονται σε µία καφετί ζώνη), από τις εξωτερικές 
µεµβράνες (εντοπίζονται χαµηλότερα σε µία άσπρη ζώνη). Αφού περισυνελλεγούν τα ανεστραµµένα 
µεµβρανικά κυστίδια της εσωτερικής µεµβράνης αραιώνονται 5 φορές σε διάλυµα Α (για να 
αποµακρυνθεί πιο εύκολα η σουκρόζη) και επανακατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση στα 40000g για 
90΄. Τελικά διαλυτοποιούνται σε διάλυµα Α σε τελική συγκέντρωση ~20mg/ml και αποθηκεύονται σε 
µικρές ποσότητες (20µl) στους -800C. 
 
 
2.7.Α. Αποµάκρυνση της SecA από τα ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια της  
          εσωτερικής µεµβράνης.      
 
 Προκειµένου τα παραπάνω κυστίδια να χρησιµοποιηθούν σε πληθώρα ενζυµικών δοκιµασιών 
χρειάζεται να απαλλαγούν από την SecA που αλληλεπιδρά µε το µεµβρανικό σύµπλοκο SecYEG. 
Προς τούτο επωάζονται καταρχήν µε IgG anti-SecA (200µg/ml; ∆ιώχνει την SecA από την µεµβράνη) 
για 90΄ στους 40C µε ανακίνηση. Εν συνεχεία το δείγµα των µεµβρανών επωάζεται µε ουρία (6Μ) για 
35΄ στους 40C΄(αποδιατάσσει και έτσι διαταράσσει την αλληλεπίδραση της SecA µε την SecYEG), και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30΄ στις 100000rpm (φυγόκεντρος TLX της Beckman) πάνω από 
διάλυµα 0.2Μ σουκρόζης, 50mM TrisCl pH 8, και 50mM KCl (½ του όγκου τους) το οποίο 
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αποµακρύνει την ουρία και καθαρίζει τις µεµβράνες από τις διάφορες πρωτεΐνες (cushion). Εν 
συνεχεία οι µεµβράνες ξεπλένονται µε 1ΧΒ µε 1mM DTT και διαλυτοποιούνται στο ίδιο διάλυµα (στο ½ 
του αρχικού τους όγκου), µε οµογενοποίηση, sonication και vortex.  
 
 
2.7.Β. ∆ιαλυτοποίηση και καθαρισµός του SecYHISEG συµπλόκου από  
          ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια. 
 

Τα παραπάνω ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια (25mg; που δεν έχουν επωαστεί µε IgG 
anti-SecA και ουρία), διαλυτοποιούνται στον πάγο σε τελική συγκέντρωση 1mg/ml σε 1.25% Octyl 
glucoside (OG), 10mM TrisCl pH 8, 20% γλυκερόλη, 0.5mg/ml φωσφολιπιδίων από την E.coli, 1mM 
DTT και 1 Mm PMSF (διάλυµα Β). Με φυγοκέντρηση στα 40000g για 30΄ αποµακρύνονται οι 
αδιάλυτες πρωτεΐνες και τα διάφορα συσσωµατώµατα ενώ το υπερκείµενο µε τις διαλυτοποιηµένα 
SecYEG µόρια φορτώνεται σε DE52 κολώνα (25ml;τα σφαιρίδια εξισορροπούνται σε pH 8 και η 
κολώνα πακετάρεται σύµφωνα µε τις οδηγίες της Pharmacia) εξισορροπηµένης µε το παραπάνω 
διάλυµα Β. Σ’ αυτήν την σχετικά ασθενή ανιοντοανταλλακτική κολώνα (σε σχέση µε την Q), 
προσδένεται το σύµπλοκο SecYEG, το οποίο µετά το πλύσιµο της κολώνας µε 2 όγκους διαλύµατος Β 
εκλούεται µε βαθµίδωση άλατος KCl από 0-300mM σε διάλυµα Β σε 3 όγκους κολώνας. Το 
απελευθερούµενο SecYEG σύµπλοκο (κλάσµατα των 2.5ml) προστίθεται κατευθείαν µε την έκλουση 
του σε 87% γλυκερόλη και 1.25% OG προς τελική συγκέντρωση 40% (ανά κλάσµα των2.5ml 
προστίθενται 700µl γλυκερόλη και 350µl 12.5% OG)  και αποθηκεύεται στους -800C.   Ακολουθεί 
ανάλυση των κλασµάτων σε 15% SDS-PAGE και ανοσοανίχνευση και των τριών πρωτεϊνών του 
SecYEG µε τα αντίστοιχα αντισώµατα anti-SecY, anti-SecE, και anti-SecG. Αφού διαπιστωθεί η 
ακεραιότητα τους ανασυστώνται σε λιποσώµατα και η δραστικότητα τους ελέγχεται µε την µέτρηση της 
ΑΤΡάσης που επάγουν στην SecA πρωτεΐνη.  
 
 
 
2.7.Γ. Ανασύσταση του συµπλόκου SecYHISEG σε πρωτεολιποσώµατα. 
 

Το διαλυτοποιηµένο σύµπλοκο SecYEG (100-300µl; 0.25-0.5mg/ml) αναµιγνύεται µε 20-40 µl 
λιπιδίων E.coli (20mg/ml) και επωάζεται για 5΄ στον πάγο. Εν συνεχεία το δείγµα αραιώνεται σε 4-12 
ml διαλύµατος 50mM TrisCl pH 8, και 50mM KCl, και επωάζεται στον πάγο για 5΄. Τα 
πρωτεολιποσώµατα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση (30΄ στις 50000rpm ;TLX σε swing ρότορα; 40C), 
και επαναδιαλύονται σε 100µl 50mM TrisCl pH 8, και 50mM KCl. Τα ανασυστάµενα SecYEG 
πρωτεολιποσώµατα παγώνονται και αποθηκεύονται σε µικρούς όγκους (20-50µl) στους -800C, ενώ 
πριν την χρήση τους λιώνουν στους 370C και υφίστανται sonication 3 φορές για 10΄΄ σε υγρό 
sonicator. 
 
 
2.8. Ενζυµατικές δοκιµασίες µέτρησης της δραστικότητας των  
       πρωτεϊνών. 
 
2.8.Α. Μέτρηση της δραστικότητας ΑΤΡάσης της SecA. 
 
 Η SecA πρωτεΐνη ανάλογα µε το αν βρίσκεται µόνη της στο διάλυµα, αν αλληλεπιδρά µε το 
σύµπλοκο SecYEG, ή κατά την διάρκεια της αντίδρασης µεταφοράς υποστρώµατος µέσα από 
µεµβράνες, παρουσιάζει τρία είδη ΑΤΡάσης την Βασική (Basal), την µεµβρανική (Membrane) και την 
ΑΤΡάση Μετατόπισης (Translocation ATPase) αντίστοιχα. Για τον προσδιορισµό της κάθε µίας από τις 
παραπάνω δραστικότητες ΑΤΡάσης χρησιµοποιείται είτε κρύο ΑΤΡ, οπότε η ανίχνευση του 
απελευθερούµενου ανόργανου φωσφόρου πραγµατοποιείται µε την χρωµατογραφική µέθοδο MGR 
(Malachite Green Reagent) όπως προτείνεται από τους Lanzetta et al., 1978, είτε ραδιενεργό α-32Ρ ή 
γ-32Ρ ΑΤΡ, οπότε τα προϊόντα υδρόλυσης µελετώνται µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin 
Layer Chromatography, TLC) και την χρήση Phosphorimager. Έτσι στην πρώτη περίπτωση 
ετοιµάζονται αντιδράσεις 50µl σε διάλυµα Β (50mM Tris-Cl pH:8, 50mM KCl, 5mM MgCl2, και 1mM 
DTT), µε 1mg/ml BSA και 1mM ATP. Εν συνεχεία προστίθεται η πρωτεΐνη (1µg) ή απλά αντίστοιχη 
ποσότητα διαλύµατος Β (τυφλό δείγµα για τον θόρυβο του ΑΤΡ), και το δείγµα επωάζεται στους 370C 
για 20΄. Η αντίδραση σταµατά µε επώαση στον πάγο για 5΄ και στη συνέχεια ακολουθείται το 
πρωτόκολλο από τους Lanzetta et al., 1978 για την φασµατοφωτοµετρική ανίχνευση του ανόργανου 
φωσφόρου και κατ’ επέκταση τον προσδιορισµό της Βασικής ΑΤΡάσης της πρωτεΐνης. Για τον 
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προσδιορισµό της µεµβρανικής ΑΤΡάσης προστίθενται και 6µg IMVs στο παραπάνω πρωτεϊνικό 
δείγµα, ή απλά σε διάλυµα Β (τυφλό δείγµα για τον θόρυβο που προκαλούν στην ΑΤΡάση οι 
µεµβράνες), ενώ για τον προσδιορισµό της ΑΤΡάσης µετατόπισης προστίθενται και 3µg proOpmA 
(πάλι ετοιµάζουµε κατάλληλο τυφλό δείγµα για τον προσδιορισµό του θορύβου που προκαλούν στην 
ΑΤΡάση οι µεµβράνες µαζί µε την proOmpA). Στη συνέχεια τα δείγµατα επεξεργάζονται µε τον ίδιο 
τρόπο όπως και στην περίπτωση της Βασικής ΑΤΡάσης. Σηµειώνεται ότι σ’ όλα τα παραπάνω 
δείγµατα πρέπει να προστεθεί και αντίστοιχη ποσότητα διαλύµατος ουρίας (4Μ, στο οποίο είναι 
διαλυµένη η proOmpA), αν δεν υπάρχει το υπόστρωµα της proOmpA, για να µπορούν να συγκριθούν 
τα επαγόµενα αποτελέσµατα.  
 Στην περίπτωση που η µέτρηση της Βασικής, της Μεµβρανικής και της ΑΤΡάσης µετατόπισης 
πραγµατοποιείται µε την παρακολούθηση των προϊόντων υδρόλυσης µε χρωµατογραφία λεπτής 
στοιβάδας, πραγµατοποιούνται αντιδράσεις 20µl σε διάλυµα Β µε 1mg/ml BSA. Εν συνεχεία 
προστίθενται 50µg/ml SecA, 200µg/ml ανασυστάµενα µε SecYEG πρωτεολιποσώµατα (ή διάλυµα Β), 
και τέλος 0.2mg/ml proOmpA (ή διάλυµα ουρίας). Για να προσδιοριστούν οι σταθερές Km (M) και Kcat 
(min-1) σταθερής κατάστασης των παραπάνω ειδών ΑΤΡάσης, στα παραπάνω δείγµατα προστίθενται 
και  ποικιλία συγκεντρώσεων ΑΤΡ από 0.01-1005µΜ (µε ιχνηθέτη ραδιενεργό [γ-32Ρ]ΑΤΡ, 0.01µΜ), 
και µετά την επώαση των αντιδράσεων στους 370C, οι αντιδράσεις υδρόλυσηςσταµατούν µε 
προσθήκη πρωτεϊνάσης Κ (1mg/ml; 10΄; 40C). Τελικά τα δείγµατα (3µl) ακινητοποιούνται σε PEI φύλλα 
κυτταρίνης (Merck), και διαχωρίζονται µε τρέξιµο σε διάλυµα φωσφορικού καλίου pH :3.4. Τα 
ραδιενεργά προϊόντα της υδρόλυσης (ραδιενεργό ΑΤΡ, ADP, και Pi) µετρώνται µε την χρήση 
phosphorimager, µετά το στέγνωµα του φύλλου κυτταρίνης.  
 
 
2.8.Β. ∆οκιµασία in vitro της µετατόπισης της proOmpA µέσα από  
          ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια (IMVs) ή ανασυστάµενα µε το  
          σύµπλοκο SecYEG πρωτεολιποσώµατα.   
 
 Στην δοκιµασία αυτή χρησιµοποιείται ραδιενεργά σηµατοδοτηµένη 35-S-proOmpA, που έχει 
συντεθεί µετά από µεταγραφή και µετάφραση in vitro µε την βοήθεια του kit της Promega (TnT® T7/T3 
coupled reticulocyte system). Σηµειώνεται ότι η 35-S-proOmpA απαλλάσσεται από την µη 
ενσωµατωµένη µεθειονίνη µε την χρήση κολώνας G-50 µοριακής διήθησης, ενώ τα ριβοσώµατα του 
ερυθροκυτταρικού συστήµατος του kit αποµακρύνονται µε υπερφυγοκέντρηση στις 100000rpm (TLX). 
Η 35-S-proOmpA που έχει µετατοπιστεί στον αυλό των ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων 
(πρωτεολιποσωµάτων) προφυλλάσσεται από εξωγενώς προστιθέµενη πρωτεάση και ανιχνεύεται σε 
SDS-πηκτώµατα ακρυλαµίδης σαν πρωτεϊνική ζώνη µετακινούµενη πιο γρήγορα από την 35-S-
proOmpA λόγω της πέψης από την Πεπτιδάση Οδηγό του πεπτιδίου σηµατοδότη της (µόνο στην 
περίπτωση των ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων). Συγκεκριµένα ετοιµάζονται αντιδράσεις 50µl 
σε διάλυµα Β µε 0.4mg/ml BSA, 1mM DTT, 2mM ATP, 0.02mg/ml SecB, 0.04mg/ml SecA, και 
0.2mg/ml IMVs που έχουν επεξεργαστεί µε ουρία για να µην υπάρχει ενδογενής SecA (ή 2µl 
πρωτεολιποσωµάτων µετά από τον συνήθη παρασκευή τους). Η αντίδραση ξεκινά µε την προσθήκη 
35-S-proOmpA (έτσι ώστε η συγκέντρωση ουρίας στο διάλυµα να µην ξεπερνά την συγκέντρωση των 
0.3Μ στην οποία είναι λειτουργική η SecA). Ακολουθεί επώαση για 15΄ στους 370C, και η αντίδραση 
σταµατά τελικά µε επώαση στον πάγο για 5΄. Στην συνέχεια επιδρούµε µε πρωτεϊνάση Κ (1mg/ml) για 
15΄ στον πάγο, και κατόπιν κατακρηµνίζουµε τις πρωτεΐνες µε TCA (25%w/v) σε τελική συγκέντρωση 
12.5% για 20΄ στους 40C. Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 8΄ στα 16000g, και το υπερκείµενο 
αποµακρύνεται µε αναρρόφηση. Τα ιζήµατα ξεπλένονται µε ακετόνη, και µετά το στέγνωµα τους 
(370C, 5΄), διαλυτοποιούνται µε 20-30µl διάλυµατος φορτώµατος (SDS sample buffer). Οι πρωτεϊνικές 
ζώνες ανιχνεύονται µε φλουορογραφία. Αξίζει να σηµειωθεί ότι είναι απαραίτητη η παρουσία δείγµατος 
χωρίς ΑΤΡ, στο οποίο δεν πραγµατοποιείται µετατόπιση, για σύγκριση του µε τα δείγµατα στα οποία 
λαµβάνει χώρα µεταφορά 35-S-proOmpA από µεµβράνες, καθώς και δείγµατος στο οποίο προστίθεται 
πριν από την πρωτεϊνάση Κ 1%Triton X-100, για να επιβεβαιωθεί ότι η προστασία της 35-S-proOmpA 
από πρωτεάση οφείλεται στο πέρασµα της µέσα από τα µεµβρανικά κυστίδια και όχι σε δηµιουργία 
συσσωµατωµάτων. Χρησιµοποιώντας δε  περίσσεια εξωγενούς SecAIRA1, στην περίπτωση που τα 
IMVs δεν έχουν επεξεργαστεί µε ουρία και εποµένως διαθέτουν ενδογενή SecA, πραγµατοποιούνται 
πειράµατα συναγωνισµού της δράσης της SecAWT από τις διάφορες SecAIRA1 µεταλλαγές. 
 
2.9. Μέτρηση της συγγένειας της SecA και των SecAIRA1   
       πρωτεϊνών µε το µεµβρανικό σύµπλοκο SecYEG.  
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 Η SecA πρωτεΐνη σηµαίνεται µε 35S-met µε την χρησιµοποίηση του συνδυασµένου 
ερυθροκυτταρικού συστήµατος µεταγραφής και µετάφρασης της Promega (TnT® T7/T3 coupled 
reticulocyte system). Ακολουθούνται πιστά οι οδηγίες του πρωτοκόλλου της εταιρείας και 
επιτυγχάνεται ειδική ενεργότητα ~0.84Χ106cpm/pmol, ενώ η συγκέντρωση της πρωτεΐνης κυµαίνεται 
από 0.01-0.5nM. Προκειµένου να βρεθεί η συγγένεια της SecA µε το µεµβρανικό σύµπλοκο SecYEG, 
αναµιγνύονται ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια (Inner Membrane Vesicles, IMVs; 64µg/ml), που 
έχουν υποστεί επεξεργασία µε ουρία, για αποµάκρυνση της ενδογενούς SecA, µε αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις SecA.  Συγκεκριµένα ετοιµάζονται περί τα 20 δείγµατα µε σταθερή συγκέντρωση 35S-
SecA (0.01-0.5nM) αλλά µεταβαλλόµενη συγκέντρωση κρύας SecA,  η οποία αυξάνεται από 1 µέχρι 
2000nM, σε διάλυµα Β (50mM Tris-Cl pH:8, 50mM KCl, 5mM MgCl2, και 1mM DTT) µε 1mg/ml BSA 
σε τελικό όγκο 20µl. Μετά από 15΄ επώαση στον πάγο το δείγµα επικάθεται σε ίσο όγκο διαλύµατος Β 
που περιέχει 0.2Μ σουκρόζη και 1mg/ml BSA και οι µεµβράνες κατακρηµνίζονται στις 320000g για 30΄ 
στους 40C, σε σωληνάκια που έχουν µπλοκαριστεί µε BSA (µετά από επώαση και ξέπλυµα µε 
διάλυµα Β µε 2mg/ml BSA). Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και το ίζηµα διαλυτοποιείται σε διάλυµα 
Β(2Χ 100µl) µετά από εκτεταµένο πιπετάρισµα και sonication. Τα διαλυτοποιηµένα ιζήµατα, αλλά και η 
συνολική ποσότητα ραδιενεργούς πρωτεΐνης σε κάθε δείγµα, φορτώνονται σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης µε την χρήση της συσκευής Bio-Dot®  Microfilter. Η ραδιενέργεια σε κάθε κουκίδα στη 
µεµβράνη µετράται µε την χρήση phosphorimager (Molecular dynamics), ενώ τα δεδοµένα αναλύονται 
µε το λογισµικό Graph pad Prism (Graph Pad Software, Inc.).  
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3.1. Σηµειακές µεταλλαγές στον IRA1  µοριακό διακόπτη 
 

Προκειµένου να συλλέξουµε περισσότερες πληροφορίες σχετικά µε το ρόλο και τον 
τρόπο δράσης του IRA1 ρυθµιστικού στοιχείου, επιτελέστηκε µία σειρά σηµειακών 
µεταλλαγών σε  εννέα πολύ συντηρηµένα αµινοξέα του IRA1 (>95% ταυτότητα και οµοιότητα; 
Karamanou et al., 1999; βλέπε και εισαγωγή), όπως παρουσιάζονται στο σχήµα 53. 

Περιοριστήκαµε στην δηµιουργία ήπιων αντικαταστάσεων προς αλανίνες, εκτός από την 
αντικατάσταση της λευκίνης, στη θέση 785, και της ισολευκίνης, στην θέση 789 προς 
αργινίνινες (για την δηµιουργία των σηµειακών µεταλλαγών, βλέπε υλικά και µέθοδοι). Τόσο 
µε βάση τις προβλέψεις της δευτεροταγούς δοµής (Rost and Buchard, ?), όσο και από την 
κρυσταλλογραφική ανάλυση της SecA από το Bacillus subtilis (Hunt et al., 2002; Εισαγωγή 
σχήµα 34), και από το  Mycobacterium tuberculosis (Sharma et al., 2003; Εισαγωγή σχήµα 
38), προκύπτει ότι η IRA1-περιοχή, συνιστά µία δοµή α-έλικας/λούπας/α-έλικας (από εδώ και 
στο εξής θα αναφέρεται ως Η1-L-H2 (a-Helix1/Loop/a-Helix2), η οποία παρουσιάζεται στο 
σχήµα 54. Η δοµή αυτή εντοπίζεται σε µία κεντρική θέση στις παραπάνω αναλυµένες SecA, 
(σχήµα 55), µε αποτέλεσµα το IRA1 στοιχείο να εµπλέκεται σ’ ένα εκτεταµένο δίκτυο 
αλληλεπιδράσεων σχεδόν µ’ όλες τις υπόλοιπες περιοχές της SecA. Συγκεκριµένα, κατ’ 
αναλογία µε την δοµή της bsSecA, τα αµινοξέα του ΙRA1 στην ecSecA αναµένεται να 
παρουσιάζουν αλληλεπιδράσεις µε τις SSD, SD, WD, IRA1 και CT-περιοχές του ενός 
πρωτοµερούς, αλλά και µε τις NBD, και SD-περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς (σχήµα 
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Σχήµα 53: Χάρτης της SecA, στον οποίο αναγράφονται οι διάφορες περιοχές από τις οποίες αποτελείται ο
DEAD (Ν68) κινητήρας (NBD, SSD, IRA2-βλέπε και εισαγωγή), ενώ σηµειώνεται και το IRA1 στοιχείο της C-
περιοχής. Σ’ όλο το µήκος της SecA, αναπαριστώνται µε µαύρα κουτιά τα 13 συντηρηµένα της µοτίβα , ενώ τα
µοτίβα των DEAD ελικασών, αναγράφονται µε λατινικούς αριθµούς πάνω από τον χάρτη της SecA. Κάτω από
τον χάρτη, σηµειώνονται οι κύριες θέσεις των αµινοξέων στις οποίες επιδρά η θρυψίνη, µετά από περιοριστική
πρωτεόλυση της SecA (βλέπε και αποτελέσµατα κεφάλαιο ΙΙ). Το δεκατοτρίτο συντηρηµένο µοτίβο της SecA,
είναι το IRA1, του οποίου η αλληλουχία των αµινοξέων σηµειώνεται αναλυτικά από την θέση 767, µέχρι την
818 (από την δοµή της bsSecA, προκύπτει ότι το IRA1 στην ecSecA, εκτείνεται από την θέση 756, µέχρι την
θέση 777). Στο παραπάνω σχήµα, σηµειώνεται επιπλέον η συναινετική αλληλουχία της παραπάνω
αλληλουχίας των αµινοξέων του IRA1, καθώς και η προβλεπόµενη, αλλά και η κρυσταλλογραφική
δευτεροταγής δοµή του IRA1. Αυτή περιλαµβάνει µία έλικα, µία λούπα και µία δεύτερη έλικα, H1-L-H2. Τέλος
αναγράφονται οι διάφορες σηµειακές µεταλλαγές, καθώς και οι τάξεις στις οποίες οµαδοποιούνται (βλέπε
επόµενο κεφάλαιο)    
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56Α, Γ, ∆ και Ε  και Κεφάλαιο 
3.4 των αποτελεσµάτων). 
Επιπλέον µε βάση την δοµή 
της mtSecA, τα αµινοξέα του 
ΙRA1 στην ecSecA αναµένεται 
να παρουσιάζουν 
αλληλεπιδράσεις µε τις SSD, 
SD, WD, και IRA1-περιοχές 
του ενός πρωτοµερούς, αλλά 
και µε τις IRA2, και SD-
περιοχές του δεύτερου 
πρωτοµερούς (σχήµα 56Β και 
Κεφάλαιο 3.4 των 
αποτελεσµάτων). Ανάλογα µε 
το είδος των 
αλληλεπιδράσεων στις οποίες 
µετέχουν τα αµινοξέα του 
IRA1 στοιχείου ταξινοµούνται 
σε τέσσερις τάξεις. Έτσι στην 
τάξη Ι ανήκουν τα αµινοξέα 
που µετέχουν στις 
αλληλεπιδράσεις εντός της 
περιοχής IRA1, στην τάξη ΙΙ τα 
αµινοξέα που συντελούν στην 

επικοινωνία του IRA1 µε την περιοχή SD, στην τάξη ΙΙΙ τα αµινοξέα µε  τα οποία 
πραγµατοποιείται η σύνδεση µε την περιοχή SSD, και τέλος στην τάξη IV ανήκουν τα 
αµινοξέα µε τα οποία ο IRA1 διακόπτης αλληλεπιδρά µε την SD-περιοχή του δεύτερου 
πρωτοµερούς (Αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο 3.4 των αποτελεσµάτων).  Παρά την πληθώρα 
των παραπάνω αλληλεπιδράσεων η IRA1-περιοχή διαθέτει και τµήµατα (για παράδειγµα 
σηµαντικό µέρος της Η1) ελεύθερα για αλληλεπίδραση µε τον διαλύτη ή µε τα διάφορα 

υποστρώµατα (τελεστές) της 
αντίδρασης µετατόπισης των 

πρωτεϊνών (σχήµα 57). Εξάλλου όπως θα αναφερθεί στην συζήτηση ενδέχεται η 
µεταφερόµενη κατά την έκκριση προπρωτεΐνη να εντοπίζεται µεταξύ της περιοχής IRA1 και 
της περιοχής SSD που την αγκαλιάζει.     

 

IRA1(ec/bsSecA) 
H1 

H2 

L 

W775/W724 

F811/F760 

Y803/Y752 

R792/R741 

P799/P748 

E806/E755 

E806/ 
E755 L785/L734 

I789/I738 

Σχήµα 54: ∆οµή της IRA1 περιοχής από την κρυσταλλογραφική 
ανάλυση της bsSecA. Σηµειώνονται οι θέσεις των σηµειακών 
µεταλλαγών των αµινοξέων στην ec αλλά και στην bsSecA.  Ανάλογη 
εικόνα του IRA1, προκύπτει και από την δοµή της mtSecA (βλέπε 
σχήµα 57Β). 

Σχήµα 55: Κεντρική τοποθέτηση του IRA1 (κίτρινο χρώµα) ρυθµιστικού στοιχείου στην κρυσταλλογραφική δοµή της
διµερούς bsSecA (Α). Το ίδιο συµβαίνει και στην περίπτωση της mtSecA (σχήµα 57Β). Β) Σχηµατική αναπαράσταση
των διαφόρων δοµών της bsSecA (βλέπε και εισαγωγή σχήµα 34). Ο IRA1 διακόπτης χρωµατίζεται µε πορτοκαλί και
κίτρινο χρώµα στο πρωτοµερές α και β αντίστοιχα. 

Β

IRA1 

IRA1 

Α

SecAα

SecAβ
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SecA(β)

SecA(β)

 

SecA(β)

SecA(β)

 

IRA1 

B 

IRA1 

Α

Γ ∆

  
 

Ε  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 56: Κρυσταλλογραφική και
σχηµατική αναπαράσταση της διµερούς
bsSecA Α) και mtSecA B). Α) Απεικόνιση
της bsSecA µε µορφή ταινίας (ribbon
diagram), στην οποία οι διάφορες περιοχές
της χρωµατίζονται µε διαφορετικό χρώµα,
ενώ διακρίνεται και το ADP (στο µονοµερές
SecA(β), οι αντίστοιχες περιοχές
χρωµατίζονται µε πιο ανοιχτά χρώµατα).
Β) Αντίστοιχη απεικόνιση της mtSecA. Γ) H
bsSecA αποτελείται από δύο µονοµερή, το
SecA(α) και το SecA(β). ∆) Ονοµασία των
διαφόρων περιοχών στο SecA(α)
µονοµερές. NBD-περιοχή (µπλε χρώµα),
IRA2-περιοχή (γαλάζιο χρώµα), SSD-
περιοχή (ροζ χρώµα), SD-περιοχή (λαδί
χρώµα), WD-περιοχή (λαχανί χρώµα),
IRA1-περιοχή (κίτρινο χρώµα), και CT-
περιοχή (κόκκινο χρώµα). Ε) Σχηµατική
αναπαράσταση της bsSecA.   
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IRA1 

Η2 

L 

Η1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Σχήµα 57: Η IRA1-περιοχή επικοινωνεί σχεδόν µε
όλες τις περιοχές της SecA, αλλά διαθέτει και
περιοχές που βλέπουν στον διαλύτη, όπως η Η1.  
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3.2. Λειτουργική ανάλυση 
 
3.2.A. Η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την κατάλυση της  
          µετατόπισης των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες. 
 

Όπως ειπώθηκε και στην εισαγωγή, µερική έλλειψη της IRA1 περιοχής (SecA∆783-
795;Jarosik and Oliver, 1991), προκαλεί θνησιµότητα (Karamanou et al., 1999). Προκειµένου 
λοιπόν να µελετήσουµε την επίδραση των παραπάνω IRA1 σηµειακών µεταλλαγών στη 
βιωσιµότητα του βακτηριακού κυττάρου (χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος BL21.19-βλέπε υλικά 
και µέθοδοι), ελέγχθηκε η ικανότητα τους να συµπληρώνουν την θερµοευαίσθητη SecA 
(SecAts) ενός χρωµοσωµικού secA γονιδίου, στους 420C (σχήµα 58; Mitchel and Oliver, 
1992; Karamanou et al., 1999; βλέπε και υλικά και µέθοδοι). Παρατηρούµε ότι καµία από  τις 
παραπάνω σηµειακές IRA1 µεταλλαγές, δεν είναι τόσο αποτελεσµατική στην επανόρθωση 

 τύπου SecA. Παρόλα αυτά οι IRA1 µεταλλαγές 

τάξης ΙΙ (SecAW775A και SecAF811A), καθώς και 
η SecAR792A, που είναι IRA1 µεταλλαγή τάξης 

ΙΙΙ, συµπληρώνουν την SecAts σε σηµαντικό βαθµό (διαπιστώνεται αύξηση κυττάρων µέχρι 
την τέταρτη, τρίτη και δεύτερη αραίωση αντίστοιχα, σχήµα 58). Οι υπόλοιπες IRA1 
µεταλλαγµένες SecA, µόλις και µετά βίας επιτρέπουν την ανάπτυξη των κυττάρων, µε 
εντονότερο το προβλήµα, στην περίπτωση της SecAI789R και SecAY803A . 

Για να αποκλειστεί η 

της αύξησης των κυττάρων, όσο η αγρίου

πιθανότητα αστάθειας-πρωτεόλυσης των διάφορων SecAIRA1 
πρωτεϊν

ν 
διαφόρω

Σχήµα 58: Γενετική συµπληρωµατικότητα. Κατά την
πειραµατική διαδικασία χρησιµοποιούνται καλλιέργειες
του στελέχους BL21.19 (που φέρουν χρωµοσωµικό
γονίδιο για την έκφραση θερµοευαίσθητης SecA,
tsSecA), ίδιας κυτταρικής πυκνότητας, που φέρουν
πλασµιδιακά παράγωγα του φορέα έκφρασης pET5.
Συγκεκριµένα ο φορέα αυτός, είτε δεν περιέχει
κλωνοποιηµένο κανένα γονίδιο (-), είτε περιέχει
κλωνοποιηµένο το γονίδιο secA για την αγρίου τύπου
SecA (WT), ή για τις διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες,
όλων των τάξεων, όπως φαίνεται στην εικόνα. Οι
βακτηριακές καλλιέργειες υπόκεινται σε διαδοχικές
αραιώσεις και µε τη µορφή σταγόνας (15 λ)
τοποθετούνται σε πιάτο µε θρεπτικό υλικό Luria-Bertani
και αµπικιλλίνη. Το πιάτο επωάζεται στους 420C
(θερµοκρασία αναστολής της δράσης της tsSecA) ή
στους 300C (πιάτο αναφοράς). Το πιάτο των 300C που
δεν φαίνεται στο σχήµα χρησιµοποιείται για τον έλεγχο
της οµοιόµορφης ανάπτυξης των διαφόρων
καλλιεργειών σ’ όλες τις αραιώσεις.      

ών, ως η αιτία του παραπάνω in vivo φαινοτύπου, έγινε προσπάθεια καθαρισµού των 
παραπάνω µεταλλαγµένων πρωτεϊνών. Συγκεκριµένα δηµιουργήθηκαν παράγωγα τους, µε 
αµινοτελικές συµπτήξεις ολιγοιστιδινών (βλέπε υλικά και µέθοδοι), οπότε και ακολούθησε 
σχετικά εύκολος καθαρισµός τους (βλέπε υλικά και µέθοδοι). ∆ιαπιστώθηκε ότι όλες οι 
µεταλλαγµένες SecAIRA1 πρωτεϊνες είναι σταθερές χρωµατογραφικά, ενώ όταν µελετήθηκαν 
µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (farUV CD; Βλέπε υλικά και µέθοδοι), παρατηρήθηκε η 
δυτεροταγής α-ελικοειδής δοµή τους (σχήµα 59). Εποµένως οι µεταλλαγµένες πρωτεΐνες, µε 
τις παραπάνω µεθόδους τουλάχιστον, δεν φαίνεται να παρουσιάζουν κάποιο πρόβληµα 
αστάθειας ή δοµής και εν συνεχεία χρησιµοποιήθηκαν σε πληθώρα βιοχηµικών αναλύσεων. 

Προκειµένου να διευκρινιστεί περαιτέρω αν ο προβληµατικός φαινότυπος in vivo τω
ν SecAIRA1 πρωτεϊνών, οφείλεται στην ανικανότητα τους να επιτελέσουν 

µετατόπιση πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες, και όχι σε κάποια άσχετη πλειοτροπική 
αντίδραση, ελέγχθηκε η απόδοση της µεταφοράς πρωτεϊνών στο εσωτερικό ανασυστάµενων 
πρωτεολιποσωµάτων µε SecYEG παρουσία των παραπάνω µεταλλαγών (βλέπε υλικά και 
µέθοδοι), σε µία στανταρισµένη διαδικασία µετατόπισης πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες in 
vitro (σχήµα 60; Brundage et al., 1990; Karamanou et al., 1999; Sianidis et al., 2001; βλέπε 
υλικά και µέθοδοι). Εκτός από την SecAW775A, καµία άλλη από τις µεταλλαγµένες 
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SecAIRA1 πρωτεΐνες δεν 
µπορεί να υποστηρίξει 
µεταφορά πρωτεϊνών  µέσα 
από τα SecYEG 
πρωτεολιποσώµατα.  

Εν συνεχεία 
χρησιµοποιήθησαν και 
ανεστραµµένα µεµβρανικά 
κυστίδια αντί για SecYEG 

πρωτεολιποσώµατα, 
προκειµένου να διαπιστωθεί 
αν η ανικανότητα σχεδόν 
όλων των IRA1 σηµειακών 
µεταλλαγών να επιτελέσουν 
µετατόπιση πρωτεϊνών µέσα 
από τα λιπιδικά κυστίδια in 
vitro, αναστέλεται παρουσία 

και των διάφορων άλλων  
πρωτ ϊνών της µεµβράνης εκτός 
από το σύµ  SecYEG. 
∆ιαπιστώθηκε ότι ακόµα και 
παρουσία των SecDFYajC, αλλά 
και των υπολοίπων πρωτεϊνών 
της βακτηριακής µεµβράνης δεν 
επιτυγχάνεται µετατόπιση 
πρω νών in vitro χεδόν ξανά 
για όλες τις παραπάνω 
µεταλ γές. Εξαίρεση αποτελούν 
πάλι η SecAW775Α, ενώ 
παρατηρείται και σ’ ένα κρό 
ποσοστό µετατόπιση της 
ProOmpA από την SecAR792A, 
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Σχήµα 60: A) Σχηµατική ανάλυση της
πειρατικής διαδικασίας µετατόπισης
πρωτεϊνών in vitro. B) Μετατόπιση
πρωτεϊνών in vitro. Οι διάφορες
SecAIRA1 πρωτεΐνες (εκτός από την
SecAW775A) είναι ανίκανες να
επιτελέσουν µετατόπιση πρωτεϊνών µέσα
από µεµβρανικά κυστίδια in vitro.
Αντιδράσεις (50 λ σε διάλυµα Β), που
περιέχουν 40µg/ml SecA (ή κάθε µία από
τις SecAIRA1 όλων των τάξεων), [35S]-
proOmpA (~50 000 c.p.m.), 2mMATP,
20µg/mlSecB και πρωτεολιποσώµατα
ανασυστάµενα µε SecYEG, επωάζονται
στους 370C για 30 λεπτά. Ακολουθεί
θρυψινόλυση (15 λεπτά, 1mg/ml, 00C),
κατακρήµνιση µε ΤCA (τριχλωροξικό οξύ)
και ανάλυση των δειγµάτων σε SDS-
πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (SDS-
PAGE). Η αυτοραδιογραφία που
προκύπτει απεικονίζεται στο σχήµα,
όπου στο πρώτο πηγαδάκι τοποθετείται
το 10% της [35S]-proOmpA (pOA), που
χρησιµοποιείται σε κάθε αντίδραση. 

Σχήµα 59: Φάσµα υπεριώδους κυκλικού διχρωισµού της SecA και δύο τυχαίων IRA1 µεταλλαγών, της
SecAW775A και της SecAL785R. Τα πειράµατα πραγµατοποιούνται σε τυχαίες θερµοκρασίες και τα
δείγµατα κανονικοποιούνται όσον αφορά τις συγκεντρώσεις τους. Απεικονίζονται ίχνη αναδιπλωµένων και
αποδιαταγµένων µε GnHCL πολυπεπτιδίων. Σηµειώνεται ότι αυξηµένος θόρυβος λόγω GnHCL, αποκλείει
την συλλογή δεδοµένων κάτω από τα 210nm.  
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ενώ ακόµα µικρότερο ποσοστό µετατόπισης πραγµατοποιείται από την SecAF811A. Εξάλλου 
οι τρεις παραπάνω µεταλλαγές παρουσιάζουν και τους λιγότερο δραµατικούς φαινοτύπους in 
vivo (σχήµα 58), και κατά συνέπεια αναµένεται να επιτελούν έκκριση πρωτεϊνών in vivo, αν 
και λιγότερο ή περισσότερο περιορισµένη σε σχέση µε την SecAWT (για την SecAW775 και 
SecAF811A, SecAR792A αντίστοιχα). Ίσως η προσθήκη και ενέργειας µε τη µορφή του PMF 
(Proton Motive Force) στα παραπάνω µεµβρανικά κυστίδια κατά την δοκιµασία της 
µετατόπισης in vitro, να βοηθούσε στην προσοµοίωση ακόµα περισσότερο των φαινοτύπων 
in vivo κ

ΐνη είναι απαραίτητη για 
ν κατάλυση τις µεταφοράς των πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες.    

 

 

αι in vitro.        
Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η IRA1 περιοχή στην SecA πρωτε

τη
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3.2.B. Η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την αποδοτική υδρόλυση  
         ΑΤΡ από την SecA. 
 

Προκειµένου να εξεταστεί αν η παραπάνω προβληµατική διαδικασία της µεταφοράς 
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες in vitro, οφείλεται σε ελαττωµατική κατάλυση ΑΤΡ, 
ελέγχθηκαν οι τρεις δραστικότητες ΑΤΡάσης (Lill et al., 1990 και σχήµα 17 στην Εισαγωγή) 
για κάθε µία από τις παραπάνω SecAIRA1 µεταλλαγές. Συγκεκριµένα µετρήθηκε η βασική 
ΑΤΡάση (Basal ATPase), η επαγόµενη από το σύµπλοκο SecYEG µεµβρανική ΑΤΡάση 
(Membrane ATPase), και η επαγόµενη από το σύµπλοκο SecYEG και την προπρωτεΐνη 
ΑΤΡάση µετατόπισης (Translocation ATPase), πίνακας Ι (βλέπε υλικά και µέθοδοι). 
Σηµειώνεται ότι στις συγκεκριµένες µετρήσεις χρησιµοποιήθηκαν πρωτεολιποσώµατα 
ανασυστάµενα µε το µεµβρανικό σύµπλοκο SecYEG (βλέπε υλικά και µέθοδοι), και ότι οι 
διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες βρίσκονται σε 1.25 φορές περίσσεια σε σχέση µε την 
συγγένεια των ~200 nM που διαθέτουν για την SecYEG (Κεφάλαιο IV). ∆ιαπιστώνεται ότι ο 
βασικός ρυθµός 
 

 Πίνακας I 

 Κινητικές σταθερές στάσιµης κατάστασης (Steady-state kinetic constants), της δραστκότητας ΑΤΡάσης των 

SecAIRA1 µεταλλαγών. Αυτές είναι η kcat που αντιπροσωπεύει τον ρυθµό ανακύκλωσης των προϊόντων υδρόλυσης 

ανά µονάδα ενζύµου ανά µονάδα χρόνου και η km που αντιπροσωπεύει την συγκέντρωση του υποστρώµατος για την 

οποία η ταχύτητα υδρόλυσης του ενζύµου αποκτά την µισή της µέγιστης τιµής της. Οι παρακάτω τιµές 

προσδιορίστηκαν µε ανάλυση χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (thin layer chromatography analysis) των 

προϊόντων υδρόλυσης 32P-ATP των παραπάνω πρωτεϊνών στο διάλυµα (Basal ATPase), ή παρουσία SecYEG 

κυστιδίων (Membrane ATPase), ή παρουσία SecYEG κυστιδίων και υποστρώµατος (Translocation ATPase) όπως 

περιγράφεται στα υλικά και µέθοδοι; Sianidis et al., 2001. 

 

SecA 
derivative 

 Km 

(µM) 

Kcat (min -1) 

  Basal Basal Membrane Translocation 

WT - 16 3.7 6.2 25 

L785R 23 5.7 4.6 6.8 
I789R 17 3 3 2.6 
P799A 21 5.2 3.2 9 

I 

Y803A 32 8.4 7.3 7 
W775A 131 50.4 54 76 II 

F811A 74 18.7 32 54 
R792A 19 4.3 16 24.7 

 115



SecA 
derivative 

 Km 

(µM) 

Kcat (min -1) 

III R792A 19 4.3 16 24.7 

E806A 18 4.1 1.3 5.4 IV E802A 22 5.7       5.5 7.4 
 
ανακύκλωσης του ΑΤΡ, είναι αλλαγµένος για όλες τις SecAIRA1 µεταλλαγές. Οι µεταλλαγές 
τάξης ΙΙ (SecAW775A και SecAF811A) παρουσιάζουν αυξηµένη βασική δραστικότητα 
ΑΤΡάσης (>14 φορές και >5 φορές αντίστοιχα) που προσεγγίζει την Βασική ΑΤΡάση του 
DEAD κινητήρα (>12 φορές; Karamanou et al., 1999). Αλλά και όλες οι υπόλοιπες SecAIRA1 
µεταλλαγές (εκτός από την SecAI789R), παρουσιάζουν επίσης αυξηµένη βασική ΑΤΡάση 
(από 1.1-2.3 φορές). Εντυπωσιακή είναι η παρατήρηση ότι µόνο τρεις  από τις SecAIRA1 
µεταλλαγές παρουσιάζουν σε κάποιο βαθµό (όχι σαν την WTSecA, της οποίας η ΑΤΡάση 
αυξάνεται κατά 100% µε SecYEG κυστίδια) αύξηση της Μεµβρανικής τους ΑΤΡάσης, 
παρουσία κυστιδίων µε SecYEG. Σ’ όλες τις άλλες περιπτώσεις (εκτός από την SecAI789R) η 
επώαση µε τα SecYEG πρωτεολιποσώµατα καταστέλλει την Βασική ΑΤΡάση των SecAIRA1 
µεταλλαγών. Από την άλλη µεριά η Μεµβρανική ΑΤΡάση των περισσότερων SecAIRA1 
µεταλλαγών διεγείρεται παρουσία των προπρωτεϊνικών υποστρωµάτων (εκτός από την 
SecAI789R και την SecAY803A). Παρόλα αυτά, εκτός από την περίπτωση των µεταλλαγών 
τάξης ΙΙ και της SecΑR792A πρωτεΐνης, αυτή η διέγερση, ή δεν οδηγεί σε αύξηση της Βασικής 
ΑΤΡάσης των SecAIRA1 µεταλλαγών, ή οδηγεί σε οριακά µόλις επίπεδα αύξησης πάνω από 
την Βασική τους ΑΤΡάση. Σ’ όλες τις περιπτώσεις πάντως η ΑΤΡάση Μετατόπισης είναι 
σηµαντικά χαµηλότερη από αυτήν της WTSecA (εκτός από τις µεταλλαγές τάξης ΙΙ και την 
SecΑR792A). 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι χρησιµοποιώντας αντί για SecYEG πρωτεολιποσώµατα 
ανεστραµµένα µεµβρανικά κυστίδια (µε υπερεκφρασµένη SecYEG; βλέπε υλικά και µέθοδοι) 
και την κλασσική δοκιµασία υπολογισµού των διαφόρων ειδών ΑΤΡάσης (χρήση µόνο µιας 
συγκέντρωσης ΑΤΡ (1µΜ), και ανίχνευση του απελευθερούµενου φωσφόρου µε την 
φωτοµετρική µέθοδο που κάνει χρήση του αντιδραστηρίου πράσινο του µαλαχίτη; βλέπε 
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Σχήµα 61: ∆ραστικότητα ΑΤΡάσης των διάφορων SecAIRA1 µεταλλαγών. Βασική (κόκκινη στήλη), Μεµβρανική
(µπλε στήλη), και ΑΤΡάση Μετατόπισης (κίτρινη στήλη) των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών, όπως
καθορίζεται µε βάση την κλασσική δοκιµασία υπολογισµού της ΑΤΡάσης (χρήση µιας µόνο συγκέντρωσης ΑΤΡ,
και µέτρηση του απελευθερούµενου φωσφόρου φωτοµετρικά µε την χρήση του αντιδραστηρίου πράσινο του
µαλαχίτη; βλέπε υλικά και µέθοδοι; Lill et al., 1990). Συγκεκριµένα πραγµατοποιούνται αντιδράσεις 50µl µε
0.1µΜ SecA, 0.02mg/ml ανεστραµµένων µεµβρανικών κυστιδίων, και 0.06mg/ml proOmpA σε διάλυµα Β (50mM
Tris-CL, 50mM KCL, 5mM MgCL2, και 1 mM DTT) παρουσία 1mg/ml BSA και 1µΜΑΤΡ, οι οποίες επωάζονται
για 20΄ στους 370C, και εν συνεχεία προσδιορίζεται µε φωτοµέτρηση παρουσία πρασίνου του µαλαχίτη η
ποσότητα του απελευθερούµενου φωσφόρου από την υδρόλυση. Αντίστοιχα είναι τα αποτελέσµατα και µετά την
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υλικά και µέθοδοι), δεν διαπιστώνεται µεµβρανική ΑΤΡάση παρά µόνο για την SecAW775A 
(σχήµα 61 µπλε στήλη). Από την άλλη µεριά ΑΤΡάση µετατόπισης, ενώ δεν υφίσταται για τις 
πρωτεΐνες SecA∆783-795, SecAI789R, SecAE802A, και SecAY803A, για τις υπόλοιπες 
SecAIRA1 πρωτεΐνες παρατηρείται τρεις φορές αύξηση της ΑΤΡάση µετατόπισης τους σε 
σχέση µε την Μεµβρανική ΑΤΡάση τους (σχήµα 61, κίτρινη στήλη σε σύγκριση µε την µπλε 
στήλη). Η τιµή όµως αυτής της ΑΤΡάσης Μετατόπισης εξακολουθεί να είναι πάρα πολύ µικρή 
σε σχέση µε την ΑΤΡάση Μετατόπισης της SecAWT [η ΑΤΡάση Μετατόπισης των παραπάνω 
SecAIRA1 µεταλλαγών δεν ξεπερνά το 30% της ΑΤΡάση Μετατόπισης της SecAWT]. Έτσι το 
πρόβληµα των SecAIRA1 πρωτεϊνών παραµένει ακόµα και παρουσία των υπολοίπων 
µεµβρανικών πρωτεϊνών, απλά προσοµοιάζει περισσότερο στον φαινότυπο τους in vivo. 
Εκτός από τις SecA∆783-795, SecAI789R και SecAY803A, οι υπόλοιπες SecIRA1 πρωτεΐνες 
παρουσιάζουν λιγότερο έντονα προβλήµατα  στην ανάπτυξη τους in vivo; Σχήµα 59, και µε 
βάση τις παραπάνω µετρήσεις των διαφόρων ειδών ΑΤΡάσης τους παρουσία µεµβρανών 
αντί πρωτεολιποσωµάτων, υποδηλώνεται ακόµα περισσότερο το κινητικό πρόβληµα που  
πιθανότατα προκαλούν στην διαδικασία της έκκρισης των πρωτεϊνών (περισσότερες 
λεπτοµέρειες στη συζήτηση). 

Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η IRA1 περιοχή απαιτείται in trans για την βελτιωµένη και 
πιο αποδοτική κατάλυση του ΑΤΡ από τον DEAD κινητήρα, σ’ όλη την διάρκεια των φάσεων 
της κατάλυσης ΑΤΡ (κυτταρόπλασµα-µεµβράνη κατά την διαδικασία έκκρισης των 
πρωτεϊνών) από την SecA. 

 
3.2.Γ. Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει τον ρυθµό ανακύκλωσης νουκλεοτιδίου  
         από τον DEAD κινητήρα. 
 
 

διαδικασίας υδρόλυσης του ΑΤΡ; Sianidis et al., 20
ω µελέτη της µοριακής 

βάσης 

ατ

στ
 η δρ ιο

οτ απ

Για να διερευνηθεί η µοριακή βάση της ρύθµισης της κατάλυσης του ΑΤΡ από την 
IRA1 περιοχή, έγιναν προσπάθειες µεγαλύτερης διερεύνησης της Βασικής καταρχήν 
ΑΤΡάσης της SecA. Συγκεκριµένα χρησιµοποιώντας περίσσεια ραδιενεργού ΑΤΡ (32γ-ΑΤΡ, ή 
32α-ΑΤΡ; για µεγαλύτερη ευαισθησία των αποτελεσµάτων, βλέπε υλικά και µέθοδοι) δεν 
διαπιστώθηκε πρόβληµα στην υδρόλυση καµίας από τις SecAIRA1 πρωτεΐνες, όπως 
ειπώθηκε και προηγουµένως. Αλλά και πειράµατα κινητικής της υδρόλυσης, δεν έδειξαν 
κανένα σοβαρό τουλάχιστον πρόβληµα για την ταχύτητα της υδρόλυσης των διαφόρων 
SecAIRA1 µεταλλαγών. Εν συνεχεία χρησιµοποιώντας στοιχειοµετρικές ποσότητες 
ραδιενεργού ΑΤΡ και πρωτεΐνης, δεν παρατηρήθηκε καταλυτικό πρόβληµα, για καµία από τις  
SecAIRA1 πρωτεΐνες επίσης (όπως συνέβη µε ορισµένες SecAIRA2 πρωτεΐνες, βλέπε 
Εισαγωγή). Αξίζει να τονιστεί βέβαια, ότι όταν χρησιµοποιείται σε στοιχειοµετρική ποσότητα 
32α-ΑΤΡ, ενώ σχεδόν όλες οι SecAIRA1 πρωτεΐνες µετατρέπουν το ΑΤΡ σε ADP, όπως και η 
SecAWT, η SecAE802A το µετατρέπει σε φώσφορο, υποδηλώνοντας ίσως ένα εν δυνάµει 
πρόβληµα κατακράτησης του ADP. Όταν όµως πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις της 
υδρόλυσης του ΑΤΡ για κάθε µία από τις SecAIRA1 πρωτεΐνες  στους 40C, στην θερµοκρασία 
δηλαδή που εµποδίζει την υδρόλυση ΑΤΡ από την SecAWT  (βλέπε υλικά και µέθοδοι), δεν 
ανιχνεύθηκε υδρόλυση ΑΤΡ από καµία από τις SecAIRA1 πρωτεΐνες, που θα ήταν ενδεικτική 
προβλήµατος στην κατακράτηση του παραγόµενου ADP (αργό στάδιο  της καταλυτικής 

00).     
Περαιτέρ
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της ρύθµισης της κατάλυσης του 
ΑΤΡ από την IRA1 περιοχή, 
πραγµ οποιήθηκε από την Λίλη 

Καραµάνου στο εργα ήριο, και 
διερευνήθηκε  επί αση της περ χής 
αυτής στην δέσµευση του ADP 
νουκλε ιδίου ό τον DEAD κινητήρα 
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(Sianidis et al., 2001). 
 Συγκεκριµένα η ποσοτικοποίηση της δέσµευσης του ADP, τόσο από την SecA, όσο 
και από τις SecAIRA1 µεταλλαγές, στηρίχθηκε στην µέτρηση της αλλαγής του φθορισµού 
ενός φθορίζοντος µορίου ADP, του MANT-ADP [2 -(ή 3 )-O-(N-Methylanthraniloyl)adenosine 
5’-diphosphate], παρουσία της SecA, του DEAD κινητήρα ή των διαφόρων SecAIRA1 
µεταλλαγών  (ΠίνακαςΙΙ; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 4 
και στους 370C, δηλαδή σε συνθήκες που από την µία οι ρυθµοί υδρόλυσης είναι χαµηλοί και 
µπορεί να διαφανεί ευκολότερα το πρόβληµα από τις IRA1 µεταλλαγές, αλλά και στην 
θερµοκρασία στην οποία δουλέυει η πρωτεΐνη. Έτσι στους 40C το MANT-ADP δεσµεύεται 
στην SecA µε µεγάλη συγγένεια (0.14µΜ; σχήµα 62 και Πίνακας ΙΙ). Σηµειώνεται ότι οι τιµές 
αυτές είναι παρόµοιες µε αυτές που έχουν προκύψει µε µη φθορίζοντα νουκλεοτίδια (Mitchel 
and Oliver, 1993; Den Blaauwen et al., 1999). H δέσµευση MANT-ADP στους 370C µειώνεται 
δύο φορές (KD(SecA) =0.28µΜ), εξηγώντας την µειωµένη ικανότητα της SecA να κρατάει το 
ADP στους 370C σε σχέση µε τους 40C  
(Sianidis et al., 2001). Από την άλλη µεριά η δέσµευση του MANT-ADP στον DEAD κινητήρα 
(Ν68; σχήµα 62; Karamanou et al., 1999) µπορεί να µειώνεται δύο φορές στους 40C, σε 
σχέση µε την δέσµευση του στην SecA (Πίνακας ΙΙ), µειώνεται όµως σηµαντικά (πάνω από 
100 φορές) και δεν µπορεί να µετρηθεί στις συνθήκες του πειράµατος (KD(SecA) =30µΜ) στους 
370C. Είναι ολοφάνερο λοιπόν ότι η ενδοθερµική µετάπτωση του DEAD κινητήρα από την 
‘’κλειστή’’/υψηλής συγγένειας στην ‘’ανοιχτή’’/χαµηλής συγγένειας δοµική κατάσταση (Sianidis 
et al., 2001; βλέπε και εισαγωγή), ρυθµίζεται από την C-περιοχή. 

Και η ίδια η περιοχή του IRA1 όµως, είναι σηµαντική για την ρύθµιση, µέσω της C-
περιοχής, της συγγένειας του DEAD κινητήρα για το ADP. Kαι αυτό γιατί η δέσµευση του 
MANT-ADP από την SecA∆IRA1 µειώνεται κατά πέντε (40C) και τριάντα φορές (370C) σε 
σχέση µε την δέσµευση από την WTSecA (σχήµα 62 και Πίνακας ΙΙ). Όµοια οι περισσότερες 
SecAIRA1 µεταλλαγές (εκτός από την SecAW775A και την SecAL785R), παρουσιάζουν 
µειωµένη συγγένεια δέσµευσης (KD), για το MANT-ADP στους 40C (~0.5-8 φορές; Πίνακας ΙΙ). 
Aλλά και στους 370C οι µετρούµενες σταθερές διαστάσεως υποδηλώνουν ακόµα πιο έντονες 
βλάβες στη δέσµευση του ADP (Πίνακας ΙΙ). Συγκεκριµένα οι SecAW775A, SecAL785R, 
SecAY803A και SecAF811A, παρουσιάζουν σηµαντική µείωση της δέσµευσης ADP (από 6-
20 φορές). Από την άλλη, οι συγγένειες δέσµευσης για τις SecAR792A, SecAI789R, 
SecAE802A και SecAE806A, είτε δεν αλλάζουν, είτε µειώνονται σε σχέση µε τις τιµές τους 
στους 40C. Τέλος η συγγένεια δέσµευσης για την SecAP799A παρουσιάζει µείωση µόνο κατά 
δύο φορές.  

Ακολούθως εξετάστηκαν οι ρυθµοί δέσµευσης και απελευθέρωσης του MANT-ADP 
(βλέπε υλικά και µέθοδοι), σε µία προσπάθεια ακριβέστερου εντοπισµού του σταδίου 
ρύθµισης της ανακύκλωσης του νουκλεοτιδίου από την IRA1 περιοχή. Έτσι για την WTSecA 
διαπιστώθηκε, όπως έχει ειπωθεί και προηγουµένως (βλέπε εισαγωγή; Sianidis et al., 2001), 
ότι η απελευθέρωση του ADP στον πάγο αναστέλλεται (koff=10-5/min), ενώ γίνεται εφικτή, κατά 
ένα µέτριο βαθµό όµως στους 370C (koff=1/min). Στην περίπτωση του DEAD κινητήρα όµως, 
από τον οποίο απουσιάζει η C-περιοχή, δεν µπορεί να γίνει αποτελεσµατική κατακράτηση 
ADP στους 40C (koff=0.24/min), ενώ το ADP απελευθερώνεται πλήρως στους 370C. Επίσης η 
έλλειψη του IRA1 στην SecA∆IRA1 πρωτεΐνη, προσδίδει µία παρόµοια ανικανότητα 
κατακράτησης του ADP, τόσο στους 40C (koff=0.048/min), όσο και στους 370C (koff=16/min), 
και εποµένως η IRA1 περιοχή της ευρύτερης C-περιοχής, αποτελεί ένα σηµαντικό στοιχείο για 
την συγκεκριµένη ρύθµιση της απελευθέρωσης του ADP από τον DEAD κινητήρα.  

Παράλληλα ο ρυθµός δέσµευσης ADP, απουσία της C-περιοχής στον DEAD 
κινητήρα, αυξάνεται στους 40C (kon=0.85X106M/min), σε σχέση µε την WTSecA 
(kon=0.67X102M/min), ενώ µειώνεται, σε βαθµό τέτοιο που δεν µπορεί να προσδιοριστεί µε 
την συγκεκριµένη πειραµατική διαδικασία, στους 370C, σε σχέση µε την αύξηση που 
παρουσιάζει ο ρυθµός δέσµευσης ADP στην περίπτωση της WTSecA (kon=0.364X107M/min). 
Η έλλειψη του IRA1 στην SecA∆IRA1 πρωτεΐνη, προκαλεί αντίστοιχη αύξηση του ρυθµού 
δέσµευσης του ADP στους 40C (kon=0.64X105M/min), αλλά δεν προκαλεί µείωση σε 
σηµαντικό βαθµό του ίδιου ρυθµού στους 370C (kon=0.19X107M/min, ο ρυθµός δέσµευσης 
είναι της ίδιας τάξης µε τον ρυθµό της WTSecA). Εποµένως η IRA1 περιοχή, αποτελεί ένα 
σηµαντικό στοιχείο για την ρύθµιση της απελευθέρωσης αλλά και της δέσµευσης του ADP 
στον DEAD κινητήρα. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι όλες οι SecAIRA1 µεταλλαγές 
επηρεάζουν είτε τον ρυθµό δέσµευσης (kon), είτε τον ρυθµό απελευθέρωσης (koff) του 
νουκλεοτιδίου από τον DEAD κινητήρα στους 40C (Πίνακας ΙΙ). Στους 370C οι ρυθµοί 
δέσµευσης και απελευθέρωσης για τις SecAIRA1 πρωτεΐνες, προσεγγίζουν αυτούς της 
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WTSecA. Συγκεκριµένα, ενώ οι ρυθµοί δέσµευσης τους πλησιάζουν κατά 35-85% το 
ποσοστό αύξησης της δέσµευσης του ADP από τον DEAD κινητήρα, κατά την µετάβαση από 
τους 4 στους 370C, οι ρυθµοί απελευθέρωσης του νουκλεοτιδίου ορισµένων από τις 
SecAIRA1 µεταλλαγές (της SecAL785R, της SecAI789R, της SecAW775A, της SecAF811A 
και της SecAE806A) αποκλίνουν σηµαντικά από τον αντίστοιχο ρυθµό στην περίπτωση της 
WTSecA (οι υπόλοιπες SecAIRA1 µεταλλαγές παρουσιάζουν παρόµοιους ρυθµούς 
απελευθέρωσης του ADP νουκλεοτιδίου, οι οποίοι αυξάνονται σε σχέση µε τους 40C). 

Απ’ όλα τα παραπάνω λοιπόν συµπεραίνουµε ότι η IRA1 περιοχή, ασκεί µία πολύ 
ευαίσθητη ρύθµιση τόσο της δέσµευσης, όσο και της απελευθέρωσης του ADP νουκλεοτιδίου 
από τον DEAD κινητήρα.   
 

Πίνακας II 
Σταθερές πρόσδεσης (Binding constants) της SecA και παραγώγων της για το MANT-ADP (βλέπε υλικά και µέθοδοι). 
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SecA - 0.14 (+/- 0.02) 0.67x102 0.94x10-5 0.28 (+/- 0.03) 0.364 x 107 1.02 

N68 - 0.28 (+/- 0.03) 0.85x106 0.24 >30 NM NM

SecA∆IRA1 �775-789 0.75 (+/- 0.1) 0.64x105 0.048 8.18 (+/- 2.5) 0.19x107 16.08

L785R 0.12 (+/- 0.03) 0.54x103 0.65x10-4 1.9 (+/- 0.25) 0.27x107 5.23

I789R 1.02 (+/- 0.02) 0.3x106 0.313 0.7 (+/- 0.02) 0.18x107 1.3

P799A 0.23 (+/- 0.05) 0.27x103 0.62x10-4 0.46 (+/- 0.03) 0.21x107 0.99 

Class I 

Y803A 0.69 (+/- 0.13) 0.12x102 0.85x10-5 1.58 (+/- 0.11) 0.3x107      4.8 

W775A 0.17 (+/- 0.04) 0.14x107 0.24 4.58 (+/- 1.1) 0.31x107 14.4Class II 

F811A 1.13 (+/- 0.14) 0.73x10 0.83x10-5 10.83 (+/- 2.5) 0.14x107 15.83

R792A 0.4 (+/- 0.08) 0.48x102 0.19x10-4 0.38 (+/- 0.02) 0.26x107 0.99Class III 

E806A 0.26 (+/- 0.06) 0.11x107 0.3 0.25 (+/- 0.02) 0.31x107 0.79

Class IV E802A 0.61 (+/- 0.14) 0.23x102 0.14x10-4 0.45 (+/- 0.05) 0.2x107 0.94
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3.2.∆. Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την σταθεροποίηση του DEAD κινητήρα  
         από το ADP. 
 

Είδαµε προηγουµένως ότι η IRA1 περιοχή ελέγχει τόσο τη δέσµευση όσο και την 
απελευθέρωση ADP από τον DEAD κινητήρα. Στη συνέχεια µελετήθηκε αν η IRA1 περιοχή 
επηρεάζει και την σταθεροποίηση του DEAD κινητήρα από το ADP. Για το σκοπό αυτό 
εξετάστηκε η θερµική αποδιάταξη των IRA1 µεταλλαγών, παρουσία και απουσία ADP, µε 
κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (far-UV CD). Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή (βλέπε 
σχήµα 42), τόσο η SecA, όσο και ο DEAD κινητήρας (Ν68), λιώνουν σε δύο χαρακτηριστικά 
σηµεία (melting points), κατά την θερµική τους αποδιάταξη (Tm1app=39.60C Tm2app=48.90C; 
Sianidis et al., 2001; Πίνακας III). Το σηµείο µετάπτωσης Tm2app αποδώθηκε  

 
Πίνακας III 

Θερµοκρασίες θερµικής αποδιάταξης (melting points) των SecA IRA1 µεταλλαγών. Η ellipticity στα 225 nm προέκυψε 
από τον κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (far UV-CD) των καµπύλων θερµικής αποδιάταξης, όπως περιγράφηκε από 
Karamanou et al., 1999.  

στην αποδιάταξη της NBD περιοχής, και το Tm1app στην αποδιάταξη της IRA2 περιοχής 
(Sianidis et al., 2001; βλέπε και Εισαγωγή). Παρουσία ADP διαπιστώθηκε σταθεροποίηση του 
Tm2app (και εποµένως της περιοχής NBD), τόσο της SecA όσο και του DEAD κινητήρα (N68) 
(κατά 90C; Sianidis et al., 2001; ΠίνακαςIII), αλλά το Tm1app (και εποµένως και η IRA2 
περιοχή) σταθεροποιήθηκε µόνο στην ολόκληρη πρωτεΐνη (κατά ~50C), υποδηλώνοντας την 
σηµασία της C- περιοχής για την εξαρτώµενη από το ADP σταθεροποίηση του Tm1app. Η 
µελέτη στη συνέχεια της θερµικής αποδιάταξης της SecA∆IRA1, έδειξε ότι η πρωτεΐνη, ενώ 
λιώνει όπως η SecA και ο DEAD κινητήρας σε δύο βήµατα µε παρόµοια σηµεία µετάπτωσης 

Tm1 (app) Tm2 (app) Τάξεις 
SecAIRA1 
µεταλλαγών 

 

Πολυπεπτίδιο
-ADP +ADP ∆Tm1 -ADP +ADP ∆Tm2

WT SecA 39.6 44.9 5.3 48.9 58.0 9.1

N68 39.2 39.6 0.4
 

48.5 58.0 9.5

SecA∆IRA1 39.63 42.0 2.37
 

49.0 54.6 5.6

L785R 38.0 41.9 3.9 50.5 52.8 2.3

I789R 34.3 39.6 5.3 49.2 54.1 4.9

P799A 38.1 43.8 5.7 48.5 53.6 5.1

I 

Y803A 39.0 42.5 3.5 50.0 53.8 3.8

W775A 38.8 42.0 3.2 49.5 51.4 1.9II

F811A 39.6 40.9 2.1 51.5 58.0 7.0

R792A 37.9 45.4 7.5 45.5 56.0 10.5III

E806A 40.4 45.9 5.5 52.6 57.7 5.1

IV E802A 40.1 46.5 6.4 45.9 52.1 6.2
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Tm1app και Tm2app (Πίνακας IIΙ), παρουσία ADP, σταθεροποιεί µόνο το Tm2app και όχι το 
Tm1app (σχήµα 63 και Πίνακας IIΙ), όπως και ο DEAD κινητήρας στον οποίο έχει 
αποµακρυνθεί η C-περιοχή. Εποµένως η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την 
αποδοτικότερη σταθεροποίηση από το ADP του Tm1app, και του Tm1app, και άρα και της 
IRA2- και NBD-περιοχής αντίστοιχα.  

Ακολούθως, η παρατηρούµενη µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους, θερµική 

αποδιάταξη των διάφορων σηµειακών SecAIRA1 µεταλλαγών, αποκάλυψε ότι το πρώτο 
σηµείο µετάπτωσης τους Tm1app, είναι παρόµοιο µε αυτό της WTsecA (σχήµα 64, 
Πίνακας IIΙ). Μοναδική εξαίρεση αποτελεί η SecAI789R, στην οποία το Tm1app 
παρουσιάζεται µειωµένο κατά 50C. Αντίστοιχα, για τις περισσότερες SecAIRA1 
µεταλλαγές, το δεύτερο σηµείο µετάπτωσης Tm2app είναι επίσης παρόµοιο µε αυτό της 
WTsecA, εκτός από τις αποκλίσεις προς αυξηµένη σταθεροποίηση του Tm2app στις 
SecAE806A και SecAF811A, ή προς αποσταθεροποίηση του Tm2app στις SecAE802A και 
SecAR792A µεταλλαγών (σχήµα 64, Πίνακας IIΙ). Κατά συνέπεια οι περισσότερες 
SecAIRA1 µεταλλαγές, διαθέτουν µία συνολική διαµόρφωση απουσία νουκλεοτιδίου, 
πολύ κοντά σ’ αυτήν της WTSecA. Σηµειώνουµε ότι η απόκτηση θερµικής µετάπτωσης 
από τις διάφορες SecAIRA1 µεταλλαγές διαφάνηκε και από την απουσία 
κρυοευαισθησίας τους στους 220C, όπως και στην περίπτωση της SecAWT (βλέπε υλικά 
και µέθοδοι). Η κρυοευαισθησία που παρουσιάζουν ορισµένες SecA µεταλλαγές 
οφείλεται στην προβληµατική επανεξόδο τους από την µεµβράνη κατά την διάρκεια του 
κύκλου δράσης της SecA (Cycling model; Economou and Wickner, 1994; Economou et 
al., 1995) σε χαµηλή θερµοκρασία, λόγω της δυσκολίας απόκτησης της διαµόρφωσης της 
ενδόθερµης µετάπτωσης τους (Ramamurthy et al., 1998).   
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Σχήµα 63: Καµπύλη θερµικής αποδιάταξης της SecA∆IRA1 (GJ3), απουσία (µαύρη καµπύλη; GJ3TS) και
παρουσία ADP (κόκκινη καµπύλη;GJ3DTS). Οι παραπάνω καµπύλες αποκτήθηκαν µετά από µέτρηση της
ellipticity (θ) στα 222 nm µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (CD), σύγχρονα µε την θέρµανση των
πρωτεϊνικών δειγµάτων (120µl, 417µg/ml σε διάλυµα 20mM MOPS pH 8, 5mM NaCl, και 5mM MgCl2) µε
500C/hr, και αναλύθηκαν όπως περιγράφτηκε, Karamanou et al., 1999. Τα µαύρα βέλη υποδηλώνουν τα
σηµεία µετάπτωσης (Tm1app, και Tm2app) της πρωτεΐνης απουσία ADP, ενώ τα κόκκινα τα σηµεία
µετάπτωσης παρουσία ADP. Όλα τα παραπάνω σηµεία µετάπτωσης προκύπτουν από τις µεγαλύτερες
κορυφές της παραγώγου dθ222/dΤ σε συνάρτηση µε την θερµοκρασία για κάθε καµπύλη (κάτω διάγραµµα
αριστερά για την GJ3TS, και κάτω διάγραµµα δεξιά για την GJ3DTS). 
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Η θερµική αποδιάταξη των SecAIRA1 µεταλλαγών εν συνεχεία, παρουσία ADP [σε 
συγκέντρωση 2mM, έτσι ώστε να µην υπάρχει πρόβληµα δέσµευσης του νουκλεοτιδίου από 
τον DEAD κινητήρα, υποδηλώνει ότι όλες οι SecAIRA1 µεταλλαγές µετά την δέσµευση του 
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νουκλεοτιδίου, σταθεροποιούν και τις δύο θερµικές µεταπτώσεις, όπως και η WTSecA, αλλά 
µε σηµαντικές ποσοτικές διαφορές (σχήµα 64, Πίνακας III). ∆ιαπιστώνεται λοιπόν ότι το 
Tm1app παρουσία ADP της SecAW775A, της SecAF811A, της SecAY803A και της 
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SecAL785R είναι χαµηλότερο απ’ αυτό της WTSecA, όπως και το Tm2app όλων των 
SecAIRA1 µεταλλαγών, εκτός από την SecAR792A.  Κατά συνέπεια παρουσία ADP, είτε η 
µία είτε και οι δύο θερµικές µεταπτώσεις όλων των SecAIRA1 µεταλλαγών, είναι διαφορετικές 
από αυτές της WTSecA (Πίνακας III). 

Σχήµα 64: Καµπύλη θερµικής αποδιάταξης των διάφορων SecA∆IRA1 πρωτεϊνών, απουσία (µαύρη καµπύλη,
TS) και παρουσία ADP (κόκκινη καµπύλη, DTS). Οι παραπάνω καµπύλες αποκτήθηκαν µετά από µέτρηση
της ellipticity (θ) στα 225 nm µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (CD), σύγχρονα µε την θέρµανση των
πρωτεϊνικών δειγµάτων (120µl, 417µg/ml σε διάλυµα 20mM MOPS pH 8, 5mM NaCl, και 5mM MgCl2) µε
500C/hr, και αναλύθηκαν όπως περιγράφτηκε, Karamanou et al., 1999. Τα µαύρα βέλη υποδηλώνουν τα
σηµεία µετάπτωσης (Tm1app, και Tm2app) της πρωτεΐνης απουσία ADP, ενώ τα κόκκινα τα σηµεία µετάπτωσης
παρουσία ADP.  

Τα παραπάνω δεδοµένα υποστηρίζουν ότι το δεσµευµένο ADP, δεν σταθεροποιεί 
αποτελεσµατικά την µία, ή και τις δύο θερµικές µεταπτώσεις του DEAD κινητήρα όλων των 
SecAIRA1 µεταλλαγών. Εποµένως το στοιχείο IRA1, επηρεάζει την ευρύτερη περιοχή του 
DEAD κινητήρα, και τροποποιεί και την NBD και την IRA2 περιοχή (περισσότερο την NBD 
περιοχή, όπως φαίνεται από το Tm2app παρουσία ADP, όλων των SecAIRA1 µεταλλαγών) 
συντελώντας έτσι στην ασθενέστερη σταθεροποίηση τους από το ADP.  

Η επίδραση της IRA1-περιοχής στην διαµόρφωση της IRA2-περιοχής φάνηκε και από 
τις αλλαγές της α-ελικοειδούς δοµής από τους 4 στους 370C των διάφορων SecAIRA1 
πρωτεϊνών σε σύγκριση µε την SecAWT (σχήµα 65). Συγκεκριµένα µετρήθηκαν τα φάσµατα 
για όλες τις παραπάνω πρωτεΐνες από τα 190-250nm, στους 4, 15, 22, και 370C µε κυκλικό 
διχρωϊσµό υπεριώδους, και η ellipticity (θ) στα 225nm αντιστοιχήθηκε κατευθείαν µε το α-
ελικοειδές περιεχόµενο κάθε πρωτεΐνης. Θεωρώντας 100% το ποσοστό της α-ελικοειδούς 
δοµής στους 40C, υπολογίστηκε τελικά το ποσοστό της α-ελικοειδούς δοµής που παραµένει 
στους 370C. ∆ιαπιστώθηκε ότι ενώ για την περίπτωση της SecAWT (Sianidis et al., 2001) το 
ποσοστό της α-ελικοειδούς δοµής στους 370C πέφτει στο 49%, λόγω της ευκινησίας της 
IRA2-περιοχής, όλες οι SecAIRA1 πρωτεΐνες υφίστανται πολύ µικρότερη µείωση του 
ποσοστού της α-ελικοειδούς δοµής τους (µόνο µέχρι και 75 %), που αντανακλά επίδραση της 
περιοχής IRA1 στην ευκινησία-διαµόρφωση της IRA2-περιοχής.  

Σηµειώνεται ότι η IRA1-περιοχή επηρεάζει όπως θα δούµε παρακάτω και την 
διαµόρφωση της SSD-περιοχής του DEAD κινητήρα (πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης 
απουσία και παρουσία ADP, που υποδηλώνουν αλλαγές σ’ όλες τις περιοχές του DEAD 
κινητήρα).  
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Σχήµα 65: Φάσµατα κυκλικού διχρωϊσµού υπεριώδους (far-
UV CD) για τις διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες στους 4, 15,
24, και 370C. Η ellipticity (θ) στα 225 nm σχετίζεται κατευθείαν
µε το ποσό α-ελικοειδούς δοµής. Η α-ελικοειδής δοµή στους
40C εκφράζεται σαν 100% ποσοστό, οπότε οι τιµές της σε
υψηλότερες θερµοκρασίες κανονικοποιούνται ανάλογα, και
υπολογίζεται τελικά το ποσοστό α-ελικοειδούς δοµής που
µένει για κάθε SecAIRA1 πρωτεΐνη στους 370C. 
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3.2.Ε. Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την σταθεροποίηση και της C-περιοχής  
          της SecA από το ADP. 
 

Η σταθεροποίηση της SecA από το ADP, µελετήθηκε και από την Λίλη Καραµάνου 
στο εργαστήριο, µε την µέτρηση του φθορισµoύ των τρυπτοφανών των SecAIRA1 
µεταλλαγών κατά την θερµική τους αποδιάταξη (σχήµα 66). Στην περίπτωση της WTSecA 
παρατηρείται µία θερµική µετάπτωση µε Tmapp=42.90C (καµία σχέση µε το Tmapp από το CD), 
η οποία σταθεροποιείται πάλι όπως προηγουµένως παρουσία ADP, και παρουσιάζει 
Tmapp=47.50C (σχήµα 67). Σηµειώνεται ότι ο φθορισµός της SecA οφείλεται κυρίως στις 
τρυπτοφάνες που εντοπίζονται στην περιοχή WD (σχήµα 66). Εποµένως η σταθεροποίηση 
της θερµικής µετάπτωσης της WTSecA µε ADP, υποδηλώνει σταθεροποίηση του φθορισµού 
των τρυπτοφανών της WD περιοχής, και κατά συνέπεια και σταθεροποίηση της διαµόρφωσης 
της συγκεκριµένης περιοχής. Προφανώς η σταθεροποίηση του DEAD κινητήρα, και 
συγκεκριµένα των NBD και IRA2 τουλάχιστον περιοχών (σε επόµενο Κεφάλαιο θα 
διαπιστωθεί και σταθεροποίηση της SSD υποπεριοχής), προκαλεί σταθεροποίηση εντέλει και 
της WD περιοχής η οποία αντανακλάται στην σταθεροποίηση του φθορισµού των 
τρυπτοφανών της. Εξάλλου µε πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης έχει δειχθεί ότι µαζί µε 
τον DEAD κινητήρα, η δέσµευση του νουκλεοτιδίου ADP σταθεροποιεί και την ευρύτερη C-
περιοχή της SecA (Karamanou et al., 1999; βλέπε και Εισαγωγή, σχήµα 41), και άρα 
αναµένονται σταθεροποιήσεις των διάφορων υποπεριοχών της. Η σταθεροποίηση της C-
περιοχής εξηγήθηκε µέσω της αλληλεπίδρασης της µε την περιοχή του DEAD κινητήρα 
(Karamanou et al., 1999; βλέπε και Εισαγωγή), η οποία συµφωνεί και µε την δοµή τόσο της 
bsSecA (Hunt et al., 2002), όσο και της mtSecA (Sharma et al., 2003).  

Η θερµική αποδιάταξη του DEAD κινητήρα παρουσιάζει διαφορετικό προφίλ 
καµπύλης φθορισµού σε σχέση µε την καµπύλη φθορισµού που παρατηρείται κατά την 
θερµική αποδιάταξη της WTSecA (σχήµα 67; ενώ  και η ένταση του φθορισµού είναι πολύ 
ασθενής σε σχέση µε τον φθορισµό  που αποδίδει η C-περιοχή), αν και διαπιστώνεται 
µετάπτωση µε Tm=43.740C, η οποία σταθεροποιείται µε ADP κατά 1.5 βαθµό (Tm=45.320C). 
Έτσι γίνεται σύγκριση της θερµικής αποδιάταξης των διάφορων SecAIRA1 µεταλλαγών, που 
σαν ολόκληρες πρωτεΐνες παρουσιάζουν παρόµοιο προφίλ φθορισµού  µε την WTSecA κατά 
την θερµική τους αποδιάταξη (σχήµα 68, και Πίνακας IV). ∆ιαπιστώνεται ότι ενώ οι µισές 
SecAIRA1 µεταλλαγές παρουσιάζουν θερµική µετάπτωση µε Tmapp κοντά στο σηµείο 
µετάπτωσης της WTSecA (SecAW775A, E802ASecA, E806ASecA, SecAF811A και 
SecA∆IRA1; Πίνακας IV), οι υπόλοιπες εκδηλώνουν διπλή θερµική µετάπτωση (όπως και οι 
PrlD µεταλλαγές; Hunt et al., 2002; Πίνακας IV). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι οι 
SecAIRA1 µεταλλαγές που παρουσιάζουν διπλή θερµική µετάπτωση, επηρεάζουν καταρχήν 
την δοµή του IRA1 στοιχείου (µεταλλαγές τάξης Ι, εκτός από την SecAR792A, που φαίνεται 
όµως να συµβάλλει στην δοµή του IRA1 στοιχείου σύµφωνα µε την δοµή της mtSecA). 
Εποµένως η περιοχή IRA1 επηρεάζει την διαµόρφωση και κατ’ επέκταση και τον φθορισµό 
των τρυπτοφανών της WD τουλάχιστον περιοχής, της ευρύτερης C-περιοχής. Παρουσία ADP 
διαπιστώνεται σταθεροποίηση της µετάπτωσης και µετατροπή της σε απλή (εκτός από την 
περίπτωση της SecAI789R), µε ποσοτικές όµως διαφορές στο Tm, σε ορισµένες περιπτώσεις 
(SecAW775A, SecAL785R, SecAY803A, SecAF811A και SecA∆IRA1; Πίνακας IV). 
Εποµένως η περιοχή IRA1 επηρεάζει την σταθεροποίηση µε ADP της WD περιοχής και κατά 
συνέπεια και της ευρύτερης C-περιοχής.  

Όπως θα αναφερθεί αναλυτικότερα σε επόµενο Κεφάλαιο η IRA1-περιοχή επηρεάζει 
και την SD-περιοχή της C-περιοχής.   
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Σχήµα 66: Απεικόνιση τρυπτοφανών στην ecSecA. A) Αµινοξική αλληλουχία της ecSecA, στην οποία
σηµειώνονται οι διάσπαρτες τρυπτοφάνες µε κόκκινα γράµµατα ενώ απεικονίζονται µε διαφορετικά χρώµατα τα
αµινοξέα που αντιστοιχούν στις διάφορες περιοχές της (βλέπε δεξιό πάνελ). Στο διπλανό πάνελ απεικονίζονται
οι διάφορες περιοχές της bs, ec, και mtSecA µε τα συγκεκριµένα χρώµατα που έχουν χρησιµοποιηθεί και στο
σχήµα 4, όπως και τα αµινοξέα από τα οποία αποτελούνται σε κάθε είδος βακτηρίου. Β) Απεικόνιση στην
κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA των τρυπτοφανών της ecSecA. Με κόκκινες σφαίρες και γράµµατα
σηµειώνονται οι θέσεις των τρυπτοφανών της ecSecA που απαντούν και στην bsSecA, και µε πορτοκαλί οι εν
δυνάµει θέσεις των τρυπτοφανών της ecSecA που δεν απαντούν στην bsSecA.  
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Σχήµα 67: Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης της SecAWT και του Ν68, που προκύπτουν από
την µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών τους σε αυξανόµενες
θερµοκρασίες. Στο ίδιο διάγραµµα απεικονίζεται η καµπύλη θερµικής αποδιάταξης της
SecAWT απουσία και παρουσία ADP (µπλε και ροζ καµπύλη αντίστοιχα), και του Ν68
απουσία και παρουσία ADP (κίτρινη και τυρκουάζ καµπύλη αντίστοιχα).  
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Σχήµα 68: Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης των διάφορων SecAIRA1 µεταλλαγών  που προκύπτουν
από την µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών τους σε αυξανόµενες θερµοκρασίες.
Συγκεκριµένα σε διάλυµα….. Σε κάθε περίπτωση απεικονίζεται στο ίδιο διάγραµµα η  καµπύλη θερµικής
αποδιάταξης της SecAWT απουσία και παρουσία ADP (µπλε και ροζ καµπύλη αντίστοιχα), και της κάθε
µιας από τις SecAIRA1 πρωτεΐνες απουσία και παρουσία ADP (κίτρινη και τυρκουάζ καµπύλη
αντίστοιχα). Σηµειώνεται ότι έχει γίνει κανονικοποίηση των καµπύλων θερµικής αποδιάταξης, έτσι ώστε
να ξεκινούν από την ίδια ένταση φθορισµού, και να γίνονται πιο εύκολες συγκρίσεις των σηµείων
µεταπτώσεως τους.  Στο τελευταίο διάγραµµα απεικονίζεται ενδεικτικά η πρώτη παράγωγος της
καµπύλης θερµικής αποδιάταξης της GJ3SecA σε συνάρτηση µε την θερµοκρασία, απ’ όπου
προκύπτουν οι τιµές των σηµείων µετάπτωσης -/+ADP (ψηλότερες κορυφές). Αναλυτικά οι τιµές αυτές
για όλες τις SecAIRA1 πρωτεΐνες απεικονίζονται στον πίνακα IV. 

 
Πίνακας IV: Σηµεία µετάπτωσης (apparent Tm) της θερµικής αποδιάταξης των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών, η 
οποία παρακολουθείται µέσω του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών σε διάλυµα µε Mg2+ -/+ ADP. 
  
 
 
Πρωτεΐνη ∆ιάλυµα Mg2+ 

 
∆ιάλυµα 
Mg2+ 
     -ADP 
 

Σταθεροποίηση από 
τοADP 
      του κύριου Tm (0C) 

SecAWT 
 

        42.95 48.01                   5.06 

N68WT 
 

∆ιαφορετική  
   καµπύλη  
από αυτή των 
  SecA/C34 
 
 
        44.6 

∆ιαφορετική  
   καµπύλη  
από αυτή 
των 
  SecA/C34 
 
 
       45.24 

 
 
 

                   
 
 
                  0.64 

C34WT 
 

        49.38 
        50.61∗ 

51.2 - 

 
 

   

SecAW775A 
 

        42.96 45.5                   2.54 

SecAL785R 
 

Tm1:36.04 45.5                   2.45 
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Tm2:43.05∗ 
SecAI789R  46.79  
 

Tm1:38.7∗
Tm2:42.5 

 8.09∗
                  4.29 

SecAR792A 47.5                    4.6 
 

Tm1:38.98 
Tm2:42.9∗ 

SecAP799A 
 

47.47                   4.41 
 

Tm1:36.45 
Tm2:43.06∗

SecAE802A         41.52 47.55                   6.03 
 

Tm2:42.43
SecAE806A         42.6 48.06                   5.46 
 
SecAF811A         43.7 45.5                  1.8 
SecA∆IRA1         44.01   47.05                   3.04
SecAG510A      35.2+43        44.0                  1.0 

SecAY803A Tm1:38.11 
∗ 

45.5                   3.07 

SecAR577K         43.5 46.0                  2.5 
 
∗ Σηµειών αι το κύριο Tm (υψηλότερη κορυφή της παραγώγου) 

 

ετ
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3.2.Ζ. Η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την δέσµευση του DEAD κινητήρα για το  
          πεπτίδιο σηµατοδότη των εκκρινόµενων πρωτεϊνών, αλλά και για  
          την θέση SecYEG στη µεµβράνη. 
 
 

α

Για να διαπιστωθεί εάν η ρύθµιση από την IRA1 περιοχή περιορίζεται µόνο στον 
ρυθµό ανακύκλωσης του νουκλεοτιδίου, ή επεκτείνεται και στις υπόλοιπες λειτουργίες του 
DEAD κινητήρα, µελετήθηκε η ικανότητα των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών να δεσµεύουν 
πεπτίδιο σηµατοδότη και να αλληλεπιδρούν µε το σύµπλοκο SecYEG.  
 Έτσι στην επιφάνεια ενός οπτικού βιοαισθητήρα ακινητοποιήθηκε ένα  µοντέλο 
πεπτίδιο σηµατοδότης (3K7L; βλέπε υλικά και µέθοδοι; Baud et al., 2002), και µετρήθηκε η 
δέσµευση σ’ αυτό των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών (σχήµα 69). Έχει διαπιστωθεί (Baud 
et al., 2002; βλέπε και Εισαγωγή), ότι η θέση δέσµευσης του πεπτιδίου σηµατοδότη (SBD: 

Signal peptide Binding 
Domain) εντοπίζεται στην 1-
263 NBD-περιοχή, µε εντελώς 
απαραίτητα αµινοξέα τα αα 
220-240. Αυτά είτε συνιστούν 
την περιοχή που αλληλεπιδρά 
µε το πεπτίδιο σηµατοδότη 
(που χρειάζεται όµως να 
αποτελεί τµήµα µιας 
ευρύτερης περιοχής για να 
αποκτά την κατάλληλη 
διαµόρφωση), είτε η περιοχή 
δέσµευσης του πεπτιδίου 
σηµατοδότη είναι µία σύνθετη 
επιφάνεια αποτελούµενη τόσο 
από την 1-227 NBD-περιοχή, 
όσο και από την 220-263-
περιοχή. Έτσι µελετήθηκε αν η 
IRA1 περιοχή in trans, 
επηρεάζει αυτή την δέσµευση. 
Παρατηρήθηκε ότι τόσο η 
SecA∆IRA1, όσο και όλες οι 
SecAIRA1 σηµειακές 
µεταλλαγές δεσµεύονται 
εντονότερα στο πεπτίδιο 
σηµατοδότη απ’ ότι η 
WTSecA (50-200%; στήλες 4-
12 στο σχήµα 69). Μάλιστ  σε 
µερικές περιπτώσεις η 
δέσµευση είναι ίδια ή και 
µεγαλύτερη (στήλες 4, 6, 9, 

και 12) από την δέσµευση του DEAD κινητήρα (στήλη 2). Αξίζει να σηµειωθεί ότι παρόµοια 
αποτελέσµατα προέκυψαν και µετά από χηµική διασύνδεση τριτιωµένου πεπτιδίου 
σηµατοδότη ([3H]-3K7L) µε κάθε µία από τις παραπάνω SecAIRA1 πρωτεΐνες, τρέξιµο σε 
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης των δειγµάτων, αυτοραδιογραφία και ποσοτικοποίηση 
των αποτελεσµάτων µε την χρήση phosphorimager (Baud et al., 2002; βλέπε υλικά και 
µέθοδοι). 

Σχήµα 69: ∆έσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη στις διάφορες SecAIRA1
πρωτεΐνες. Συγκεκριµένα SecA και µεταλλαγµένα παράγωγα της (2µΜ σε
διάλυµα 50mM Hepes, pH 8, 50mM KCL, 5mM MgCl2, και DTT 1mM)
προστίθενται στην επιφάνεια συντονισµού plasmon (surface plasmon
resonance) ενός οπτικού βιοαισθητήρα που διαθέτει ακινητοποιηµένο
πεπτίδιο σηµατοδότη (3K7L), όπως περιγράφηκε από τους Baud et al.,
1999. Η αλλαγή στον δείκτη διαθλάσεως παρακολουθείται µε τον χρόνο,
και η απόκριση δέσµευσης στην ισορροπία (t=200s; εκφρασµένη σε
millidegrees) φαίνεται στο παραπάνω σχήµα. 

 Εν συνεχεία µελετήθηκε ο εν δυνάµει ρυθµιστικός ρόλος της IRA1 περιοχής, στην 
δέσµευση του DEAD κινητήρα στο SecYEG σύµπλοκο σε κυστίδια εσωτερικών µεµβρανών 
(inner membrane vesicles, IMVS; Hartl et al., 1990; Brundage et al., 1990; Douville et al., 
1995; Dapic and Oliver, 2000; Βλέπε και υλικά και µέθοδοι). Όπως αναφέρθηκε και στην 
Εισαγωγή η SecA δεσµεύεται µε µεγάλη συγγένεια στο σύµπλοκο SecYEG (KD(SecΑ)=31nM; 
σχήµα 70; Πίνακας V; Hartl et al., 1990), ενώ η δέσµευση του DEAD κινητήρα (Ν68) είναι 10 
φορές µειωµένη (KD(Ν68)=300nM; σχήµα 70; Πίνακας V; Dapic and Oliver, 2000). Από την 
άλλη η δέσµευση της αποµονωµένης C-περιοχής, στο σύµπλοκο SecYEG, δεν είναι 
µετρήσιµη (σχήµα 70; Dapic and Oliver, 2000), υποδηλώνοντας ή ότι δεν αλληλεπιδρά απ’ 
ευθείας µε την θέση SecYEG, ή ότι µακριά από τον DEAD κινητήρα αποκτά µία διαµόρφωση 
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που δεν δεσµεύει SecYEG. Η 
SecA∆IRA1 παρουσιάζει 
συγγένεια για την θέση SecYEG 
που είναι παρόµοια µειωµένη µε 
την συγγένεια του DEAD 
κινητήρα (σχήµα 70; Πίνακας 
V). Οµοίως και όλες οι 
SecAIRA1 µεταλλαγές 
δεσµεύονται 6-10 φορές 
ασθενέστερα στο σύµπλοκο 
SecYEG, εκτός από την 
SecAW775A που η συγγένεια 
της ελαττώνεται λιγότερο  
 
 

 

από δύο φορές. Αξίζει να σηµειωθεί ότι πειράµατα συναγωνισµού της µετατόπισης 
πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες in vitro, από την SecAWT παρουσία υπεραφθονίας των 
διαφόρων SecAIRA1 πρωτεϊνών, που θα λειτουργούσε ως µέτρηση της δέσµευσης των 
µεταλλαγµένων πρωτεϊνών στην θέση SecYEG όπου επιτελείται η µετατόπιση, δεν 
στέφθηκαν µε επιτυχία. Επίσης δεν ήταν ξεκάθαρα τα αποτελέσµατα της χηµικής 
διασύνδεσης των διαφόρων SecAIRA1 πρωτεϊνών είτε µε SecYEG πρωτεολιποσώµατα, είτε 
µε βακτηριακά µεµβρανικά κυστίδια.   

Σχήµα 70: Καµπύλες δέσµευσης της SecA, N68, C34, και της SecA∆IRA1 στο σύµπλοκο SecYEG. Συγκεκριµένα σε
κυστίδια εσωτερικών µεµβρανών (IMVS; 64µg/ml) µε υπερεκφρασµένο το SecYEG σύµπλοκο (βλέπε υλικά και µέθοδοι),
προστίθενται αυξηµένες ποσότητες από κάθε µία από τις παραπάνω πρωτεΐνες [5S-πρωτεΐνη (0.5-0.8X106 cpm/pmol;
Χρησιµοποιείαται σαν ιχνηθέτης, µε συγκέντρωση ~0.5nM) και κρύα πρωτεΐνη από 0.5nM µέχρι 2000nM] σε διάλυµα Β
(50mM Tris-HCL, pH 8, 50mM KCL, 5Mm MgCL2, και 1mM DTT), µε 1mg/ml BSA, σε συνολικό όγκο 20µl. Μετά από 15΄
στον πάγο οι αντιδράσεις φορτώνονται σε ίσο όγκο διαλύµατος Β, µε 0.2Μ σουκρόζη και 1mg/ml BSA, και
φυγοκεντρούνται στις 320.000Χg για 30΄ στους 40C (βλέπε υλικά και µέθοδοι; Hartl et al., 1990). Το υπερκείµενο από κάθε
σωληνάκι αποµακρύνεται και το ίζηµα διαλυτοποιείται σε διάλυµα Β (2Χ100µl). Εν συνεχεία τα διαλυτοποιηµένα ιζήµατα
φορτώνονται σε συσκευή µικροφίλτρου, µαζί µε την ποσότητα του ιχνηθέτη που χρησιµοποιείται σε κάθε πείραµα, και η
οποία δεν έχει δεν έχει υποστεί την παραπάνω διαδικασία (χρησιµοποιείται σαν µάρτυρας για τους διάφορους
υπολογισµούς), και η µεµβράνη στην οποία ακινητοποιούνται τα παραπάνω δείγµατα (δηµιουργία ραδιενεργών κηλίδων)
στεγνώνει στον αέρα.  Η ραδιενέργεια στην µεµβράνη µετράται µε την χρήση phosphorimager (Molecular dynamics) και τα
δεδοµένα αναλύονται µε το λογισµικό πρόγραµµα Graph pad Prism 3.0 (Graph Pad Software, Inc) όπως περιγράφηκε από
τους  Dapic and Oliver, 2000. Σηµειώνεται ότι οι τιµές δέσµευσης αποτελούν µέσους όρους τριών τουλάχιστον
ανεξάρτητων πειραµάτων επιτελούµενων πάνω από τέσσερις φορές. Οι συγγένειες αναγράφονται στον πίνακα VIII. 

 Από τα παραπάνω δεδοµένα λοιπόν προκύπτει ότι η IRA1 περιοχή καταστέλλει την 
δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη από την SecA στο κυτταρόπλασµα. Aυτό συµβαίνει 
επειδή η συγγένεια του DEAD κινητήρα (Ν68), για το πεπτίδιο σηµατοδότη είναι µεγαλύτερη 
από την συγγένεια της ολόκληρης SecA, και ο IRA1 διακόπτης είναι ανοιχτός (αλληλεπίδραση 
Ν68-C34-περιοχών της SecA; Karamanou et al., 1999; βλέπε και Εισαγωγή). Eπιπρόσθετα 
όλες οι SecAIRA1 µεταλλαγές παρουσιάζουν αυξηµένη συγγένεια για το πεπτίδιο 
σηµατοδότη. Από την άλλη µεριά η IRA1 περιοχή βελτιώνει τη δέσµευση του DEAD κινητήρα 
στην θέση SecYEG, αφού η συγγένεια του DEAD κινητήρα (Ν68) για το σύµπλοκο SecYEG 
παρουσιάζεται µειωµένη σε σχέση µε την συγγένεια της WTSecA, ενώ και το ίδιο συµβαίνει 
και για όλες τις SecAIRA1 µεταλλαγές.  
 Αξίζει να σηµειώσουµε ότι παρουσία νουκλεοτιδίων ελαττώνεται η συγγένεια της 
SecAWT για το σύµπλοκο SecYEG (Πίνακας V). Συγκεκριµένα η συγγένεια πέφτει ~6 φορές 
παρουσία ΑΤΡ, και >13 φορές παρουσία ADP, όταν η πρωτεΐνη αποκτά την συµπαγή 
διαµόρφωση της και εξέρχεται από την µεµβράνη (βλέπε Εισαγωγή).  
 Σηµειώνουµε ότι οι διάφορες προσπάθειες µέτρησης της δέσµευσης ολόκληρης της 
προπρωτεΐνης στις διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες στο διάλυµα, ή παρουσία SecYEG 
πρωτεολιποσώµατων/µεµβρανών, προκειµένου να διερευνηθεί περαιτέρω ο ρόλος της IRA1-
περιοχής στην διαδικασία της µετατόπισης στη µεµβράνη, ήταν ανεπιτυχείς. Συγκεκριµένα 
πειράµατα χηµικής διασύνδεσης (χωρίς ή µε πρωτεολιποσώµατα/µεµβράνες) µε την χρήση 
[3H]-πεπτιδίου σηµατοδότη/[35S]-proOmpA (και αυτοραδιογραφίας), ή κρύας proOmpA [και 
ανοσοεντοπισµού (western µε α-proOmpA ή α-SecA)], δεν έδωσαν ξεκάθαρα αποτελέσµατα 
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(χαµηλή απόδοση διασύνδεσης στην περίπτωση των πρωτεολιποσωµάτων, ή πληθώρα 
πρωτεϊνικών ζωνών στην περίπτωση των µεµβρανών). Εξάλλου οι παραπάνω µέθοδοι δεν 
θα µπορούσαν να ήταν και ποσοτικές. Προς τούτο ακολουθείται τώρα στο εργαστήριο µία 
ποσοτική προσέγγιση µέτρησης της δέσµευσης της προπρωτεΐνης στην SecAWT στο 
διάλυµα καταρχήν, µε την χρήση φθορίζοντος υποστρώµατος ή µε την χρήση φθορίζουσας 
SecAWT και κρύου υποστρώµατος, και µέτρησης της αλλαγής του φθορισµού σε κάθε 
περίπτωση σ’ ένα εύρος συγκεντρώσεων της κρύας πρωτεΐνης.  
 
 
 
Πίνακας V 
Σταθερές διάστασης (Dissociation constants) της SecA και των διάφορων µεταλλαγµένων παραγώγων της για το 

SecYEG σύµπλοκο (βλέπε υλικά και µέθοδοι). 

 

SecA 
derivative

mutation KD (SecYEG) 
(nM) 

 4oC 

SecA - 31 

N68 - 110 

SecA∆IRA1 ∆783-795 130 

L785R 107 

I789R 170 

P799A 190 

Class I

Y803A 140 

W775A 51 Class II

F811A 185 

R792A 195 Class III

E806A 110 

Class IV E802A 135 

SecA+ADP - >400 

SecA+ATP - 190 
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3.3. ΦΥΣΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
3.3.A. H C-περιοχή της SecA ρυθµίζει την διαµόρφωση του DEAD  
          κινητήρα. 

Όλα τα παραπάνω δεδοµένα διαδεικνύουν ότι ο IRA1 διακόπτης της 
ευρύτερης C-περιοχής αποτελεί ένα γενικό ρυθµιστή όλων των γνωστών 
δραστηριοτήτων του DEAD κινητήρα (δέσµευση νουκλεοτιδίου, βελτιωµένη και 
αποτελεσµατικά ρυθµιζόµενη υδρόλυση του, δέσµευση πεπτιδίου σηµατοδότη, και 
συγκρότηση της SecA στη µεµβράνη στη θέση SecYEG), αν και είναι δοµικά 
ανέξαρτητος από τον DEAD κινητήρα (σχήµα 56). H C- περιοχή όµως, στην οποία 
ανήκει η IRA1 περιοχή, είναι δοµικά παρακείµενη στον DEAD κινητήρα (σχήµα 56; 
Karamanou et al., 1999; Sianidis et al., 2001; Hunt et al., 2002; Sharma et al., 2003; 
βλέπε και Εισαγωγή), και εποµένως µία σοβαρή πιθανότητα εξήγησης των 
παραπάνω εκτεταµένων επιδράσεων της IRA1 περιοχής, θα µπορούσε να είναι η 
τροποποίηση της διαµόρφωσης του DEAD κινητήρα και των υποπεριοχών του. Η 
υπόθεση αυτή εξετάστηκε άµεσα παρακάτω. 

   Πρώτα απ’ όλα έγινε σύγκριση της διαµόρφωσης του DEAD κινητήρα 
παρουσία [SecA; σχήµα 71Α), C) και Ε) και σχήµα 72 ] και απουσία [Ν68; σχήµα 71 
B), D) και F), και σχήµα 73] της C-περιοχής (που εµπεριέχει την IRA1 περιοχή) της 
SecA. Χρησιµοποιήθηκε περιοριστική πρωτεόλυση (ειδικότερα θρυψινόλυση) για 
συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Συγκεκριµένα 
πραγµατοποιήθηκε ανοσοεντοπισµός των προκυπτόντων πρωτεολυτικών 
πεπτιδίων, µε αντισώµατα ειδικά για κάθε µία από τις τρεις υποπεριοχές του DEAD 
κινητήρα, δηλαδή για την NBD περιοχή [σχήµα 71 Α) και Β)], την IRA2 περιοχή 
[σχήµα 71 C) και D)], και την SSD περιοχή [σχήµα 71 E) και F)], (βλέπε υλικά και 
µέθοδοι; Baud et al., 2002). ∆ιαπιστώθηκε καταρχήν ότι ο DEAD κινητήρας (Ν68), 
απουσία της C-περιοχής, είναι πιο ευαίσθητος στην πρωτεόλυση απ’ ότι στην SecA 
[σύγκριση των πηγαδιών 2-5 των σχηµάτων 71 Α), C), και E), µε τα αντίστοιχα 
πηγαδάκια των 71 B), D), και F); Karamanou et al., 1999]. Εν συνεχεία, όπως έχει 
παρατηρηθεί από τους Karamanou et al., 1999, διαπιστώθηκε ότι ο DEAD κινητήρας 
τόσο της SecA όσο και του Ν68, υφίσταται ειδική πρωτεόλυση από την θρυψίνη  
στην R420 [σχήµα 72 Α), Β), C), D), E), και F)], πηγαδάκια 2-7), που εντοπίζεται στην 
‘’άρθρωση’’ που συνδέει τις περιοχές NBD και IRA2 (στην αρχή του IRA2; Σχήµα 72 
και 73; Karamanou et al., 1999; Hunt et al., 2001; Sharma et al., 2003). H ειδική αυτή 
πρωτεόλυση οδηγεί στην παραγωγή των παρακάτω πεπτιδίων: α. p47 [αα 9-420; 
Karamanou et al., 1999; σχήµα 71Α), Β), Ε) και F), και σχήµα 72 και 73], β. p18 (αα 
421-585; σχήµα 71 C) και D), και σχήµα 72 και 73], και γ. p15 (αα 421-561; σχήµα 71 
C) και D), και σχήµα 72 και 73]. Παράλληλα µε τα πεπτίδια που προκύπτουν από την 
πρωτεόλυση τόσο της SecA, όσο και του Ν68, εντοπίζονται και τρία πεπτίδια που 
είναι µοναδικά της πρωτεόλυσης του DEAD  κινητήρα (στην πραγµατικότητα 
διακρίνονται και στην περίπτωση της πρωτεόλυσης της SecA, αλλά σε πολύ µικρές 
ποσότητες, σχήµα 71Ε, πηγαδάκια 2-7). Τα πεπτίδια αυτά προκύπτουν από 
πρωτεόλυση στην NBD και στην SSD περιοχή και συγκεκριµένα στην R201 ή στις 
R220 και K329 αντίστοιχα [λίγο πριν το Walker B, ή στην αρχή της SSD περιοχής και 
συγκεκριµένα της δοµής του στελέχους (stem), αλλά και στην µέση της SSD 
περιοχής αντίστοιχα; σχήµα 73 και σχήµα 71F), πηγαδάκια 2-7] και είναι τα 
ακόλουθα: δ. p24.9 (αα 202-420), ε. p23 (αα 221-420), και ζ. p12 (αα 221-329).  

Ο DEAD κινητήρας λοιπόν, απουσία της C-περιοχής µε την οποία 
αλληλεπιδρά (Karamanou et al., 1999), 1) γίνεται περισσότερο ευαίσθητος στην 
πρωτεόλυση (γρήγορη εξαφάνιση του Ν68 στην περίπτωση της πρωτεόλυσης του 
DEAD κινητήρα, που είναι ορατή µε τα αντισώµατα έναντι και των τριών περιοχών 
του), ενώ 2) παράλληλα εκθέτει και καινούργια αµινοξέα της NBD και της SSD 
περιοχής προς πρωτεόλυση (παραγωγή των πεπτιδίων δ., ε., και ζ). Και τα δύο 
παραπάνω αποτελέσµατα όµως, υποδηλώνουν αλλαγή της διαµόρφωσης του DEAD 
κινητήρα. Πιθανότατα απουσία της C-περιοχής, οι περιοχές NBD-IRA2 περιοχές   
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είναι πιο χαλαρά συνδεδεµένες [η SecAG510Α (Sianidis et al., 2001; βλέπε και 
Εισαγωγή) στην οποία η αλληλεπίδραση N68-C34 είναι περιορισµένη (όπως εδώ 
απουσιάζει στον αποµονωµένο DEAD κινητήρα), παρουσιάζει ασθενέστερη 
αλληλεπίδραση και των NBD-IRA2 περιοχών], και άρα ευπρόσβλητες από την 
πρωτεάση, ενώ και το στέλεχος της SSD περιοχής, αλλά και η ευρύτερη περιοχή 
γύρω απ’ αυτό,  πιθανά πάλι απουσία της C-περιοχής µε την οποία γειτνιάζει 
(σχήµα  

Σχήµα 71: Περιοριστική θρυψινόλυση της SecAWT και του Ν68 στους 40C. Συγκεκριµένα η SecAWT και το
Ν68 (1.25mg/ml) επωάζονται χωρίς (πηγαδάκια 1-7) ή µε ADP (1mM; πηγαδάκια 8-13), σε διάλυµα Β
(50mM Tris-Cl pH 8, 50mM KCL, 5mM MgCl2, 1mM DTT), για 5΄ στον πάγο. Η προστιθέµενη θρυψίνη (0.1
mg/ml), σε τελικό όγκο 100µl, αδρανοποιείται µετά από 2.5, 5, 10, 15, 30, και 60΄ στους 40C, µε Pefabloc
(40mM; 40C). Τα προκύπτοντα πολυπεπτίδια αναλύονται σε 17% SDS-PAGE µε 6Μ ουρία (φορτώνονται
4.5µg συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε πηγαδάκι), και ανιχνεύονται µε αντισώµατα για τις τρεις περιοχές του
DEAD κινητήρα NBD, IRA2, και SSD (πάνω, µεσαία, και κάτω πάνελ αντίστοιχα). Η ταυτότητα των
διαφόρων πεπτιδίων καθορίζεται είτε µε Ν-τελική αλληλούχιση (N-terminal sequencing), ενώ οι
καρβοξυτελικές θέσεις πρωτεόλυσης προσδιορίζονται από τα προφανή µοριακά βάρη και την πρωτοταγή
αλληλουχία. Τα ονόµατα των πεπτιδίων προκύπτουν από τα µετρούµενα µοριακά τους βάρη µε βάση το
πρόγραµµα  Protparam tool.  
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 72, και 73), αποκαλύπτει αµινοξέα για πρωτεόλυση.  

Σχήµα 72: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης της SecAWT απουσία (Α), και παρουσία ADP (B), µε θρυψίνη
(40C), στην κρυσταλλογραφική δοµή της της bsSecA. Σηµειώνεται ότι οι αργινίνες ή οι λυσίνες µετά τις οποίες
πρωτεολύει η θρυψίνη, υποδηλώνονται µε την µορφή άσπρων σφαιρών, ενώ πρώτα αναγράφεται το όνοµα του
αµινοξέος στην bsSecA (που µπορεί και να µην είναι αργινίνη ή λυσίνη), και στη συνέχεια στην ecSecA, κατ’
αναλογία, όπου πραγµατοποιείται και η πρωτεόλυση. Οι διάφορες περιοχές της bsSecA χρωµατίζονται όπως
έχει πραγµατοποιηθεί στο σχήµα 57 και στο σχήµα 35 στην Εισαγωγή.  

Παρουσία ADP, είδαµε ότι ο DEAD κινητήρας (Ν68) υφίσταται θερµική 
σταθεροποίηση (Sianidis et al., 2001), ενώ σύµφωνα µε τους Karamanou et al., 1999 
σταθεροποιείται και πρωτεολυτικά [σχήµα 71 Α), Β), C), D), E), και F), πηγαδάκια 8-
13]. Με την πρόσδεση ADP η SecA υφίσταται µία αλλαγή στη διαµόρφωση του 
DEAD κινητήρα, που έχει σαν αποτέλεσµα η R420 (τέλος NBD-περιοχής) να µην 
είναι πια προσιτή στη θρυψίνη, όπως και η R561 (IRA2-περιοχή) [σχήµα 72 Α), 
πηγαδάκια 8-13, και σχήµα 72 και 73], ενώ αποκαλύπτεται στην πρωτεάση η Κ360, 
που εντοπίζεται στην SSD περιοχή (λίγο πριν την β-αλυσίδα του στελέχους που 
εισέρχεται στην NBD περιοχή; σχήµα 72 και 73), µαζί µε την R585 (IRA2-περιοχή; 
εκτίθεται στην πρωτεάση και απουσία ADP). Έτσι εξαφανίζονται τα πρωτεολυτικά 
πεπτίδια α., β., και γ., και προκύπτουν τα πεπτίδια στ. p40 [αα 9-360; σχήµα 71Α), 
πηγαδάκια 10-13, και σχήµα 72 και 73; Baud et al., 2002], η. p25 [αα 361-585; σχήµα 
71 C), πηγαδάκια 8-13, και σχήµα 72 και 73; Baud et al., 2002].  

∆ιαπιστώνεται λοιπόν ότι παρουσία ADP στην SecA, επέρχονται αλλαγές 
τόσο στην NBD, και στην IRA2-περιοχή (δεν παρατηρείται πρωτεόλυση στην R420, 
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Σχήµα 73: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης του Ν68 απουσία (Α), και παρουσία ADP (B), µε θρυψίνη στους 40C,
στην κρυσταλλογραφική δοµή του Ν68 της bsSecA. Σηµειώνεται ότι οι αργινίνες ή οι λυσίνες µετά τις οποίες
πρωτεολύει η θρυψίνη, υποδηλώνονται µε την µορφή άσπρων σφαιρών, ενώ πρώτα αναγράφεται το όνοµα του
αµινοξέος στο Ν68 της bsSecA (που µπορεί και να µην είναι αργινίνη ή λυσίνη), και στη συνέχεια στο Ν68 της
ecSecA, κατ’ αναλογία, όπου πραγµατοποιείται και η πρωτεόλυση. Οι διάφορες περιοχές του Ν68 της bsSecA
χρωµατίζονται όπως έχει πραγµατοποιηθεί στο σχήµα 56 και στο σχήµα 34 στην Εισαγωγή.  
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ούτε στην R561, αλλά εξακολουθεί να υφίσταται πρωτεόλυση στην R585), αλλά και 
στην SSD-περιοχή (πρωτεόλυση στην Κ360). Αλλαγή λοιπόν στη διαµόρφωση της 
SSD περιοχής παρατηρείται, όχι µόνο απουσία της C-περιοχής (όπως είδαµε 
προηγουµένως), αλλά και µετά την πρόσδεση ADP στην ολόκληρη πρωτεΐνη. Και 
στις δύο περιπτώσεις η αλλαγή της SSD περιοχής εντοπίζεται  κοντά στην ευρύτερη 
περιοχή της δοµής του στελέχους του (R220 και Κ360). Αντίθετα κατά την 
πρωτεόλυση του N68 παρουσία ADP, διαπιστώνονται µεν τα στ., και η. 
πρωτεολυτικά τµήµατα [σχήµα 71 Β), D) και F), πηγαδάκια 8-13], και άρα 
αποκαλύπτεται στην θρυψίνη η Κ360 και η R585, προκύπτουν όµως µαζί και τα 
πεπτίδια α., β., και γ. [σχήµα 71 Β, D και F, πηγαδάκια 8-13], που υποδηλώνουν την 
έκθεση στην πρωτεάση και των R420 και R561. Κατά συνέπεια η αλλαγή στην 
διαµόρφωση του DEAD κινητήρα (και στις τρεις περιοχές του) που παρατηρείται µε 
την δέσµευση ADP στην SecA, δεν πραγµατοποιείται αποτελεσµατικά στην 
περίπτωση του Ν68. Μπορούµε λοιπόν να µιλάµε για µεγαλύτερη κινητικότητα της 
διαµόρφωσης των NBD, IRA2 και SSD-περιοχών, όταν ο DEAD κινητήρας δεν 
γειτνιάζει µε την C-περιοχή. Πιθανότατα απουσία της C-περιοχής, η αλληλεπίδραση 
των NBD-IRA2 µε το δεσµευµένο ADP, δεν είναι τόσο σταθερή, και έτσι η πρωτεάση 
έχει πρόσβαση στην R420 (NBD-IRA2-περιοχή) και R561 (IRA2-περιοχή). Επιπλέον 
διαπιστώνεται ότι στην περίπτωση του Ν68 παρουσία ADP, η πρωτεόλυση στην 
SSD περιοχή στην R220 θέση, επαναλαµβάνεται όπως και απουσία ADP 
[προκύπτουν τα πρωτεολυτικά πεπτίδια δ., ε., και ζ. [σχήµα 71 F), πηγαδάκια 8-11]. 
Κατά συνέπεια η SSD περιοχή του DEAD κινητήρα, τόσο στην SecA όσο και στο 
Ν68, τροποποιείται µε την δέσµευση ΑDP (παραγωγή πεπτιδίων στ., η., και θ.), αλλά 
απουσία της C-περιοχής παρουσιάζει και µία επιπλέον τροποποίηση, αφού στην 
περίπτωση του Ν68 προκύπτουν τα πεπτίδια δ., ε., και ζ. ∆ηλαδή η SSD περιοχή του 
Ν68, από τη µία µεριά αντιλαµβάνεται το ΑDP όπως και η WTSecA, µε πρωτεόλυση 
στην R360, εξακολουθεί όµως να διατηρεί απουσία της C-περιοχής και µία ήδη 
τροποποιηµένη διαµόρφωση (πρωτεόλυση στην R220 και στην K329). 

 Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η διαµόρφωση του DEAD κινητήρα (και των τριών 
υποπεριοχών του), τόσο απουσία όσο και παρουσία ADP ρυθµίζεται από την C-
περιοχή. 
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3.3.B. Στους 370C η ρύθµιση του DEAD κινητήρα από την C-περιοχή 
περιορίζεται. 
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Στους 370C ο DEAD κινητήρας υφίσταται όπως είδαµε σε προηγούµενο Κεφάλαιο 
ενδόθερµη µετάπτωση (Κεφάλαιο I.IV). Η µετάπτωση αυτή απεικονίζεται και µε την 
περιοριστική πρωτεόλυση της SecA και του N68 στους 370C (σχήµα 74, και 75). 
∆ιαπιστώνεται ότι το πρωτεολυτικό προφίλ που αντιστοιχεί στην διαµόρφωση της SecA και 
του N68 κατά την ενδόθερµη µετάπτωση τους, είναι αρκετά κοντά στο πρωτεολυτικό προφίλ 
που παρατηρείται απουσία της C-περιοχής στους 40C (σύγκριση σχήµατος 71, 72 και 73 µε 
σχήµα 74, και 75), µε την διαφορά ότι συµβαίνει περισσότερη πρωτεόλυση και στις τρεις 
υποπεριοχές του DEAD κινητήρα. ∆ηλαδή παρατηρείται πρωτεόλυση στις R201, και R220, 
Κ329 (των NBD και SSD-περιοχών αντίστοιχα), αλλά τα πεπτίδια που προκύπτουν είναι 
ελαφρώς τροποποιηµένα, µιας και δεν συµβαίνει µόνο πρωτεόλυση στην R420 (της 
µεσόφασης των NBD-IRA2), αλλά και στις K406 (NBD-περιοχή), ή στις K461, R544 (IRA2-
περιοχή), και στις R342, R347 (SSD-περιοχή). ∆ιατηρείται δηλαδή η πρόσβαση της 
πρωτεάσης στην SSD-περιοχή, η οποία και ενισχύεται, αλλά επιτείνεται και η πρωτεόλυση 
στην IRA2-περιοχή (K461, και R544, πλην της συνήθης εκτοµής στις R585, και R561), και 
στην NBD-περιοχή (R420, και K406). Έτσι παράγονται τα πεπτίδια p38, p29, p24, p21, και 
p14, αντί των p24.9, p23, και p12 (σύγκριση σχηµάτων 74 µε 71 και 75 µε 72 και 73). Απ’ 
αυτά το p24 ανιχνεύεται όχι µόνο µε αντίσωµα έναντι της SSD-περιοχής (σχήµα 75C), αλλά 
και µε αντίσωµα έναντι της IRA2-περιοχής (σχήµα 74Β). Εκτός από καινούργια SSD πεπτίδια, 
προκύπτουν και καινούργια IRA2-πεπτίδια, τα p28, p24, p23, και p22 (σχήµα 74Β), καθώς 
δεν πραγµατοποιείται µόνο πρωτεόλυση στην R420, και στις R585, και R561, αλλά και στις 
Κ329, R342, R347, και K360 της SSD-περιοχής.  

Σχήµα 74: Περιοριστική θρυψινόλυση της SecAWT και του Ν68 στους 370C. Συγκεκριµένα η SecAWT και το
Ν68 (0.3mg/ml) επωάζονται χωρίς (πηγαδάκια 1-4 και 8-11) ή µε ADP (1mM; πηγαδάκια 5-7 και 12-14), σε
διάλυµα Β (50mM Tris-Cl pH 8, 50mM KCL, 5mM MgCl2, 1mM DTT), για 5΄ στον πάγο. Η προστιθέµενη
θρυψίνη [0.0025 mg/ml (SecAWT), ή 0.00125mg/ml (N68)], σε τελικό όγκο 100µl, αδρανοποιείται µετά από
1.5, 2.5 και 5΄ στους 370C, µε Pefabloc (9mM; 40C). Τα προκύπτοντα πολυπεπτίδια αναλύονται σε 17% SDS-
PAGE µε 6Μ ουρία (φορτώνονται 4µg συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε πηγαδάκι), και ανιχνεύονται µε
αντισώµατα για τις τρεις περιοχές του DEAD κινητήρα NBD, IRA2, και SSD (πάνω, µεσαία, και κάτω πάνελ
αντίστοιχα). Η ταυτότητα των διαφόρων πεπτιδίων καθορίζεται είτε µε Ν-τελική αλληλούχιση (N-terminal
sequencing), είτε εικάζεται από τα προφανή µοριακά τους βάρη, την ανίχνευση τους µε αντισώµατα έναντι των
τριών περιοχών του Ν68, και από τις συγκρίσεις πρωτεόλυσης στους 40C και στους 370C, ενώ οι
καρβοξυτελικές θέσεις πρωτεόλυσης προσδιορίζονται από τα προφανή µοριακά βάρη και την πρωτοταγή
αλληλουχία. Τα ονόµατα των πεπτιδίων προκύπτουν από τα µετρούµενα µοριακά τους βάρη µε βάση το
πρόγραµµα  Protparam tool.  

Αξίζει να σηµειωθεί ότι παρουσία ADP, παρατηρείται µια πολύ µικρή σταθεροποίηση 
της DEAD-περιοχής τόσο στην περίπτωση της SecA όσο και στην περίπτωση του N68 
(σχήµα 74Α, Β, και C, πηγαδάκια 5-7 και 12-14 σε σύγκριση µε τα 2-4 και 9-11), αλλά στην 
ουσία το πρωτεολυτικό προφίλ είναι σχεδόν ταυτόσηµο απουσία και παρουσία ADP και στις 
δύο παραπάνω πρωτεΐνες. Αλλά και το πρωτεολυτικό προφίλ µεταξύ των SecA και N68 είναι 
το ίδιο στους 370C, γεγονός που περιορίζει την συµβολή της C-περιοχής στην διαµόρφωση 
του DEAD κινητήρα κατά την ενδόθερµη µετάπτωση.  
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Σχήµα 75: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης της SecA (A) και του Ν68 (Β) απουσία και παρουσία ADP, µε
θρυψίνη (370C), στην κρυσταλλογραφική δοµή της της bsSecA. Σηµειώνεται ότι οι αργινίνες ή οι λυσίνες µετά τις
οποίες πρωτεολύει η θρυψίνη, υποδηλώνονται µε την µορφή άσπρων σφαιρών, ενώ πρώτα αναγράφεται το όνοµα
του αµινοξέος στην bsSecA (που µπορεί και να µην είναι αργινίνη ή λυσίνη), και στη συνέχεια στην ecSecA, κατ’
αναλογία, όπου πραγµατοποιείται και η πρωτεόλυση. Οι διάφορες περιοχές της bsSecA χρωµατίζονται όπως έχει
πραγµατοποιηθεί στο σχήµα 56. Αξίζει να σηµειωθεί ότι το προφίλ πρωτεόλυσης του DEAD κινητήρα στους 370C,
τόσο στην SecA, όσο και στο Ν68, µοιάζει µε το πρωτεολυτικό προφίλ του Ν68 στους 40C (σχήµα 73), µε την
διαφορά ότι η πρωτεόλυση του τώρα είναι εντονότερη. Συγκεκριµένα τα επιπλέον αµινοξέα στα οποία γίνεται
πρωτεόλυση σηµειώνονται µε µία γραµµή. 
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3.3.Γ. H IRA1 υποπεριοχή της C-περιοχής της SecA ρυθµίζει την  
          διαµόρφωση του DEAD κινητήρα. 
 
 Προκειµένου να εξεταστεί αν η ρυθµιζόµενη από την C-περιοχή διαµόρφωση του 
DEAD κινητήρα προκαλείται ειδικά από την υποπεριοχή IRA1, επιτελέστηκαν πειράµατα 
περιοριστικής πρωτεόλυσης για τρεις ενδεικτικά SecAIRA1 σηµειακές µεταλλαγές, την 
SecAW775A, την SecAR792A, και την SecAI789R, που παρουσιάζουν διαβάθµιση (ολοένα 
και µειούµενη αντίστοιχα) όσον αφορά την αύξηση και την λειτουργικότητα τους in vivo 
(πείραµα συµπληρωµατικότητας, σχήµα 58).  Συγκεκριµένα πραγµατοποιήθηκε περιοριστική 
πρωτεόλυση των παραπάνω SecAIRA1 σηµειακών µεταλλαγών, παρουσία και απουσία 
ADP, αλλά για ένα µόνο χρονικό διάστηµα, (απλοποίηση των αποτελεσµάτων; βλέπε υλικά 
και µέθοδοι), και τα διάφορα πρωτεολυτικά πεπτίδια διαπιστώθηκαν µε  ανοσοεντοπισµό, µε 
τα αντισώµατα α-NBD [σχήµα 76 Α)], α-IRA2 [σχήµα 76 Β)], και α-SSD [σχήµα 76 C)]. Από 
την πρωτεόλυση απουσία ADP, διαπιστώθηκε καταρχήν ότι ο DEAD κινητήρας, p68, όλων 
των SecAIRA1 µεταλλαγών, όπως και στην περίπτωση του Ν68, είναι πρωτεολυτικά πιο 
ευαίσθητος [σχήµα 76Α), Β), και C), πηγαδάκια 3, 4, και 5, και σχήµα 77], σε σχέση µε αυτόν 
της WTSecA [σχήµα 76 Α), Β), και C), πηγαδάκι 2]. Μάλιστα το πεπτίδιο p68 είναι πιο 
ευαίσθητο σε πρωτεόλυση, στην περίπτωση των SecAIRA1 µεταλλαγών τάξης Ι [σχήµα 76 
Α), Β), και C), πηγαδάκι 4] και ΙΙΙ [σχήµα 76 Α), Β), και C), πηγαδάκι 5]. Έπειτα στην 
περίπτωση της SecAI789R διαπιστώνεται πρωτεόλυση της IRA2 περιοχής και σε καινούργια 
θέση, αφού πέραν  των τµηµάτος β. p18  (βλέπε προηγούµενο Κεφάλαιο) που σηµαίνεται µε 
το α-IRA2 αντίσωµα, σηµαίνεται ένα µεγαλύτερο πεπτίδιο το p22, και ένα µικρότερο το p16 
(πράσινη παύλα) [σχήµα 76Β), πηγαδάκι 5], ενώ δεν σηµαίνεται το p15 (δεν 
πραγµατοποιείται πρωτεόλυση στην R561). Εποµένως η IRA1 περιοχή επιδρά στη 
διαµόρφωση όχι µόνο ολόκληρου του DEAD κινητήρα, αλλά και της υποπεριοχής IRA2 
ειδικότερα. Τέλος στην περίπτωση των SecAIRA1 µεταλλαγών, παρατηρείται όπως και στην 
περίπτωση του Ν68, πρωτεόλυση στην NBD και στην SSD περιοχή, στις R201 και R220 
αντίστοιχα, αφού προκύπτουν τα πεπτίδια δ. p24.9 και ε. p23 [σχήµα 76C), πηγαδάκια 3, και 
4, βλέπε και προηγούµενο Κεφάλαιο, και σχήµα 77). Η SecAI789R µεταλλαγή, λόγω της 
µεγάλης αποσταθεροποίησης του DEAD κινητήρα που προκαλεί δεν δίνει σχεδόν καθόλου 
σήµα, ούτε µε το α-NBD, ούτε µε το α-SSD αντισώµατα. Εντούτοις στην περίπτωση της 
SecAI789R πρωτεΐνης η πρωτεόλυση στην SSD-περιοχή, επεκτείνεται και στην Κ360, εκτός 
από την R220, οπότε και προκύπτει το πεπτίδιο p16 (αα 221-360; Σχήµα 76, πηγαδάκι 5, 
όπου απεικονίζεται µε πράσινα γράµµατα, και σχήµα 29), ενώ διαπιστώνεται πρωτεόλυση και 
στην Κ329, οπότε και προκύπτει το πεπτίδιο p12 (αα 221-329; Σχήµα 76, πηγαδάκι 5, όπου 
απεικονίζεται µε πράσινα γράµµατα, και σχήµα 77).   

Εποµένως η IRA1 περιοχή εκτός από την διαµόρφωση ολόκληρου του DEAD 
κινητήρα ρυθµίζει την διαµόρφωση όλων των υποπεριοχών του όπως και στο Ν68, η 
απουσία της C-περιοχής. Γι’ αυτό και οι SecAIRA1 πρωτεΐνες προσδίδουν πρωτεολυτικό 
προφίλ απουσία ADP παρόµοιο µε αυτό του Ν68.   
 Στη συνέχεια η περιοριστική πρωτεόλυση των SecAIRA1 µεταλλαγών παρουσία 
ADP, οδηγεί σε σταθεροποίηση του πεπτιδίου p68 [σχήµα 76 Α), Β), και C), πηγαδάκια 7-9, 
και σχήµα 77], όπως και στην περίπτωση της WTSecA [σχήµα 76 Α), Β), και C), πηγαδάκι 6, 
και σχήµα 77], λόγω ακριβώς της δέσµευσης του ADP. Παράλληλα διαπιστώνεται και 
πρωτεόλυση στην Κ360 (παραγωγή των πεπτιδίων p40 και p25; Σχήµα 76 Α) και Β), 
πηγαδάκια 7-9,  και σχήµα 77), πάλι όπως και στην περίπτωση της SecAWT (Σχήµα 76Α) και 
Β), πηγαδάκι 5, και σχήµα 77). Από την άλλη µεριά όµως, η R420 (στη µεσόφαση των NBD-
IRA2) και η R561 (IRA2-περιοχή), οι οποίες παρουσία ADP στην περίπτωση της WTSecA 
κρύβονται από την θρυψίνη, παραµένουν προσιτές σε πρωτεόλυση σε σηµαντικό βαθµό από 
τις τρεις SecAIRA1 µεταλλαγές [σχήµα 76Β), πηγαδάκια 7-9; Πεπτίδια p18 και p15, και σχήµα 
77] 

Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι οι SecAIRA1 µεταλλαγές, υφίστανται αλλαγή στην 
διαµόρφωση του DEAD κινητήρα µετά την δέσµευση ADP, [υφίστανται πρωτεόλυση στην 
Κ360 (SSD-περιοχή) και στην R585 (IRA2-περιοχή)], όπως η WTSecA, αλλά µε µικρότερη 
αποτελεσµατικότητα, καθώς πρωτεολύονται και στην R420 και στην R561, όπως και ο 
απελευθερωµένος από την C-περιοχή DEAD κινητήρας. Σηµειώνουµε ότι παρουσία ADP η 
πρωτεόλυση των SecAIRA1 µεταλλαγών στην R220 (SSD-περιοχή) παραµένει, αλλά δεν 
είναι τόσο έντονη [σχήµα 76C), πηγαδάκια 7 και 8, και σχήµα 77], πιθανότατα λόγω της 
επίδρασης του ADP στην SSD-περιοχή παρουσία της C-περιοχής. 
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Εποµένως απ’ όλα τα παραπάνω προκύπτει, ότι οι SecAIRA1 µεταλλαγές παρουσιάζουν ένα 
παρόµοιο προφίλ θρυψινόλυσης, µ’ αυτό του DEAD κινητήρα, που  
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Σχήµα 76: Περιοριστική θρυψινόλυση των SecAIRA1 πρωτεϊνών.  Στα Α), C), και E),  η πρωτεόλυση
πραγµατοποιείται στους 40C ενώ στα B), D), και F) στους 370C. Συγκεκριµένα η SecAWT και οι τρεις παραπάνω
ενδεικτικές σηµειακές IRA1 µεταλλαγές (0.3mg/ml) επωάζονται χωρίς (πηγαδάκια 1-5) ή µε ADP (1mM; πηγαδάκια 6-
9), σε διάλυµα Β (50mM Tris-Cl pH 8, 50mM KCL, 5mM MgCl2, 1mM DTT), για 5΄ στον πάγο. Η προστιθέµενη
θρυψίνη [0.0025 mg/ml (40C), ή 0.00025mg/ml (370C)], σε τελικό όγκο 100µl, αδρανοποιείται µετά από 13.5΄ (40C) ή
5΄ (370C) µε Pefabloc (9mM). Τα προκύπτοντα πολυπεπτίδια αναλύονται σε 17% SDS-PAGE µε 6Μ ουρία
(φορτώνονται 4µg συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε πηγαδάκι), και ανιχνεύονται µε αντισώµατα για τις τρεις περιοχές του
DEAD κινητήρα NBD, IRA2, και SSD (πάνω, µεσαία, και κάτω πάνελ αντίστοιχα). Η ταυτότητα των διαφόρων
πεπτιδίων καθορίζεται µε Ν-τελική αλληλούχιση (N-terminal sequencing), ενώ οι καρβοξυτελικές θέσεις πρωτεόλυσης
προσδιορίζονται από τα προφανή µοριακά βάρη και την πρωτοταγή αλληλουχία. Τα ονόµατα των πεπτιδίων
προκύπτουν από τα µετρούµενα µοριακά τους βάρη µε βάση το πρόγραµµα  Protparam tool. Σηµειώνεται ότι για
ορισµένα πεπτίδια, η ταυτότητα τους δεν προκύπτει από Ν-τελική αλληλούχιση, αλλά εικάζεται από τα προφανή
µοριακά τους βάρη, την ανίχνευση τους µε αντισώµατα έναντι συγκεκριµένων περιοχών του Ν68, και από τις
συγκρίσεις πρωτεόλυσης στους 40C και στους 370C.  Συγκεκριµένα όσον αφορά την πρωτεόλυση στους 40C τα
παραπάνω ισχύουν για τα p22, και p16 πεπτίδια της SecAI789R (που περιλαµβάνουν τµήµα της IRA2-περιοχής).
Από την άλλη όσον αφορά την πρωτεόλυση στους 370C, τα παραπάνω ισχύουν για το πεπτίδιο p38 (που εµπεριέχει
τµήµατα από την NBD, IRA2, και την SSD-περιοχή), για τα πεπτίδια p24 και, p22 (που εµπεριέχουν τµήµα µόνο της
IRA2-περιοχής), για τα p21 και p14 (που περιέχουν τµήµα της NBD και της SSD-περιοχής), για το p23 (που περιέχει
τµήµα και της IRA2 και της SSD-περιοχής), και για το p22 πεπτίδιο της SecAI789R (που περιέχει τµήµα της περιοχής
IRA2). 
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αναφέρθηκε στο προηγούµενο Κεφάλαιο [σχήµα 71 Β), D), F)]. 

Σχήµα 77: Αναγραφή των θέσεων πρωτεόλυσης των SecAIRA1 πρωτεϊνών απουσία (Α), και παρουσία ADP (B),
µε θρυψίνη (40C), στην κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA. Σηµειώνεται ότι οι αργινίνες ή οι λυσίνες µετά τις
οποίες πρωτεολύει η θρυψίνη, υποδηλώνονται µε την µορφή άσπρων σφαιρών, ενώ πρώτα αναγράφεται το
όνοµα του αµινοξέος στην bsSecA (που µπορεί και να µην είναι αργινίνη ή λυσίνη), και στη συνέχεια στην
ecSecA, κατ’ αναλογία, όπου πραγµατοποιείται και η πρωτεόλυση. Οι διάφορες περιοχές της bsSecA
χρωµατίζονται όπως έχει πραγµατοποιηθεί στο σχήµα 4. Στο σχήµα Α) µε πράσινη σφαίρα σηµειώνονται τα
αµινοξέα στα οποία γίνεται πρωτεόλυση απουσία ADP, µόνο στην SecAI789R. 

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν τα παραπάνω ισχύουν και για τις υπόλοιπες 
SecAIRA1 πρωτεΐνες πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κινητικής πρωτεόλυσης για όλες αυτές 
τις πρωτεΐνες στα οποία όµως τα διάφορα πεπτίδια ανιχνεύονται µε χρώση αργύρου (silver 
staining; Βλέπε υλικά και µέθοδοι) για συντόµευση της διαδικασίας (σχήµα 78 Α-J). 
Συµπεραίνουµε ότι όλες οι SecAIRA1 πρωτεΐνες παρουσιάζουν περισσότερο ή λιγότερο 
παρόµοιο πρωτεολυτικό προφίλ µ’ αυτό του Ν68. Έτσι διαπιστώνεται σ’ όλες τις περιπτώσεις 
αυξηµένη ευαισθησία του DEAD κινητήρα απουσία ADP (σχήµα 78 Β- J, πηγαδάκια 2-7), 
αλλά και µειωµένη σταθεροποίηση του, παρουσία ADP (σχήµα 78 Β- J, πηγαδάκια 8-14), σε 
σχέση µε την SecAWT (σχήµα 78A, πηγαδάκια 2-7 και 8-14). Από την άλλη µεριά, παρουσία 
ADP δεν πραγµατοποιείται αποτελεσµατικά η αλλαγή στη διαµόρφωση του DEAD κινητήρα 
(διακοπή πρωτεόλυσης στην R220 και R561, και έναρξη πρωτεόλυσης στην Κ360), όπως και 
στην περίπτωση του Ν68. Έτσι είτε παράγονται τα πεπτίδια p18 (αα421-585) και p15 (421-
561), όπως συµβαίνει στις SecAL785R, SecAR792A, SecAE802A, SecAY803A, SecAE806A, 
και SecAF811A [Σχήµατα 78 C), E), και G)-J), κίτρινο αστεράκι], είτε παράγεται και/ή το p47 
πεπτίδιο (αα9-420) όπως συµβαίνει στις SecAE802A, και SecAY803A [Σχήµατα 78  G) και 
Η), πράσινο αστεράκι]. Αντίστοιχα, και απουσία ADP η διαµόρφωση του DEAD κινητήρα σε 
κάποιες SecAIRA1 πρωτεΐνες δεν είναι σταθερή καθώς προκύπτει και το πεπτίδιο p40 (αα9-
360), εκτός από το p47 (αα9-420), όπως συµβαίνει στις SecAR792A, SecAP799A, 
SecAE802A, και στην SecAY803A [Σχήµατα 78E), F), G), και H), µπλε αστεράκι]. Τέλος 
παρατηρείται παραγωγή σε ορισµένες περιπτώσεις και των p24.9 (202-420) και p23 (αα221-
420) SSD-πεπτιδίων που είναι χαρακτηριστικά της πρωτεόλυσης του DEAD κινητήρα 
απουσία της C-περιοχής, όπως συµβαίνει στις SecAL785R, SecAR792A, SecAE802A, και 
στην SecAY803A, SecAE806A, και SecAF811A [Σχήµατα 78C), E), και  G)-J, µοβ βέλη].      
  Απ’ όλα τα παραπάνω συµπεραίνουµε λοιπόν ότι ο DEAD κινητήρας των SecAIRA1 
µεταλλαγών παρουσιάζει διαφορετικό πρωτεολυτικό προφίλ σε σχέση µε το προφίλ της 
WTSecA. Η IRA1 περιοχή προκαλεί αλλαγές στην διαµόρφωση και των τριών υποπεριοχών 
του DEAD κινητήρα, NBD, IRA2 και SSD, όπως και ολόκληρη η C-περιοχή, αλλά και η 
πρόσδεση του ADP στην µεσόφαση των NBD-IRA2. Η πλαστικότητα κατά συνέπεια του 
DEAD κινητήρα ρυθµίζεται όχι µόνο από το δεσµευµένο σ’ αυτόν ADP, αλλά και από τον 
δοµικά παρακείµενο IRA1 διακόπτη in trans. 
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Σχήµα 78: Περιοριστική θρυψινόλυση της SecAWT και των υπολοίπων SecAIRA1 πρωτεϊνών στους 40C.
Συγκεκριµένα οι παραπάνω πρωτεΐνες (0.3mg/ml) επωάζονται χωρίς (πηγαδάκια 1-7) ή µε ADP (1mM; Πηγαδάκια 8-
14), σε διάλυµα Β (50mM Tris-Cl pH 8, 50mM KCL, 5mM MgCl2, 1mM DTT), για 5΄ στον πάγο. Η προστιθέµενη
θρυψίνη (0.025 mg/ml), σε τελικό όγκο 100µl, αδρανοποιείται µετά από 2.5, 5, 10, 15, 30,  και 60΄ στους 370C, µε
Pefabloc (10mM; 40C). Τα προκύπτοντα πολυπεπτίδια αναλύονται σε 17% SDS-PAGE µε 6Μ ουρία (φορτώνονται
4µg συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε πηγαδάκι), και ανιχνεύονται µε αντισώµατα για τις τρεις περιοχές του DEAD
κινητήρα NBD, IRA2, και SSD (πάνω, µεσαία, και κάτω πάνελ αντίστοιχα). Η ταυτότητα των διαφόρων πεπτιδίων
καθορίζεται είτε µε Ν-τελική αλληλούχιση (N-terminal sequencing), ενώ οι καρβοξυτελικές θέσεις πρωτεόλυσης
προσδιορίζονται από τα προφανή µοριακά βάρη και την πρωτοταγή αλληλουχία. Τα ονόµατα των πεπτιδίων
προκύπτουν από τα µετρούµενα µοριακά τους βάρη µε βάση το πρόγραµµα  Protparam tool. Σηµειώνεται ότι η
ταυτότητα των παραγόµενων πεπτιδίων αναγράφεται µόνο για το Β και H διάγραµµα, ενώ είναι ανάλογη και για τα
υπόλοιπα διαγράµµατα. Για την SecAI789R τα πεπτίδια p22 και p16 είναι γνωστό µόνο ότι περιέχουν τµήµα της
IRA2-περιοχής. Με κίτρινο αστεράκι σηµειώνονται τα p18 και p15 πεπτίδια που εντοπίζονται και παρουσία ADP σε
ορισµένες SecAIRA1 πρωτεΐνες. Με µπλε αστεράκι σηµειώνεται το p40 πεπτίδιο που εντοπίζεται και απουσία ADP σε
ορισµένες SecAIRA1 πρωτεΐνες. Με µοβ βέλη σηµειώνονται τα p24.9 και p23 πεπτίδια που φυσιολογικά απαντώνται
µόνο κατά την πρωτεόλυση του Ν68. Τέλος µε πράσινο αστεράκι σηµειώνεται το p47 πεπτίδιο που απαντάται και
παρουσία ADP σε ορισµένες SecAIRA1 πρωτεΐνες.   
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3.3.∆. Οι SecAIRA1 πρωτεΐνες δεν υφίστανται την ενδόθερµη µετάπτωση  
           της SecAWT κατά την µετάβαση από τους 40C στους 370C. 
 

Επιτελώντας πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης όπως στα σχήµατα 76 Α), Β), 
και C), για τις διάφορες SecAIRA1 πρωτεΐνες, αλλά τώρα στους 370C [σχήµα 76 D), E), και F)  
και σχήµα 79, όπου στο ίδιο πήκτωµα φορτώνονται τα προϊόντα πρωτεόλυσης των 
SecAIRA1 πρωτεϊνών στους 4 και στους 370C), διαπιστώθηκε ότι το πρωτεολυτικό προφίλ 
τους είναι ίδιο µε της SecAWT και του N68 στους 370C. Επειδή όµως το πρωτεολυτικό 
προφίλ των SecAIRA1 πρωτεϊνών στους 40C είναι παρόµοιο µε προφίλ του Ν68 επίσης 
στους 40C, και το τελευταίο όπως αναφέρθηκε προηγουµένως είναι το χαρακτηριστικό προφίλ 
της διαµόρφωσης της SecAWT κατά την ενδόθερµη µετάπτωση της (απλά στους 370C 
πραγµατοποιείται περισσότερη πρωτεόλυση σ’ όλες τις υποπεριοχές του DEAD κινητήρα), 
συµπεραίνουµε ότι οι SecAIRA1 πρωτεΐνες δεν υφίστανται ουσιαστική αλλαγή στη 
διαµόρφωση τους κατά την παραπάνω µετάπτωση (όπως είδαµε και για το Ν68). Φαίνεται ότι 
η αλλαγή στη διαµόρφωση του DEAD κινητήρα στους 370C, που συντελείται µέσω της C-
περιοχής (αφού παρατηρείται παρόµοιο προφίλ του Ν68 στους 40C και στους 370C) είναι 
αρύθµιστη στις SecAIRA1 µεταλλαγές. Αυτές όπως και το Ν68 (όπου απουσιάζει η C-
περιοχή), µοιάζουν να έχουν µία ενισχυµένη προδιάθεση της διαµόρφωσης της ενδόθερµης 
µετάπτωσης τους ήδη από τους 40C.      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Σχήµα 79: Περιοριστική θρυψινόλυση  της SecAWT και τριών αντιπροσωπευτικών  SecAIRA1 πρωτεϊνών στους 40

και στους 370C. Η πρωτεόλυση πραγµατοποιείται όπως φαίνεται στο προηγούµενο σχήµα, µε την διαφορά ότι τώρα
τα δείγµατα των  40 και των 370 φορτώνονται στο ίδιο αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης (17% SDS-PAGE και 6Μ
ουρία). Στα πάνελ A), B), και C) απεικονίζεται η πρωτεόλυση των SecAWT, SecAW775A, και SecAI789R, ενώ στα
D), E), και F) η πρωτεόλυση των SecAWT SEcAR792A.  
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3.3.E. Φυσική βάση της διαµόρφωσης και της λειτουργίας του DEAD  
          κινητήρα από τον IRA1 διακόπτη. 
 
 

παραπάνω αυτά πεπτίδια σε µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (NATIVE-PAGE; βλέπε υλικά 

αυτές τις IRA1 µεταλλαγές είναι διαταραγµένη. 

Το ερώτηµα που προκύπτει τώρα είναι πως η IRA1 περιοχή ασκεί την παραπάνω 
δοµική και λειτουργική δραµατική επίδραση στον DEAD κινητήρα in trans, χωρίς να αποτελεί 
δοµικό του στοιχείο. Εξετάστηκε καταρχήν αν η αλληλεπίδραση της C-περιοχής µε τον DEAD 
κινητήρα η οποία υφίσταται στην περίπτωση της WTSecA (Karamanou et al., 1999; βλέπε και 
Εισαγωγή), διαταράσσεται στην περίπτωση των SecAIRA1 µεταλλαγών, κάτι που θα 
µπορούσε να ερµηνεύσει την αλλαγή της διαµόρφωσης και της λειτουργίας του DEAD 
κινητήρα, από την IRA1 υποπεριοχή της C-περιοχής. Γι’ αυτό το σκοπό οι παραπάνω 
µεταλλαγές εισήχθησαν στο γονίδιο του c34 που κωδικοποιεί για έξι ιστιδίνες στο αµινοτελικό 
άκρο της C34 πρωτεΐνης (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Εν συνεχεία ελέγχθηκε η ικανότητα των 
διάφορων καθαρισµένων C34 τµηµάτων (αα 610-901) των SecAIRA1 µεταλλαγών (βλέπε 
υλικά και µέθοδοι) να δεσµεύουν Ν68, από την ανασύσταση ολόκληρης SecA από τα 

και µέθοδοι; σχήµα 80). Έτσι πετυχηµένες και σταθερές συνδέσεις του DEAD κινητήρα µε το 
C34WT ή τα C34IRA1 πεπτίδια, έχουν σαν αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός καινούργιου 
ηλεκτροφορητικού είδους, που µετακινείται πιο αργά από ότι µόνα τους τα πεπτίδια Ν68 και 
C34, και εντοπίζεται σε τοποθεσία παρόµοια µ’ αυτήν της διµερούς SecA (σχήµα 80, 
πηγαδάκι 4, για την WTSecA, και µαρκάρισµα µε µαύρο βέλος). Σηµειώνεται ότι το 
πολυπεπτίδιο C34E802A, πρωτεολύεται κατά την διάρκεια της παρασκευή του, στην K643 
(SD-περιοχή; πραγµατοποιήθηκε αµινοτελική αµινοξική αλληλούχιση του προκύπτοντος 
πεπτιδίου; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Έτσι ενώ φαίνεται να αλληλεπιδρά µε τον DEAD 
κινητήρα (Ν68), αφού προκύπτει ένα καινούργιο ηλεκτροφορητικό είδος µετά την ανάµιξη των 
Ν68 και p30 (αα 644-901) πεπτιδίων, αυτό δεν τρέχει στο ύψος της ανασυστάµενης διµερούς 
SecA, αλλά σε χαµηλότερο (σχήµα 80, πηγαδάκι 22). Όσον αφορά τώρα τις SecAIRA1 
µεταλλαγές τάξης ΙΙ (SecAW775A και SecAF811A), αλλά και την  τάξης Ι µεταλλαγή, 
SecAY803A (που παρουσιάζει, όπως και οι µεταλλαγές τάξης ΙΙ, αλληλεπίδραση µε την SD-
περιοχή; Κεφάλαιο ΙΙΙ), φαίνεται ότι αποτυγχάνουν στον σχηµατισµό σταθερών µορφών 
ανασυστάµενης SecA. Σχηµατίζεται µάλλον µία ευρεία ζώνη (σχήµα 80, πηγαδάκια 14, 16, 
και 12 αντίστοιχα), η οποία τρέχει γρηγορότερα από την ανασυστάµενη διµερή SecA (σχήµα 
80, πηγαδάκι 4, σκούρο βέλος), υποδεικνύοντας ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ των N68 και 
C34 περιοχών των παραπάνω SecAIRA1 µεταλλαγών, είναι ασθενής. Η ευρεία αυτή ζώνη 
πολύ πιθανά αντιπροσωπεύει µία συλλογή ενδιάµεσων συµπλόκων. Όλα τα υπόλοιπα 
C34IRA1 πεπτίδια σχηµατίζουν ανασυστάµενη SecA µε Ν68 (σχήµα 80, πηγαδάκια 6, 8, 10, 
18, και 20), αλλά η ένταση της δέσµευσης παρουσιάζεται µειωµένη κατά 10-40% σε µερικές 
περιπτώσεις, σε σχέση µε την δέσµευση στην SecAWT (σχήµα 80, πηγαδάκι 4). Το γεγονός 
αυτό υποδηλώνει ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ του DEAD κινητήρα και της C-περιοχής, και σ’ 

C34
N68

SecA
N68
C34

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

- + + - - - - - - - - -+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +-

Se
cA

L7
85

R

I7
89

R

P7
99

A

Y8
03

A

W
77

5A

F8
11

A

R
79

2A

E8
06

A

E8
02

A

I II III IVClass

C34
N68

SecA
N68
C34

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

- + + - - - - - - - - -+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +-

Se
cA

L7
85

R

I7
89

R

P7
99

A

Y8
03

A

W
77

5A

F8
11

A

R
79

2A

E8
06

A

E8
02

A

I II III IVClass

SecA
N68
C34

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

- + + - - - - - - - - -+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +-

Se
cA

L7
85

R

I7
89

R

P7
99

A

Y8
03

A

W
77

5A

F8
11

A

R
79

2A

E8
06

A

E8
02

A

I II III IVClass

Σχήµα 80: Ανασύσταση διµερούς SecA από καθαρισµένα Ν68 και C34IRA1 πεπτίδια. Συγκεκριµένα το Ν68
(0.003mg) αναµιγνύεται σε αναλογία 1:12 µε C34WT ή µε τα διάφορα C34IRA1 πεπτίδια (0.009mg) σε διάλυµα
Β (50mM Tris-Cl, 50mM KCl, 5mM MgCl2, και 2mM DTT) σε αντιδράσεις 20µl, και ακολουθεί επώαση για 5΄
στους 40C. Τα αναµεµιγµένα πολυπεπτίδια αναλύονται σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης 10% (Native
PAGE),και χρωµατίζονται µε coomassie Blue όπως περιγράφεται από τους Karamanou et al., 1999. Το µαύρο
βέλος υποδεικνύει το ανασυστάµενο σύµπλοκο του Ν68 µε το C34WT (πηγαδάκι 4) ή µε ορισµένα από τα
C34IRA1 πεπτίδια (πηγαδάκια 6, 8, 10, 18, και 20)  
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 Προκειµένου να εξεταστεί αν η παραπάνω διαταραγµένη αλληλεπίδραση µεταξύ των 
C34IRA1 παραγώγων και του Ν68 οδηγεί και σε αλλαγµένη λειτουργικότητα του DEAD 
ινητήρα

ργική) µε τον DEAD 
ινητήρα

κ , και άρα αποτελεί τον τρόπο µε τον οποίο πραγµατοποιείται η ρύθµιση της 
δραστικότητας του DEAD κινητήρα από τον IRA1 διακόπτη, ποσοτικοποιήθηκε η καταστολή 
της ΑΤΡάσης του Ν68 µετά την προσθήκη των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων (σχήµα 81; 
Karamanou et al., 1999; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Οι Karamanou et al., 1999 έδειξαν ότι όταν 
το C34WT πεπτίδιο δεσµεύσει Ν68 και ανασυσταθεί η διµερής SecAWT, καταστέλλεται η 

υψηλή δραστικότητα ΑΤΡάσης του DEAD κινητήρα (σχήµα 32), κάτι που δεν συµβαίνει στην 
περίπτωση του C34∆IRA1 (σχήµα 81). Όσον αφορά τώρα όλα τα C34IRA1 µεταλλαγµένα 
πεπτίδια, αυτά είτε δεν καταστέλλουν την DEAD ATPάση (SecAW775A, SecAF811A, και 
SecAY803A), είτε την καταστέλλουν, αλλά µε µικρότερη απόδοση (SecAI789R, SecAR792A, 
και SecAL785R), είτε µε µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα (SecAE806A, και SecAP799A) απ’ 
ότι η SecAWT (σχήµα 81). Eπειδή όπως διαπιστώνεται στο παραπάνω πείραµα το 
πρωτεολυµένο πεπτίδιο C34E802A, δεν καταστέλλει την δραστικότητα ATPάσης του DEAD 
κινητήρα (σχήµα 81, στήλη 12), ενώ φαίνεται ότι αλληλεπιδρά µε αυτόν (σχήµα 80, πηγαδάκι 
22), το τµήµα 610-643 της C-περιοχής που λείπει από το  παράγωγο C34E802A, πρέπει να 
ευθύνεται γι’ αυτή την καταστολή. Το τµήµα όµως αυτό αλληλεπιδρά µε την IRA2 περιοχή του 
DEAD κινητήρα (Κεφάλαιο ΙΙΙ), η οποία και ρυθµίζει την υδρόλυση του.  
 Κατά συνέπεια οι διάφορες SecAIRA1 µεταλλαγές διαταράσσουν σε µεγαλύτερο, ή 
µικρότερο βαθµό την επικοινωνία της C-περιοχής (δοµική και λειτου
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Σχήµα 81: Καταστολή της ΑΤΡάσης της Ν-περιοχής από τα C34IRA1 πεπτίδια. Συγκεκριµένα τα διάφορα
C34IRA1 πεπτίδια (0.006mg) προστίθενται σε 50 µl αντιδράσεις που περιέχουν Ν68 (0.001mg) σε αναλογία
12:1 αντίστοιχα (βλέπε υλικά και µέθοδοι), και επωάζονται όπως περιγράφεται από τους Karamanou et al.,
1999. Εν συνεχεία προσδιορίζεται η Βασική ΑΤΡάση κάθε αντίδρασης (Lill et al., 1990). Σε κάθε περίπτωση
αφαιρείται ο θόρυβος από το εκάστοτε C34 πεπτίδιο.  

κ , και  πιθανότατα έτσι η IRA1–περιοχή ρυθµίζει την διαµόρφωση και την λειτουργία 
του DEAD κινητήρα.  
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3.3.Z. ∆ιερεύνηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων  
          περιοχών και υποπεριοχών της SecA. 
 

Προκειµένου να διερευνήσουµε περαιτέρω την επίδραση των SecAIRA1 µεταλλαγών 
στην επικοινωνία µεταξύ των διάφορων περιοχών της SecA, µελετήσαµε λεπτοµερέστερα τα 
διάφορα είδη αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών και υποπεριοχών καταρχήν 
στην SecAWT.    
 
3.3.Η.I. C-περιοχή της SecA επικοινωνεί µε τις NBD, και IRA2- 
             υποπεριοχές του DEAD κινητήρα.  

 
Τόσο από την δοµή της bsSecA (Hunt et al., 2002; Εισαγωγή σχήµα 34, και  

Κεφάλαιο I των αποτελεσµάτων σχήµα 56), την δοµή της ecSecA (Sharma et al., 2003; 
Εισαγωγή σχήµα 38, και Κεφάλαιο Ι των αποτελεσµάτων σχήµα 56), αλλά και σύµφωνα µε 
πιο εµπεριστατωµένες µελέτες των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών της 
SecA, που θ΄ αναφερθούν στο Κεφάλαιο ΙΙΙ των αποτελεσµάτων, αναµένεται ότι η C-περιοχή 
της SecA αλληλεπιδρά (µέσω της SD-υποπεριοχής της), τόσο µε την NBD-, όσο και µε την  
IRA2-περιοχή (δηµιουργούνται αρκετοί δεσµοί άλατος; Κεφάλαιο ΙΙΙ των αποτελεσµάτων). 
Από την άλλη µεριά δεν αναµένεται ισχυρή και σταθερή αλληλεπίδραση της C-περιοχής µε 
την SSD-περιοχή, καθώς οι αλληλεπιδράσεις των διάφορων υποπεριοχών της C-περιοχής µε 
την SSD-περιοχή [η C-περιοχή επικοινωνεί µε την SSD-περιοχή µέσω της IRA1-υποπεριοχής 
της, µέσω της  SD-υποπεριοχής (λίγες αλληλεπιδράσεις τόσο στην bs όσο και στην mtSecA), 
µέσω της WD-υποπεριοχής (µόνο όµως στην  bsSecA), και µέσω της CT-υποπεριοχής; 
Κεφάλαιο ΙΙΙ] δεν πραγµατοποιούνται από πληθώρα αµινοξέων, ενώ η SSD-περιοχή 
χαρακτηρίζεται επιπλέον και από µεγάλη κινητικότητα (υψηλοί Β παράγοντες;βλέπε 
Εισαγωγή), και είναι γεµάτη κοιλότητες (σχήµα 82). 

Οι παραπάνω µελέτες της κρυσταλλογραφικής δοµής της SecA, υποστηρίζονται και 
µε βιοχηµικά πειράµατα. Συγκεκριµένα 
χρησιµοποιήθηκαν ραδιοσηµασµένα 
πεπτίδια του Ν68 που περιέχουν την 
NBD (35SN1-263, 35SN1-300, 35SN1-349, 
35SN1-382, 35SN1-456, και 35SN1-479), 
την SSD (35SN244-478), ή την IRA2-
περιοχή του (35SN270-610, 35SN300-610, 
35SN355-610, 35S385-610, και 35SN427-
610), τα οποία αναµίχθηκαν µε περίσσεια 
‘’κρύου’’ C34, όπως αναφέρεται στα 
υλικά και µέθοδοι. Η δηµιουργία ή όχι 
σταθερών συµπλόκων µεταξύ των 
διαφόρων παραγώγων του Ν68 και του 
C34 αναλύθηκε µε την δοκιµασία της µη 
αποδιατακτ ής ηλεκτρ φόρησης που 
αναφέρθηκε και προηγουµένως (σχήµα 
83 Α, Β, και Γ). Συγκεκριµένα 
διαπιστώθηκε δηµιουργία σταθερού 
συµπλόκου µεταξύ της NBD-περιοχής 
και του C34 (σχήµα 83Α, πηγαδάκια 1 
µε 2, 3 µε 4, και 5 µε 6, αλλά και σχήµα 
83Β, πηγαδάκια 1 µε 2, 3 µε 4, και 5 µε 
6; Το σχηµατιζόµενο σύµπλοκο 

σηµειώνεται κάθε φορά µε κίτρινο αστεράκι), όπως και µεταξύ της IRA2-περιοχής και του C34 
(σχήµα 83Β, πηγαδάκια 7, και 8, και σχήµα 83Γ, πηγαδάκια 1 µε 2, 3 µε 4, 5 µε 6, και 7 µε 8; 
Το σχηµατιζόµενο σύµπλοκο σηµειώνεται κάθε φορά µε κίτρινο αστεράκι), αλλά όχι µεταξύ 
της SSD-περιοχής και του C34 (σχήµα 83Γ, πηγαδάκια 9, και 10; Το σχηµατιζόµενο 
σύµπλοκο σηµειώνεται κάθε φορά µε κίτρινο αστεράκι). 

ικ ο

Σχήµα 82: Αναπαράσταση της κρυσταλλογραφικής δοµής
της bsSecA µε την µορφή σφαιρών. Στην SSD-περιοχή
διακρίνονται µε κόκκινα βέλη οι κοιλότητες που την
χαρακτηρίζουν 
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9 10Γ Σχήµα 83: Έλεγχος της δηµιουργίας συµπλόκων
µεταξύ της C-περιοχής της SecA και των
διάφορων υποπεριοχών του Ν68. Συγκεκριµένα
εφαρµόστηκε η δοκιµασία της µη αποδιατακτικής
ηλεκτροφόρησης που πρωτοαναφέρθηκε στο
σχήµα 80. Στα Α), Β), και Γ), αναµιγνύονται [35S-]
πεπτίδια του Ν68 (5-8µl, ?cpm) σε διάλυµα Β
(25µl αντιδράσεις; βλέπε υλικά και µέθοδοι), µε
‘’κρύο’’ C34 (0.0096mg). Τα διάφορα δείγµατα
µετά από επώαση 5΄ στον πάγο φορτώνονται σε
10% µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση
(NATIVE-PAGE), και εν συνεχεία παρατηρούνται
µε αυτοραδιογραφία (βλέπε υλικά και µέθοδοι).
Το κίτρινο αστεράκι υποδεικνύει κάθε φορά το
σχηµατισµό σταθερού συµπλόκου µεταξύ των
διάφορων πεπτιδίων του Ν68 και του C34. 

 
 
3.3.H.II. Οι NBD και IRA2-υποπεριοχές του     
              DEAD κινητήρα επικοινωνούν µεταξύ τους. 
 
 

περιοχή και των Ν270-610 και Ν385-610-περιοχών που περιέχουν την IRA2-περιοχή (σχήµα 

Τόσο από την δοµή της bsSecA (Hunt et al., 2002; Εισαγωγή σχήµα 34 και σχήµα 
56, όσο και από την δοµή της mtSecA (Sharma et al., 2003; Εισαγωγή σχήµα 38, και πρώτο 
Κεφάλαιο αποτελεσµάτων σχήµα 56), είναι προφανής η αλληλεπίδραση µεταξύ των 
περιοχών NBD-IRA2 της SecA, όπως και η απουσία επικοινωνίας µεταξύ αυτών και της SSD-
περιοχής του DEAD κινητήρα. Πληθώρα βιοχηµικών πειραµάτων στο εργαστήριο 
αποδεικνύουν του λόγου το αληθές. Συγκεκριµένα η Λίλη Καραµάνου έδειξε ότι το τµήµα Ν1-
300 του Ν68 (που περιλαµβάνει την NBD-περιοχή) σχηµατίζει σταθερό σύµπλοκο µε το 
πεπτίδιο Ν385-610 (που περιέχει την IRA2-περιοχή). Προς τούτο εφάρµοσε την δοκιµασία 
της µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης που αναφέρθηκε και προηγουµένως, 
χρησιµοποιώντας τις παραπάνω πρωτεΐνες, αµέσως µετά από την αποδιάταξη τους µε ουρία 
(επειδή τα διάφορα πεπτίδια του Ν68 σχηµατίζουν ολιγοµερή), και την άµεση από κοινού 
επαναδιάταξη τους κατά την διάρκεια της διαδικασίας διαπίδυσης. Σχηµατισµός συµπλόκου 
όµως διαπιστώθηκε και µεταξύ των πεπτιδίων Ν1-479 και Ν385-610. Μεγαλύτερα πεπτίδια 
παρουσιάζονται προβληµατικά για τον σχηµατισµό συµπλόκου µεταξύ NBD-IRA2, πιθανά 
λόγω των ευρύτερων περιοχών πέρα των βασικών τµηµάτων NBD και IRA2. ∆εν 
παρατηρήθηκε καµία αλληλεπίδραση πάντως µεταξύ των παραπάνω πεπτιδίων που 
περιέχουν τις NBD και IRA2-περιοχές και του πεπτιδίου N244-478 που περιέχει την SSD-
περιοχή, κάτι που επιβεβαιώνεται και από τις κρυσταλλογραφικές απεικονίσεις της SecA, 
όπως αναφέρθηκε προηγουµένως. 
  Προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω αποτελέσµατα, πραγµατοποιήθηκαν 
αντίστοιχα πειράµατα µε την χρήση όµως [35S-] ραδιοσηµασµένων πεπτιδίων του Ν68, που 
λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης τους δεν ευνοούν τον σχηµατισµό ολιγοµερών. 
Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν τα πεπτίδια Ν1-263, Ν1-300, Ν244-478, Ν270-610, Ν335-
610, και Ν385-610 σε διάφορους συνδυασµούς (σχήµα 84Α, Β, Γ, και ∆). Τα πειράµατα 
έδειξαν δηµιουργία σταθερού συµπλόκου µεταξύ του Ν1-263 που περιλαµβάνει την NBD-
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84∆, πηγαδάκι 3, όπου το δηµιουργούµενο σύµπλοκο σηµειώνεται µε ροζ αστεράκι, και 
σχήµα 84Β, πηγαδάκι 4, όπου πάλι το δηµιουργούµενο σύµπλοκο σηµειώνεται µε ροζ 
αστεράκι αντίστοιχα). Επίσης πραγµατοποιήθηκε ανασύσταση της περιοχής του DEAD 
κινητήρα µετά από ανάµιξη των πεπτιδίων Ν1-300, που περιλαµβάνει την NBD-περιοχή και 
των Ν270-610 και Ν385-610-περιοχών πάλι που περιέχουν την IRA2-περιοχή (σχήµα 84Γ, 
πηγαδάκι 3, το δηµιουργούµενο σύµπλοκο σηµειώνεται µε ροζ αστεράκι, και σχήµα 84Α, 
πηγαδάκι 3, όπου πάλι το δηµιουργούµενο σύµπλοκο σηµειώνεται µε ροζ αστεράκι 
αντίστοιχα). Αντίστοιχα δεν παρατηρείται αλληλεπίδραση µεταξύ των Ν1-263 και Ν244-478-
περιοχών (σχήµα 84Β, πηγαδάκι 2). 
 

Σχήµα 84: Ανασύσταση της περιοχής του DEAD κινητήρα από ποικιλία  αµινοτελικών πεπτιδίων του, µε την δοκιµασία
της µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης που πρωτοαναφέρθηκε στο σχήµα 32. Συγκεκριµένα στα Α), Β), Γ), και ∆)
αναµιγνύονται [35S-] αµινοτελικά πεπτίδια σε διάλυµα Β (25µl αντιδράσεις; βλέπε υλικά και µέθοδοι), σε διάφορους
συνδυασµούς. Τα διάφορα δείγµατα µετά από επώαση 5΄ στον πάγο φορτώνονται σε 10% µη αποδιατακτική
ηλεκτροφόρηση (NATIVE-PAGE), και εν συνεχεία παρατηρούνται µε αυτοραδιογραφία (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Το
ροζ αστεράκι υποδεικνύει κάθε φορά το σχηµατισµό σταθερού συµπλόκου µεταξύ των διάφορων πεπτιδίων του Ν68. 
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3.3.Θ. Οι SecAIRA1 µεταλλαγές διαταράσσουν την επικοινωνία της C- 
           περιοχής µε τις NBD και IRA2 υποµονάδες του DEAD κινητήρα. 
 
 Επειδή είναι γνωστό ότι η C-περιοχή της SecA αλληλεπιδρά και µε την  NBD και µε 
την IRA2 περιοχή του DEAD κινητήρα (Κεφάλαιο II VI; Sianidis et al., 2001; Hunt et al., 2002; 
Sharma et al., 2003), εξετάστηκε αν η διαταραγµένη επικοινωνία της C-περιοχής των 
SecAIRA1 πρωτεϊνών µε τον DEAD κινητήρα, οφείλεται ειδικότερα, στην διαταραχή της 
επικοινωνίας της µε την NBD ή µε την IRA2 περιοχή, ή και µε τις δύο. Προς τούτο ελέγχθηκε 
η αλληλεπίδραση των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων µε τα τµήµατα Ν1-263, που εµπεριέχει 
την NBD-περιοχή (Sianidis et al., 2001), και µε το Ν365-610, που εµπεριέχει την IRA2-
περιοχή (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Το C34E802A παράγωγο επειδή είναι πρωτεολυµένο, δεν 
χρησιµοποιείται στο συγκεκριµένο πείραµα. Συγκεκριµένα τα παράγωγα Ν1-263 (σχήµα 
85Α), και Ν365-610 (σχήµα 85Β) ραδιοσηµάνθηκαν µε 35S-met, (µετά από µεταγραφή και 
µετάφραση in vitro; βλέπε υλικά και µέθοδοι), προστέθηκαν σε αντιδράσεις που περιέχουν 
καθαρισµένα τα διάφορα C34IRA1 πεπτίδια (‘’κρύα’’), και στη συνέχεια εξετάστηκαν οι 
αλληλεπιδράσεις των παραγώγων του Ν68 και των παραγώγων του C34 µε µη 
αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση και αυτοραδιογραφία. Σαν πεπτίδιο αναφοράς (control) στην 
πειραµατική διαδικασία χρησιµοποιήθηκε το πεπτίδιο Ν244-469 (σχήµα 85C), του DEAD 
κινητήρα, που δεν αλληλεπιδρά µε την C-περιοχή (Sianidis et al., 2001). ∆ιαπιστώνεται ότι τα 
περισσότερα C34IRA1 πεπτίδια αλληλεπιδρούν µε το Ν1-263 τµήµα (σχήµα 85, πηγαδάκια 3, 
5-9), σχεδόν όπως και το C34WT (σχήµα 85, πηγαδάκι 2), αφού προκύπτει ένα 
ηλεκτροφορητικό  πρωτεϊνικό είδος που µετακινείται πιο αργά στο µη αποδιατακτικό πήκτωµα 
από το Ν1-263 παράγωγο (µαύρο βέλος στο σχήµα 85Α). Παρόλα αυτά το C34I789R (σχήµα 

85Α, πηγαδάκι 4) και το C34E806A (σχήµα 85Α, πηγαδάκι 
10) πεπτίδια είτε δεν σχηµατίζουν, είτε σχηµατίζουν σύµπλοκο µε το Ν1-263 τµήµα αλλά σε 
πολύ χαµηλά ποσά, υποδηλώνοντας ότι η επικοινωνία της C-περιοχής µε το πεπτίδιο Ν1-263 
στις παραπάνω SecAIRA1 µεταλλαγές, αναστέλλεται σε σηµαντ
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Σχήµα 85: Αλληλεπίδραση των
C34IRA1 πεπτιδίων µε τις
διάφορες υποπεριοχές του DEAD
κινητήρα. Συγκεκριµένα τα 35S-
N1-263, 35S-N385-610, και 35S-
N244-478 ραδιοσηµασµένα
πεπτίδια του Ν68 συντίθενται
µετά από µεταγραφή και
µετάφραση in vitro, και
προσθέτονται (3µl από το
καθένα, ??cpm) σε αντιδράσεις
20µl που περιέχουν τα διάφορα
κρύα C34IRA1 πεπτίδια
(0.005mg), σε διάλυµα Β µε 1mM
DTT (βλέπε υλικά και µέθοδοι).
Τα αναµεµιγµένα πολυπεπτίδια
αναλύονται σε µη αποδιατακτικό
πήκτωµα ακρυλαµίδης 10% και
παρατηρούνται µε
αυτοραδιογραφία. 

ικότατο βαθµό. 
 Από την άλλη µεριά το πεπτίδιο Ν365-610, τρέχει σαν µία αχνή και θολή µπάντα 
(σχήµα 85Β, πηγαδάκι 1), η οποία γίνεται διακριτή και έντονη µε την δέσµευση του C34WT 
(σχήµα 85Β, πηγαδάκι 2, δεύτερο µαύρο βέλος). Με την εξαίρεση του πεπτιδίου C34P799A, 
που σχηµατίζει ευδιάκριτη ζώνη µε το Ν365-610, η οποία τρέχει στο ίδιο ύψος µε την 
πρωτεϊνική ζώνη που σχηµατίζει το C34WT (σχήµα 85Β, πηγαδάκι 5), τα υπόλοιπα C34IRA1 
πεπτίδια σχηµατίζουν µε το Ν365-610 παράγωγο ζώνες είτε αχνές και µειωµένης έντασης 
[σχήµα 85C, πηγαδάκια 3 (C34L785R), 6 (C34Y803A), 7(C34W775A), και 9 (C34R792A)], 
είτε ζώνες αλλαγµένης θέσης στο µη αποδιατακτικό πήκτωµα [σχήµα 85C, πηγαδάκι 8 
(C34F811A)], είτε δεν σχηµατίζουν σύµπλοκα και άρα ευδιάκριτες ζώνες [σχήµα 85C, 
πηγαδάκια 4 (C34I789R) και 10 (C34E806A)]. 
 Όσον αφορά το πεπτίδιο Ν244-479, όπως αναµένεται, δεν σχηµατίζει σύµπλοκο ούτε 
µε το πεπτίδιο C34WT (σχήµα 85Β, πηγαδάκι 2), αλλά ούτε και µε τα µεταλλαγµένα C34IRA1 
πεπτίδια (σχήµα 86Β, πηγαδάκια 3-10). 
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 Από τα παραπάνω διαπιστώνεται ότι οι IRA1 µεταλλαγές επηρεάζουν την 
αλληλεπίδραση της C-περιοχής της SecA µε τον DEAD κινητήρα επειδή διαταράσσουν 
τουλάχιστον δύο αλληλεπιδράσεις της µε αυτόν τον κινητήρα. Τροποποιούν λοιπόν την 
επικοινωνία της C-περιοχής µε την NBD, αλλά και πολύ περισσότερο µε την IRA2 
υποπεριοχή του Ν68 και έτσι επηρεάζουν την διαµόρφωση και την λειτουργία του DEAD 
κινητήρα. 
 
 
3.3.Ι. Επίδραση των SecAIRA1 µεταλλαγών στην επικοινωνία της C- 
        περιοχής µε την SSD περιοχή του DEAD κινητήρα. 
 

Μπορεί µε την παραπάνω µέθοδο να µην διαπιστώνεται καµία αλλαγή στην 
αλληλεπίδραση των C34IRA1 πεπτιδίων µε την SSD-περιοχή (στην ουσία δεν διαφαίνεται 
αλληλεπίδραση ούτε του C34WT, αλλά ούτε και των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων µε το 
Ν244-478 πεπτίδιο), όµως, όπως θα δούµε στο Κεφάλαιο 3.4, επικοινωνία της C-περιοχής µε 
την περιοχή SSD υφίσταται (είναι ασθενής όµως), και διαταράσσεται στην περίπτωση 
ορισµένων SecAIRA1 µεταλλαγών (όπως στις µεταλλαγές τάξης ΙΙΙ-Κεφάλαιο 3.4). Έτσι οι 
IRA1 µεταλλαγές επηρεάζουν την επικοινωνία της C-περιοχής και µε την SSD-περιοχή του 
DEAD κινητήρα. 
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3.3.K. Η IRA1 περιοχή λειτουργεί µόνο παρουσία της C-περιοχής της  
           SecA. 
 
 Είπαµε προηγουµένως ότι η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την λειτουργία του DEAD 
κινητήρα ρυθµίζοντας τη διαµόρφωση του. Η παραπάνω ρύθµιση πραγµατοποιείται µέσω της 
τροποποιηµένης αλληλεπίδρασης της C-περιοχής (στην οποία ανήκει η υποπεριοχή IRA1) µε 
τον DEAD κινητήρα, και µάλιστα και µε τις τρεις υποπεριοχές του, NBD, IRA2, και SSD. Στην 
προσπάθεια να εµβαθύνουµε περισσότερο στον τρόπο δράσης του IRA1, θεωρήσαµε δύο 
υποθέσεις: Η IRA1 περιοχή είτε δρα µε απ’ ευθείας αλληλεπίδραση στη δοµή και στη 
λειτουργία του Ν68, είτε δουλεύει επηρεάζοντας τις υπόλοιπες τρεις υποπεριοχές της C-
περιοχής (σχήµα 86). Μπορεί η πρώτη υπόθεση να θεωρείται αβέβαιη, σύµφωνα µε την δοµή 

της bs και mtSecA (σχήµα 34 και 38 
της Εισαγωγής; Hunt et al., 2002; 
Sharma et al., 2003; Σχήµα 56 στο 
Κεφάλαιο Ι των αποτελεσµάτων). ∆εν 
παύει όµως να αποτελεί µία 
πιθανότητα, καθώς η απουσία 
αλληλεπίδρασης της IRA1-περιοχής µε 
τον DEAD κινητήρα, δεν στηρίζεται σε 
βιοχηµικά δεδοµένα αλλά είναι 
απόρροια µελέτης της 
κρυσταλλογραφικής δοµής της SecA, 
απουσία άλλων υποκαταστατών πλην 
του Mg2+-ADP. Εξάλλου ασθενής 
αλληλεπίδραση της περιοχής IRA1 µε 
την SSD-περιοχή υφίσταται, όπως θα 
δούµε στο Κεφάλαιο ΙΙΙ, και µάλιστα 
προβλέπεται ότι διαταράσσεται στην 
περίπτωση των SecAIRA1 πρωτεϊνών 
τάξης III, αλλά και ορισµένων από τις 
πρωτεΐνες τάξης I, δηλαδή των 
SecAL785R SecAI789R.  
Προκειµένου να µελετηθούν λοιπόν οι 
παραπάνω υποθέσεις, 
κατασκευάστηκαν τέσσερα παράγωγα 

της C-περιοχής (σχήµα 87; βλέπε και υλικά και µέθοδοι). Τα παράγωγα αυτά, σύµφωνα µε 
την δοµή της bsSecA (Hunt et al., 2002), περιλαµβάνουν είτε ολόκληρη την C-περιοχή πλην 
του καρβοξυτελικού τµήµατος [Carboxy Terminal domain, CT; αα 778-841/829-901 
(bs/ecSecA)], όπως το πεπτίδιο C609-834, είτε περιλαµβάνουν µόνο την SD και WD περιοχή 
(αα 572-620/621-669 και αα 621-704/670-755 αντίστοιχα), όπως το πεπτίδιο C609-757, είτε 
την WD και IRA1 περιοχή (αα 621-704/670-755 και αα 705-777/756-828 αντίστοιχα), όπως το 
πεπτίδιο C669-834, είτε µόνο την IRA1 περιοχή (αα 705-777/756-\828), όπως το πεπτίδιο 
C755-834 (το πεπτίδιο αυτό µπόρεσε να αποµονωθεί µόνο ως προϊόν σύµφυσης µε την 
πρωτεΐνη ΜΒΡ, σχήµα 87; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Τα παραπάνω πεπτίδια αποµονώθηκαν 
σε οµοιογένεια (κύρια σαν παράγωγα εξαιστιδινών;σχήµα 87; βλέπε υλικά και µέθοδοι), και τα 
φάσµατα τους µελετήθηκαν µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (σχήµα 88), οπότε και 
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Σχήµα 86: Κρυσταλλογραφική απεικόνιση της C-περιοχής
της bsSecA (Hunt et al., 2002), και κατ’ αναλογία της
ecSecA, στην οποία διακρίνονται οι τέσσερις περιοχές της.
Η SD-περιοχή [αα572-620/621-669 (bs/ecSecA), µε λαδί
χρώµα], η WD-περιοχή (αα621-704/670-755, µε λαχανί
χρώµα), η IRA1-περιοχή (αα705-777/756-828, µε κίτρινο
χρώµα), και η CT-περιοχή (αα778-841/829-901, µε κόκκινο
χρώµα).  
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διαπιστώθηκε ότι δεν είναι αποδιαταγµένα, και όπως και ολόκληρη η C-περιοχή (C34; 
Karamanou et al., 1999), παρουσιάζουν εκτεταµένη α-ελικοειδή δοµή.  

Σχήµα 87: Χάρτης των διαφόρων παραγώγων του C34. Σχηµατική αναπαράσταση της C-περιοχής (C34), των
διάφορων υποπεριοχών της, και των παραγώγων του C34. Τα παράγωγα αυτά εκφράζονται (βλέπε υλικά και
µέθοδοι) σαν παράγωγα εξαιστιδινών [C609-834 (29kDa), C669-834 (22kDa), και C609-757 (20kDa)] ή της
πρωτεΐνης ΜΒΡ [ΜΒΡ-C755-834 (43+12.3=55.3kDa)]. Στο δεξιό πάνελ του σχήµατος παρουσιάζονται τα
παραπάνω καθαρισµένα παράγωγα (1.3µg), µετά από τρέξιµο σε 18% αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης µε
6Μ urea (SDS-PAGE), και χρώση αργύρου (silver staining).  

Το ερώτηµα που τίθεται λοιπόν, είναι αν 
µπορεί η IRA1 περιοχή να αλληλεπιδράσει άµεσα 
µε τον DEAD κινητήρα και να επηρεάσει την 
λειτουργία του ή χρειάζεται την συµµετοχή και των 
υπόλοιπων περιοχών της C-περιοχής. Έτσι 
χρησιµοποιώντας την δοκιµασία της µη 
αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης (που αναφέρθηκε και προηγουµένως), διαπιστώθηκε 
καταρχήν ότι η µη συντηρηµένη καρβοξυτελική περιοχή, που λείπει από το πεπτίδιο C609-
834, [η αλληλουχία δηλαδή 835-901, που περιλαµβάνει την µη απαραίτητη θέση δέσµευσης 
της SecB (Breukink et al., 1995)], µπορεί να αποµακρυνθεί χωρίς να επηρεαστεί η δέσµευση 
του προκύπτοντος πεπτιδίου 609-834 στον DEAD κινητήρα (σχήµα 89, πηγαδάκια 2, 5, και 8, 

µε κίτρινο αστεράκι σηµειώνεται το 
σύµπλοκο C34-N68, ενώ µε ροζ το 

σύµπλοκο C609-834-N68). Οµοίως δεν 
επηρεάζεται και η ικανότητα του C609-834 
πεπτιδίου να καταστέλλει την ΑΤΡάση του DEAD 
κινητήρα, όπως και ολόκληρη η C-περιοχή (σχήµα 
90, στήλες 1 και 2). Αντίθετα όσον αφορά τα 
πεπτίδια C609-760 (SD+WD), C669-834 
(WD+IRA1), αλλά και το ΜΒΡ-C755-834 (MBP-
IRA1), δεν ανιχνεύεται δέσµευση τους στον DEAD 
κινητήρα (σχήµα 89, πηγαδάκια 3, 4, 6, 7, και 8), 
και γι’ αυτό δεν καταστέλλουν την δραστικότητα 
ΑΤΡάσης του (σχήµα 90, στήλες 3, 4, 5, και 6).  
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Σχήµα 88: Μελέτη της δευτεροταγούς
δοµής των διαφόρων παραγώγων του C34
µε την µελέτη των φασµάτων µε κυκλικό
διχρωϊσµό υπεριώδους (Far-UV CD). Για
κάθ’ ένα από τα παράγωγα του C34
µετρήθηκαν τα φάσµατα της ellipticity (θ) σε
διάφορα µήκη κύµατος (από 190-250nm).
Συγκεκριµένα οι µετρήσεις
πραγµατοποιήθηκαν σε διάλυµα 20mM
MOPS pH 8, 5mM NaCl, και 5mM MgCl2)
στους 40C, και αναλύθηκαν όπως
περιγράφτηκε, Karamanou et al., 1999;
Sianidis et al. Το φάσµα για το C609-834
(χρησιµοποιούνται 17µΜ) απεικονίζεται µε
µαύρη γραµµή, για το C609-760
(χρησιµοποιούνται 25µΜ)  µε κόκκινη
γραµµή, ενώ το φάσµα του C669-834
(χρησιµοποιούνται 23µΜ) απεικονίζεται µε
πράσινη γραµµή. Σηµειώνεται ότι η
ελάχιστη ellipticity στα 222 nm είναι
χαρακτηριστική της παρουσίας ελικοειδούς
δοµής. 

Στα ίδια συµπεράσµατα καταλήξαµε και µετά από 
την χρησιµοποίηση των παραγώγων του C34 σε µοριακή αναλογία 48:1 σε σχέση µε το Ν68, 
αλλά και όταν τα παράγωγα χρησιµοποιήθηκαν αµέσως µετά το τέλος της 

Σχήµα 89: ∆ιερεύνηση της φυσικής
αλληλεπίδρασης των παραγώγων του C34 µε
τον DEAD κινητήρα. Το 35SN68, µετά από
µεταγραφή και µετάφραση in vitro παρουσία
35S µεθειονίνης (3µl από 50µl αντίδραση;
βλέπε υλικά και µέθοδοι), αναµιγνύεται
(αντιδράσεις 20µl) µε τα  καθαρισµένα
(‘’κρύα’’) παράγωγα του C34 (10µΜ), ή µε
BSA (10µΜ; Χρησιµοποιείται σαν αρνητικός
µάρτυρας)  σε διάλυµα Β (50mM TrisCl,
150mM KCL, 5mM MgCl2, και 2.5mM DTT),
και ακολουθεί επώαση των δειγµάτων στους
40C για 5΄ (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Τα
δείγµατα φορτώνονται εν συνεχεία σε 10% µη
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης, και εν
συνεχεία πραγµατοποιείται αυτοραδιογραφία.
Στην περίπτωση του MBPC753-834 πεπτιδίου
(πηγαδάκι 6), χρησιµοποιείται σαν αρνητικός
µάρτυρας, µόνο ΜΒΡ (πηγαδάκι 7),
προκειµένου να αποσαφηνιστεί η επίδραση
του C753-834, στην αλληλεπίδραση µε το
Ν68. Το ‘’ζεστό’’ Ν68 (πηγαδάκι 8) τρέχει σαν
µία όχι ευκρινής, αλλά περισσότερο
διευρυµένη ζώνη (κόκκινη αγκύλη).  
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διαδικασίας αποδιάταξης 
τους µε ουρία και επαναδιάταξης 
τους (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Η 
τελευταία διαδικασία ακολουθήθηκε 
προκειµένου να ελαττωθεί ο 
πληθυσµός των ολιγοµερών, 
τουλάχιστον για το C669-834 
στον διµερισµό της SecA), ή των 

πιθανών συσσωµατωµάτων και των υπολοίπων C34 παραγώγων, που ενδέχεται να 
µπλοκάρουν την αλληλεπίδραση τους µε το Ν68, και την καταστολή της ΑΤΡάσης του. 
Τονίζεται ότι για κανένα από τα C669-834, C609-757, και MBPC753-834 πεπτίδια, δεν 
παρατηρήθηκε κάποια, έστω και στοιχειώδη µείωση της ΑΤΡάσης του Ν68, για µία σειρά  
µοριακών αναλογιών (από 1:1, έως 12:1) του εκάστοτε παραγώγου C34 προς το N68, ακόµα 
και σε πειράµατα ανίχνευσης της υδρόλυσης ΑΤΡ µεγαλύτερης ευαισθησίας, όπως µε την 
χρησιµοποίηση περίσσειας ραδιενεργού [32Ρ-α]ΑΤΡ ή [32Ρ-γ]ΑΤΡ, και τρέξιµο των

πεπτίδιο (βλέπε Κεφάλαιο ρόλου της C34-περιοχής 

Αξίζει να σηµειώσουµε ότι τα πειράµατα διερεύνησης της φυσικής αλληλεπίδρασης 
των δια

πάθεια να επιβεβαιωθούν τα τελευταία αποτελέσµατα µε 
την προ

 προϊόντων 
υδρόλυσης σε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας, TLC.  

Σχήµα 90: ∆ιερεύνηση της καταστολής
της ΑΤΡάσης του DEAD κινητήρα από τα
διάφορα παράγωγα του C34.
Συγκεκριµένα το Ν68 αναµιγνύεται µε τα
διάφορα C34 παράγωγα όπως
αναφέρθηκε στο σχήµα 81, µε την
διαφορά ότι στο συγκεκριµένο πείραµα
χρησιµοποιούνται µόνο ‘’κρύες’’
πρωτεΐνες, και η µοριακή αναλογία C34
παραγώγου προς N68 είναι 12:1. Μετά
την επώαση στον πάγο µετράται η
ΑΤΡάση του Ν68 µε την χρήση του
αντιδραστηρίου πράσινο του µαλαχίτη
(βλέπε υλικά και µέθοδοι). 

φόρων C34 παραγώγων, µε την χρησιµοποίηση µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης, 
πραγµατοποιήθηκαν είτε µε την χρησιµοποίηση ραδιενεργά σηµατοδοτηµένου, ‘’ζεστού’’ 
DEAD κινητήρα, 35SN68 (βλέπε υλικά και µέθοδοι), και ‘’κρύων’’ C34 παραγώγων, όπως στο 
σχήµα 89, είτε µε την χρησιµοποίηση µόνο ‘’κρύων’’ πρωτεϊνών, µε αντίστοιχα αποτελέσµατα 
(πειράµατα καταστολής της ΑΤΡάσης του Ν68 από τα C34 παράγωγα, σχήµα 90). Στην 
περίπτωση όµως που χρησιµοποιήθηκαν ‘’ζεστά’’ C34 παράγωγα, και ‘’κρύο’’ Ν68, σε µη 
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης, βαθµίδωσης 4-20% (σχήµα 91), ενώ τα περισσότερα 
από τα παραπάνω αποτελέσµατα επαναλαµβάνονται (για το παράγωγο C609-757, βλέπε 
σχήµα 91Β, πηγαδάκια 1, και 2, ενώ για το παράγωγο C609-834, βλέπε σχήµα 91Γ, 
πηγαδάκια 1, και 2; Το σύµπλοκο Ν68-C609-834 σηµειώνεται µε µαύρο αστεράκι), 
παρατηρήθηκε πιθανή αλληλεπίδραση του C669-834 µε το Ν68 (σχήµα 91Α, πηγαδάκι 4 και 
5; το πιθανό σύµπλοκο σηµειώνεται µε κόκκινο αστεράκι). Μία πιθανή εξήγηση θα µπορούσε 
να είναι ο περιορισµός της δηµιουργίας από το συγκεκριµένο πεπτίδιο ολιγοµερών και 
συσσωµατωµάτων, λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης του (χρησιµοποιείται ως ‘’ ζεστή’’ 
πρωτεΐνη), που επιτρέπει την παραγωγική αλληλεπίδραση µε τον DEAD κινητήρα. Τα 
πειράµατα αυτά όµως απαιτούν περαιτέρω επαναλήψεις, οι οποίες δεν έγιναν, και έτσι δεν 
µπορούν να θεωρηθούν επισφαλή.  

Από την άλλη µεριά, η προσ
σθήκη των διαφόρων C34 παραγώγων σε οπτικό βιοαισθητήρα Surface Plasmon 

Resonance, (SPR), µε  ακινητοποιηµένο Ν68 (το Ν68 ακινητοποιείται σε ειδική επιφάνεια; 
βλέπε υλικά και µέθοδοι) και µέτρηση της αλλαγής του δείκτη διαθλάσεως, δεν στέφθηκε µε 
επιτυχία. Επιπλέον επειδή τα διάφορα πεπτίδια του C34 εκφράστηκαν και σαν παράγωγα της 
πρωτεΐνης MBP (βλέπε υλικά και µέθοδοι), εξετάστηκε η ικανότητα αλληλεπίδρασης τους µε 
το Ν68, µετά την ακινητοποίηση τους σε σφαιρίδια αγαρόζης, στα οποία προσδένεται η ΜΒΡ 
πρωτεΐνη, αλλά και τα παράγωγα της (ΜΒΡ-pull downs πειράµατα). Τα αποτελέσµατα όµως 
ήταν αρνητικά ακόµα και για την πρωτεΐνη αναφοράς MBP-C34.  
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Τέλος έγινε διερεύνηση της 
αλληλεπίδρασης των διάφορων C34 
παραγώγων µε το Ν68 µε την χρήση 
χρωµατογραφίας µεγέθους αποκλεισµού, 
αλλά πάλι τα αποτελέσµατα δεν ήταν 
ξεκάθαρα (σχήµα 92). Συγκεκριµένα σε 
κολώνα Superdex 200, φορτώνονται 
διαδοχικά SecA, N68, όλα τα C34 
παράγωγα, καθώς και µίγµατα καθ’ ενός 
από τα παραπάνω παράγωγα του C34 

µε το Ν68 σε αναλογία 1:1, σε διάλυµα 50mM Tris-CL, 300mM NαCL, και 1mM β-
Μερκαπτοαιθανόλη, µε ρυθµό έκλουσης 0.4 ml/min και ρυθµό ροής του καταγραφικού 
1cm/min (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Ενώ στην περίπτωση του δείγµατος που περιέχει το 
µίγµα του C34 µε το Ν68, είναι αδιαµφισβήτητη η δηµιουργία πρωτεϊνικού συµπλόκου Ν68-
C34, και δηµιουργία ανασυστάµενης διµερούς SecA (πέφτει η κορυφή του C34, και 
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Σχήµα 91: ∆ιερεύνηση της φυσικής
αλληλεπίδρασης των παραγώγων του C34 µε
ολόκληρο τον DEAD κινητήρα, και τις διάφορες
υποπεριοχές του. Το N68 (4.4µΜ), ή αντίστοιχα
το 1-263 (15.5 µΜ), ή το 462-610 (28µΜ) ή το
244-478 (17µΜ), αναµιγνύεται µε τα διάφορα
παράγωγα του C34 σε ‘’ζεστή’’ µορφή
(προκύπτουν µετά από µεταγραφή και
µετάφραση in vitro παρουσία 35S µεθειονίνης;
βλέπε υλικά και µέθοδοι). Συγκεκριµένα τόσο ο
DEAD κινητήρας, όσο και οι διάφορες
υποπεριοχές του προστίθενται (αντιδράσεις
10µl) στο 35SC669-834 (3µl από 50µl αντίδραση;
Α), στο 35SC609-757 (6µl από 50µl αντίδραση;
Β), και στο 35SC609-834 (3µl από 50µl
αντίδραση; Γ), σε διάλυµα Β (50mM TrisCl,
150mM KCL, 5mM MgCl2, και 5mM DTT), και
ακολουθεί επώαση των δειγµάτων στους 40C για
5΄ (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Τα δείγµατα
φορτώνονται εν συνεχεία σε µη αποδιατακτικό
πήκτωµα ακρυλαµίδης βαθµίδωσης 4-20%, και
ακολούθως πραγµατοποιείται αυτοραδιογραφία.
Στο σχήµα Α φορτώνονται επίσης 35SSecA (8µl;
πηγαδάκι 1), 35SC34  (7µl; πηγαδάκι 2), και
35SΝ68 (4µl; πηγαδάκι 9), ενώ στο πηγαδάκι 3
φορτώνεται το µίγµα 35SC34 µε ‘’κρύο’’ N68, που
χρησιµοποιείται σαν θετικός µάρτυρας της
δηµιουργίας συµπλόκου του DEAD κινητήρα µε
τα διάφορα C34 παράγωγα (το σύµπλοκο N68-
C34 σηµειώνεται µε µαύρο αστεράκι).   

B 

1 2 3 4 5 6 7 8 91 2 3 4 5 6 7 8 9
A 

Σχήµα 92: ∆ιερεύνηση της φυσικής αλληλεπίδρασης των διαφόρων παραγώγων του C34 µε τον DEAD κινητήρα µε
χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού. Το N68 (50 µg) αναµιγνύεται σε αναλογία 1:1 µε C34 (25 µg), ή  µε C609-
834 (20.6 µg), ή µε C669-834 (16.1 µg), ή µε C609-757 (14.7 µg), σε διάλυµα 50mM Tris-CL, 300mM NαCL, και
1mM β-Μερκαπτοαιθανόλη, και στη συνέχεια καθ’ ένα από τα παραπάνω µίγµατα φορτώνεται ξεχωριστά στη
χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού (στην ίδια κολώνα Superdex-200, διαδοχικά; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Τα
ίχνη των παραπάνω δειγµάτων (Α, Β, Γ, και ∆) αντιπαραβάλλονται κάθε φορά µε τα ίχνη του Ν68, και του
αντίστοιχου C34 παραγώγου, τα οποία φορτώνονται επίσης ξεχωριστά, και διαδοχικά, στην ίδια κολώνα µε τις ίδιες
συνθήκες. Στο διάγραµµα Α σηµειώνεται επίσης το ίχνος της SecA (50 µg), στην ίδια κολώνα, ως µάρτυρας της
θέσης του ίχνους του συµπλόκου του Ν68 µε το C34. Η AUFS=0.02, ο ρυθµός έκλουσης 0.4ml/min, ενώ ο ρυθµός
µε τον οποίο τρέχει το καταγραφικό 1cm/min. 
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δηµιουργείται νέα κορυφή κοντά στο σηµείο που εκλούεται η SecA), για τα υπόλοιπα 
C34 παράγωγα, τα πράγµατα δεν είναι ξεκάθαρα. Έτσι ενώ το Ν68 εκλούεται στα 13.28ml και 
το C34 στα 14.12ml, όταν φορτωθούν µαζί στην κολώνα σε αναλογία 1:1, η µέγιστη 
πρωτεϊνική απορρόφηση διαπιστώνεται στα 13.08ml, δηλαδή εκεί που εκλούεται και η 
διµερής SecA (12.88ml) (σχήµα 92Α; Karamanou et al., 1999; Εισαγωγή), και επαληθεύεται η 
δηµιουργία συµπλόκου N68-C34. Όταν στην κολώνα φορτωθεί C609-834, παρατηρούνται 
δύο κορυφές πρωτεϊνικής απορρόφησης (σχήµα 92Β). Μία στα 13.92ml, και µία στα 15.02ml. 
Η πρώτη αντιστοιχεί στο διµερές και η δεύτερη στο µονοµερές C609-834 παράγωγο (βλέπε 
αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο του ρόλου της IRA1 περιοχής στον διµερισµό της SecA). Όταν 
προστεθεί στην κολώνα µαζί µε το τελευταίο παράγωγο, και Ν68 σε αναλογία 1:1, 
διαπιστώνεται η κορυφή του µονοµερούς C609-834 πεπτιδίου, (που εκλούεται όµως τώρα 
στα 14.9ml και είναι λίγο ελαττωµένη), η κορυφή του Ν68 στα 13.4ml, και µία κορυφή κοντά 
στα 12.8ml, ουσιαστικά ένας ώµος κορυφής (που δεν µετατρέπεται σε διακριτή κορυφή ακόµα 
και µε ελαττωµένη ποσότητα Ν68, λόγω της περιορισµένης διακριτικότητας της κολώνας), 
που θα µπορούσε να αντιστοιχεί στο σύµπλοκο Ν68-C609-834 (σχήµα 92Β). Σηµειώνεται ότι 
αυτή η τελευταία κορυφή εκλούεται νωρίτερα από την SecA, και ότι φυσιολογικά θα έπρεπε 
να παρατηρείται µετατόπιση της κορυφής του Ν68 προς µεγαλύτερα µοριακά βάρη, όχι όµως 
µεγαλύτερα της SecA, και ελάττωση της κορυφής του διµερούς C609-834 για να µιλούσαµε 
για δηµιουργία σταθερού συµπλόκου µεταξύ Ν68-C34. Εν συνεχεία στην περίπτωση του 
παραγώγου C669-834 απαντώνται τρεις κορυφές απορρόφησης. Μία στα 10.88ml, µία στα 
13.16ml, και µία πολύ µικρή, κοντά στα 14.8ml (σχήµα 92Γ). Οι κορυφές αυτές, όπως 
περιγράφεται αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο του ρόλου της IRA1 περιοχής στον διµερισµό της 
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SecA, αντιστοιχούν σε ολιγοµερές, τετραµερές, και στο µονοµερές του  συγκεκριµένου C34 
παραγώγου. Όταν ακολούθως στην κολώνα φορτωθεί µίγµα του C669-834 µε το N68 σε 
αναλογία 1:1, η κορυφή απορρόφησης του ολιγοµερούς παραγώγου διατηρείται (η δεύτερη 
κορυφή είναι κρυµµένη, και η τρίτη µετατοπίζεται ελαφρώς προς µεγαλύτερα µοριακά βάρη), 
αλλά ανιχνεύεται µία καινούργια κορυφή στα 11.72ml, που θα µπορούσε να δικαιολογεί 
δηµιουργία συµπλόκου N68-C669-834. Το περίεργο είναι ότι εµφανίζεται νωρίτερα από την 
κορυφή που εκλούεται η SecA και άρα αντιστοιχεί σε µεγάλα µοριακά βάρη, που θα 
δικαιολογούσαν µόνο σύµπλοκο Ν68-εξαµερούς C669-834 (σχήµα 92Γ). Τέλος όσον αφορά 
το C609-757 παράγωγο, αυτό τρέχει σαν µονοµερές στα 15.52ml (περιγράφεται 
αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο του ρόλου της IRA1 περιοχής στον διµερισµό της SecA), του 
οποίου η κορυφή παραµένει και µετά το φόρτωµα στην κολώνα µίγµατος N68-C34 σε 
αναλογία 1:1 (σχήµα 92∆). Αξίζει να σηµειωθεί ότι ανιχνεύεται στην περίπτωση του µίγµατος 
και µία µικρή κορυφή απορρόφησης κοντά στα 12ml, πριν την κορυφή της SecA, που λόγω 
αυξηµένου µοριακού βάρους δεν µπορεί να αντιπροσωπεύει σύµπλοκο µονοµερούς C609-
757-N68.   

Αξίζει να σηµειωθεί ότι µπορεί να µην παρατηρήθηκε καταστολή της ΑΤΡάσης του 
DEAD κινητήρα µετά από την προσθήκη του C669-834, ή του C609-760 πεπτιδίου, µε 
περίσσεια κρύου ΑΤΡ (σχήµα 90), πειράµατα όµως στα οποία χρησιµοποιήθηκαν 
στοιχειοµετρικές ποσότητες [32Ρ-α]ΑΤΡ και Ν68 και τα προϊόντα υδρόλυσης 
παρακολουθήθηκαν µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας, έδειξαν επίδραση των παραπάνω 
πεπτιδίων στον ένα κύκλο υδρόλυσης του Ν68 (σχήµα 93). Συγκεκριµένα λόγω των 

στοιχειοµετρικών ποσοτήτων Ν68 και 
ΑΤΡ, πραγµατοποιείται µετατροπή του 
ΑΤΡ µόνο σε ADP (σχήµα 93, πηγαδάκι 

3), η οποία δεν περιορίζεται παρουσία ολόκληρης της C-περιοχής (αυτή ασκεί επίδραση 
στους πολλαπλούς κύκλους υδρόλυσης του Ν68, τους οποίους και καταστέλλει; σχήµα 93, 
πηγαδάκι 4), αλλά ελαττώνεται εν µέρει από το C669-834 πεπτίδιο. Κάτι τέτοιο θα µπορούσε 
να αντιπροσωπεύει σταθεροποίηση της ADP διαµόρφωσης του DAED κινητήρα από την WD 
και την IRA1-περιοχή της C-περιοχής. Μόνο της η IRA1-περιοχή δεν φαίνεται να έχει την ίδια 
επίδραση στην υδρόλυση του Ν68 (σχήµα 93, πηγαδάκι 14), ενώ η SD µαζί µε την WD-
περιοχή επειδή υδρολύουν ΑΤΡ προς ADP και ΑΜΡ, απουσία Ν68 (σχήµα 93, πηγαδάκι 7), 
δεν µπορεί να αξιολογηθεί η δράση τους εν συνεχεία στην υδρόλυση του Ν68.           
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Σχήµα 93: ∆ιερεύνηση της επίδρασης των
διάφορων παραγώγων του C34 στην ΑΤΡάση του
DEAD κινητήρα. Συγκεκριµένα πραγµατοποιείται
υδρόλυση του Ν68 (14.7pmols) παρουσία
ισοµοριακών ποσοτήτων [32α]-ΑΤΡ σε διάλυµα Β µε
1mM DTT και 1mg/ml BSA (βλέπε υλικά και
µέθοδοι). Συγκεκριµένα σε αντιδράσεις των 25µl
προστίθενται είτε καθ’ένα από τα παράγωγα του
C34, είτε το Ν68, είτε το Ν68 και καθ’ένα από τα
παράγωγα του C34 σε µοριακή αναλογία 1:12
αντίστοιχα. Αξίζει να σηµειωθεί ότι
πραγµατοποιείται ένας κύκλος υδρόλυσης ΑΤΡ, και
γι’ αυτό δεν παρατηρείται καταστολή της ATPάσης
του DEAD κινητήρα από το C34WT. Παρατηρείται
όµως µείωση ακόµα και αυτής της υδρόλυσης του
Ν68 παρουσία του C669-834 (περισσότερες
λεπτοµέρειες στο κείµενο) 

Έτσι συµπερασµατικά από τα παράγωγα του C34, µόνο το µεγαλύτερο παράγωγο 
C609-834, αλληλεπιδρά µε τον DEAD κινητήρα και καταστέλλει την ΑΤΡάση του. Για τα 
µικρότερα παράγωγα τα αποτελέσµατα είναι σχεδόν πάντα αρνητικά (για το C609-760 δεν 
έχει διαφανεί πιθανή αλληλεπίδραση µε το Ν68, αλλά για το C669-834 υφίστανται και θετικά 
αποτελέσµατα), και µπορεί να οφείλονται είτε σε  πραγµατική ανικανότητα αλληλεπίδρασης 
τους µε τον DEAD κινητήρα, είτε σε απώλεια αυτής της ιδιότητας λόγω δοµικών 
προβληµάτων των παραπάνω παραγώγων (αν και από το σχήµα 88, φαίνεται ότι 
παρουσιάζουν αναδίπλωση α-έλικας). 

 Εποµένως συµπεραίνουµε ότι η C34-περιοχή δεν αλληλεπιδρά µε τον DEAD 
κινητήρα και δεν καταστέλλει την ΑΤΡάση του, παρά µόνο παρουσία και των τριών (από τις 
τέσσερις) υποπεριοχών της, δηλαδή της SD, WD, και της IRA1-περιοχής.  
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Με την χρησιµοποίηση ‘’ζεστών’’ C34 παραγώγων όµως, έγινε εν συνεχεία και 
προσπάθεια διερεύνησης της αλληλεπίδρασης τους µε ‘’κρύα’’ παράγωγα του Ν68, και 
συγκεκριµένα µε παράγωγα για κάθε µία από τις υποπεριοχές του Ν68 (σχήµα 91). Είναι 
γνωστό όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, ότι ολόκληρη η περιοχή του C34 αλληλεπιδρά 
τόσο µε την NBD, όσο και µε την IRA2-περιοχή, αλλά όχι µε την SSD-περιοχή (παρά µόνο 
ασθενώς). Θελήσαµε λοιπόν να εξετάσουµε αν µπορούµε να διακρίνουµε στην C-περιοχή 
ειδικές περιοχές για τις παραπάνω αλληλεπιδράσεις. Έτσι καθ’ ένα από τα παραπάνω 
παράγωγα του C34 επωάστηκε µε τα ακόλουθα πεπτίδια του Ν68: το Ν1-263, που 
περιλαµβάνει την NBD-περιοχή (αα 1-419; βλέπε Εισαγωγή), το Ν462-610 που περιλαµβάνει 
την IRA2-περιοχή (αα 420-619; βλέπε Εισαγωγή), και το παράγωγο Ν244-478, που περιέχει 
την SSD-περιοχή (αα 220-360; βλέπε Εισαγωγή). Παρατηρήθηκε πιθανή αλληλεπίδραση των 
C669-834, C609-757, και του C609-834, µε την NBD-περιοχή (σχήµα 91A, πηγαδάκια 4 και 
6, όπου το σύµπλοκο Ν1-263/C669-834, σηµειώνεται µε κίτρινο αστεράκι; σχήµα 91Β, 
πηγαδάκια 1 και 3, όπου το σύµπλοκο Ν1-263/C609-757, σηµειώνεται µε κόκκινο αστεράκι; 
Σχήµα 91Γ, πηγαδάκια 1 και 3, όπου το σύµπλοκο Ν1-263/C609-834, σηµειώνεται µε κόκκινο 
αστεράκι), καθώς παρατηρείται δηµιουργία ευδιάκριτης πρωτεϊνικής ζώνης µετά την επώαση 
τους  µε το Ν1-263, σε αντίθεση µε την διάχυτη και θαµπή εικόνα που παρουσιάζουν τα 
παραπάνω C34 παράγωγα, απουσία άλλης πρωτεΐνης (σχήµατα 91Α, Β, Γ, πηγαδάκια 4, 1, 1 
αντίστοιχα). Αλληλεπίδραση µε την IRA2-περιοχή, πραγµατοποιείται σε περιορισµένο βαθµό 
τόσο µε το C669-834 (σχήµα 91Α, πηγαδάκια 4 και 7, όπου το υποτιθέµενο σύµπλοκο 
σηµειώνεται µε µπλε αστεράκι), όσο και µε το C609-757 (σχήµα 91Β, πηγαδάκια 1 και 4, 
όπου το υποτιθέµενο σύµπλοκο σηµειώνεται µε µαύρο βέλος), αλλά καθόλου µε το C609-834 
παράγωγο (σχήµα 91Γ, πηγαδάκια 1 και 4). Τέλος δεν παρατηρείται καµµία αλληλεπίδραση, 
όπως αναµενόταν και από την συµπεριφορά ολόκληρου του C34, µε την SSD-περιοχή 
(σχήµα 91Α, Β, Γ, πηγαδάκια 8, 5, 5). Τα αποτελέσµατα αυτά µέχρι να επαναληφθούν, και να 
επιβεβαιωθούν και µ’ άλλες µεθόδους, δεν θεωρούνται επισφαλή και δεν πρόκειται να 
αναλυθούν περαιτέρω.  

Από όλα τα παραπάνω πειράµατα προκύπτει ότι η IRA1 περιοχή πιθανά δεν µπορεί 
να δράσει ως ανεξάρτητο ρυθµιστικό στοιχείο. ∆ιαφαίνεται ότι η C-περιοχή χρειάζεται τη 
συµµετοχή και των SD και WD περιοχών της, µαζί µε την περιοχή IRA1 για να εξασκήσει την 
δράση της.  

      
     
 
3.3.Λ. Η IRA1 περιοχή ελέγχει την διαµόρφωση των περιοχών SD και  
          WD της C-περιοχής.  
 

Η απαίτηση σύγχρονης παρουσίας µε την IRA1 περιοχή και των περιοχών SD και 
WD, προκειµένου η πρώτη να επιτελέσει την δράση της, σηµαίνει πιθανότατα ότι οι SD και 
WD περιοχές, δουλεύουν σαν αρθρώσεις που διευκολύνουν ή µεταδίδουν την κίνηση της 
δοµής έλικας-λούπας-έλικας της IRA1 περιοχής, για παράδειγµα στον DEAD κινητήρα. 
Εποµένως η IRA1 περιοχή πιθανά επιτελεί την δράση της επιδρώντας στην διαµόρφωση των 
SD και WD υποπεριοχών, των οποίων αποτελεί την φυσική συνέχεια (κατά σειρά η C-
περιοχή αποτελείται από τις SD, WD και IRA1 περιοχές), και µε τις οποίες αλληλεπιδρά 
(Κεφάλαιο ΙΙΙ). H αλλαγή της διαµόρφωσης των περιοχών αυτών όµως, τελικά τροποποιεί την 
δοµή και την λειτουργία του DEAD κινητήρα, αφού ο τελευταίος αλληλεπιδρά απευθείας µε 
την πρώτη υποπεριοχή της C-περιοχής, την SD (αλληλεπιδράσεις της SD µε την NBD 
περιοχή στο Κεφάλαιο ΙΙΙ), αλλά και δέχεται τις αλλαγές της διαµόρφωσης της WD-περιοχής, 
αφού αυτές µεταδίδονται διαδοχικά στην SD-περιοχή (σχήµα 86).  

Η παραπάνω ερµηνεία ενισχύεται από πειράµατα της Λίλης Καραµάνου, που έδειξαν 
ότι ο ενδογενής φθορισµός των τρυπτοφανών των διαφόρων παραγώγων του C34  που 
αναφέρθηκαν παραπάνω (σχήµα 87), κατά την θερµική τους αποδιάταξη (βλέπε υλικά και 
µέθοδοι), είναι παρόµοιος (και εποµένως και η διαµόρφωση τους), όταν υφίσταται η IRA1 
περιοχή, αλλά τροποποιείται απουσία της. Συγκεκριµένα το πεπτίδιο C669-834 (WD+IRA1 
περιοχές; σχήµα 94, γαλάζια γραµµή), παρουσιάζει παρόµοια συµπεριφορά αποδιάταξης µε 
το πεπτίδιο C609-834 (SD+WD+IRA1 περιοχές; Σχήµα94, µοβ γραµµή), καθώς και µε 
ολόκληρο το πεπτίδιο C34 (σχήµα 95, µπλε σκούρα γραµµή). Αντίθετα το πεπτίδιο C609-760 
(SD+WD περιοχές; σχήµα 94, κίτρινη γραµµή), στο οποίο απουσιάζει η IRA1 περιοχή, 
παρουσιάζει µία δραστικά διαφορετική αποδιατακτική συµπεριφορά. Εξάλλου όπως φαίνεται 
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στον πίνακα VI, η 
µεγαλύτερη επίδραση 
στο προφίλ των 
σηµείων µεταπτώσεως 
Τm της θερµικής 
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της IRA1 περιοχής, στο 
πεπτίδιο C609-760. Τα 
προφίλ των Τm για τα 
υπόλοιπα πεπτίδια είναι 
παρόµοιo. Εποµένως η  

 

Σχήµα 94: ∆ιάγραµµα της έντασης του ενδογενούς φθορισµού (F) των τρυπτοφανών µε την θερµοκρασία, των
διαφόρων παραγώγων του C34, δηλαδή των πεπτιδίων C609-834 (µοβ γραµµή), C609-760 (κίτρινη γραµµή,
C669-834 (γαλάζια γραµµή), αλλά και του ίδιου του C34 (µπλε σκούρα γραµµή) στα 340nm, σε σχέση µε την
ένταση του φθορισµού τους στην αρχική θερµοκρασία (F/F0). Σηµειώνεται ότι έχει πραγµατοποιηθεί
κανονικοποίηση των τιµών φθορισµού για κάθε παράγωγο του C34, έτσι ώστε να ξεκινούν όλα από την ίδια τιµή
και  να γίνονται ευκολότερες συγκρίσεις (Βλέπε και σηµείωση στον πίνακα VI).   

Πίνακας VI: Θερµική αποδιάταξη των διαφόρων παραγώγων του C34 (σε διάλυµα Mg2+; βλέπε υλικά και µέθοδοι), 
που παρακολουθείται µέσω του φθορισµού των τρυπτοφανών τους. 
 
 

Πεπτίδιο Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 Tm5 
609-901 47.83      49.38∗ 50.61   
609-834  50.61∗ 52 54.05  
669-834  50.61∗    
609-760 48.75   54.35 58.41∗ 

 
∗ υποδηλώνει την κυριότερη παρράγωγο (υψηλότερη κορυφή) 
 
Σηµείωση: Ενώ χρησιµοποιήθηκε το ίδιο ποσό πρωτεΐνης από τα παραπάνω δείγµατα, η µοριακή συγκέντρωση είναι 
1.3α για το C609-834, 1.8α για το C669-834, και 1.9α για το C609-760, όπου α η συγκέντρωση του C609-901. Έτσι 
το C609-901 πεπτίδιο φθορίζει λιγότερο (a.u.=100), ενώ περισσότερο δεν φθορίζει το C609-760 (a.u.=150), αλλά το 
C669-834 (a.u.=200), στο οποίο περιέχεται και η περιοχή WD και η περιοχή IRA1, που περιέχουν τρυπτοφάνες που 
συνεισφέρουν στον φθορισµό (βλέπε Εισαγωγή). Το πεπτίδιο C609-834 παρουσιάζει τον ίδιο φθορισµό µε  το 
πεπτίδιο C609-760 (a.u=150), αν και χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1.5 φορές µικρότερη από το δεύτερο, καθώς 
περιέχει και την περιοχή WD και την IRA1 περιοχή που φθορίζουν, ενώ η IRA1 περιοχή λείπει από το C609-760.  
 
περιοχή IRA1, επηρεάζει την διαµόρφωση και κατ’ επέκταση και τον ενδογενή φθορισµό των 
τρυπτοφανών της ευρύτερης C-περιοχής.  

Από τις παραπάνω θερµικές αποδιατάξεις επιβεβαιώνεται ακόµα, ότι ο φθορισµός 
των τρυπτοφανών της C-περιοχής της SecA, οφείλεται κύρια στην περιοχή WD (βλέπε 
Εισαγωγή και Hunt et al., 2002), αφού αφαιρώντας είτε την καρβοξυτελική περιοχή (CT; 
πεπτίδιο C609-834), ή την SD (πεπτίδιο C669-834), ή την IRA1 περιοχή (πεπτίδιο C609-760) 
ο φθορισµός διατηρείται. Έτσι στον φθορισµό της C-περιοχής συµβάλουν κύρια οι 
τρυπτοφάνες που εντοπίζονται στην WD περιοχή, δηλαδή η W701 και η W723 (βλέπε 
Εισαγωγή), αλλά σε µικρότερο βαθµό και η τρυπτοφάνη της IRA1 περιοχής, η W775Α. Γι’ 
αυτό και το πεπτίδιο C609-760 (SD+WD περιοχές), από το οποίο λείπει η IRA1 περιοχή, 
παρουσιάζει µικρότερη ένταση φθορισµού από το πεπτίδιο C669-834 (WD+IRA1 περιοχές), 
από το οποίο λείπει η περιοχή SD (η µοναδική της τρυπτοφάνη δεν φαίνεται να συντελεί στον 
φθορισµό της C-περιοχής, όπως αναφέρθηκε και στην Εισαγωγή) αν και χρησιµοποιήθηκε 
στο συγκεκριµένο πείραµα σε συγκέντρωση µεγαλύτερη κατά µία φορά από το δεύτερο 
πεπτίδιο (βλέπε σηµείωση στον πίνακα VI). 

Η επίδραση της IRA1 περιοχής στην ρύθµιση της διαµόρφωσης της ευρύτερης C-
περιοχής όµως, διαπιστώθηκε και µε πειράµατα περιοριστικής πρωτεόλυσης των διαφόρων 
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C34IRA1 πεπτιδίων (βλέπε υλικά και µέθοδοι; σχήµα 95). Συγκεκριµένα τα προκύπτοντα 
πρωτεολυτικά προφίλ των πεπτιδίων C34IRA1 (σχήµα 95, πηγαδάκια 3-10) αποκλίνουν 
περισσότερο ή λιγότερο από το προφίλ του C34WT (σχήµα 95, πηγαδάκι 2), και είτε 

παρουσιάζουν αυξηµένη ανθεκτικότητα σε πρωτεόλυση (σχήµα 95, πηγαδάκια 3, 5, και 9), 
είτε αυξηµένη ευαισθησία και αποσταθεροποίηση (σχήµα 95, πηγαδάκια 4, 6, 7, 8, και 10). 
Και στις δύο περιπτώσεις πάντως µιλάµε για διατάραξη από την IRA1 περιοχή της δοµής της 
C-περιοχής και των υποπεριοχών της SD, WD, IRA1, και CT. Αξίζει να σηµειωθεί ότι όλα τα 
C34IRA1 πεπτίδια παρουσιάζουν πάντως χαρακτηριστική α-ελικοειδή δοµή, όπως φαίνεται 
στο σχήµα 96. 
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Σχήµα 95: Περιοριστική πρωτεόλυση των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων στον πάγο για 5’ µε θρυψίνης (σε
αντιδράσεις 100µl, σε διάλυµα 1ΧΒ µε 1mM DTT, όπου περιέχονται 30µg από κάθε πεπτίδιο, προστίθενται
2.5 µg θρυψίνης; βλέπε υλικά και µέθοδοι). Η προστιθέµενη θρυψίνη αδρανοποιείται µετά τα 5’
θρυψινόλυσης µε Pefabloc (9mM), για ακόµα 5’ στον πάγο. ∆ιακρίνονται µοριακοί µάρτυρες 33, 26, και
19.5 kDa (αριστερά), ενώ σηµειώνονται και οι θέσεις των περιοριστικών πεπτιδίων C30 και C28. 

Η παραπάνω παρατήρηση είναι σύµφωνη και µε την εικόνα της θερµικής 
αποδιάταξης των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων, που µελετήθηκε µε βάση τον ενδογενή 
φθορισµό των τρυπτοφανών τους, από την  Λίλη Καραµάνου, (σχήµα 97, και Πίνακας VII). 
∆ιαπιστώθηκε συγκεκριµένα ότι το C34Y803A πεπτίδιο που παρουσιάζει ενισχυµένη 
πρωτεόλυση σε σχέση µε το C34WT (σχήµα 95, σύγκριση πηγαδιών 6 και 2 αντίστοιχα), 
χάνει και πιο γρήγορα τον φθορισµό του, σε σχέση µε τον φθορισµό του πεπτιδίου C34WT 
(σχήµα 97, σύγκριση σκούρας µοβ καµπύλης µε την σκούρα µπλε καµπύλη αντίστοιχα). 
Αντίθετα το πεπτίδιο C34P799A, που παρουσιάζει ανθεκτικότητα στην πρωτεόλυση σε σχέση 
µε το πεπτίδιο C34WT (σχήµα 95, σύγκριση πηγαδιών 5 και 2 αντίστοιχα), καθυστερεί στην 
µείωση του φθορισµού του κατά την θερµική του αποδιάταξη, σε σχέση µε την εικόνα που 
παρουσιάζει το C34WT (σχήµα 97, σύγκριση κίτρινης καµπύλης µε την σκούρα µπλε 
καµπύλη αντίστοιχα). Από τον Πίνακα VII φαίνεται εξάλλου, ότι τα διάφορα C34IRA1 πεπτίδια 
παρουσιάζουν τροποποιηµένες θερµικές ιδιότητες σε σύγκριση µε το πεπτίδιο C34WT, που 
αντανακλώνται είτε σε διαφορετικό ρυθµό µείωσης της έντασης του φθορισµού κατά την 
θερµική τους αποδιάταξη, είτε σε διαφορετικό αριθµό σηµείων µετάπτωσης και διαφορετικές 
τιµές τους, είτε και σε διαφορετική ένταση αρχικού φθορισµού (σχήµα 97, παρατηρείται 
ολοένα µειούµενη ένταση αρχικού φθορισµού F0 από το C34Y803A, στο C34W775A, και 
σχεδόν καθόλου στο C34E802A). Κατά συνέπεια οι IRA1 µεταλλαγές επηρεάζουν τα θερµικά 
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χαρακτηριστικά της 
C-περιοχής, και κατά 
συνέπεια και την 
διαµόρφωση των 

διάφορων 
υποπεριοχών της. 
 Από τα 

παραπάνω 
πειράµατα 

διαπιστώνεται ότι η 
IRA1 περιοχή 
ρυθµίζει την 
διαµόρφωση της C-
περιοχής.  
Η IRA1 περιοχή 
όµως, επιδρά 
ειδικότερα στην WD 
υποπεριοχή της 
ευρύτερης C-
περιοχής. Και αυτό 
γιατί ο φθορισµός 

όλων των SecAIRA1 µεταλλαγών ελαττώνεται (µεγαλύτερη έκθεση του περιβάλλοντος των 
τρυπτοφανών στον υδατικό περιβάλλον ή µεγαλύτερη κινητικότητα στην αντίστοιχη περιοχή) 
κατά την θερµική τους αποδιάταξη, ήδη από την αρχική θερµοκρασία (ενδεικτικά σχήµα 98). 
Ο φθορισµός όµως της SecA οφείλεται κατά κύριο λόγο στις τρυπτοφάνες που εντοπίζεται 
στην WD υποπεριοχή της C-περιοχής και εν συνεχεία, αλλά λιγότερο στην τρυπτοφάνη του 

IRA1 (den Blaauwen et al., 1996; Ding et al., 2001; Hunt et al., 
2002; σχήµα 99), υποδηλώνοντας ότι η IRA1-περιοχή τροποποιεί 
την διαµόρφωση της WD-περιοχής. Σηµειώνεται ότι στον 
φθορισµό της SecA συντελούν σε πολύ µικρό βαθµό και οι 
διάφορες τρυπτοφάνες του DEAD κινητήρα (den Blaauwen et al., 
1996; 1999; βλέπε και Εισαγωγή) Έτσι το γεγονός ότι ο φθορισµό
SecAF811A, και της SecA∆ΙRΑ1 χάνεται τελείως κατά την θερµικ
διάλυµα µε EDTA (βλέπε υλικά και µέθοδοι; Πίνακας VIII), ενισχύει 
παραπάνω πρόταση. Στις παραπάνω πρωτεΐνες παρατηρείται µό
φθορισµού που χαρακτηρίζει τον DEAD κινητήρα τους. Η τροµακτική
φθορισµού των παραπάνω SecAIRA1 µεταλλαγών, δεν µπορεί παρά 
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Σχήµα 96: Μελέτη της δευτεροταγούς δοµής των διαφόρων C34IRA1 πεπτιδίων µε την µελέτη των
φασµάτων µε κυκλικό διχρωϊσµό υπεριώδους (Far-UV CD). Για κάθ’ ένα από τα παράγωγα του C34
µετρήθηκαν τα φάσµατα της ellipticity (θ) σε διάφορα µήκη κύµατος (από 190-250nm). Συγκεκριµένα οι
µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν σε διάλυµα 20mM MOPS pH 8, 5mM NaCl, και 5mM MgCl2) στους 40C, και
αναλύθηκαν όπως περιγράφτηκε, Karamanou et al., 1999; Sianidis et al. Οι συγκεντρώσεις που
χρησιµοποιούνται σε κάθε περίπτωση (αντιδράσεις 120µl) αναγράφονται δίπλα από το όνοµα τους στο
παραπάνω σχήµα. Σηµειώνεται ότι η ελάχιστη ellipticity στα 222 nm είναι χαρακτηριστική της παρουσίας
ελικοειδούς δοµής.  
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Σχήµα 97: Θερµικό
φάσµα C34 και
παραγώγων. 
∆ιάγραµµα της έντασης
του ενδογενούς
φθορισµού των
τρυπτοφανών (F) µε
την θερµοκρασία,  του
C34WT (µπλε σκούρα
καµπύλη) και
τεσσάρων C34IRA1
πεπτιδίων (για λόγους
απλότητας), των
C34W775A (µοβ
καµπύλη), C34P799A
(κίτρινη καµπύλη),
C34E802A (γαλάζια
καµπύλη), και
C34Y803A ?(σκούρα
µοβ καµπύλη), στα
340nm, σε σχέση µε
την ένταση του
φθορισµού τους στην
αρχική θερµοκρασία
ς της SecAY803A, της 
ή τους αποδιάταξη σε 
ακόµα περισσότερο την 
νο το ασθενές προφίλ 
 όµως αυτή µείωση του 
να  
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Πίνακας VII: Αναγραφή των σηµείων µετάπτωσης (apparent Tm) της θερµικής αποδιάταξης, παρακολουθούµενης 
µέσω του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών, για τα διάφορα C34IRA1 µεταλλαγµένα πεπτίδια (σε διάλυµα 
Mg2+)  
 

C34 domain Tm1 Tm2 Tm3 
wt 47.83 49.38∗ 50.61 
W775A  49.06 50.94 
L785R  49.68 51.56∗ 
I789R 48.43 49.9∗ 52.17 
R792A  50.94∗ 52.17 
P799A  50.94  
E802A 45.32  54.67∗ 
Y803A  50.61  
E806A  49.38  
F811A 48.13 49.38∗ 50.61 

 
                                  ∗ Σηµειώνεται η κυριότερη κορυφή όσον αφορά την ένταση της παραγώγου. 
 
Σηµείωση : Το πεπτίδιο C34E802A, που όπως αναφέρθηκε, και θα µελετηθεί αναλυτικότερα παρακάτω, είναι 
πρωτεολυµένο στο αµινοτελικό του άκρο, έχει χάσει σχεδόν το σύνολο του φθορισµού των τρυπτοφανών του. 
Συγκεκριµένα η ένταση του φθορισµού του µειώνεται 8.5 φορές σε σχέση µε την ένταση του φθορισµού ίσης 
ποσότητας σε µg C34WT.  
 
οφείλεται στην ειδική  επίδραση αυτών των IRA1 µεταλλαγών στην διαµόρφωση της WD 
περιοχής, στην οποία στηρίζεται και η πλειονότητα του φθορισµού της SecA. Από την άλλη 
µεριά και η αλλαγή των σηµείων µετάπτωσης (η 
θερµοκρασία στην οποία απαντώνται, και η 
παρουσία σε µερικές περιπτώσεις περισσότερων 
του ενός σηµείων µετάπτωσης) της θερµικής 
αποδιάταξης των υπολοίπων SecAIRA1 
µεταλλαγών, τόσο σε διάλυµα EDTA (Πίνακας VIII), 
όσο και σε διάλυµα Mg2+ (Πίνακας IV), η οποία 

παρακολουθείται µέσω του ενδογενούς 
φθορισµού των τρυπτοφανών τους, 
µπορεί να θεωρηθεί δηλωτική αλλαγής 
της διαµόρφωσης της WD περιοχής. 
Επιπλέον ο φθορισµός του πεπτιδίου 
C34E802A, µειώνεται 8.5 φορές (βλέπε 
σηµείωση στον Πίνακα VII) σε σχέση µε 
τον φθορισµό του C34WT πεπτιδίου, και 

εποµένως σε µεγάλο βαθµό, που δεν µπορεί παρά να αποδοθεί σε τροποποιηµένη WD 
περιοχή στο συγκεκριµένο πεπτίδιο. Στην συγκεκριµένη περίπτωση η αλλαγή της 
διαµόρφωσης της WD περιοχής προκαλείται είτε από την IRA1 µεταλλαγή, είτε από την 
κουτσουρεµένη SD περιοχή, µιας και το πεπτίδιο C34E802A (30kDa) είναι πρωτεολυµένο και 
ξεκινά όχι από την L610, αλλά από την Q644 (σχήµα 100).  Από τα παραπάνω πειράµατα 
λοιπόν ενδέχεται η IRA1 περιοχή να επιδρά στη διαµόρφωση της WD υποπεριοχή της C-
περιοχής. Υπάρχουν όµως σοβαρές ενδείξεις ότι η IRA1 περιοχή τροποποιεί και την 
διαµόρφωση της SD υποπεριοχής της C-περιοχής. Συγκεκριµένα το πεπτίδιο C34E802A 
πρωτεολύεται µέσα στην περιοχή SD, και όπως αναφέρθηκε, το αµινοτελικό του άκρο 
εντοπίζεται στην Q644 (πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας του 
αµινοτελικού άκρου του πρωτεολυµένου πεπτιδίου, βλέπε υλικά και µέθοδοι; σχήµα 100, 
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Σχήµα  98: Καµπύλες θερµικής
αποδιάταξης της SecAWT και της
SecAR792A, που προκύπτουν από την
µέτρηση του ενδογενούς φθορισµού των
τρυπτοφανών τους σε αυξανόµενες
θερµοκρασίες. Συγκεκριµένα σε διάλυµα…..
Στο ίδιο διάγραµµα απεικονίζεται η
καµπύλη θερµικής αποδιάταξης της
SecAWT απουσία και παρουσία ADP (µπλε
και ροζ καµπύλη αντίστοιχα), και της
SecAR792A απουσία και παρουσία ADP
(κίτρινη και τυρκουάζ καµπύλη αντίστοιχα). 
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γεγονός που συσχετίζει την Ε802Α µεταλλαγή του IRA1 µε αλλαγή της διαµόρφωσης της 
περιοχής SD, που επιτρέπει την αποκάλυψη της Κ643 (σχήµα 101). Καθώς όµως το Ε802 
αµινοξύ της IRA1 περιοχής του ενός πρωτοµερούς [SecA(α)] βλέπει την SD του άλλου 
πρωτοµερούς [SecA(β)] (Κεφάλαιο III των αποτελεσµάτων και σχήµα 101), ενδέχεται η 
αλλαγή της διαµόρφωσης της SD που προκαλεί η Ε802Α µεταλλαγή να αφορά την περιοχή 
SD του απέναντι πρωτοµερούς (σχήµα 101).  

 

      
 
 
     C-
περιοχή 

828-901 778-802 CT 

756-827 706-777 IRA1 

670-755 622-705 WD 

622-669 571-621 SD 

E. 
coli 

B. 
subtilis 

υποπεριοχές 

Σχήµα  99: Απεικόνιση των υποπεριοχών του C34 πεπτιδίου (C-περιοχή) και της αλληλουχίας του στην E.coli.
Σύµφωνα µε τη δοµή της bsSecA η C-περιοχή ξεκινάει από την W622, όµως τα διάφορα C34 πεπτίδια ξεκινούν
από την L610 (περιλαµβάνοντας και τµήµα της IRA2 περιοχής, που απεικονίζεται µε µπλε χρώµα), καθώς
κατασκευάστηκαν πριν την ανάλυση της κρυσταλλογραφικής δοµής (βλέπε υλικά και µέθοδοι). Στην αλληλουχία
σηµειώνεται ακόµα το αµινοτελικό άκρο του πρωτεολυµένου C34E802A πεπτιδίου (µαύρο βέλος), καθώς και οι
θέσεις των τρυπτοφανών της C-περιοχής.  

         
  
       610        620        630        640        650        660  
         |          |          |          |          |          |  
         L GMKPGEAIEH PWVTKAIANA QRKVESRNFD IRKQLLEYDD VANDQRRAIY  
       670        680        690        700        710        720  
         |          |          |          |          |          |  
SQRNELLDVS DVSETINSIR EDVFKATIDA YIPPQSLEEM WDIPGLQERL KNDFDLDLPI  
       730        740        750        760        770        780  
         |          |          |          |          |          |  
AEWLDKEPEL HEETLRERIL AQSIEVYQRK EEVVGAEMMR HFEKGVMLQT LDSLWKEHLA  
       790        800        810        820        830        840  
         |          |          |          |          |          |  
AMDYLRQGIH LRGYAQKDPK QEYKRESFSM FAAMLESLKY EVISTLSKVQ VRMPEEVEEL  
       850        860        870        880        890        900  
         |          |          |          |          |          |  
EQQRRMEAER LAQMQQLSHQ DDDSAAAAAL AAQTGERKVG RNDPCPCGSG KKYKQCHGRL  
 
Q 

Από την άλλη µεριά η περιοριστική πρωτεόλυση των C34IRA1 µεταλλαγών που αναφέρθηκε 
παραπάνω (σχήµα 95), παρουσιάζει είτε σταθεροποίηση δύο πρωτεολυτικών κοµµατιών p30 
και p28, σε σχέση µε την πρωτεόλυση του πεπτιδίου C34WT (σχήµα 95, σύγκριση πηγαδιών 
3, 5, και 9 µε 2), που ξεκινούν από το αµινοτελικό άκρο του C34E802A, δηλαδή από την θέση 
Q644 (αα 644-901 και αα 644-881), είτε αποσταθεροποίηση τους (σχήµα 95, σύγκριση 
πηγαδιών 4, 6, 7, 8, και 10  µε 2). Έτσι στα C34L785R, C34P799A, και C34R792A πεπτίδια 
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(σχήµα 95 πηγαδάκια 3, 5, και 9 αντίστοιχα), αποκαλύπτονται η θέση πρωτεόλυσης Κ643 
όπως και στο C34WT πεπτίδιο (σχήµα 95 πηγαδάκι 2), αλλά τα  
Πίνακας VIII: Σηµεία µετάπτωσης (apparent Tm) της θερµικής αποδιάταξης των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών, η 
οποία παρακολουθείται µέσω του ενδογενούς φθορισµού των τρυπτοφανών σε διάλυµα µε EDTA. 
 
 

 
 

                  Μετρήσεις σε διάλυµα 
                            µε EDTA 
         

SecAWT 
 

                             44.39 

N68WT 
 

                   ∆ιαφορετική καµπύλη  
                  από αυτή των SecA/C34 
                             44.6 

C34WT 
 

                             49.5 

 
 

 

SecAW775A 
 

                            43.76 

SecAL785R 
 

                    Tm1:35.99 
                    Tm2:43.76∗ 

SecAI789R 
 

                            42.21 

SecAR792A 
 

                            44.69 

SecAP799A 
 

                            44.39 

SecAE802A 
 

                      ∆εν µετρήθηκε  

SecAY803A ∆ραµατική πτώση της έντασης 
του φθορισµού των τρυπτοφανών. 

Μένει µόνο η εικόνα από τον φθορισµό του N68 : 
                             37.85/43.46∗ 

SecAE806A 
 

                             44.48 

SecAF811A ∆ραµατική πτώση της έντασης 
του φθορισµού των τρυπτοφανών. 

Μένει µόνο η εικόνα από τον φθορισµό του N68: 
                            49.06/54.98∗ 

SecA∆IRA1 ∆ραµατική πτώση της έντασης 
του φθορισµού των τρυπτοφανών. 

Μένει µόνο η εικόνα από τον φθορισµό του N68: 
                            45.022 

 
∗ Σηµειώνεται το κύριο Tm (υψηλότερη κορυφή της παραγώγου) 
 
προκύπτοντα πεπτίδια p30 και p28 επιπλέον, σταθεροποιούνται (το p28 διατηρείται µέχρι και 
20΄ πρωτεόλυσης σε πειράµατα κινητικής) σε σχέση µε τα αντίστοιχα πεπτίδια του C34WT, 
γεγονός που υποδηλώνει αλλαγή της διαµόρφωσης της SD περιοχής τους. Αντίθετα στα 
C34I789R, C34Y803A, C34W775A, C34F811A και C34E806A πεπτίδια (σχήµα 95 
πηγαδάκια 4, 6, 7, 8 και 10 αντίστοιχα) οι θέσεις πρωτεόλυσης Κ643 ή R642 είναι κρυµµένες 
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σε σχέση µε το C34WT πεπτίδιο (σχήµα 
95 πηγαδάκι 2), αντανακλώντας άµεση 
επίδραση και των παραπάνω IRA1 
µεταλλαγών στη διαµόρφωση της SD 
περιοχής. Από τα παραπάνω πειράµατα 
προκύπτει ότι η IRA1 περιοχή επιδρά και 

στην διαµόρφωση ειδικότερα της SD περιοχής 
της ευρύ

 την διαµόρφωση 
ν WD και SD υποπεριοχών της. 

τερης C-περιοχής. 
 Κατά συνέπεια η IRA1 περιοχή ρυθµίζει την δοµή της C-περιοχής της SecA, 

τροποποιώντας την δοµή και λειτουργία του DEAD κινητήρα, αλλάζοντας

E802AC34

Q644

K643

A802

E802AC34

Q644

K643

A802

E802AC34

Q644

Q644

K643

K643

R584

A802

SD(β)

SD(α)

E802AC34

Q644

Q644

K643

K643

R584

A802

SD(β)

SD(α)

Σχήµα 100: Απεικόνιση της κρυσταλλογραφικής
δοµής του E802AC34 της ecSecA κατ’ αναλογία
µε την δοµή της bsSecA. Το E802AC34
πρωτεολύεται στην Κ643, και ξεκινά από την
Q644 της SD-περιοχής του C34. Οι υπόλοιπες
περιοχές του C34 χρωµατίζονται όπως στο
σχήµα 87. 

Σχήµα 101: Απεικόνιση της
κρυσταλλογραφικής δοµής του E802AC34 της
ecSecA κατ’ αναλογία µε την δοµή της
bsSecA. Το E802AC34 πρωτεολύεται στην
Κ643, και ξεκινά από την Q644 της SD-
περιοχής του C34. Οι υπόλοιπες περιοχές του
C34 χρωµατίζονται όπως στο σχήµα 37. Στο
παραπάνω σχήµα απεικονίζεται και η SD-
περιοχή του δεύτερου πρωτοµερούς [SD(β)],
µιας και το αµινοξύ Ε802 αλληλεπιδρά µε το
R584 της παραπάνω περιοχής. Όταν το Ε802
µεταλλάσσεται σε Ε802Α η παραπάνω
αλληλεπίδραση διαταράσσεται, και ενδέχεται
έτσι να επηρεάζεται η πρωτεόλυση στην Κ643
του SD(β).   

τω
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

 170



3.3.M. Η IRA1 περιοχή ελέγχει τον διµερισµό της SecA. 
 
 Σύµφωνα µε τους Hirano et al., 1996 η απαραίτητη περιοχή διµερισµού στην SecA 
εντοπίζεται στην C-περιοχή, στην αλληλουχία 662-831. Σε µία προσπάθεια να διερευνηθεί ο 
ρόλος της IRA1 περιοχής (αα 756-828) στην συγκρότηση διµερούς SecA, µελετήθηκαν τα 
προηγούµενα παράγωγα του C34 (σχήµα 86), ως προς την ικανότητα τους να σχηµατίζουν 
διµερή. Ήδη από την χρώση τους µε Coommassie (σχήµα 102Α), αλλά και τον 
ανοσοεντοπισµό τους µε αντίσωµα έναντι της SecA (σχήµα 102Β), µετά τον καθαρισµό τους 
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πηγαδάκι 4 και 102Β πηγαδάκι 5. Το αστεράκι, υποδηλώνει 
διαπιστώνεται στο σχήµα 103, πηγαδάκι 3, µπλε βέλος), σ
περίµενε κανείς και για το C609-757, από την στιγµή που τόσ
όσο και στο σχήµα 102Β, πηγαδάκι 3), εντοπίζονται π
µοριακού βάρους (σηµειώνονται µε κίτρινα αστεράκια) που
έναντι της SecA. Όµως όπως θα δούµε παρακάτω από π
(σχήµα 105), οι ζώνες αυτές του µεγαλύτερου µοριακού βάρ
δεν είναι πολλαπλάσια του µοριακού βάρους του C609-757,
σε άσχετες πρωτεΐνες (όπως εξάλλου φάνηκε και για την ~80
φαίνεται στο σχήµα 102Α, πηγαδάκι 2, δεν ανιχνεύεται µε αν
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Σχήµα 102:Μελέτη των παραγώγων
του C34 µε αποδιατακτική
ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντοπισµό.
Α) Χρώση µε Coommassie των
παραγώγων του C34 και του ίδιου του
C34, µετά το τρέξιµο τους σε 12%
αποδιατακτικό SDS πήκτωµα
ακρυλαµίδης (SDS-PAGE). Έτσι
φορτώνονται ~10µg από κάθε
πρωτεϊνικό παράγωγο του C34, αλλά
και από το ίδιο το C34. Β)
Ανοσοεντοπισµός (Western; βλέπε
υλικά και µέθοδοι) των παραγώγων
του C34 µε αντίσωµα έναντι της SecA
(α-SecA), µετά το τρέξιµο τους σε 15%
αποδιατακτικό SDS πήκτωµα
ακρυλαµίδης (SDS-PAGE).
Συγκεκριµένα φορτώνεται ~1µg από
κάθε πρωτεϊνικό παράγωγο του C34,
από το C34, καθώς και από την
πρωτεΐνη αναφοράς (control) τον
παράγοντα TNF. Στο σχήµα
αναγράφονται επίσης οι θέσεις
διαφόρων µοριακών δεικτών. Το
µαύρο βέλος υποδεικνύει το διµερές
του C609-834, το ροζ και το πράσινο
το διµερές και τριµερές του C669-834,
τα κίτρινα βέλη τις άσχετες πρωτεΐνες
που συναποµονώνονται µαζί µε το
C609-760, και δίνουν µη ειδικό σήµα
µε το αντίσωµα της SecA ενώ το

βλέπε υλικά και µέθοδοι), 
ιαπιστώνεται η ικανότητα 
ρισµένων απ’ αυτά να 
χηµατίζουν διµερή ή και 
λιγοµερή. Προβλέπεται λοιπόν 
τι το C669-834 (το µοριακό 
άρος του είναι ~22kDa, αλλά 
ρέχει σαν ~26kDa πρωτεΐνη; 
χήµα 102Α, πηγαδάκι 1, και 
02Β πηγαδάκι 2. Με το ροζ 
έλος, υποδεικνύεται το διµερές 
ων ~50kDa και µε πράσινο 
έλος το τριµερές των 
100kDa), όπως και ολόκληρο 
ο C34 (C609-901; σχήµα 102Α, 
το διµερές, ενώ ολιγοµερές C34 
χηµατίζει ολιγοµερή. Το ίδιο θα 
ο στο  σχήµα 102Α, πηγαδάκι 2, 
ρωτεϊνικές ζώνες µεγαλύτερου 
 ανιχνεύονται µε το αντίσωµα 
ειράµατα χηµικής διασύνδεσης 
ους (~29kDa και ~45kDa, που 

 που είναι 20kDa) αντιστοιχούν 
kDa πρωτεϊνική ζώνη, που ενώ 
τίσωµα έναντι της SecA, σχήµα 
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102Β, πηγαδάκι 3)  που απλά καθαρίζονται µαζί µε το C609-757 παράγωγο του C34, και 
αντιδρούν µη ειδικά µε το αντίσωµα έναντι της SecA. 
 Προκειµένου λοιπόν να εξεταστεί άµεσα η δυνατότητα ολιγοµερισµού των παραπάνω 
παραγώγων του C34, και κατά συνέπεια ο ρόλος της περιοχής IRA1 στον διµερισµό, οι 
παραπάνω πρωτεΐνες φορτώθηκαν καταρχήν σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης 
(NATIVE-PAGE; βλέπε υλικά και µέθοδοι) και διαπιστώθηκε ο σχηµατισµός ολιγοµερών του 

. Με αστεράκια σηµειώνονται τα διάφορα διµερή, τριµερή 

κοκ του C669-834), η δηµιουργία µιας διµερούς 
πρωτεϊνικής ζώνης στην περίπτωση του C609-834 
(σχήµα 103, πηγαδάκι 6; τρέχει αρκετά ψηλά για ~29kDa 
πρωτεΐνη, δηλαδή κοντά στο διµερές C34, που τρέχει σαν 
68kDa πρωτεΐνη; σχήµα 103, πηγαδάκι 3, κόκκινο βέλος; 
Karamanou et al., 1999; βλέπε και Εισαγωγή), ενώ το 
C609-760 τρέχει σαν µία ζώνη, λίγο χαµηλότερα από την 
ζώνη χαµηλότερου µοριακού βάρους του C669-834 
(σχήµα 103, πηγαδάκι 5), δηλαδή πρέπει να είναι 
µονοµερές. 

C669-834 (σχήµα 102, πηγαδάκι 4
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Σχήµα 103: ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού των
διαφόρων παραγώγων του C34 µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση.
12% πήκτωµα  µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης (NATIVE-PAGE)
στο οποίο φορτώνονται 10µg από τα διάφορα παράγωγα του C34,
και 5 µg από το C34, το Ν68, και την SecA. Οι πρωτεΐνες
χρωµατίζονται µε Coommassie.  

 Επειδή όµως στο µη αποδιατακτικό πήκτωµα 
ακρυλαµίδης οι πρωτεΐνες τρέχουν τόσο µε βάση τη µάζα σχήµα αλλά και µε βάση το φορτίο 
τους, για καλύτερη προσέγγιση του µοριακού τους βάρους και άρα και της ικανότητας 
ολιγοµερισµού τους, τα παραπάνω παράγωγα του C34 φορτώθηκαν σε µπλε µη 
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης (BLUE-NATIVE-PAGE; Βλέπε υλικά και µέθοδοι), όπου 
λόγω κατάλληλης χρωστικής (Coommassie G250 brilliant blue) µε την οποία ’’χρωµατίζονται’’ 
οι διάφορες πρωτεΐνες, αποκτούν κοινό φορτίο και εποµένως τρέχουν µε βάση µόνο τη µάζα 
και το σχήµα τους. Τα πειράµατα όµως αυτά δεν οδήγησαν σε ξεκάθαρη εικόνα (πιθανά λόγω 
χαµηλής ποσότητας των δειγµάτων) και δεν παρουσιάζονται. Έτσι προκειµένου να 
συγκριθούν ως προς το µοριακό τους βάρος τα διάφορα παράγωγα του C34, φορτώθηκαν σε 
χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού (Size exclusion chromatography), στην οποία οι 
πρωτεΐνες εκλούονται µε βάση όχι το φορτίο, αλλά τη µάζα και το σχήµα τους, και µπορούν 
να γίνουν ακριβείς συγκρίσεις του µοριακού τους βάρους όσον αφορά σφαιρικές πρωτεΐνες, 
που µοιράζονται το ίδιο σχήµα. Συγκεκριµένα επιλέχθηκε η Superdex 200 (σχήµα 104; βλέπε 
υλικά και µέθοδοι), παρότι αρχικά είχε χρησιµοποιηθεί η Superdex 75, που παρουσιάζει 
διαχωριστική ικανότητα από 3-70kDa, που είναι κοντά στα µοριακά βάρη των C34 

παραγώγων ως µονοµερή, αλλά εν 
συνεχεία, λόγω της έκλουσης της 

µεγαλύτερης ποσότητας των περισσότερων από τις παραπάνω πρωτεΐνες  στα αρχικά 
κλάσµατα, που αντιστοιχούν στον void όγκο της κολώνας, χρησιµοποιήθηκε η  Superdex 200 
που παρουσιάζει διαχωριστική ικανότητα από 10-600kDa, αλλά ο καλύτερος διαχωρισµός 
πραγµατοποιείται για πρωτεΐνες από 30-150kDa δηλαδή σε µεγαλύτερα µοριακά βάρη. 
Καταρχήν φορτώθηκαν σαν µάρτυρες, η SecA, η οποία τρέχει ως γνωστόν σαν διµερές 
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α Σχήµα 104: ∆ιερεύνηση της κατάστασης
ολιγοµερισµού των διαφόρων παραγώγων
του C34. N68 (50 µg), ή C34 (25 µg), ή
SecA (50 µg), ή C609-834 (20.6 µg), ή
C669-834 (16.1 µg), ή C609-757 (14.7 µg),
σε διάλυµα 50mM Tris-CL, 300mM NαCL,
και 1mM β-Μερκαπτοαιθανόλη,
φορτώνονται ξεχωριστά σε χρωµατογραφία
µεγέθους αποκλεισµού (στην ίδια κολώνα
Superdex-200, διαδοχικά; βλέπε υλικά και
µέθοδοι), και τα ίχνη καθενός από τα τρία
C34 παραγώγα (α, β, γ) αντιπαραβάλλονται
µε τα ίχνη του Ν68, C34, και της SecA. Η
AUFS=0.02, ο ρυθµός έκλουσης 0.4ml/min,
ενώ ο ρυθµός µε τον οποίο τρέχει το
καταγραφικό 1cm/min. 
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~200kDa (Karamanou et al., 1999), και η 
οποία εκλούεται στα 12.88ml (σχήµα 106α, διακεκοµµένη µαύρη καµπύλη), το Ν68, που σε 
κανονικές συγκεντρώσεις είναι µονοµερές (Karamanou et al., 1999), και το οποία εκλούεται 
στα 13.36ml (σχήµα 106α, µπλε καµπύλη), και το C34 που είναι κύρια διµερές σε κανονικές 
συγκεντρώσεις (παρουσιάζει τάση και για ολιγοµερισµό; σχήµα 103, πηγαδάκι 3, µπλε βέλος 
που αυξάνεται σε µεγάλες συγκεντρώσεις), (Karamanou et al., 1999), και το οποία εκλούεται 
στα 14.12ml (σχήµα 104α, πράσινη καµπύλη). Εν συνεχεία υπό τις ίδιες συνθήκες (στο ίδιο 
διάλυµα 50mM Tris-CL, 300mM NaCL, και 1mM β-Μερκαπτοαιθανόλη, µε τον ίδιο ρυθµό 
έκλουσης 0.4ml/min, αλλά και τον ίδιο ρυθµό τρεξίµατος του καταγραφικού 1cm/min; Βλέπε 
υλικά και µέθοδοι) φορτώθηκαν τα διάφορα παράγωγα του C34. ∆ιαπιστώθηκε ότι το C609-
834 εµφανίζει δύο µέγιστες κορυφές απορρόφησης. Μία στα 13.92ml που αντιστοιχεί στο 
διµερές (σχήµα 104α, σύγκριση της µικρής κόκκινης κορυφής µε την πράσινη κορυφή του 
διµερούς C34), και άλλη µία µεγαλύτερη στα 15.02ml, που πιθανότατα αντιστοιχεί στο 
µονοµερές (σχήµα 104α, η µεγάλη κόκκινη κορυφή εντοπίζεται στο δεξιό άκρο του 
διαγράµµατος). Όσον αφορά το C669-834, αυτό παρουσιάζει επίσης δύο µέγιστες κορυφές 
απορρόφησης. Μία στα 13.16ml που αντιστοιχεί σε ολιγοµερές (σχήµα 104β, σύγκριση της 
κόκκινης κορυφής των 13.16ml µε την κορυφή της SecA; το µοριακό βάρος του C669-834 
είναι 22kDa, και ο void όγκος της κολώνας είναι 7.2ml), και άλλη µία µεγαλύτερη απορρόφηση  
στα 10.88ml, που αντιστοιχεί σε ολιγοµερές υψηλότερης τάξης (σχήµα 104β, πρώτη κόκκινη 
κορυφή απορρόφησης κατά την έκλουση του C669-834). Μία πολύ µικρότερη κορυφή 
απορρόφησης παρατηρείται στα 15.2ml και πιθανότατα αντιστοιχεί σε µονοµερές (σχήµα 
104β, η κορυφή των 15.2 ml εκλούεται κοντά στο τέλος του όγκου έκλουσης της κολώνας). 
Όσον αφορά τώρα το C609-757, διαπιστώνεται µία κορυφή απορρόφησης στα 15.52ml που 
αντιστοιχεί σε µονοµερή πρωτεΐνη (σχήµα 104γ, η κόκκινη κορυφή του C609-757 εντοπίζεται 
κοντά στο τέλος του όγκου έκλουσης της κολώνας; το µοριακό βάρος του C609-757 είναι 
20kDa). Εποµένως τα τελευταία 67 αµινοξέα της C-περιοχής, και κατά συνέπεια η CT-
υποπεριοχή της δεν φαίνεται να επηρεάζουν τον διµερισµό της (το C609-834 είναι διµερές). 
Από την άλλη απουσία των αα 758-834, δηλαδή της περιοχής IRA1 (αα756-828) δεν 
σχηµατίζονται διµερή (το C609-760 τρέχει σαν µονοµερές). Αντίθετα η αλληλουχία 669-834 
αρκεί για τον σχηµατισµό διµερών, τριµερών, και ποικίλλων ολιγοµερών µορφών από το 
συγκεκριµένο πρωτεϊνικό παράγωγο. Από τα παραπάνω δεν µπορεί να αντιστοιχηθεί η 
ικανότητα ολιγοµερισµού της C-περιοχής αποκλειστικά και µόνο στην IRA1-περιοχή, καθώς 
δεν καταφέραµε να συλλέξουµε σηµαντική ποσότητα για περαιτέρω µελέτη από το παράγωγο 
C755-834, απουσία σύντηξης µε την MBP-πρωτεΐνη (που δυσχεραίνει τα παραπάνω 
πειράµατα). Έτσι λοιπόν παρατηρούµε ότι µόνο η SD και η WD-περιοχές της C-περιοχής δεν 
αρκούν για το διµερισµό της (C609-760; SD+WD). Η παρουσία όµως στην WD περιοχή και 
της IRA1, (C669-834; WD+IRA1) αρκεί για τον σχηµατισµό ολιγοµερών µορφών. Σηµειώνεται 
ότι πιο ακριβείς µετρήσεις του µοριακού βάρους των πρωτεϊνών επιτυγχάνονται µε αναλυτική 
υπερφυγοκέντρηση (Analytical Ultracentrifugation) των παραπάνω δειγµάτων, µιας και η 
µετακίνηση των πρωτεϊνών µε την µέθοδο αυτή, πραγµατοποιείται µόνο µε βάση τη µάζα 
τους (δεν παίζει ρόλο το σχήµα τους). Τέτοιες µετρήσεις όµως δεν πραγµατοποιήθηκαν. 
 Τα παραπάνω πειραµατικά αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν και µε πειράµατα χηµικής 
διασύνδεσης (σχήµα 105), µε τον χηµικό διασυνδετή DSP (dithiobis succinimidyl propionate), 
που διαθέτει δύο όµοιες ενεργές οµάδες), όπως παρουσιάζεται στα υλικά και µέθοδοι. Αξίζει 
να σηµειωθεί ότι η χηµική διασύνδεση, δεν αντικατοπτρίζει την πραγµατική εικόνα 
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ολιγοµερισµού των 
διάφορων πρωτεϊνικών 
δειγµάτων, αλλά την εν 
δυνάµει ικανότητα τους να 
σχηµατίζουν ολιγοµερείς 
µορφές. Παρατηρείται 
συγκεκριµένα ότι το C609-
834 σχηµατίζει διµερές 
(σχήµα 105Α, πηγαδάκι 3, 
το οποίο διασπάται µε 
DTT, πηγαδάκι 2), το 
C669-834 ολιγοµερή 
(σχήµα 105Β, πηγαδάκια 6, 
7, και 8, τα οποία 
διασπώνται µε DTT, 
πηγαδάκι 5) , ενώ το C609-
760, δεν αλλάζει το 
πρωτεϊνικό προφίλ του 

παρουσία και απουσία DSP (σχήµα 105Α, πηγαδάκια 5, 6, 7, και 8), όπως και η πρωτεΐνη 
αναφοράς (control) Ν68 (σχήµα 105Β, πηγαδάκια 2 και 3), που δεν διµερίζεται (Karamanou et 
al., 1999), παρά µόνο σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις (Dempsey et al., 2002). 
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Σχήµα 105: Μελέτη του ολιγοµερισµού των διάφορων παραγώγων του C34 µετά από χηµική διασύνδεση µε
DSP (dithiobis succinimidyl propionate; βλέπε υλικά και µέθοδοι).  Συγκεκριµένα σε 8.45µM C609-834 (27Α,
πηγαδάκια 2 και 3), σε 17.73µΜ C669-834 (27B, πηγαδάκια 6 και 9), σε 17.5µΜ C609-757 (27A, πηγαδάκια 5
και 8), και σε 4.41µΜ Ν68 (27Β, πηγαδάκια 2 και 3), προστίθεται DSP (0.00575µg/ml), σε διάλυµα 50mM Hepes,
pH 7.6, 50mM KCL, και 5mM MgCL2. Τα δείγµατα επωάζονται στον πάγο για 15΄, και µετά οι αντιδράσεις
σταµατούν µε προσθήκη 125mM Tris-CL, pH 7.6, και επώαση στον πάγο για ακόµη 20΄. Σηµειώνεται ότι στην
περίπτωση των παραγώγων C669-834 και C609-757, χρησιµοποιείται διπλάσια (0.0115µg/µl; 27Β, πηγαδάκι 8
και 27Α, πηγαδάκι 6 αντίστοιχα), αλλά και τριπλάσια (0.01725µg/µl; 27Β, πηγαδάκι 7 και 27Α, πηγαδάκι 7
αντίστοιχα) συγκέντρωση DSP Τα διάφορα σύµπλοκα χηµικής διασύνδεσης που διασπώνται µε DTT (80Mm;
30΄, 370C; πηγαδάκι 2, στο Α, και πηγαδάκι 5 στο Β), σηµειώνονται είτε µε κόκκινο βέλος (26Α, πηγαδάκι 3), είτε
µε κόκκινα αστεράκια (26Β, πηγαδάκι 8). Στα πηγαδάκια 4 και 9 στο Α, αλλά και στα πηγαδάκια 4 και 9 στο Β,
δεν προστίθεται ούτε DSP, ούτε DTT. Στο πηγαδάκι 1, φορτώνονται µοριακοί δείκτες (µεγέθη σε kDa). Τα
δείγµατα υπόκεινται σε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE; 15% πήκτωµα ακρυλαµίδης), και ακολουθεί
χρώση αργύρου (silver staining; Βλέπε υλικά και µέθοδοι).   

1 2 3 4 5 6 7 8 9

N68
117
206

79

48

35

29
21

***
*
*

*
MW

C669-834

1 2 3 4 5 6 7 8 9

N68
117
206

79

48

35

29
21

***
*
*

*
MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9

N68
117
206

79

48

35

29
21

***
*
*

*
MW

Β

Α
117
206

79

48

35

MW

117
206

79

48

35

MW

C609-834C609-834

1 2 3 4 5 6 7 8 91 2 3 4 5 6 7 8 9

 Απ’ όλα τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι η IRA1 περιοχή είναι απαραίτητη για την 
ικανότητα ολιγοµερισµού της C-περιοχής της SecA. Το C669-834 που αποτελείται από την 
WD και IRA1-περιοχές σχηµατίζει ολιγοµερή, ενώ το C609-757 από το οποίο απουσιάζει η 
IRA1-περιοχή, αλλά αποτελείται από την SD και WD-περιοχές, είναι µονοµερές. Επειδή όπως 
είπαµε, δεν καθαρίστηκαν επαρκείς ποσότητες για βιοχηµικές µελέτες από το C753-834 που 
αποτελείται µόνο από την IRA1-περιοχή, δεν µπορούµε να συµπεράνουµε πέραν πάσης 
αµφιβολίας ότι η IRA1-περιοχή είναι αρκετή ή απαιτείται και η WD-περιοχή για την τάση 
ολιγοµερισµού της C-περιοχής. Το σίγουρο είναι πάντως ότι απουσία IRA1 η C-περιοχή δεν 
µπορεί να δώσει ολιγοµερείς µορφές. ∆ιαπιστώθηκε ακόµα ότι αν λείψει η CT-περιοχή της 
SecA, παρατηρείται µία σταθεροποίηση των διµερών µορφών της C-περιοχής και δεν 
παρατηρούνται ολιγοµερή, όπως διαπιστώνεται από το προφίλ σε µη αποδιατακτική 
ηλεκτροφόρηση του C609-834, από το οποίο απουσιάζει η CT-περιοχή του C34, σε σχέση µε 
το προφίλ του C34 στην ίδια ηλεκτροφόρηση (σχήµα 103, στο πηγαδάκι 6 δηµιουργείται µόνο 
διµερές C609-834, ενώ στο πηγαδάκι 3 υφίσταται και διµερές και ολιγοµερές C34, κόκκινο και 
µπλε βελάκι αντίστοιχα). Αν απουσιάζει τέλος και η SD-περιοχή µαζί µε την CT-περιοχή (αλλά 
παραµένει η IRA1-περιοχή), ενισχύεται η τάση της C-περιοχής προς ολιγοµερή αντί µόνο για 
διµερή. Το C609-834 σχηµατίζει ‘’σκάλα’’ από πρωτεϊνικές ζώνες κατά την διάρκεια µη 
αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης, ενώ το C609-834 µόνο ένα διµερές (σχήµα 103 πηγαδάκια 
4, και 6 αντίστοιχα).   
 Αφού η IRA1 περιοχή εµπλέκεται στην ικανότητα διµερισµού της πρωτεΐνης, 
εξετάστηκαν οι επιδράσεις των διάφορων IRA1 σηµειακών µεταλλαγών στην ικανότητα 
διµερισµού του C34 πεπτιδίου. Τα ποικίλα C34IRA1 πεπτίδια φορτώνονται πρώτα σε 15% 
αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης (σχήµα 106Γ, το κίτρινο βέλος υποδεικνύει την θέση 
του C34WT πεπτιδίου), προκειµένου να πιστοποιηθεί η οµοιότητα των ποσοτήτων τους, που 
στη συνέχεια φορτώνονται σε πολλαπλάσια τιµή στα επόµενα πηκτώµατα. Σηµειώνεται ότι σ’ 
όλες τις περιπτώσεις είναι εµφανής και η παρουσία διµερούς C34IRA1 πεπτιδίου (σχήµα 
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106Γ, πράσινο αστεράκι). 
Προκειµένου να διερευνηθεί αν 
οι IRA1 µεταλλαγές επιδρούν 
στον διµερισµό του C34, τα 
 πήκτωµα ακρυλαµίδης (σχήµα 

106Α). ∆ιαπιστώθηκε ότι εκτός από τα C34I789R και C34E806A πεπτίδια (σχήµα 106, 
πηγαδάκια 5 και 9), όλα τα υπόλοιπα C34IRA1 παράγωγα τρέχουν ή χαµηλότερα (σχήµα 
106A, πηγαδάκια 3, 4, 6, 7, 10, και 11) ή υψηλότερα (C34Y803A; σχήµα 106, πηγαδάκι 8), 
από το C34WT (σχήµα 106A, πηγαδάκι 2, µε ροζ βέλος σηµειώνεται η θέση που τρέχει το 
C34WT), υποδηλώνοντας διαφορά στο µέγεθος (που παραπέµπει σε διαφορά στην τάση 
ολιγοµερισµού της C-περιοχής), ή στο φορτίο, ή στο σχήµα, ή και στα τρία, των C34IRA1 
µεταλλαγών. Τρέξιµο των παραπάνω δειγµάτων σε χρωµατογραφία αποκλεισµού, και πολύ 
περισσότερο σε αναλυτική υπερφυγοκέντρηση, που θα απαντούσε στο ερώτηµα της αλλαγής 
στον ολιγοµερισµό της C-περιοχής από τις διάφορες IRA1 µεταλλαγές, δεν 
πραγµατοποιήθηκε. Πραγµατοποιήθηκε µόνο µπλε µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση των 
παραπάνω C34IRA1 πεπτιδίων, η οποία δεν έδειξε σηµαντικές διαφορές στο τρέξιµο τους, 
και άρα στο µέγεθος (που παραπέµπει στον ολιγοµερισµό τους), και στο σχήµα τους (σχήµα 
106Β, το κόκκινο βέλος υποδεικνύει την θέση που τρέχει το C34WT). 

Μπορεί οι διάφο

Σχήµα 106: Ρόλος της IRA1-
περιοχής στον ολιγοµερισµό της
C34-περιοχής της SecA. Τα
καθαρισµένα πολυπεπτίδια
C34IRA1 φορτώνονται διαδοχικά σε
µη αποδιατακτικό πήκτωµα 10%
ακρυλαµίδης (10% NATIVE-PAGE;
Α; 10µg), σε µπλε µη αποδιατακτικό
πήκτωµα 10% ακρυλαµίδης (10%
BLUE-NATIVE-PAGE; B; 10µg), και
σε αποδιατακτικό πήκτωµα 15%
ακρυλαµίδης (15% SDS-PAGE; Γ;
2.5µg), και χρωµατίζονται µε
Coommassie. Στα παραπάνω
πάνελ σηµειώνεται η θέση που
τρέχει το πεπτίδιο C34WT στα
παραπάνω πηκτώµατα µε ροζ,
κόκκινο και κίτρινο βέλος
αντίστοιχα, ενώ σηµειώνονται και οι
θέσεις των πρωτεϊνικών µαρ ων
της Αλδολάσης (158kDa), και της

τύρ
 

Αλβουµίνης (68 kDa). 
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διάφορα C34IRA1 πεπτίδια φορτώθηκαν σε µη αποδιατακτικό

ρες IRA1 µεταλλαγές στα C34 πεπτίδια να µην προκαλούν έντονες 
τουλάχιστον αλλαγές στον ολιγοµερισµό της C-περιοχής, όµως η ανάλυση της δοµής της 
SecA, τόσο από το Bacillus subtilis, όσο και από το Mycobacterium tuberculosis (Εισαγωγή 
σχήµα 47, 48 και Κεφάλαιο ΙΙΙ), έδειξε ότι η περιοχή IRA1 εµπλέκεται στον διµερισµό της 
SecA, όπως και η SSD-περιοχή (Κεφάλαιο 3.4). Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε ότι η περιοχή 
IRA1 του ενός πρωτοµερούς της bsSecA, και κατ’ αναλογία και της ecSecA, SecA(α),  
αλληλεπιδρά µε την περιοχή SD του δεύτερου πρωτοµερούς, SecA(β), (σχήµα 107). Μάλιστα 
βρέθηκε ότι τα αµινοξέα R750/Q801 και Ε751/E802 (bsSecA/ ecSecA) της IRA1περιοχής του 
ενός πρωτοµερούς,  πιθανότατα σχηµατίζουν αλληλεπιδράσεις δεσµού άλατος ή van der 
waals αντίστοιχα, µε τα αµινοξέα R584/K633 και D591/D640 της περιοχής SD του δεύτερου 
πρωτοµερούς (σχήµα 107Α). Έτσι η αντικατάσταση του γλουταµινικού οξέος, στη θέση 
751/802 από αλανίνη, αναµένεται να διαταράσσει την παραπάνω αλληλεπίδραση της IRA1 µε 
την SD-περιοχή (σύµφωνα µε το pdb viewer πρόγραµµα, Κεφάλαιο 3.4). Ταυτόχρονα, όπως 
είδαµε στο προηγούµενο Κεφάλαιο, το πεπτίδιο C34E802A, που φέρει την παραπάνω 
αµινοξική αντικατάσταση, κατά την διάρκεια του καθαρισµού του πρωτεολύεται (σχήµα 102 
και 103), στο αµινοξύ Κ594/K643 της SD περιοχής (που είναι κοντά στα αµινοξέα µε τα οποία 
η SD-περιοχή αλληλεπιδρά µε την περιοχή IRA1), το οποίο ευρισκόµενο στο ένα πρωτοµερές 
της SecA, σχηµατίζει εν δυνάµει, δεσµό άλατος µε το Q598/Ε647 της SD περιοχής του άλλου 
πρωτοµερούς (σχήµα 107A). Στην περίπτωση της Ε751Α/E802Α µεταλλαγής λοιπόν, που 
αναµένεται ότι διαταράσσεται η επικοινωνία της IRA1-περιοχής του πρώτου µονοµερούς, µε 
την SD-περιοχή του δεύτερου µονοµερούς της SecA, πιθανολογείται ότι διαταράσσεται και η 
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επικοινωνία µεταξύ των SD περιοχών των δύο µονοµερών.  Αυτή η διαταραχή θα µπορούσε 

να επιτρέπει στην θρυψίνη να πρωτεολύσει 
την SD-περιοχή στην θέση Κ594/K643, που 
τώρα δεν αλληλεπιδρά µε το Q598/Ε647, 
όπως συµβαίνει και στην περίπτωση του C34E802A πολυπεπτιδίου. Συγκεκριµένα για να 
επικοινωνήσουν οι δύο έλικες το  SD  δηλαδή η SD(α) και η SD(β) (σχήµα 107B, C) πρέπει 
να υφίστανται οι αλληλεπιδράσεις κάθε µιας SD-υποπεριοχής τόσο µε την IRA1-περιοχή του 
ίδιου, αλλά και µε την IRA1-περιοχή του άλλου πρωτοµερούς (σχήµα 107D, E, F). 
∆ιαφορετικά αποµακρύνεται η κάθε µεγάλη έλικα της SD(α) και SD(β) προς την NBD-IRA2-
περιοχή µε την οποία αλληλεπιδρά µε πολλαπλές ισχυρές αλληλεπιδράσεις όπως θα δούµε 
στο Κεφάλαιο 3.4, και διακόπτονται οι εταξ  τους α ληλεπιδράσεις.  

Σηµειώνεται επίσης ότι η περιοχή IRA1 του ενός πρωτοµερούς, επικοινωνεί µε την 
περιοχή NBD του ά
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Σχήµα 107 : Πιθανές επιδράσεις της µεταλλαγής
E802A της  περιοχή IRA1 στον διµερισµό της
SecA. Όταν το Ε802 αντικατασταθεί από
αλανίνη, διαταρράσονται οι αλληλεπιδράσεις µε
την SD-περιοχή (Α), αλλά και οι αλληλεπιδράσεις
µεταξύ των SD- περιοχών των δύο
πρωτοµερών.  Οι SD περιοχές αλληλεπιδρούν
µόνο αν βρεθούν σε κατάλληλη διευθέτηση
µεταξύ τους (Β, C), που επιτυγχάνεται µέσω των
αλληλεπιδράσεων κάθε SD-περιοχής και µε τις
δύο IRA1-περιοχές της διµερούς SecA (D, E, F).
Έτσι η Κ594/Κ643 πρωτεολύεται από θρυψίνη
στο C34 802A πεπτίδιο και η SecAE802E  A
παρουσιάζει σηµαντικό ποσοστό µονοµερούς
πρωτεΐνης στο διάλυ α (περισσότερες
πληροφορίε

µ
ς στο κείµενο).    

υ ,

µ ύ λ

λλου πρωτοµερούς (µόνο στην δοµή της bsSecA, Κεφάλαιο 3.4). Μάλιστα 
διαφαίνεται η δηµιουργία υδρόφοβης αλληλεπίδρασης µεταξύ της F760/F811 της IRA1, µε την 
L5/L6 της NBD-περιοχής. H αλληλεπίδραση αυτή διαταράσσεται στην περίπτωση της 
αµινοξικής αντικατάστασης της φαινυλανανίνης στην θέση 760/811 απόν αλανίνη (Κεφάλαιο 
3.4), ενώ οι Or et al., 2002 (βλέπε και Εισαγωγή) έδειξαν ότι πολλαπλές σηµειακές 
µεταλλαγές στην ευρύτερη περιοχή της παραπάνω φαινυλανανίνης, µονοµερίζουν την SecA. 
Από την άλλη µεριά σύµφωνα µε την δοµή της mtSecA, διαφαίνεται ότι η IRA1(α)-περιοχή (η 
λούπα της συγκεκριµένα) επικοινωνεί µέσω διαφορετικού αµινοξέος µε την SD(β)-περιοχή 
(Κεφάλαιο 3.4), ενώ η έλικα 1 της IRA1(α)-περιοχής επικοινωνεί µε την IRA2(β)-περιοχή 
(Κεφάλαιο 3.4).  
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Εποµένως µε βάση τα 
παραπάνω, φάνηκε ενδιαφέρουσα η 
εξέταση του ρόλου της IRA1-περιοχής, 
άµεσα τ

ες α
διατα  

τώθη ικό 
τρ

ι
A

πηγ τρέχ

A

ς τι

α α

µ ο

ναι προφανής 
νη θα

ιατακτικό πήκτωµα, οφείλεται όχι σε διαφορετικό φορτίο, αλλά σε 
διαφορε

πλέον, στον διµερισµό ων 
διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών, και 
αρχικά στα διµερή σταθερής 
κατάστασης των παραπάνω 
πρωτεϊνών. Προς τούτο οι SecAIRA1 
πρωτεΐν φορτώθηκαν κατ ρχήν σε 
µη απο κτικό πήκτωµα 
ακρυλαµίδης (σχήµα 108Α), και 
παράλληλα το ¼ της ποσότητας τους 
φορ κε σε αποδιατακτ πήκτωµα 
ακρυλαµίδης (σχήµα 108Γ, µε κί ινο 
βέλος σηµειώνεται η θέση που τρέχουν 
οι SecAIRA1 πρωτεΐνες), για να 
επιβεβαιωθεί η οµοιότητα των 
φορτωµένων ποσοτήτων των 
παραπάνω δειγµάτων. ∆ιαπ στώθηκε 
ότι όλες οι Sec IRA1 πρωτεΐνες 
(σχήµα 108Α, αδάκια 2-11) ουν 
σε κάποιο βαθµό διαφορετικά από την 
Sec WT (σχήµα 108Α, πηγαδάκι 1, µε 
ροζ βέλος υποδεικνύεται η θέση που 
τρέχει η SecAWT), και συγκεκριµένα 
καθυστερούν ασθενώς στην 
µετατόπιση τους, σε σχέση µε την 
SecAWT, µε ενδεικτικότερους 
αντιπροσώπου ς SecAW775A, και 
SecAI789R (σχήµα 108Α, πηγαδάκι 2 
και 4). Μία τέτοι λλαγή όµως θα 
µπορούσε να οφείλεται σε αλλαγή του 
επιφανειακού φορτίου των SecAIRA1 
πρωτεϊνών, ή του σχήµατος τους, και 
όχι απαραίτητα σε αλλαγή του 
µεγέθους τους, που παραπέµπει σε 
διαταραχή της κατάστασης 
ολιγο ερισµού τ υς. Αξίζει να 
σηµειωθεί ότι στο µη αποδιατακτικό 
πήκτωµα εί η παρουσία 
πρωτεϊνικής ζώ ς που  µπορούσε 
να αντιστοιχεί σε µονοµερή SecAIRA1 
(σχήµα 108Α, πηγαδάκια 6-9, πράσινο 
αστεράκι). Μάλιστα η ζώνη αυτή 
ανιχνεύεται µε αντίσωµα έναντι της 

SecA, α-SecA, δεν µπορεί όµως να αποδειχθεί ότι αντιστοιχεί σε µονοµερή πρωτεΐνη. 
Για να διερευνηθεί αν η ποικιλλότητα στο τρέξιµο των SecAIRA1 πρωτεϊνών στο 

παραπάνω µη αποδ
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τικό µέγεθος ή σχήµα, οι πρωτεΐνες αυτές φορτώθηκαν εν συνεχεία και σε µπλε µη 
αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (σχήµα 108Β, µε κόκκινο βέλος σηµειώνεται η θέση που 
τρέχει η SecAWT. Παρατηρήθηκε ότι όλες οι µεταλλαγµένες πρωτεΐνες (σχήµα 108Β, 
πηγαδάκια 2-11) µετατοπίζονται παρόµοια µε την SecAWT (σχήµα 108Β, πηγαδάκι 1), µε 
εξαίρεση ίσως την SecAI789R (σχήµα 108Β, πηγαδάκι 4), που φαίνεται να καθυστερεί στην 
µετακίνηση της στο παραπάνω πήκτωµα. Όλες λοιπόν οι παραπάνω SecAIRA1 πρωτεΐνες, 
µε βάση τουλάχιστον την παραπάνω ποιοτική µέθοδο είναι κύρια διµερείς. Όσον αφορά την 
SecAI789R, που εξακολουθεί να µετατοπίζεται πιο αργά και στο µπλε µη αποδιατακτικό 
πήκτωµα, και άρα δεν φταίει γι’ αυτό το διαφορετικό επιφανειακό της φορτίο, δεν είναι 
ξεκάθαρο αν αλλάζει η κατάσταση ολιγοµερισµού της, ή απλά και µόνο το σχήµα της, από την 
παρουσία της συγκεκριµένης IRA1 µεταλλαγής. 
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Ακολούθως οι 
µεταλλαγές 

φορτώθηκαν και σε 
χρωµατογραφία 

µεγέθους απ κλεισµού 
(Superdex έπε 
υλικά και µέθοδοι; 
σχήµα 109), 

SecAIRA1 

ο
200; Βλ

για ακόµα 
πιο εµ

µ
τους, 

φησης τους

Έ ώ 

ρωτεΐνες φορτώνονται 
σε ανα

περιστατωµένη 
µελέτη της 
ολιγοµερικής δο ής 

οπότε και 
διαπιστώθηκε για 
ορισµένες τουλάχιστον 
απ’ αυτές µία 
µετατόπιση της κύριας 
κορυφής της 
απορρό  σε 
µεγαλύτερα µοριακά 
βάρη. τσι εν η 
SecAWT σε 50mM 
Tris-CL, 400mM NaCL, 

και 5mM β-Μερκαπτοαιθανόλη, µε ρυθµό έκλουσης 0.5ml/min, και ρυθµό τρεξίµατος του 
καταγραφικού 1cm/min, εκλούεται στα 12.68ml (σχήµα109; στο σχήµα 104, η SecA εκλούεται 
στα12.88ml, αφού παρουσιάζει µεγάλη πλαστικότητα και τρέχει διαφορετικά σε διαφορετικό 
διάλυµα και µε διαφορετικό ρυθµό έκλουσης), οι SecAR792A, SecAP799A, SecAE806A, και 
SecAF811A, εκλούονται αντίστοιχα στα 12.93ml για τις δύο πρώτες, και στα 12.95ml για την 
τρίτη αντίστοιχα (σχήµα 109Α). Λιγότερο έντονες διαφορές στην έκλουση τους παρατηρούνται 
για τις SecAL785R, SecAI789R, και την SecAE802A, που εκλούονται στα 12.83, 12.8 και 
12.78ml αντίστοιχα (σχήµα 109B). Αξίζει να σηµειωθεί ότι η SecAW775A, όπως και η 
SecAY803A, εκλούονται στα ίδια ml µε την αγρίου τύπου πρωτεΐνη, ενώ η SecA∆IRA1 από 
την οποία απουσιάζουν 13 αµινοξέα της SecA (αλλά έχουν προστεθεί άλλα 5) εκλούεται στα 
12.7ml (σχήµα 109Γ). Και σ’ αυτή την περίπτωση όµως δεν µπορεί κανείς να είναι σίγουρος 
για το αν η έκλουση σε αυξηµένο όγκο  παραπέµπει σε διαταραχή του ολιγοµερισµού των 
παραπάνω πρωτεϊνών, ή απλά σε αλλαγή του σχήµατος τους, λόγω των διαφόρων 
µεταλλαγών. 

Γι’ αυτό το λόγο τουλάχιστον ορισµένες από τις παραπάνω π
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Σχήµα 108 : Ρόλος της IRA1-περιοχής στον ολιγοµερισµό της SecA. Οι καθαρισµένες SecAIRA1 πρωτεΐνες
φορτώνονται διαδοχικά σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα 10% ακρυλαµίδης (10% NATIVE-PAGE; Α; 10µg), σε
µπλε µη αποδιατακτικό πήκτωµα 10% ακρυλαµίδης (10% BLUE-NATIVE-PAGE; B; 10µg), και σε αποδιατακτικό
πήκτωµα 10% ακρυλαµίδης (10% SDS-PAGE; Γ; 2.5µg), και χρωµατίζονται µε Coommassie. Στα παραπάνω
πάνελ σηµειώνεται η θέση που τρέχει η SecAWT στα παραπάνω πηκτώµατα µε ροζ, κόκκινο και κίτρινο βέλος
αντίστοιχα, ενώ σηµειώνονται και οι θέσεις των πρωτεϊνικών µαρτύρων της Αλδολάσης (158kDa), και της
Αλβουµίνης (68 kDa). 

Γ

B

A

λυτική υπερφυγοκέντρηση (Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν από....; Βλέπε 
υλικά και µέθοδοι), για να µελετηθεί απευθείας η αλλαγή ή όχι της µάζας-µεγέθους τους, και 
άρα η διαταραχή ή όχι της κατάστασης ολιγοµερισµού τους, αλλά και για να γίνει και 
ποσοτικός προσδιορισµός αυτών των υποτιθέµενων αλλαγών (από τον υπολογισµό του 

 

Σχήµα 109: ∆ιερεύνηση της κατάστασης ολιγοµερισµού των διαφόρων SecAIRA1 µεταλλαγών. Οι µεταλλαγές
αυτές σε διάλυµα 50mM Tris-CL pH 8, 400mM NαCL, και 5mM β-Μερκαπτοαιθανόλη, φορτώνονται ξεχωριστά
σε χρωµατογραφία µεγέθους αποκλεισµού (στην ίδια κολώνα Superdex-200, διαδοχικά; βλέπε υλικά και
µέθοδοι), και τα ίχνη τους, ανάλογα µε την συµπεριφορά έκλουσης τους αντιπαραβάλλονται µε τα ίχνη της
SecAWT (καµπύλη µε µαύρη διακεκοµένη γραµµή). Έτσι στο διάγραµµα Α απεικονίζεται το προφίλ
απορρόφησης των SecAR792A (140µg), SecAP799A (133 µg), SecAE806A (200 µg), και SecAF811A (150
µg), που εκλούονται σε αυξηµένο όγκο, έως και 0.27ml, σε σχέση µε την SecAWT. Στο διάγραµµα Β
απεικονίζεται το προφίλ απορρόφησης των SecAL785R (200µg), SecAI789R (200 µg), και SecAE802A (200
µg), που εκλούονται σε λιγότερο από προηγουµένως, αλλά επίσης αυξηµένο όγκο, έως και 0.15ml, σε σχέση
µε την SecAWT. Τέλος στο διάγραµµα Γ, απεικονίζεται το προφίλ απορρόφησης των SecAW775A (200µg),
SecAY803A (200 µg), και SecA∆IRA1 (150 µg), που εκλούονται όπως και η SecAWT, µε την κορυφή
απορρόφησης της SecA∆IRA1, να είναι ελαφρώς µετατοπισµένη προς τα δεξιά (εκλούεται σε αυξηµένο όγκο
κατά 0.02ml σε σχέση µε την SecAWT). Η AUFS=0.1, ο ρυθµός έκλουσης 0.5ml/min, ενώ ο ρυθµός µε τον
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συντελεστή καθίζησης τους s, 
sedimentation velocity), και να 
διερευνηθεί  δ µική της 
ολιγοµερική  δοµής τους. 
Συγκεκριµ να µε ολική οριακή 
ανάλυση των φασµάτων 
απορρόφησης (Stafford, 1992; Philo, 
2000; Shu 000;  υλικά και 
µέθοδοι), διαπιστώθηκε ότι τόσο η 
SecAWT, όσο και η SecAE802A, 
συγκροτούνται τόσο σε µονοµερή, 
διµερή, και τετραµερή, αλλά 
διαφέρουν ως προς την διασπορά 
των παραπάνω ορφών τους κάτω 
από τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες. 
Ειδικότερα, ενώ το 40% της SecAWT 
είναι διµερής και το 38% µονοµερής, 
το 60% της SecAE802A ανιχνεύεται 
σε µονοµερή µορφή, και µόνο το 
19.4% σε διµερή.  

Εποµένως οι 
αλληλεπιδράσεις 
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περιοχής IRA1 του νός 
πρωτοµερούς της SecA, µε την 
περιοχή SD του άλλου πρωτοµερούς, 
πρέπει να σ ντελ ύν στην ρύθ ιση 
της ισορροπίας 
διµ ούς στην SecA.  

Από την άλλη µεριά η 
αναλυτική υπερφυγοκέντρηση της 
SecAW775A  δειξε ότι είναι 
ενισχυµένο το ποσοστό του 
τετραµερούς της, και άρα µιλάµε πάλι 
για διαταραχή της ισορροπίας 
ολιγοµερισµού της SecA, και 
ειδικότερα της ισορροπίας διµερούς-
τετραµερούς, από µεταλλαγή στην 
IRA1-περιοχή. Στην περίπτωση αυτή 
βέβαια δεν προβλέπεται αλλαγή στην 
αλληλεπίδραση της IRA1-περιοχής 
του ενός πρωτοµερούς, µε την SD-
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ΓΓ όνο µεταξύ της IRA1-SD του 
ίδιου πρωτοµερούς (Κεφάλαιο .4). 
Αναµένεται πάντως και αυτή η IRA1 
µεταλλαγή  οδηγεί τελικά σε 
διαταραχή της επικοινωνίας των δύο 
µονοµερών, και κατά συνέπεια σε 
ενίσχυση του τετραµερισµού. 

Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η 
περιοχή IRA1, ρυθ ίζει την κατάσταση 
ολιγοµερισµο  της SecA πρωτεΐ ης, 
πιθανότατα µέσω διατα αχής της 
αλληλεπίδρασης της IRA1 πε ιοχής 
της SecA(α), µε την SD-περιοχή της 
SecA(β). Μπορεί όµως η IRA1-

 να τροποποιεί την 
ολιγο ρική δ ή της SecA 
επιδρώντας στην επικοινωνία της 
IRA1 της SecA(α), µε την NBD-
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περιοχή της SecA(β), ή στην επικοινωνία της IRA1(α) µε την IRA2(β)-περιοχή (7ε) (Κεφάλαιο 
3.4).  

Μελετώντας όµως την δοµή της bsSecA, προτείνεται ότι εναλλακτικά η περιοχή IRA1 
µπορεί να επηρεάζει τον διµερισµό της SecA, επιδρώντας πρώτα στην διαµόρφωση της 
περιοχής SSD της SecA(α) και εν συνεχεία στην επικοινωνία της SSD-περιοχής µε την IRA2- 
περιοχή, ή µε την SD-περιοχή της SecA(β) (Κεφάλαιο 3.4). Ακόµα η περιοχή IRA1, θα 
µπορούσε να επεµβαίνει στον ολιγοµερισµό της SecA,  επηρεάζοντας την αλληλεπίδραση της 
SD-περι

ρφωση τους σε σχέση µε την SecAWT, και αποτελούν αρνητικά control 
της παρ

ρεάζουν την επικοινωνία της περιοχής IRA1 µε την περιοχή του SD, του 
ίδιου ή  άλλου πρωτοµερούς, είναι αυτές που υφίστανται τροποποίηση πιθανά στον 
ολιγοµε ό τους.  

λα τα παραπάνω αναµένεται επίδραση της IRA1-περιοχής στην ολιγοµερική 
µή της SecA.     

οχής της SecA(α), µε την περιοχή NBD, ή την περιοχή SD της SecA(β), µετά την 
τροποποίηση της δοµής της SD-περιοχής της SecA(α) (Κεφάλαιο 3.4). Τέλος µπορεί οι IRA1 
µεταλλαγές να επιδρούν και στην σχέση της IRA2-περιοχής της SecA(α), µε την WD-περιοχή 
της SecA(β) (Κεφάλαιο 3.4). 

Εν παραλλήλω µετρήσεις των SecAIRA1 πρωτεϊνών µε σκέδαση των ακτίνων Χ υπό 
µικρή γωνία, SAXS (Small Angle X ray Scattreing), σε διάλυµα, από τον Brian Shilton, έδειξαν 
ότι οι τάξης ΙΙ µεταλλαγές (SecAW775A, και SecAF811A), που αφορούν αλληλεπιδράσεις της 
IRA1-περιοχής µε την περιοχή του SD, αλλά και η SecA∆IRA1, που όλες µαζί 
χαρακτηρίζονται από υψηλή ΑΤΡάση σε διάλυµα, και αδυναµία συγκρότησης σταθερού 
συµπλόκου µε το Ν68 στην C34 µορφή τους, παρουσιάζουν αυξηµένη Rg (Radius of 
gyration) σε σχέση µε την SecAWT. Συγκεκριµένα η Rg αυξάνεται από 4.2 σε 4.4 nm για τις 
SecAW775A και SecA∆IRA1, ενώ είναι λιγότερο αυξηµένη για την SecAF811A. Πάντως και οι 
τρεις παραπάνω µεταλλαγές φαίνεται να οδηγούν σε πιο εκτεταµένη δοµή της SecA, σε 
σχέση µ’ αυτή που παρατηρείται στην αγρίου τύπου πρωτεΐνη (η αλλαγή της καµπυλότητας 
ποιοτικά οµοιάζει µε την αλλαγή της πρωτεΐνης ΜΒΡ καθώς πηγαίνει από την κλειστή 
(σφαιρική) στην ανοιχτή (εκτεταµένη) της δοµή), και αποτελούν την οµάδα Ι των SecAIRA1 
πρωτεϊνών. Πιο εκτεταµένη όµως δοµή παραπέµπει σε ενισχυµένη παρουσία τετραµερούς 
και άρα επίπτωση στην κατάσταση ολιγοµερισµού των πρωτεϊνών, όπως διαπιστώθηκε και 
µε την αναλυτική υπερφυγοκέντρηση, τουλάχιστον για την SecAW775A πρωτεΐνη. Η οµάδα ΙΙ 
περιλαµβάνει πρωτεΐνες µε µικρότερες αλλαγές στην διαµόρφωση τους, που κυµαίνονται  
µεταξύ αυτών που παρατηρούνται στην SecAWT και τις πρωτεΐνες της οµάδας Ι. Εδώ 
ανήκουν η SecAE802 (για την οποία µε αναλυτική υπερφυγοκέντρηση διαπιστώθηκε 
ενίσχυση της µονοµερούς µορφής της πρωτεΐνης), που επίσης επιδρά στην αλληλεπίδραση 
της περιοχής IRA1 µε την περιοχή του SD, του άλλου όµως πρωτοµερούς, η SecAP799A, και  
ίσως και η SecAI789R, µιας σε µεγάλες γωνίες σκέδασης η τελευταία παρουσιάζει περίεργη 
εικόνα. Τέλος στην οµάδα ΙΙΙ, ανήκουν η SecAY803A, και ίσως η SecAR792A (πάλι σε 
µεγάλες γωνίες σκέδασης παρουσιάζει περίεργη εικόνα), που δεν παρουσιάζουν σηµαντικές 
διαφορές στην διαµό

απάνω διαδικασίας. ∆ιαφαίνεται από τις παραπάνω µετρήσεις ότι οι SecAIRA1 
πρωτεΐνες που επη

του
ρισµ
Απ’ ό

δο
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3.4. ∆ΟΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ  
3.4.Α. Σηµειακές µεταλλαγές στον IRA1  µοριακό διακόπτη 
 

Σηµαντικές πληροφορίες για την λειτουργία του IRA1 διακόπτη συλλέγουµε µε την 
µελέτη ένα προς ένα όλων των αµινοξέων της IRA1-περιοχής που υφίστανται σηµειακές 
µεταλλαγές στην ecSecA, µε βάση τις δοµές της bs και της mtSecA (σχήµα 56). Συγκεκριµένα 
στα παρακάτω πάνελ (σχήµα 110) µελετώνται οι κύριες αλληλεπιδράσεις κάθε αµινοξέος στις 
παραπάνω αναλυµένες κρυσταλλογραφικά SecA (swiss-pdbviewer πρόγραµµα) και η πιθανή 
επίδραση της σηµειακής µεταλλαγής τους σ’ αυτές τις αλληλεπιδράσεις. Έτσι διαπιστώνεται 
ότι το αµινοξύ W775 (110αi-αiv), παίζει σηµαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση της περιοχής 
IRA1 µε την SD-περιοχή. Η αλληλεπίδραση αυτή κάνει εφικτό τον δεσµό άλατος της R656 µε 
το D649 που δηµιουργεί την κάµψη (κόκκινο βέλος) της έλικας της SD-περιοχής. Έτσι αυτή 
‘’αγκαλιάζει’’ τον DEAD κινητήρα όπως θα αναφερθεί αναλυτικότερα στη συζήτηση. Το 
αµινοξύ L785 συµβάλλει στην διαµόρφωση της IRA1-περιοχής, αλλά και κατά δεύτερο λόγο, 
στην οµαλή επικοινωνία της µε την SSD-περιοχή (σχήµα 110βi-iv; περισσότερες λεπτοµέρειες 
στη συζήτηση). Αντίστοιχη, αν και πιο έντονη (λεπτοµέρειες στη συζήτηση) είναι και η δράση 
του αµινοξέος I789 [σχήµα 110γi(1), (2)-iv(1), (2)]. Από την άλλη µεριά το αµινοξύ R792 
συµµετέχει στην αλληλεπίδραση της IRA1-περιοχής µε την SSD-περιοχή (σχήµα 110δi-iv), αν 
και όχι τόσο έντονα όσο το E806 αµινοξύ (σχήµα 110εi-iv; Λεπτοµέρειες στη συζήτηση). Το 
αµινοξύ Ρ799 συντελεί στην διαµόρφωση της IRA1-περιοχής, ενώ στην περίπτωση της 
αντικατάστασης του από αλανίνη, αναµένεται µεγαλύτερη έλικα2 για την περιοχή IRA1 
(περισσότερες λεπτοµέρειες στη συζήτηση. Το αµινοξύ Ε802 εν συνεχεία, παίζει ρόλο στην 
επικοινωνία της IRA1(α)-περιοχής του ενός πρωτοµερούς µε την SD(β)-περιοχής του 
δεύτερου πρωτοµερούς, και έτσι το πρώτο µισό αυτής της περιοχής στρέφεται προς τα κάτω 
και προς τ’ αριστερά σε σχέση µε το δεύτερο µισό της (σχήµα 110ζi-iv; Περισσότερες 
λεπτοµέρειες στη συζήτηση), και διευκολύνεται η κάµψη της έλικας της SD-περιοχής. Το 
επόµενο αµινοξύ της IRA1-περιοχής που µεταλλάχθηκε, το Y803, εµπλέκεται και στην 
διαµόρφωση της IRA1-περιοχής, αλλά και στην επικοινωνία της µε την SD-περιοχή (σχήµα 
110ηi-iv). Τέλος το αµινοξύ F811 επηρεάζει την επικοινωνία της IRA1-περιοχής µε την SD-
περιοχή, αλλά κατά δεύτερο λόγο και µε την NBD(β)-περιοχή του δεύτερου πρωτοµερούς 
(σχήµα 110θi-iv; Περισσότερες λεπτοµέρειες στη συζήτηση).  

Από όλα τα παραπάνω προκύπτει ότι τα αµινοξέα της ecSecA που µεταλλάχθηκαν, 
µπορούν να καταταγούν σε τέσσερις τάξεις (σχήµα 111 και πίνακας ΙΧ), µε βάση τη 
συµµετοχή τους σε τέσσερις διακριτές δοµικές αλληλεπιδράσεις. Συγκεκριµένα διακρίνονται οι 
IRA1 µεταλλαγές τύπου Ι (W775. Y803, και F811), που επηρεάζουν την εσωτερική δοµή του 
IRA1 στοιχείου (σχήµα 113Βα). Οι IRA1 µεταλλαγές τύπου ΙΙ (L785, I789, P799, και Y803) 
που διαταράσσουν την επικοινωνία του IRA1 µε την περιοχή SD (σχήµα 111Ββ). Oι IRA1 
µεταλλαγές τύπου ΙII (R792, και E806), που επηρεάζουν την αλληλεπίδραση του IRA1 µε την 
SSD-περιοχή (σχήµα 111Βγ), και τέλος, οι IRA1 µεταλλαγές τύπου ΙV (Ε802), που επιδρούν 
στην επικοινωνία της IRA1-περιοχής του ενός πρωτοµερούς (που θα αναφέρεται από εδώ και 
πέρα ως SecAα), µε την περιοχή SD του άλλου πρωτοµερούς (που θα αναφέρεται από εδώ 
και πέρα ως SecAβ; σχήµα 111Βδ).  

 

 

Σχήµα 110: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων των αµινοξέων του IRA1 που υφίστανται σηµειακές  µεταλλαγές στην
ecSecA, τόσο στην δοµή της bs (i), όσο και στην δοµή της mtSecA (iii), µε τις διάφορες περιοχές της πρωτεΐνης τόσο
του πρώτου [SecA(α)], όσο και του δεύτερου µονοµερούς [SecA(β)]. Σηµειώνονται επίσης οι αλληλεπιδράσεις των
αντικατάσταµενων αµινοξέων κατά τις µεταλλαγές στις παραπάνω θέσεις, πάλι τόσο στην δοµή της bs (ii), όσο και στην
δοµή της mtSecA (iv). Σηµειώνονται οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις σε κάθε περίπτωση. Τα αµινοξέα που συµµετέχουν
στις κυριότερες αλληλεπιδράσεις παρουσιάζονται µε άσπρο χρώµα όσον αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε µπλέ
όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο όσον αφορά το οξυγόνο. Τα αµινοξέα που µετέχουν σε λιγότερο ισχυρές
αλληλεπιδράσεις χρωµατίζονται ανάλογα µε την περιοχή από την οποία προέρχονται, δηλαδή µπλε από την περιοχή
NBD, λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο από την περιοχή IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, και ροζ από την περιοχή
SSD. Τα ονόµατα όλων των αµινοξέων σηµειώνονται επίσης µε το χρώµα της περιοχής από την οποία προέρχονται και
σε σειρά αντίστοιχα bs/ecSecA (i, ii), ή mt/ecSecA(iii, iv). Οι πράσινες διακεκοµµένες γραµµές υποδηλώνουν δεσµούς –
Η και οι µωβ στερικές παρεµποδίσεις. α)W775, β)L785, γ) I789, δ) R792, ε) Ε806, ζ)Ε802, η)Υ803, και θ) F811. Στο γ) οι
αλληλεπιδράσεις της Ι789 διακρίνονται σ’ αυτές µέσα στην IRA1-περιοχή (1), και σ’ αυτές στην SSD-περιοχή (2). 
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Σχήµα 111: Οι διάφορες IRA1
µεταλλαγές διαιρούνται σε τέσσερις
τάξεις µε βάση τις κυρίαρχες
αλληλεπιδράσεις τους µε τέσσερις
περιοχές της SecA. A) Σχηµατική
αναπαράσταση των
αλληλεπιδράσεων των αµινοξέων
τάξης Ι (µαύρες διακεκοµµένες
γραµµές), των αµινοξέων τάξης ΙΙ
(κόκκινες διακεκοµµένες γραµµές),
των αµινοξέων τάξης ΙΙΙ (ροζ
διακεκκοµένες γραµµές), και των
αµινοξέων  τάξης IV (πράσινη
διακεκοµµένη γραµµή). Β) ∆ιαίρεση
των IRA1 µεταλλαγών σε τέσσερις
τάξεις. Στην τάξη Ι ανήκουν τα
αµινοξέα που διαµορφώνουν την
δοµή της IRA1-περιοχής, στην τάξη
ΙΙ τα αµινοξέα που αλληλεπιδρούν
µε την SD-περιοχή, στην τάξη ΙΙΙ τα
αµινοξέα που επικοινωνούν µε την
περιοχή SSD, και στην τάξη IV τα
αµινοξέα που επικοινωνούν µε την
SD(β)-περιοχή του δεύτερου
πρωτοµερούς. 

W775

Y803F811

Y803

P799

I789
L785

E806

R792 E802

W775

Y803F811

Y803

P799

I789
L785

E806

R792 E802

IIII
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Ευρετήριο 
κίτρινο= κυρίαρχες αλληλεπιδράσεις 
ανοιχτό πράσινο= δευτερεύουσες αλληλεπιδράσεις 
S= δεσµός άλατος 
W= υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 
H= δεσµός υδρογόνου 
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3.4.B. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ της περιοχής IRA1 και των υπολοίπων  
          περιοχών της SecA 
 

 Όπως αναφέρθηκε στο πρώτο Κεφάλαιο των αποτελεσµέτων, κατ’ αναλογία µε την 
δοµή της bsSecA, τα αµινοξέα του ΙRA1 στην ecSecA αναµένεται να παρουσιάζουν 
αλληλεπιδράσεις µε τις SSD, SD, WD, IRA1,και CT-περιοχές του ενός πρωτοµερούς, αλλά 
και µε τις NBD, και SD-περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς (σχήµα 112Α-Κ και πίνακας Χ). 
Αλλά και µε βάση την δοµή της mtSecA, τα αµινοξέα του ΙRA1 στην ecSecA αναµένεται να 
παρουσιάζουν αλληλεπιδράσεις µε τις SSD, SD, WD, και IRA1-περιοχές του ενός 
πρωτοµερούς, αλλά και µε τις IRA2, και SD-περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς 
(σχήµα113α-ζ).  
 
 
 
 
 

Σχήµα 112: Aλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στο ίδιο µονοµερές SecA(α),
αλλά και µε περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς, SecA(β). Σηµειώνονται οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις
σε κάθε περίπτωση. Οι αλληλεπιδράσεις προκύπτουν από την κρυσταλλογραφική δοµή της bsSecA,
οπότε αναλογικά πιστεύεται ότι ισχύουν και για την ecSecA. Σ’ όλες τις παρακάτω εικόνες αναγράφεται
πρώτα το αµινοξύ της bsSecA και µετά το αµινοξύ της ecSecA. Α) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής
µε την περιοχή NBD του ίδιου πρωτοµερούς. Β) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την SSD1
περιοχή (220-298) του ίδιου πρωτοµερούς. Γ) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την β-αλυσίδα του
στελέχους (stem) της περιοχής SSD, που εισέρχεται στην περιοχή NBD (stem in) στο ίδιο πρωτοµερές.
∆) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την περιοχή SSD2 (299-355) του ίδιου πρωτοµερούς. Ε)
Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την SD περιοχή της ευρύτερης C-περιοχής, του ίδιου
πρωτοµερούς. Ζ) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την WD περιοχή της C-περιοχής, του ίδιου
πρωτοµερούς. H) Aλληλεπιδράσεις µέσα στην IRA1 περιοχή. ΣΤ) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής
µε την CT περιοχή της C-περιοχής, του ίδιου πρωτοµερούς. Ι) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε
την περιοχή NBD του άλλου πρωτοµερούς. Κ) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την περιοχή SD
του άλλου πρωτοµερούς. Πίνακας X: Στον πίνακα σηµειώνονται οι κυριότερες αλληλεπιδράσεις της IRA1
περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στην διµερή SecA.   

 
 
 

Σχήµα 113: (σελίδα 196) Aλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε τις διάφορες περιοχές στο ίδιο
µονοµερές SecA(α), αλλά και µε περιοχές του δεύτερου πρωτοµερούς, SecA(β). Σηµειώνονται οι
κυριότερες αλληλεπιδράσεις σε κάθε περίπτωση. Οι αλληλεπιδράσεις προκύπτουν από την
κρυσταλλογραφική δοµή της mtSecA, οπότε αναλογικά πιστεύεται ότι ισχύουν και για την ecSecA. Τα
αµινοξέα που συµµετέχουν  στις κυριότερες αλληλεπιδράσεις παρουσιάζονται µε άσπρο χρώµα όσον
αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε µπλέ όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο όσον  αφορά το
οξυγόνο.  Τα αµινοξέα που µετέχουν σε λιγότερο ισχυρές αλληλεπιδράσεις χρωµατίζονται ανάλογα µε
την περιοχή από την οποία προέρχονται, δηλαδή λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο από την περιοχή
IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, και ροζ από την περιοχή SSD. Τα ονόµατα όλων των αµινοξέων
σηµειώνονται επίσης µε το χρώµα της περιοχής από την οποία προέρχονται και αντίστοιχα από την
mt/ec/bsSecA. Οι πράσινες διακεκοµµένες γραµµές υποδηλώνουν δεσµούς–Η. α) Αλληλεπιδράσεις της
IRA1 περιοχής µε τις υποπεριοχές SSD1(αi), SSD2 (αii), και την υποπεριοχή του στελέχους, STEM(αiii)
της SSD-περιοχής του ίδιου πρωτοµερούς. ε) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την περιοχή IRA2
του άλλου πρωτοµερούς. Οι αλληλεπιδράσεις µε τις υπόλοιπες περιοχές του ίδιου πρωτοµερούς SD,
WD, και IRA1 δεν σηµειώνονται.ζ) Αλληλεπιδράσεις της IRA1 περιοχής µε την περιοχή SD του άλλου
πρωτοµερούς.  
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3.4.Γ. Αλληλεπιδράσεις µεταξύ των διάφορων περιοχών της SecA 
 
 Από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής της bsSecA, όσο και της mtSecA 
διαπιστώνονται διάφορες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ποικίλλων περιοχών της, τόσο στο 
µονοµερές (σχήµα 114), όσο και στο διµερές της (σχήµα 115), και οι οποίες µπορούν 
αναλογικά να ισχύουν και στην περίπτωση της ecSecA. Έτσι στο µονοµερές της bsSecA 
εντοπίζονται αλληλεπιδράσεις µεταξύ των NBD-IRA2 (σχήµα 116α), NBD-SD (σχήµα 116β), 
NBD-CT (σχήµα 116γ), IRA2-SD (σχήµα 116δ), SSD-SD (σχήµα 116ε), SSD-WD (σχήµα 
116ζ), SSD-IRA1 (σχήµα 112β, γ, δ), SSD-CT (σχήµα 116η), SD-IRA1 (σχήµα 112ε), WD-
IRA1 (σχήµα 112ζ), και WD-CT (σχήµα 116στ). Συγκρίνοντας εν συνεχεία την δοµή της 
µονοµερούς bsSecA µε την µονοµερή mtSecA (σχήµα 114α και β), διαπιστώνουµε ότι και 
στην mtSecA διατηρούνται οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των παραπάνω περιοχών της SecA 
[µάλιστα στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης των SSD-SD περιοχών, συµµετέχουν 
αντίστοιχα αµινοξέα µ’ αυτά που συµµετέχουν και στην bsSecA (σχήµα 116ι)- για τις άλλες 
περιοχές δεν έχει ελεγχθεί αν  οι αλληλεπιδράσεις πραγµατοποιούνται µεταξύ αντίστοιχων 
αµινοξέων της mtSecA µε την bsSecA], εκτός από την SSD-WD αλληλεπίδραση που δεν 
υφίσταται (η SSD-περιοχή είναι αποµακρυσµένη από την περιοχή WD στην mtSecA), ενώ 
λόγω της έλλειψης της CT-περιοχής από την κρυσταλλική δοµή της mtSecA, δεν µπορούµε 
να ελέγξουµε αν διατηρούνται οι αλληλεπιδράσεις της, µε τις NBD, SSD, και WD-περιοχές, 
όπως στην bsSecA. 

Από την άλλη µεριά στο διµερές της bsSecA (σχήµα 117Α και σχήµα 118Α και Γ) 
εντοπίζονται αλληλεπιδράσεις µεταξύ των NBD(α)-SD(β) (σχήµα 119α), NBD(α)-IRA1(β) 
(σχήµα 119β), IRA2(α)-SSD(β) (σχήµα 119γ), IRA2(α)-WD(β) (σχήµα 119δ), SD(α)-SSD(β) 
(σχήµα 119ε), SD(α)-SD(β) (σχήµα 119ζ), και SD(α)-IRA1(β) (σχήµα 119η). Στο διµερές όµως 
της mtSecA (σχήµα 117B και σχήµα 118B και ∆), εντοπίζονται λιγότερες αλληλεπιδράσεις 
µεταξύ των περιοχών των δύο πρωτοµερών, καθώς τα δύο µονοµερή φαίνεται σαν να έχουν 
γλυστρήσει το ένα σε σχέση µε το άλλο, σε σύγκριση µε τα δύο µονοµερή στο διµερές της 
bsSecA, (115Α και Β). Οι αλληλεπιδράσεις που παρατηρούνται είναι µεταξύ των IRA2(α)-
SSD(β) (σχήµα 120α), IRA2(α)-IRA1(β) (σχήµα 120β), και SD(α)-IRA1(β) (σχήµα 120γ). 
Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή η SecA είναι µία πολύ εύπλαστη πρωτεΐνη που εύκολα 
αλλάζει σχήµα και κατά συνέπεια και αλληλεπιδράσεις µεταξύ των διάφορων περιοχών της, 
και άρα και µεταξύ των δύο πρωτοµερών της. 
 

a β
bsSecA mtSecA

a βa β
bsSecA mtSecA
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Σχήµα 114: Απεικόνιση της κρυσταλλογραφικής δοµής του µονοµερούς της bs και της mtSecA. Οι διάφορες περιοχές και στις
δύο δοµές χρωµατίζονται ανάλογα µε το σχήµα 56 (πρώτο Κεφάλαιο αποτελεσµάτων). Η δοµή είναι παρόµοια σε γενικές
γραµµές, αλλά δεν υφίσταται αλληλεπίδραση SSD-WD (περισσότερες πληροφορίες στο κείµενο. 
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Σχήµα 115: Απεικόνιση του κρυσταλλογραφικού διµερούς της bsSecA (A), και του κρυσταλλογραφικού διµερούς της
mtSecA (B), µε χρωµατισµό των διάφορων περιοχών όπως έχει γίνει στο σχήµα 34(Εισαγωγή) και στο σχήµα 56.
∆ιακρίνεται η µικρότερη επιφάνεια αλληλεπίδρασης µεταξύ των µονοµερών στην mtSecA σε σχέση µε την  bsSecA.   



 

Σχήµα 116: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών της µονοµερούς bsSecA
(α-στ), και της µονοµερούς mtSecA (ι) όπως προκύπτουν από την µελέτη των κρυσταλλογραφικών δοµών
τους (Hunt et al., 2002; Sharma et al., 2003). Στα παραπάνω σχήµατα α)-ι), τα αµινοξέα που συµµετέχουν
στις κυριότερες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των διάφορων περιοχών στη µονοµερή SecA, παρουσιάζονται µε
άσπρο χρώµα όσον αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε µπλέ όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο
όσον  αφορά το οξυγόνο. Τα ονόµατα των αµινοξέων χρωµατίζονται ανάλογα µε την περιοχή από την
οποία προέρχονται, δηλαδή µπλε από την περιοχή NBD, λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο από την
περιοχή IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, ροζ από την περιοχή SSD, λαχανί από την WD-περιοχή, και
κόκκινο από την περιοχή CT. Στο σχήµα στ) τα αµινοξέα που συµµετέχουν στις διάφορες αλληλεπιδράσεις
απεικονίζονται µε την µορφή σφαιρών, για να τονιστούν οι πιθανές υδρόφοβες και van der Waals
αλληλεπιδράσεις. Στα σχήµατα (α-στ) σηµειώνονται τα αµινοξέα της bsSecA, ενώ στο ι), σηµειώνονται τα
αµινοξέα της mtSecA. Στο σχήµα α) σηµειώνονται τα παρακάτω µοτίβα: το µοτίβο I (Walker A) της έλικας 4
της NBD-περιοχής που δεσµεύει τον φώσφορο α και β του νουκλεοτιδίου, το µοτίβο ΙΙ (Walker B), επίσης
της NBD-περιοχής στο οποίο το D207 αλληλεπιδρά µε το Mg2+, το Ε208 αποτελεί την καταλυτική βάση της
διαδικασίας υδρόλυσης του ΑΤΡ, και  το D210 που σχηµατίζει δεσµό Η µε το Q521 του µοτίβου VI της
IRA2-περιοχής, το µοτίβο ΙΙΙ (SAT), στο οποίο τα Τ371 και Τ373 σχηµατίζουν δεσµό Η πάλι µε το Q521, το
µοτίβο V της περιοχής IRA2, του οποίου τα αµινοξέα αλληλεπιδρούν µε τον α-φώσφορο και την ριβόζη του
νουκλεοτιδίου, και τέλος το µοτίβο VI επίσης της IRA2- περιοχής, στο οποίο το D492 αλληλεπιδρά µε την
ριβόζη, ενώ το R525 µε τον γ-φώσφορο του νουκλεοτιδίου.  Σηµειώνεται ότι οι πιθανοί δεσµοί Η
απεικονίζονται στα παραπάνω σχήµατα µε πράσινες διακεκοµµένες γραµµές. 
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Σχήµα 117: Χρωµατική απεικόνιση των περιοχών των δύο µονοµερών στην bsSecA (A) και στην  mtSecA (B)
που έρχονται σε επαφή κατά τον διµερισµό. 
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Σχήµα 118: Μεγένθυση των σκιασµένων περιοχών διµερισµού της bsSecA (A), και της mtSecA (B) από
το προηγούµενο σχήµα 119. Με κόκκινες γραµµές απεικονίζονται τα υπάρχοντα είδη αλληλεπιδράσεων,
που περιγράφονται αναλυτικότερα στα επόµενα σχήµατα 37 και 38 . Στα (Γ) και (∆), γίνεται σχηµατική
αναπαράσταση των παραπάνω σχηµάτων. Οι αλληλεπιδράσεις που ξεκινούν από το πρώτο µονοµερές
και καταλήγουν στο δεύτερο υποδηλώνονται µε γραµµές στα χρώµατα των περιοχών που ξεκινούν από
το πρώτο µονοµερές. Και από εδώ φαίνεται ότι οι αλληλεπιδράσεις είναι περισσότερες στην περίπτωση
της bsSecA απ’ ότι στην mtSecA. 

 
 

Σχήµα 119: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών της διµερούς bsSecA,
όπως προκύπτουν από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής της (Hunt et al., 2002), οι οποία
αποτελείται από α και β πρωτοµερή. Κατά συνέπεια  οι περιοχές του ενός µονοµερούς ονοµάζονται
περιοχή (α), και του άλλου, περιοχή (β). Στα παραπάνω σχήµατα α)-η), τα αµινοξέα που συµµετέχουν  στις
κυριότερες αλληλεπιδράσεις παρουσιάζονται µε άσπρο χρώµα όσον αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε
µπλέ όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο όσον  αφορά το οξυγόνο. Αντίθετα οι ασθενέστερες
αλληλεπιδράσεις υποδεικνύονται µε αµινοξέα χρωµατισµένα ανάλογα µε την περιοχή από την οποία
προέρχονται, δηλαδή µπλε από την περιοχή NBD, λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο από την περιοχή
IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, ροζ από την περιοχή SSD, και λαχανί από την WD-περιοχή. Στα
σχήµατα β) και ζ) τα αµινοξέα που συµµετέχουν στις διάφορες αλληλεπιδράσεις απεικονίζονται µε την
µορφή σφαιρών, για να τονιστούν οι πιθανές υδρόφοβες και van der Waals αλληλεπιδράσεις. Σ’ όλα τα
παραπάνω σχήµατα σηµειώνονται τα αµινοξέα της bsSecA, εκτός από το η), όπου σηµειώνονται και τα
αµινοξέα της ecSecA.    
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Σχήµα 121: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών της διµερούς mtSecA,
όπως προκύπτουν από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής της (Sharma et al., 2003), η οποία
αποτελείται από α και β πρωτοµερή. Κατά συνέπεια  οι περιοχές του ενός µονοµερούς ονοµάζονται
περιοχή (α), και του άλλου, περιοχή (β). Στα παραπάνω σχήµατα α)-γ), τα αµινοξέα που συµµετέχουν  στις
κυριότερες αλληλεπιδράσεις παρουσιάζονται µε άσπρο χρώµα όσον αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε
µπλέ όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο όσον  αφορά το οξυγόνο.  Τα ονόµατα των αµινοξέων
σηµειώνονται µε το χρώµα της περιοχής από την οποία προέρχονται, λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο
από την περιοχή IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, και ροζ από την περιοχή SSD, και λαχανί. Σ’ όλα τα
παραπάνω σχήµατα σηµειώνονται τα αµινοξέα της mtSecA. 

Σχήµα 120: Απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των διάφορων περιοχών της διµερούς bsSecA,
όπως προκύπτουν από την µελέτη της κρυσταλλογραφικής δοµής της (Hunt et al., 2002), η οποία
αποτελείται από α και β πρωτοµερή. Κατά συνέπεια  οι περιοχές του ενός µονοµερούς ονοµάζονται
περιοχή (α), και του άλλου, περιοχή (β). Στα παραπάνω σχήµατα α)-η), τα αµινοξέα που συµµετέχουν  στις
κυριότερες αλληλεπιδράσεις παρουσιάζονται µε άσπρο χρώµα όσον αφορά τον ανθρακικό σκελετό τους, µε
µπλέ όσον αφορά το άζωτο και µε κόκκινο όσον  αφορά το οξυγόνο. Αντίθετα οι ασθενέστερες
αλληλεπιδράσεις υποδεικνύονται µε αµινοξέα χρωµατισµένα ανάλογα µε την περιοχή από την οποία
προέρχονται, δηλαδή µπλε από την περιοχή NBD, λαδί από την περιοχή SD, κίτρινο από την περιοχή
IRA1, γαλάζιο από την IRA2 περιοχή, ροζ από την περιοχή SSD, και λαχανί από την WD-περιοχή. Στα
σχήµατα β) και ζ) τα αµινοξέα που συµµετέχουν στις διάφορες αλληλεπιδράσεις απεικονίζονται µε την
µορφή σφαιρών, για να τονιστούν οι πιθανές υδρόφοβες και van der Waals αλληλεπιδράσεις. Σ’ όλα τα
παραπάνω σχήµατα σηµειώνονται τα αµινοξέα της bsSecA, εκτός από το η), όπου σηµειώνονται και τα
αµινοξέα της ecSecA.    
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. Συζήτηση 
 
Όπως αναφέρθηκε και στην Εισαγωγή η IRA1 υποπεριοχή της ευρύτερης C-περιοχής 

παίζει τον ρόλο ενδοµοριακού διακόπτη ο οποίος είναι ανοιχτός όταν η SecA βρίσκεται στο 
κυτταρόπλασµα και διαθέτει τα βασικά µόνο επίπεδα ΑΤΡάσης, ενώ είναι κλειστός όταν η 
SecA συµµετέχει στην µεταφορά πρωτεϊνών διαµέσου της µεµβράνης και υδρολύει µε υψηλό 
ρυθµό ΑΤΡ. Μ’ αυτόν τον τρόπο η έκκριση των πρωτεϊνών από την µεταθετάση και η 
υδρόλυση ΑΤΡ από την SecA, είναι διαδικασίες απόλυτα συνδεδεµένες. Προκειµένου να 
κατανοηθεί η µοριακή βάση της δραστικότητας του IRA1 διακόπτη, κατασκευάστηκαν και 
µελετήθηκαν µία σειρά από σηµειακές µεταλλαγές σε θέσεις της περιοχής IRA1 µε >95% 
ταυτότητα και οµοιότητα, τόσο µε βιοχηµικές όσο και µε βιοφυσικές µεθόδους. ∆ιαπιστώθηκε 
λοιπόν καταρχήν, µε την χρησιµοποίηση σηµειακών πια µεταλλαγών, ότι η περιοχή IRA1 είναι 
απαραίτητη για την ζωή του βακτηριακού κυττάρου καθώς οι SecAIRA1 µεταλλαγές είτε είναι 
ασύµβατες µε την ζωή είτε προσδίδουν µειωµένη βιωσιµότητα (σχήµα 58), ενώ όλες εκτός 
από µία (SecAW775A) είναι ανίκανες να επιτελέσουν µεταφορά πρωτεϊνών (π.χ proOmpA) in 
vitro (σχήµα 60Β). Σηµειώνεται ότι ο in vivo φαινότυπος των διαφόρων SecAIRA1 
µεταλλαγών δεν ταυτίζεται απόλυτα µε τον φαινότυπο in vitro, πιθανότητα διότι εκλείπουν 
από την in vitro δοκιµασία τόσο οι µεµβρανικές πρωτεΐνες SecDFYajC που διευκολύνουν και 
ρυθµίζουν την εκκριτική διαδικασία, αλλά και η ενέργεια που παρέχεται από την κλίση 
συγκέντρωσης των πρωτονίων. Τα παραπάνω αποτελέσµατα συµφωνούν µε πρωθύστερες 
µελέτες ελλείψεων ή προσθηκών στην IRA1 περιοχή (SecA∆IRA1 ή SecA::IRA1; Jarosik and 
Oliver; Karamanou et al., 1999). Επιπλέον παρατηρήθηκε ότι όλες οι SecAIRA1 µεταλλάγές 
παρουσιάζουν αλλαγές και στα τρία είδη ATPάσης τους (πίνακας Ι) µε κυριότερο πρόβληµα 
για αρκετές απ’ αυτές την ενεργοποίηση  της ATPάσης τους είτε µε µεµβράνες είτε και µε το 
πρωτεϊνικό υπόστρωµα. Σηµειώνουµε ότι ακόµα και όταν χρησιµοποιούνται µεµβρανικά 
κυστίδια  και SecAIRA1 πρωτεΐνες 5 φορές σε περίσσεια σε σχέση µε την συγγένεια των 
~200nM που παρουσιάζουν για το σύµπλοκο SecYEG (πίνακας V), πάλι το πρόβληµα της 
ενεργοποίησης της ATPάσης τους κατά την διαδικασία της µετατόπισης παραµένει. Πάντως η 
Μεµβρανική και η ΑΤΡάση µετατόπισης των διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών προσοµοιάζει 
µε τον φαινότυπο τους  in vivo, γεγονός που σηµαίνει ότι η SecAR792A και η SecAF811A 
εστιάζουν την ανικανότητα τους να επιτελέσουν µεταφορά πρωτεϊνών in vitro όχι σε απουσία 
υψηλών ρυθµών υδρόλυσης αλλά πιθανά  στην παρουσία προβλήµατων στην εισαγωγή και 
εξαγωγή τους από την µεµβράνη, διαδικασίες όµως που υποβοηθούνται από τις SecDFYajC 
µεµβρανικές πρωτεΐνες και το ΡΜF in vivo.  

Λεπτοµερής βιοχηµική ανάλυση όλων των SecAIRA1 µεταλλαγών έδειξε ότι παρόλο 
που πρόκειται για διµερείς πρωτεΐνες (σχήµα 108) µε συνολική δευτεροταγή δοµή ανάλογη 
της SecAWT (πίνακας ΙΙI και σχήµατα 63 και 64), παρουσιάζουν βλάβες σ’ όλες τις ιδιότητες 
και λειτουργίες του DEAD κινητήρα και µολονότι ο τελευταίος αποτελεί τον καταλυτικό πυρήνα 
της SecA, εντούτοις διαφαίνεται ότι όλες οι δραστηριότητες του βρίσκονται κάτω από τον 
έλεγχο του IRA1 διακόπτη. Συγκεκριµένα διαπιστώθηκε ότι η συγγένεια σχεδόν όλων των 
διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών για το ADP, είναι ελαττωµένη σε σχέση µε αυτήν της 
SecAWT, τόσο στους 4 όσο και στους 370C (πίνακας ΙΙ). Η ελαττωµένη συγγένεια των 
SecAIRA1 πρωτεϊνών για το νουκλεοτίδιο στους 40C δεν είναι αρκετή για να προκαλέσει 
υδρόλυση του ΑΤΡ στον πάγο, αλλά εξηγεί την ανεβασµένη περισσότερο ή λιγότερο 
δραστικότητα της ΑΤΡάσης τους στους 370C. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι για ορισµένες 
SecAIRA1 µεταλλαγές (SecAI789R, SecAR792A, SecAE802A, και SecAE806A) δεν 
παρατηρείται µεταβολή στην συγγένεια του νουκλεοτιδίου από τους 4 στους 370C, όπως στην 
περίπτωση της SecAWT, που διαπιστώνεται µείωση της συγγένειας για το νουκλεοτίδιο στην 
µισή τιµή. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι έχοντας ήδη αποκτήσει την διαµόρφωση της 
χαµηλής συγγένειας για το νουκλεοτίδιο στους 40C, οι παραπάνω SecAIRA1 µεταλλαγές δεν 
διαθέτουν την κατάλληλη πλαστικότητα για να υποστούν κάποια µεταβολή στη δοµή τους µε 
την θερµοκρασία.  

Εξετάζοντας λεπτοµερέστερα την ικανότητα δέσµευσης των διάφορων SecAIRA1 
µεταλλαγών για το ADP (πίνακας ΙΙ), διαπιστώθηκε σε συµφωνία µε τα παραπάνω ότι όλες 
αυτές οι µεταλλαγές διαθέτουν µεγαλύτερους ρυθµούς απελευθέρωσης νουκλεοτιδίου στους 
40C σε σχέση µε την αγρίου τύπου πρωτεΐνη. Οι ρυθµοί αυτοί µεγαλώνουν κατά την 
µετάβαση από τους 4 στους 370C, όπως συµβαίνει και για την SecAWT, αλλά είναι συγκριτικά 
µε την SecAWT, µεγαλύτεροι στην περίπτωση των µισών SecAIRA1 πρωτεϊνών µε εξαίρεση 
τις SecAI789R, SecAR792A, SecAP799A, SecAE802A, και SecAE806A. Από την άλλη µεριά 
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οι ρυθµοί δέσµευσης του ADP,  ενισχύονται όπως και στην περίπτωση του DEAD κινητήρα 
για κάποιες από τις SecAIRA1 µεταλλαγές (σε µικρότερο βαθµό όµως από την αύξηση του 
ρυθµού απελευθέρωσης του νουκλεοτιδίου, που δικαιολογεί και την αυξηµένη KD όλων των 
SecAIRA1 πρωτεϊνών), ενώ για τις υπόλοιπες ο ρυθµός δέσµευσης είναι ή µικρότερος 
(SecAF811A), ή της ίδιας τάξης µε τον ρυθµό δέσµευσης της SecAWT (SecAR792A, 
SecAE802A, και SecAY803A). Στους 370C ενώ ο DEAD κινητήρας δεσµεύει δύσκολα το ADP, 
η παρουσία της C-περιοχής, έστω και τροποποιηµένης, σ’ όλες τις SecAIRA1 µεταλλαγές, 
είναι αρκετή για να εξασφαλίσει την οµαλή αύξηση της δέσµευσης του νουκλεοτιδίου µε την 
θερµοκρασία, και να διατηρήσει σ’ όλες τις IRA1 µεταλλαγµένες πρωτεΐνες τον ίδιο ρυθµό 
δέσµευσης νουκλεοτιδίου µε την SecAWT. Συµπερασµατικά η IRA1 περιοχή προκαλεί 
αλλαγές στην συγγένεια του DEAD κινητήρα για το ADP, που εκδηλώνονται είτε µε αλλαγή 
στον ρυθµό απελευθέρωσης ή στον ρυθµό δέσµευσης του νουκλεοτιδίου, ή και στους δύο. 
Σηµειώνεται ότι από πειράµατα πρωτεόλυσης στους 370C, διαπιστώνεται ότι η C-περιοχή της 
SecA δεν συντελεί στην διαµόρφωση του DEAD κινητήρα στην ίδια θερµοκρασία, καθώς τόσο 
το προφίλ πρωτεόλυσης του Ν68 όσο και του DEAD κινητήρα της SecA στους 370C είναι 
παρόµοια (σχήµα 74 και 75). Όµως όπως είδαµε παραπάνω η συγγένεια για το ADP στους 
370C, µεταξύ της SecA και του Ν68 είναι κατά πολύ διαφορετική, πράγµα που σηµαίνει ότι η 
διαµόρφωση του DEAD κινητήρα στους 370C από την στιγµή που έρχεται στο προσκήνιο το 
νουκλεοτίδιο και αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη, ή µέχρι τη στιγµή που απελευθερώνεται, 
ελέγχεται από την C-περιοχή, και ειδικότερα από την IRA1 περιοχή, αφού οι επιδράσεις της 
τελευταίας  στην συγγένεια του DEAD κινητήρα για το νουκλεοτίδιο είναι ηπιότερες αλλά 
αντίστοιχες µε την απώλεια της C-περιοχής  .  

Επειδή οι περισσότερες SecAIRA1 µεταλλαγές δεν παρουσιάζουν Μεµβρανική 
ΑΤΡάση (πίνακας Ι), αλλά αντίθετα µειωµένη ΑΤΡάση παρουσία SecYEG 
πρωτεολιποσωµάτων,  εξετάστηκε η συγγένεια των διάφορων SecAIRA1 µεταλλαγών για το 
µεµβρανικό σύµπλοκο SecYEG. ∆ιαπιστώθηκε ότι όλες οι παραπάνω µεταλλαγµένες 
πρωτεΐνες παρουσιάζουν µειωµένη συγγένεια για το σύµπλοκο SecYEG, αντίστοιχα µε τον 
DEAD κινητήρα (πίνακας V), γεγονός που σηµαίνει ότι η διαταραγµένη C-περιοχή όπως και η 
απουσία της είτε ελαττώνει την συγγένεια του DEAD κινητήρα (η C-περιοχή δεν αλληλεπιδρά 
µε το SecYEG σύµπλοκο) για το παραπάνω σύµπλοκο, είτε επιδρά στην συνεργατικότητα 
των δύο πρωτοµερών του DEAD κινητήρα στην SecA, (όλες οι SecAIRA1 πρωτεΐνες είναι 
διµερείς), και µειώνει έτσι την συνολική δέσµευση των SecAIRA1 πρωτεϊνών στην µεµβράνη. 
Και στις δύο περιπτώσεις πάντως, µειώνεται η ικανότητα συγκρότησης της ενεργής 
µεταθετάσης (SecYEG µε SecA) στη µεµβράνη. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η  
συµπεριφορά των παραπάνω πρωτεϊνών όσον αφορά την συγγένεια τους στην µεµβράνη, 
προσοµοιάζει µε την συµπεριφορά της SecAWT παρουσία νουκλεοτιδίου. Βρέθηκε ότι η 
συγγένεια της SecAWT για το SecYEG, µειώνεται παρουσία ΑΤΡ, και περιορίζεται ακόµα 
περισσότερο παρουσία ADP. Στην πρώτη περίπτωση η SecA αποκτά την λεγόµενη 
εκτεταµένη διαµόρφωση και εισέρχεται στην µεµβράνη, οπότε πιθανά ελαττώνεται η 
συγγένεια της για το σύµπλοκο SecYEG, προκειµένου να διευκολυνθεί η µετακίνηση της 
πρωτεΐνης στην µεµβράνη. Στη δεύτερη περίπτωση, ενδέχεται η συγγένεια της να ενισχύεται 
παρουσία του πρωτεϊνικού υποστρώµατος. Στην περίπτωση αυτή, η SecA αποκτά την 
συµπαγή της διαµόρφωση και εξέρχεται από την µεµβράνη, οπότε και αναµένεται µειωµένη 
συγγένεια για το SecYEG. Οι SecAIRA1 πρωτεΐνες φαίνεται να έχουν αποκτήσει την 
εκτεταµένη διαµόρφωση, αφού η συγγένεια τους είναι της ίδιας τάξης µ’ αυτήν της SecAWT 
µε ΑΤΡ. Η υπόθεση αυτή µπορεί να διερευνηθεί περαιτέρω µε πειράµατα µέτρησης της 
ποσότητας της SecAWT ή των διάφορων SecAIRA1 που εισέρχεται στην µεµβράνη, σε 
σχέση µε την ποσότητα της πρωτεΐνης που απλά δεσµεύεται στην µεµβράνη.   

Επειδή όµως οι SecAIRA1 µεταλλαγές δεν παρουσιάζουν και ATPάση µετατόπισης, 
εξετάστηκε η δέσµευση σ’ αυτές του πεπτιδίου σηµατοδότη των εκκρινόµενων 
υποστρωµάτων (σχήµα 69). Σε κάθε περίπτωση διαπιστώθηκε τροποποιηµένη δέσµευση του 
πεπτιδίου σηµατοδότη σε σχέση µε την δέσµευση που παρουσιάζει η SecAWT, η οποία 
µάλιστα παρουσιάζεται ενισχυµένη, ίσως και περισσότερο απ’ ότι στην περίπτωση του DEAD 
κινητήρα, χωρίς όµως, όπως και στην περίπτωση του τελευταίου, να ταυτίζεται µε ενισχυµένη 
µετατόπιση πρωτεϊνών µέσα από µεµβράνες.  

Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα της λειτουργικής µας µελέτης καταλήγουµε σε τρεις 
παρατηρήσεις: α) Η IRA1-περιοχή επηρεάζει πολλαπλές ενζυµατικές αντιδράσεις της SecA, 
β) οι διάφορες µεταλλαγές στην IRA1-περιοχή προκαλούν παρόµοιες ποιοτικά αντιδράσεις 
στην πρωτεΐνη, οι οποίες διαφέρουν όµως ποσοτικά, προκαλώντας ποικιλλότητα στην ένταση 
των διαφόρων φαινοτύπων, και γ) η ποικιλότητα στην ένταση του ίδιου φαινοτύπου οφείλεται 
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στο ότι κάθε µεταλλαγή ανάλογα µε την περιοχή στην οποία βρίσκεται επηρεάζει διαφορετικό 
και διακριτό στάδιο της πορείας δράσης της πρωτεΐνης.  Πράγµατι όπως φαίνεται και από την 
δοµή της SecA (σχήµα 55, 56και Κεφάλαια ΙΙΙ.Ι, ΙΙΙ.ΙΙ), τα εννέα αµινοξέα που µεταλλάξαµε 
επιτρέπουν στην περιοχή IRA1 να συµµετέχει σε πολλές και διακριτές επιδράσεις και κατά 
συνέπεια προβλέπουν την επίδραση αλλαγών στην διαµόρφωση της SecA σε πολλές 
περιοχές, που τα πειραµατικά αποτελέσµατα επιβεβαίωσαν και έδειξαν ότι µπορεί να είναι και 
ευρείας κλίµακας (σχήµα 65, 76, και πίνακας ΙΙI). Η εύρεση της τοποθεσίας των διάφορων 
αυτών αµινοξέων στην τρισδιάστατη δοµή της SecA, αποκαλύπτει τις τοπικές 
αλληλεπιδράσεις του IRA1 διακόπτη, και βοηθά στην µοριακή κατανόηση  του τρόπου 
δράσης αυτού του ρυθµιστικού στοιχείου. Πρώτα απ’ όλα ο IRA1 διακόπτης διαθέτει µία 
χαρακτηριστική δοµή έλικας-λούπας-έλικας (H1-L-H2; σχήµα 54) ή βρόγχου-θηλειάς. 
Προσεκτικότερη  παρατήρηση του στοιχείου υπό συγκεκριµένη γωνία (σχήµα 56Ε και 57), 
διαπιστώνεται ότι η δεύτερη έλικα (Η2), τρέχει προς την αντίθετη κατεύθυνση σε σχέση µε την 
πρώτη, και εντοπίζεται κάτω από αυτήν υπό γωνία. Στη συνέχεια από την µελέτη της 
κρυσταλλικής δοµής διαπιστώθηκε ότι ο IRA1 διακόπτης συµµετέχει σε έξι διακριτές, ειδικές, 
και άµεσες αλληλεπιδράσεις, µερικές µάλιστα από τις οποίες περιλαµβάνουν ένα 
περιορισµένο αριθµό αµινοξέων. Συγκεκριµένα εντοπίζονται ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις 
µέσα στην IRA1-περιοχή (σχήµα 111Α, ΒΙ ,112Α και πίνακες ΙΧ και Χ), όπου οι δύο έλικες 
συνδέονται µεταξύ τους κύρια µε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Σ’ αυτές εµπλέκονται τρία από 
τα αµινοξέα που µεταλλάχθηκαν στην παρούσα διατριβή, όπως η L785 (σχήµα 110βi-iv). 
Σηµειώνεται ότι µόνο στην περίπτωση της bsSecA φαίνεται η δηµιουργία υδροφοβικού 
συγκροτήµατος της L785 µε την Tyr803 και την Met810, η οποία όµως µε την αντικατάσταση 
της λευκίνης από αλανίνη διαταράσσεται έντονα και στην περίπτωση της bsSecA, αλλά και 
της mtSecA. Το δεύτερο αµινοξύ που εµπλέκεται στην παραπάνω περιοχή είναι η Ile789 
[σχήµα 110γi, ii(1), και 110γiii, iv(1)], της οποίας η αλληλεπίδραση στην bsSecA εντοπίζεται 
κύρια µε τo E802, ενώ στην περίπτωση της mtSecA, µε την R792. Όταν η ισολευκίνη 
αντικατασταθεί από αργινίνη όµως, και στην bsSecA και στην  mtSecA ενισχύεται η 
αλληλεπίδραση του 789 αµινοξέος µε το Ε806, και την L785 καθώς και µε την Υ803A, ή το 
E802 αντίστοιχα. Τέλος η Υ803 (σχήµα 110ηi-iv) συνιστά αλληλεπίδραση µε την L785 που 
είναι πιο έντονη στην bsSecA. Αξίζει να σηµειωθεί ότι το και το αµινοξύ P799A, αναµένεται να 
είναι σηµαντικό για το σηµείο έναρξης της δεύτερης έλικας, αφού αντικατάσταση του από 
αλανίνη αναµένεται να προκαλεί επέκταση της Η2. Εποµένως πρέπει να παίζει ρόλο όπως 
και τα παραπάνω αµινοξέα στην διατήρηση της ακεραιότητας της δοµής του IRA1.  

Έπειτα εντοπίζονται αµινοξέα του IRA1 που µετέχουν στην επικοινωνία του µε την 
περιοχή SD (σχήµα 111Α, ΒΙΙ ,114Ε και πίνακες ΙΧ και Χ). Συγκεκριµένα ογκώδη αρωµατικά 
αµινοξέα τόσο από την έλικα Η1 (W775), αλλά και από την έλικα Η2 (F811 και, Y803, που 
µετέχει και σε ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις µέσα στο IRA1) εισέρχονται σε υδρόφοβες 
τσέπες στο δεύτερο µισό της περιοχής του SD. Έτσι στην περίπτωση της W775 (σχήµα 
112αi-iv), η αντικατάσταση της από αλανίνη αναστέλλει την αλληλεπίδραση του IRA1 µε την 
I659 της SD, τόσο στην bs όσο και στην mtSecA. Αντίστοιχα στην περίπτωση της 
αντικατάστασης της F811 από αλανίνη (σχήµα 110θi-iv) διαταράσσεται η αλληλεπίδραση του 
IRA1 µε την Q656, που είναι πιο έντονη στην περίπτωση της mtSecA. Τέλος όταν η Y803 
αντικατασταθεί από αλανίνη (σχήµα 110ηi-iv) διακόπτεται η επικοινωνία της Η2 µε την Y648 
της περιοχής SD, κύρια στην περίπτωση της bsSecA. Η επικοινωνία όµως του δεύτερου 
µισού της έλικας της SD-περιοχής µε την περιοχή IRA1, είναι απαραίτητη για να αποκτήσει η 
πρώτη την κατάλληλη διευθέτηση (σχηµατίζεται δεσµίδα τριών α-ελίκων από το IRA1 και το 
δεύτερο µισό της περιοχής του SD; σχήµα 120) που την φέρνει σε επικοινωνία µε την 
περιοχή NBD (σχήµα 116β), και την περιοχή του stem της ευρύτερης SSD-περιοχής (σχήµα 
116ε, και 116ι). Όταν έρθει η SD-περιοχή στην κατάλληλη θέση δηµιουργείται και δεσµός 
άλατος µεταξύ των Arg656 και Asp649, ο οποίος ενισχύει µία κάµψη στην έλικα της SD 
(σχήµα 123), και επιτρέπεται έτσι η επικοινωνία της και µε την IRA2-περιοχή (σχήµα 116δ).  
Υπάρχουν όµως αµινοξέα του IRA1 που εµπλέκονται στην επικοινωνία του και µε την SSD-
περιοχή (σχήµα 111Α, ΒΙ ,112Β-∆, 113αi-iii και πίνακες ΙΧ και Χ). ∆ιαπιστώνεται ότι ενώ αυτά 
είναι σχεδόν τα ίδια στην bs και mtSecA, όσον αφορά τις αλληλεπιδράσεις µε τις SSD1, και 
Stem in υποπεριοχές, διαφέρουν αισθητά στην περίπτωση της αλληλεπίδρασης της IRA1 µε 
την SSD2 υποπεριοχή. Έτσι στην bsSecA συµµετέχουν στην τελευταία αλληλεπίδραση 
αµινοξέα και της έλικας Η1 και της έλικας Η2, και σε µικρότερο βαθµό και της λούπας, στην  
mtSecA όµως µετέχουν αµινοξέα µόνο από την λούπα και την έλικα Η1. Συγκεκριµένα από τα 
αµινοξέα του IRA1 που µεταλλάξαµε στην επικοινωνία µε την SSD-περιοχή παίρνουν µέρος 
στην bsSecA το Ε806 (σχήµα 110εi, ii), που όταν αντικατασταθεί από αλανίνη διακόπτονται οι 
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Σχήµα 122: Ο IRA1 διακόπτης µαζί µε το δεύτερο µισό της έλικας της SD-περιοχής µε την οποία αλληλεπιδρά
(διακρίνονται τα αλληλεπιδρώντα αµινοξέα) σχηµατίζει δεσµίδα τριών ελίκων. 
Σχήµα 123: Επικοινωνία της SD(α) µε την IRA1(α)-περιοχή. Η αλληλεπίδραση του δεύτερου µισού της έλικας
της SD-περιοχής µε το στοιχείο IRA1 συντελεί στην απόκτηση της κατάλληλης διαµόρφωσης από την SD-
περιοχή έτσι ώστε να επικοινωνεί µε την SSD-, την NBD-, και την IRA2-περιοχή του ίδιου πρωτοµερούς.
Συγκεκριµένα η έλικα της SD-περιοχής κάµπτεται στην ευρύτερη περιοχή του δεσµού άλατος µεταξύ των
R656 και D649 αµινοξέων (αµινοξέα µε τον κόκκινο σκελετό) και αγκαλιάζει την NBD-IRA2 επιφάνεια ενώ
προσεγγίζει και το στέλεχος (Stem) της SSD-περιοχής.  
δεσµοί υδρογόνου µε την Q345. Συµµετέχει επίσης και η R792 (σχήµα 110δi, ii) 
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που αλληλεπιδρά µε την Q345, ενώ διευκολύνει και την αλληλεπίδραση της Υ794 του IRA1 µε 
την R342 της SSD2, αλλά όταν αντικατασταθεί από αλανίνη ενώ διατηρείται η αλληλεπίδραση 
µε την Q345, δεν υπάρχει άπωση µεταξύ αυτής και της R342, και έτσι η επικοινωνία της 
τελευταίας µε την Υ794 δεν θα είναι η ίδια. Στην mtSecA η R792 (σχήµα 110δiii, iv) 
παρουσιάζει πιο έντονη αλληλεπίδραση µε την R342, καθώς σχηµατίζει δεσµό-Η µε το Ε806. 
Το Ε806 (σχήµα 110εiii, iv) από την άλλη δεν επιδρά στην SSD-περιοχή παρά µόνο έµµεσα, 
επικοινωνεί όµως µε την R792 και αυτή µε την σειρά της όπως είδαµε µε την SSD1-
υποπεριοχή. Αξίζει να τονιστεί ότι τόσο η Ι789 όσο και η L785 συµβάλλουν στην επικοινωνία 
της IRA1 µε την SSD-περιοχή µόνο µετά την αντικατάσταση τους από αργινίνη (σχήµατα 
110γi-iv(2) και 110βi-iv). Έτσι στην περίπτωση της I789R της bsSecA και της mtSecA, η 
αργινίνη σχηµατίζει δεσµό–Η µε το Ε806 τροποποιώντας την αλληλεπίδραση του µε την 
Q345. Στην περίπτωση της L785 στην bsSecA (σχήµα 110βi, ii) η αντικατάσταση της λευκίνης 
από αργινίνη  διακόπτει την επικοινωνία της περιοχής IRA1 µε την G346. Στην mtSecA 
(σχήµα 110βiii, iv) όµως η επίδραση στην επικοινωνία των IRA1-SSD περιοχών διαφαίνεται 
µόνο όταν η λευκίνη γίνει αργινίνη, καθώς  τότε η τελευταία σχηµατίζει δεσµό-Η µε την Α781 
και διαταράσσει την επικοινωνία της µε την R348 της SSD-περιοχής. Σηµειώνεται πάντως ότι 
οι αλληλεπιδράσεις της IRA1 και µε τις τρεις υποπεριοχές της SSD-περιοχής είναι πολύ 
περιορισµένες αν και η τελευταία περιβάλλει την πρώτη (σχήµα 57 και 122). Ενδέχεται οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές να ενισχύονται παρουσία των διάφορων υποκαταστατών της 
διαδικασίας της µετατόπισης,  ή είναι δυνατόν οι κενές µεταξύ τους περιοχές να γεµίζουν από 
το πρωτεϊνικό υπόστρωµα, που προτείνεται ότι αλληλεπιδρά τουλάχιστον µε την SSD-
περιοχή (σχήµα 125 :Two lever model). Η SSD-περιοχή πέρα από την ασθενή 
αλληλεπίδραση µε την IRA1-περιοχή, αλληλεπιδρά µε την περιοχή του SD (σχήµα 118ε), 
όπως είδαµε καθώς και µε την WD (σχήµα 116ζ; Κάτι που δεν συµβαίνει στην mtSecA) και 
την CT-περιοχή (σχήµα 116η). Από την άλλη µεριά έχουν εντοπιστεί και  αµινοξέα στην αρχή 

IRA1

SSD

IRA1

SSD

Σχήµα 124: Η SSD-περιοχή περιβάλει την δοµή του IRA1 στοιχείου.  
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της Η1 αλλά και στο τέλος της H2 του IRA1, που αλληλεπιδρούν µε την WD-περιοχή (σχήµα 
112Ζ, και πίνακας Χ). Εξάλλου η περιοχή WD επικοινωνεί και µε οµοιοπολική σύνδεση µε την 
Η1 του IRA1 (σχήµα 56). Σηµειώνεται ότι η WD-περιοχή αλληλεπιδρά και µε την CT-περιοχή 
(σχήµα 116στ), πέρα από την SSD-περιοχή που είπαµε προηγουµένως.  Τέλος στο 
µονοµερές της SecA συναντάµε και επικοινωνία της IRA1-περιοχής µε την CT-περιοχή 
(σχήµα 112ΣΤ, και πίνακας Χ), µε την οποία επικοινωνεί µε οµοιοπολική σύνδεση µέσω της 
έλικας Η2. Η CT-περιοχή επικοινωνεί όµως και µε την NBD (σχήµα 116γ), την WD (σχήµα 
116στ), αλλά και µε το Stem (Stem out) της SSD-περιοχής (σχήµα 116η) µε το οποίο 
σχηµατίζεται έτσι περιοχή τριών β-κλώνων αλυσίδων (σχήµα 126). Όσον αφορά τώρα την 
επικοινωνία της περιοχής IRA1 στην SecA(α) µε το δεύτερο πρωτοµερές SecA(β), αυτή 
εστιάζεται στην αλληλεπίδραση µε την περιοχή SD(β) (σχήµα 112Κ, πίνακας ΙΧ, Χ, και σχήµα 
113ζ), που όµως διαφέρει ως προς τα αλληλεπιδρώντα αµινοξέα µεταξύ των δοµών της bs 
και mtSecA. Συγκεκριµένα στην bsSecA το Ε802 διαταράσσει την επικοινωνία του IRA1(α) µε 

την SD(β) όταν αντικατασταθεί από αλανίνη (σχήµα 110ζi, ii), όπως το ίδιο αναµένεται να 
επιτελεί και η αντικατάσταση της Ρ799 από αλανίνη, ενώ στην mtSecA το Ε802 είναι στην 
επιφάνεια, και άλλα αµινοξέα της λούπας διεκπεραιώνουν την επικοινωνία µεταξύ των δύο 
πρωτοµερών. Η αλληλεπίδραση της SD-περιοχής µε την περιοχή IRA1 του δεύτερου 
πρωτοµερούς, είναι απαραίτητη για να αποκτήσει η έλικα της SD-περιοχής την κατάλληλη 
διευθέτηση που θα της εξασφαλίσει την αλληλεπίδραση µε διάφορες περιοχές της SecA 
(σχήµα 127). Συγκεκριµένα η επικοινωνία του πρώτου µισού της α-έλικας της SD-περιοχής, 
µε τον IRA1 διακόπτη του απέναντι πρωτοµερούς αναγκάζει την έλικα να γύρει προς τα 
αριστερά και κάτω (πάντα υπό την οπτική γωνία του σχήµατος-σχήµα 128), ενώ η 
επικοινωνία της µε τον IRA1 διακόπτη µέσα στο ίδιο πρωτοµερές, όπως είδαµε αναγκάζει το 
δεύτερο µισό της SD-έλικας να διευθετείται σε δεσµίδα ελίκων µαζί µε το γειτονικό IRA1 
(σχήµα 120). Μόνο αν η έλικα της SD-περιοχής αλληλεπιδρά και µε τα δύο IRA1 στοιχεία της 
διµερούς SecA αποκτά την κατάλληλη διαµόρφωση, που διευκολύνει τον δεσµό άλατος 
µεταξύ των D649-R656, και επιτρέπει στην περιοχή του SD να αγκαλιάζει την NBD-IRA2 
υποπεριοχή, και να πραγµατοποιεί τις ποικίλλες αλληλεπιδράσεις της µε την απέναντι έλικα 
της SD-περιοχής της SecA(β) (σχήµα 120ζ), µε την SSD-περιοχή του ίδιου και του απέναντι 
πρωτοµερούς (σχήµα 116ε,ι και 120ε), αλλά και µε την NBD-περιοχή της SecA(β) (σχήµα 
120α). Από την άλλη µεριά η IRA1(α), µόνο όµως στην bsSecA, αλληλεπιδρά και µε την 
NBD(β)-περιοχή κυρίως µε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις (σχήµα 112Ι, πίνακας ΙΧ, Χ). 
Συγκεκριµένα όταν η F811 αντικατασταθεί από αλανίνη (σχήµα110, ii) περιορίζεται η 
επικοινωνία της IRA1(α) µε την NBD(β)-περιοχή. Σηµειώνεται επίσης ότι µόνο από την δοµή 
της mtSecA προκύπτει ότι πάλι η περιοχή της 
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Σχήµα 125: Υποθετικό µοντέλο της δέσµευσης του προπρωτεϊνικού υποστρώµατος µεταξύ των δύο ‘’µοχλών’’ 
του DEAD κινητήρα, της SSD και της C-περιοχής. 
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λούπας της IRA1(α) επικοινωνεί και µε την IRA2(β)-περιοχή (σχήµα 121β). Αξίζει να 
σηµειώσουµε ότι στην περίπτωση της bsSecA (σχήµα117Α) οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 
δύο πρωτοµερών, προκύπτουν από το κρυσταλλογραφικό διµερές και έτσι δεν µπορούν  να 
θεωρηθούν απόλυτα επιβεβαιωµένες. Παρόλα αυτά πιθανά υποδηλώνουν εν δυνάµει 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δύο πρωτοµερών (σχήµα 118Α, Γ), και περιλαµβάνουν εκτός 
από τις παραπάνω IRA1(α)-SD(β), και IRA1(α)-NBD(β) επικοινωνίες, αλληλεπιδράσεις και 
µεταξύ των SD(α)-NBD(β) (σχήµα 120α), των SD(α)-SSD(β) (σχήµα 120ε), των SD(α)-SD(β) 
(σχήµα 120ζ),των IRA2(α)-SSD(β) (σχήµα 120γ), και των IRA2(α)-WD(β) (σχήµα 120δ). Στην 
περίπτωση της mtSecA όµως, στην ασύµµετρη µονάδα εντοπίζονται δύο µονοµερή της SecA, 
και εποµένως οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ αυτών αντιστοιχούν σε ξεκάθαρες µορφές 
επικοινωνίας, αν και πολύ λιγότερες απ’ ότι προηγουµένως (σχήµα 117Β και 118Β, ∆). 
Συγκεκριµένα πέραν όσον αναφέρθηκαν προηγουµένως δηλαδή των  IRA1(α)-SD(β), και 
IRA1(α)-IRA2(β), εντοπίζονται και αλληλεπιδράσεις µεταξύ των SSD(α)-IRA2(β) (σχήµα 
121α). 

Σχήµα 126: SSD,CT και IRA1-περιοχές. Οι δύο αντιπαράλληλες β-αλυσίδες του στελέχους (stem) της SSD-περιοχής
σχηµατίζουν µία τριπλή β-πτυχωτή επιφάνεια µε την β-αλυσίδα της CT-περιοχής, 

Από την παραπάνω δοµική ανάλυση της bsSecA και της mtSecA, αναµένεται ότι το 
σύνολο των SecAIRA1 µεταλλαγών, επηρεάζει την δοµή του IRA1 στοιχείου είτε άµεσα, είτε 
έµµεσα µέσω της διατάραξης της επικοινωνίας του µε τις διάφορες περιοχές στο µονοµερές ή 
στο διµερές της SecA. Από την άλλη µεριά η διαπίστωση ότι για όλες τις παραπάνω 
αλληλεπιδράσεις του IRA1 διακόπτη παίρνουν µέρος περισσότερα του ενός αµινοξέα (π.χ η 
W775, η Y803, και η F811 για την επικοινωνία του IRA1 µε την έλικα της SD-περιοχής), τα 
οποία εντοπίζονται σε περισσότερες της µιας υποπεριοχές του IRA1 (π.χ η R792 που µετέχει 
στην επικοινωνία του IRA1 µε την SSD-περιοχή, εντοπίζεται στην λούπα του IRA1, ενώ το 
Ε806 στην Η2), ενώ αρκετά απ’ αυτά µετέχουν στην επικοινωνία µε περισσότερες  της µιας 
υποπεριοχές της SecA (π.χ η Y803 µετέχει και στην επικοινωνία του IRA1 µε την SD-
περιοχή, αλλά και σε ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις µέσα στο IRA1), δικαιολογεί όχι µόνο 
την ποικιλία των επιρροών των SecAIRA1 µεταλλαγών (επίδραση στην ΑΤΡάση των 
διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών, αλλά και στην συγγένεια τους για το σύµπλοκο SecYEG, το 
πεπτίδιο σηµατοδότη, και το νουκλεοτίδιο)  αλλά, και τις διαβαθµίσεις στην ένταση αυτών των 
επιδράσεων από την µία µεταλλαγή στην άλλη (π.χ η Βασική ΑΤΡάση των διάφορων 
SecAIRA1 µεταλλαγών αυξάνεται σε σχέση µ’ αυτήν της SecAWT, αλλά σε διαφορετικό 
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βαθµό για κάθε µεταλλαγή; πίνακας I) . Επιπρόσθετα και η εσωτερική πλαστικότητα και η 
κινητικότητα που παρουσιάζει η δοµή του IRA1 αναµένεται να τροποποιεί ποικίλα στάδια της 
πορείας δράσης της SecA. Το γεγονός ότι οι Η1 και Η2 έλικες διασταυρώνονται, το ότι 
συντηρηµένα αµινοξέα εντοπίζονται κύρια µόνο µεταξύ των αλληλεπιδρώντων επιφανειών 
των παραπάνω ελίκων, το ότι υπάρχει στερεοχηµική ανοχή για σηµαντικότατες αλλαγές στην 
πλευρική αλυσίδα πολλών αµινοξέων του IRA1 µεταξύ διαφόρων ειδών SecA, ενώ υπάρχει 
αναγκαιότητα διακριτού ορίου µόνο µεταξύ Η2 και λούπας, καθώς και το ότι διακρίνονται 
τοπικές διαφορές στην δοµή του IRA1 µεταξύ της bsSecA και της mtSecA, όλα προτείνουν 
σχετικές µετακινήσεις µεταξύ των δύο ελίκων Η1, και Η2 του IRA1. Καθίσταται έτσι το IRA1 
βασικό µηχανικό στοιχείο, το άνοιγµα και το κλείσιµο του οποίου µπορεί να οδηγεί από ήπιες 
σε πιο δραστικές αλλαγές της δοµής της SecA και κυρίως της διεπιφάνειας των N- και C-
περιοχών του ενός µονοµερούς, αλλά και της µεσόφασης των µονοµερών της SecA µεταξύ 
τους, θυµίζοντας την δράση του βραχίονα-µοχλού της µυοσίνης. Επιπλέον και η κατάλυση 
του ΑΤΡ από την β υποµονάδα της F1ATPάσης ρυθµίζεται από την δέσµευση και 
απελευθέρωση της επιµηκυσµένης  γ υποµονάδας (Yoshida et al., 2001), επιβεβαιώνοντας 
την γενίκευση του παραπάνω µηχανισµού δράσης.  

IRA1(α) IRA1(β)
SD(α)

SD(β)
NBD(β)

IRA2(β)

SSD-
Stem(β)

NBD(α)IRA1(α) IRA1(β)
SD(α)

SD(β)
NBD(β)

IRA2(β)

SSD-
Stem(β)

NBD(α)

Σχήµα 127: Επικοινωνία της SD(β)-περιοχής και µε τα δύο IRA1στοιχεία της διµερούς SecA. Μόνο όταν η SD-περιοχή
[SD(β)] επικοινωνεί και µε τα δύο IRA1 στοιχεία της διµερούς SecA αποκτά την κατάλληλη διαµόρφωση έτσι ώστε να
συνδέεται µε την SD(α), NBD(α), NBD(β), IRA2(β), και SSD-Stem(β). 

Η ποικιλία των αλληλεπιδράσεων του IRA1 στην διµερή secA δεν εξηγεί µόνο την 
ποικιλία των επιδράσεων των SecAIRA1 µεταλλαγών στην SecA, αλλά προσδίδει στο IRA1 
και την ικανότητα να αλλάζει την δυναµική κατάσταση-διαµόρφωση του ενζύµου. Πράγµατι, 
διαπιστώθηκε ότι ο IRA1 διακόπτης, τροποποιεί την συνολική διαµόρφωση της C-περιοχής, 
(σχήµα 94, 95, 97, 98 και πίνακες VI, VII). Πιο συγκεκριµένα διαπιστώθηκε ότι προκαλεί 
αλλαγές στην SD- και στην CTD-περιοχή της C-περιοχής (σχήµα 96), αλλά και στην WD-
περιοχή (σχήµατα 66, 67, 68, πίνακας IV και σχήµατα 94, 97, 98, 99 πίνακες VI, VII, VIII). Η 
διαπίστωση αυτή δεν είναι απρόσµενη, καθώς η IRA1-περιοχή αλληλεπιδρά µη οµοιοπολικά  
ή και οµοιοπολικά µε τις τρεις παραπάνω περιοχές, όπως αναφέρθηκε προηγουµένως. Κατά 
συνέπεια η IRA1-περιοχή µπορεί να συντονίζει τις σχετικές κινήσεις όλων των υπολοίπων 
περιοχών της C-περιοχής και έτσι να εξασκεί την δράση της στις λειτουργίες που αυτές 
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επιτελούν. Έτσι η SD-περιοχή τροποποιεί την αλληλεπίδραση της µε την NBD-IRA2 
µονονουκλεοτιδική επιφάνεια µε την οποία βρίσκεται σε άµεση επικοινωνία (116β και δ), 
αποκρινόµενη σε µεταλλαγές στην IRA1-περιοχή (σχήµα 80 και 81). Όταν οι πλευρικές 
αλυσίδες των αρωµατικών αµινοξέων W775, ή Y803, ή F811, που εξασφαλίζουν την 
επικοινωνία του IRA1 διακόπτη µε την SD-περιοχή µικρύνουν (µετά από αντικατάσταση από 
αλανίνη; Σχήµατα 110α, 110η, και 110θ), η αλληλεπίδραση αυτή περιορίζεται και 
αποµονώνονται ασταθή σύµπλοκα µεταξύ των Ν- και C-περιοχών της SecA. Μάλιστα 
παρουσία ορισµένων SecAIRA1 µεταλλαγών, διαπιστώθηκε ότι διαταράσσεται και η 
επικοινωνία µεταξύ της C-περιοχής και κάθε µιας εκ των NBD και IRA2 περιοχών  (σχήµα 
85). Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι τελευταίες αλληλεπιδράσεις δεν αναστέλλονται στην περίπτωση 
των W775A, Y803A, και F811A µεταλλαγών, αλλά κυρίως στις I789R και E806A µεταλλαγές, 
στις οποίες διακρίνεται σύµπλοκο µεταξύ των N-και C-περιοχών, αλλά όχι µεταξύ των NBD-C 
και των IRA2-C περιοχών. Προφανώς η διπλή αλληλεπίδραση της C-περιοχής µε τις NBD και 
IRA2 περιοχές της Ν-περιοχής στην περίπτωση του συµπλόκου που δηµιουργείται µεταξύ 
των N-και C- περιοχών, αντισταθµίζει την περιορισµένη αλληλεπίδραση της C-περιοχής µε τις 
NBD και IRA2 περιοχές ξεχωριστά. Από την άλλη µεριά η WD-περιοχή που µετακινείται κατά 
την ενδόθερµη µετάπτωση της SecA (Hunt et al., 2002; βλέπε και Εισαγωγή), και κατά 
συνέπεια παρουσιάζει καίρια σηµασία για την διαµόρφωση της πρωτεΐνης στις διάφορες 
φάσεις της διαδικασίας της µετατόπισης των πρωτεϊνών, διαπιστώθηκε ότι αλλάζει την 
διαµόρφωση της παρουσία των διαφόρων IRA1 µεταλλαγών (από πειράµατα µέτρησης του 
φθορισµού των τρυπτοφανών των διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών). Η WD-περιοχή συνδέει 
την Η1 του IRA1 µε την SD-περιοχή, και κατά συνέπεια µπορεί να αισθάνεται τις µετακινήσεις 
τόσο της SD όσο και της IRA1 περιοχής. Πράγµατι διαπιστώθηκε ότι οι SecAIRA1 πρωτεΐνες 
δεν υφίστανται ενδόθερµη µετάπτωση όπως ακριβώς η SecAWT (σχήµα 76) παρουσιάζοντας 
κατά συνέπεια τροποποίηση της WD-περιοχής τους. Τέλος όσον αφορά την CT περιοχή δεν 
έχει διερευνηθεί αν οι αλλαγές στην διαµόρφωση της που προκαλούν όπως είπαµε οι IRA1 
µεταλλαγές, επηρεάζουν την αλληλεπίδραση της µε τα λιπίδια ή µε την SecB (Breukink et al., 
1996; Fekkes et al., 1997; βλέπε και Εισαγωγή). Το µόνο που µπορεί να ειπωθεί είναι ότι οι 
αλλαγές στην CT περιοχή, πιθανά να εµπλέκονται στην διαταραγµένη δέσµευση των 
διάφορων SecAIRA1 πρωτεϊνών µε το πεπτίδιο σηµατοδότη, καθώς η τρικλωνη β-πτυχωτή 
επιφάνεια (σχήµα 126) πιθανά να αποτελεί θέση δέσµευσης αυτού του πεπτιδίου σηµατοδότη 
(βλέπε και Εισαγωγή).   

Αξίζει να σηµειωθεί ότι προηγούµενες µελέτες µε πειράµατα θρυψινόλυσης και 
ξεδίπλωµα της SecA µε την χρήση χαοτροπικών αντιδραστηρίων πρότειναν  ότι η C-περιοχή 
είναι δοµικά εύπλαστη (Song and kim, 1997;βλέπε και Εισαγωγή) και η διαµόρφωση της 
ρυθµίζεται από την δέσµευση νουκλεοτιδίου, πεπτιδίου σηµατοδότη και λιπιδίων (Hunt et al., 
2002; Fekkes et al., 1998; Ding et al., 2001; βλέπε και Εισαγωγή).  Η πλαστικότητα της C-
περιοχής αναµένεται να αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό παράγοντα και για την εισχώρηση της 
SecA στη µεµβράνη  στις SecYEG θέσεις (Ulbrandt et al., 1992; Economou and Wickner, 
1994; Song and Kim, 1997; βλέπε Εισαγωγή), και καθώς ο IRA1 διακόπτης ρυθµίζει την 
συνολική διαµόρφωση της C-περιοχής αναµένεται και να συντονίζει την εισαγωγή και 
εξαγωγή της SecA από την µεµβράνη. Εξάλλου διαπιστώθηκε ότι οι IRA1 µεταλλαγές 
ελαττώνουν την συγγένεια της SecA για το SecYEG διαµεµβρανικό σύµπλοκο, ενώ και η 
συνολική διαµόρφωση τους παραπέµπει σε SecA που έχει προχωρήσει από το 
κυτταρόπλασµα σε µετέπειτα στάδια της λειτουργίας της στη µεµβράνη [οµοιότητα του προφίλ 
θρυψινόλυσης των SecAIRA1 µεταλλαγών τόσο µε το πρωτεολυτικό προφίλ του DEAD 
κινητήρα όσο και µε το προφίλ της SecWT στους 370C, περιπτώσεις που προσεγγίζουν την 
κατάσταση του ενεργοποιούµενου ενζύµου κατά την διαδικασία της µετατόπισης (σχήµατα 
72-80)]. Εδώ αξίζει να σηµειωθεί ότι το πρόβληµα των SecAIRA1 µεταλλαγών εντοπίζεται στο 
ότι δεν φαίνεται να παρουσιάζουν εναλλαγή της διαµόρφωσης της δοµής τους υπό 
διαφορετικές συνθήκες για π.χ όπως η SecAWT από τους 4 στους 370C (σχήµατα 76 και 77) 
ή όπως η SecAWT µετά την δέσµευση νουκλεοτιδίου (σχήµατα 71, 76 και πίνακας III). 
Εξάλλου για ορισµένες SecAIRA1 µεταλλαγές δεν διαπιστώθηκε και καµµία µεταβολή της 
συγγένειας για το ADP πάλι από τους 4 στους 370C (πίνακας II).    

Εφόσον ο IRA1 διακόπτης επιδρά στην διαµόρφωση της C-περιοχής, και των 
υποπεριοχών της, αναµένεται να επιδρά και στην φυσική και λειτουργική επικοινωνία της C-
περιοχής, µε την Ν-περιοχή. Πράγµατι η επικοινωνία αυτή είναι διαταραγµένη (σχήµατα 80 
και 81), καθώς η IRA1-περιοχή αλληλεπιδρά µε την WD και την SD-περιοχές και η τελευταία 
αλληλεπιδρά άµεσα µε την NBD-IRA2 µονονουκλεοτιδική επιφάνεια. Αν  όµως η C-περιοχή 
αντιπαρατίθεται µε διαφορετικό τρόπο στην N-περιοχή, αναµένεται να τροποποιεί και την 
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διαµοόρφωση της τελευταίας. Πράγµατι διαπιστώθηκε ότι οι SecAIRA1 πρωτεΐνες αποκτούν 
µία πιο ευπρόσβλητη σε πρωτεάση διαµόρφωση του DEAD κινητήρα (σχήµα 76, 77, και 78) 
όπως παρατηρείται και απουσία ολόκληρης της C-περιοχής (σχήµα 71, 72, και 73), και 
παράλληλα δεν υφίστανται την απόλυτη µετατροπή της διαµόρφωσης τους µε ADP, όπως η 
SecAWT (σχήµα 76, 77, και 78). Η IRA1-περιοχή ειδικότερα, επιδρά στην διαµόρφωση όλων 
των υποπεριοχών του DEAD κινητήρα, επιτελώντας την ίδια λειτουργία µε ολόκληρη την C-
περιοχή. Όµως ο DEAD κινητήρας και συγκεκριµένα οι διαµορφώσεις των διάφορων 
υποπεριοχών του ρυθµίζονται και από την δέσµευση του νουκλεοτιδίου (σχήµα 71, 72, και 
73), γεγονός που ενδυναµώνει την επίδραση του IRA1 διακόπτη στην λειτουργία του DEAD 
κινητήρα in trans όµως τώρα, εν αντιθέσει µε την δράση του δεσµευόµενου νουκλεοτιδίου.  

IRA1(α)
IRA1(β)

SD(β)

IRA1(α)
IRA1(β)

SD(β)

Σχήµα 128: ∆ιευθέτηση της έλικας της SD(β)-περιοχής. Η αλληλεπίδραση του IRA1 του απέναντι πρωτοµερούς
[IRA1(α)] µε το πρώτο µισό της SD-περιοχής SD(β), αναγκάζει το τµήµα αυτό της έλικας της SD-περιοχής να στραφεί
αριστερά και προς τα κάτω σε σχέση µε το υπόλοιπ τµήµα της που επικοινωνεί µε την IRA1-περιοχή του ίδιου
πρωτοµερούς [IRA1(β)]. 

Επιπλέον και η σταθεροποίηση τόσο της Ν- όσο και της C-περιοχής των SecAIRA1 
πρωτεϊνών, παρουσία του νουκλεοτιδίου είναι περιορισµένη (πίνακας III, και IV), 
υποδηλώνοντας την σηµασία και του αντίστροφου φαινοµένου. Συγκεκριµένα διαπιστώνεται 
ότι όχι µόνο η C-περιοχή, µέσω του IRA1 διακόπτη της τροποποιεί την διαµόρφωση του 
DEAD κινητήρα, αλλά και ο DEAD κινητήρας ρυθµίζει την διαµόρφωση της C-περιοχής. Η 
δέσµευση του ADP στην Ν-περιοχή, επιδρά στην διαµόρφωση της C-περιοχής στην SecAWT 
(στον πίνακα IV SecAWT; den Blaauwen et al., 1996; Hunt et al., 2002; βλέπε και Εισαγωγή). 
Μεταλλαγές που επιδρούν στην κατάλυση του ΑΤΡ από τον DEAD κινητήρα, ή στην 
αλληλεπίδραση των NBD-IRA2 περιοχών (R577K και G510A αντίστοιχα; Sianidis et al., 2001; 
βλέπε και Εισαγωγή) επιδρούν στην διαµόρφωση της C-περιοχής, (στον πίνακα IV 
SecAG510A, και SecAR577K). Μάλιστα η ρύθµιση της διαµόρφωσης της C-περιοχής από τον 
DEAD κινητήρα, απαιτεί την παρουσία ενός άθικτου IRA1 διακόπτη. Έτσι στην περίπτωση 
της SecAW775A και της SecAF811A όπου το Tmapp απουσία ADP είναι σαν της SecAWT, 
παρουσία ADP, σταθεροποιείται µόνο κατά 2.540C και 1.80C, αντί για 50C (πίνακας IV). 
Προφανώς η IRA1-περιοχή αποκτά την προκαλούµενη από το ADP σταθεροποίηση της 
διαµόρφωσης της µόνο όταν αισθάνεται φυσιολογικά τις αλλαγές του DEAD κινητήρα, και άρα 
µόνο απουσία µεταλλαγών. Ο DEAD κινητήρας πιθανότατα µέσω της SD-περιοχής της C-
περιοχής µε την οποία αλληλεπιδρά, µεταφέρει στην περιοχή IRA1 µε την οποία αλληλεπιδρά 
η SD-περιοχή, την πληροφορία της σταθεροποίησης του DEAD κινητήρα, οπότε 
τροποποιείται η δοµή της, και γι’ αυτό παρουσία νουκλεοτιδίου έχει διαπιστωθεί ότι η W775 
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(ένα από τα αµινοξέα του IRA1 που αλληλεπιδρά µε την SD-περιοχή) αλλάζει το περιβάλλον 
στο οποίο βρίσκεται (den Blaauwen et al., 1996). Απ’ όλα τα παραπάνω προκύπτει ότι η 
αλληλεξάρτηση της διαµόρφωσης των δύο πρωταρχικών περιοχών της SecA, βρίσκεται κάτω 
από τον έλεγχο του IRA1 διακόπτη, και αναµένεται να διατηρείται σ’ όλη την διάρκεια του 
καταλυτικού κύκλου, αποτελώντας την ουσία της κατάλυσης της SecA και της µεταθετάσης. Ο 
DEAD κινητήρας δεχόµενος της επιδράσεις από τους διάφορους υποκαταστάτες της 
διαδικασίας µετατόπισης (και το σύµπλοκο SecYEG και το υπόστρωµα προτείνεται ότι 
δεσµεύονται στον DEAD κινητήρα; βλέπε Εισαγωγή) µεταβιβάζει την πληροφορία στον IRA1 
διακόπτη που τροποποιεί την διαµόρφωση του, όπως και την διαµόρφωση της ευρύτερης C-
περιοχής, και εν συνεχεία ρυθµίζει (βελτιώνει ή αποδικωποιεί) αυτές τις αλληλεπιδράσεις στον 
DEAD κινητήρα για να επιτελέσει αυτός τις καταλυτικές του λειτουργίες. 

Η φυσική πορεία αυτής της ενδοεπικοινωνίας µπορεί να προβλεφθεί από τις στατικές 
κρυσταλλογραφικές δοµές της SecA (Εισαγωγή), αλλά µοιάζει ιδιαίτερα πολύπλοκη και 
πολυποίκιλη. Παρόλα αυτά η πληθώρα των βιοχηµικών και βιοφυσικών µέσων που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή µας ανοίγει το δρόµο της κατανόησης της 
δυναµικής κατάστασης του ενζύµου κατά την καταλυτική διαδικασία, και πιο συγκεκριµένα 
τους πιθανούς ρόλους του IRA1 διακόπτη σ’ αυτήν. Καταρχήν ο  IRA1 διακόπτης δεν 
αναµένεται να δουλεύει από µόνος του. Τουλάχιστον τα µέχρι στιγµής βιοχηµικά δεδοµένα 
αλλά και η δοµή της SecA αυτό υποστηρίζουν. Εκτιµάται ότι για να εξασκήσει την δράση του, 
χρειάζεται την παρουσία των SD-και WD-περιοχών της SecA, υποδηλώνοντας ότι αυτές 
αποτελούν τις αρθρώσεις ενός συστήµατος που συντονίζεται από τον IRA1 µοχλό.  
Συγκεκριµένα ο IRA1 διακόπτης φαίνεται πιθανό ότι µπορεί να δουλεύει µέσω τεσσάρων 
οδών : α. Μέσω επέµβασης στην δοµή και στην κινητικότητα της SD-περιοχής. Η SD-περιοχή 
είναι µία µακριά έλικα 46 αµινοξέων, που παρουσιάζει µία χαρακτηριστική κάµψη µεταξύ των 
αµινοξέων L645 µέχρι Y648 (σχήµα 126, άσπρο βέλος), και η οποία οδηγεί τελικά σε δεσµό 
άλατος µεταξύ των αµινοξέων D649 και R656. Η µία µεριά της παραπάνω έλικας επικοινωνεί 
µε τις Η1 και Η2 έλικες της IRA1-περιοχής µέσω των αµινοξέων W775 (H1), F811 (H2), και  
Y803 (Η2), ενώ η άλλη  χάρη στην κυρτότητα που παρουσιάζει η SD-περιοχή αγκαλιάζει και 
αλληλεπιδρά µε τις NBD και IRA2-περιοχές, όπως αναφέραµε πρωτύτερα. Όταν η επαφή των 
αρωµατικών αµινοξέων της IRA1-περιοχής µε την SD-περιοχή διαταραχθεί, όπως στην 
περίπτωση της W775Α (σχήµα 110αi-iv), οδηγούµαστε σε αυξηµένη ΑΤΡάση του DEAD 
κινητήρα (πίνακας I), καθώς και σε µειωµένη συγγένεια για το ADP (πίνακας II). Πιθανότατα η 
διαταραγµένη φυσική και λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ των Ν- και C-περιοχών στην 
περίπτωση της W775A µεταλλαγής (σχήµα 80 και 81), που οδηγεί σε τροποποιηµένο 
πρωτεολυτικό προφίλ του DEAD κινητήρα, πιο ευπρόσβλητο σε πρωτεάση (σχήµα 76 και 
78), όπως και σε λιγότερο σταθεροποιηµένη διαµόρφωση του µε ADP (σχήµα 76, 77, και 
πίνακας III), να οδηγεί σε χαλαρότερη επικοινωνία των NBD-IRA2 περιοχών και σε διαταραχή 
της δευτεροταγούς δοµής της IRA2-περιοχής που µπορούν να εξηγήσουν την ελαττωµένη 
συγγένεια για το ADP (Sianidis et al., 2001). Εξάλλου έχουν διαπιστωθεί τουλάχιστον δύο 
DEAD RNA ελικάσες (που δεν διαθέτουν ανάλογο συστατικό µε την C-περιοχή) οι οποίες 
αποκτούν διαµορφώσεις µε τις περιοχές τους 1α και 2α (που αντιστοιχούν στις NBD και IRA2 
περιοχές; Caruthers and Mackay, 2002) να εντοπίζονται µακριά η µία από την άλλη 
(Caruthers et al., 2000; Story et al., 2001), ενώ όλες οι SecAIRA1 πρωτεΐνες βρέθηκε ότι 
παρουσιάζουν διαταραχή στην α-ελικοειδή δοµή τους µε την θερµοκρασία σε σχέση µε την 
SecAWT (σχήµα 65), που είναι δηλωτική διαταραχής της διαµόρφωσης της IRA2-περιοχής. 
Επιπλέον SecAIRA2 µεταλλαγές που παρουσιάζουν περιορισµένη επικοινωνία µεταξύ των N- 
και C-περιοχών τους (SecAG510A, SecAR566A; βλέπε και Εισαγωγή), παρουσιάζουν και 
διαταραγµένη επικοινωνία των NBD-IRA2 περιοχών. Εν συνεχεία το γεγονός ότι η αυξηµένη 
ΑΤΡάση του DEAD κινητήρα καταστέλλεται µετά από σχηµατισµό στοιχειοµετρικού 
συµπλόκου µε την C-περιοχή (Karamanou et al., 1999; βλέπε και Εισαγωγή; Στα 
αποτελέσµατα σχήµα 81 στήλη 2) και η ΑΤΡάση αυξάνεται κατά την µετάβαση από το 
κυτταρόπλασµα στη µεµβράνη, ενώ µεταβάλλεται και κατά την διάρκεια της διαδικασίας της 
µετατόπισης των πρωτεϊνών από µεµβράνες (εισαγωγή και εξαγωγή της SecA από την  
µεµβράνη µέσω ADP και ΑΜΡ-ΡΝΡ διαµόρφωσης της), προτείνουν ότι κύκλοι δέσµευσης και 
απελευθέρωσης των N- και C-περιοχών πρέπει να λαµβάνουν χώρα διαρκώς κατά την 
καταλυτική διαδικασία. Πράγµατι επειδή η C-περιοχή αλληλεπιδρά µε την N-περιοχή µέσω 
της SD-υποπεριοχής, ενώ τα πεπτίδια C34W775A, C34Y803A C34F811A δεν σχηµατίζουν 
σταθερά σύµπλοκα µε τον DEAD κινητήρα (σχήµα 80 πηγαδάκια 14, 12, και 16 αντίστοιχα)  
και δεν καταστέλλουν την ΑΤΡάση του (σχήµα 81) από την µία µεριά, ενώ από την άλλη 
έχουν διαπιστωθεί µετακινήσεις της W775 µέσα και έξω από ένα υδρόφοβο περιβάλλον (den 

 218



Blaauwen et al., 1996; βλέπε και Εισαγωγή), ενισχύεται το µοντέλο αδιάκοπης δέσµευσης και 
απελευθέρωσης του DEAD κινητήρα από την SD-περιοχή. Φαίνεται δε ότι µικρές πλευρικές 
µετακινήσεις της IRA1-περιοχής από την SD-περιοχή πρέπει να συνιστούν τον πυρήνα αυτής 
της ρύθµισης από τον IRA1 διακόπτη, αφού απλή µείωση του µήκους της πλευρικής 

αλυσίδας του αµινοξέος της τρυπτοφάνης 775, µετά από την αντικατάσταση του από αλανίνη, 
οδηγεί σε εντυπωσιακή αύξηση της SecA, και µάλιστα χωρίς να επηρεάζεται η βιωσιµότητα 
του κυττάρου (σχήµα 58), και η µεταφορά των πρωτεϊνών in vitro (σχήµα 60B). Αναµένεται ότι 
ο IRA1 διακόπτης ρυθµίζει την κάµψη-τέντωµα της έλικας της SD-περιοχής και έτσι συντονίζει 
την σχετική διευθέτηση της (µοριακός συνδετήρας), ως προς την NBD-IRA2 
µονονουκλεοτιδική επιφάνεια (σχήµα 129). Πράγµατι χωρίς την επικοινωνία µε τον IRA1 
διακόπτη η SD-περιοχή, µολονότι εµπεριέχει όλες τις θέσεις δέσµευσης στον DEAD κινητήρα, 
δεν αλληλεπιδρά µ’ αυτόν, και έτσι το πολυπεπτίδιο C609-757 από το οποίο απουσιάζει η 
IRA1 περιοχή, δεν σχετίζεται ούτε φυσικά ούτε λειτουργικά µε τον DEAD κινητήρα (σχήµατα 
87, 89, και 90). Με άλλα λόγια ο IRA1 διακόπτης, αισθανόµενος την έλευση της SecA στη 
µεµβράνη [προτείνεται ότι πραγµατοποιείται µέσω του DEAD κινητήρα (βλέπε Εισαγωγή)], 
µέσω της επικοινωνίας των Ν- και C-περιοχών της διά της SD-υποπεριοχής, τροποποιεί την 
διαµόρφωση του, µετακινείται σε σχέση µε την SD-περιοχή (περίπτωση W7775 µεταλλαγής) 
και επάγει αυξηµένη υδρόλυση ΑΤΡ από τον DEAD κινητήρα, χάρη στην αποµάκρυνση τώρα 
της SD-περιοχής ως προς αυτόν. Τα παραπάνω ενισχύονται και από το γεγονός ότι 
µεταλλαγές των αµινοξέων της έλικας της SD-υποπεριοχής που όταν αυτή κάµπτεται 
δηµιουργούν δεσµό άλατος, δηλαδή των R656 και D649 (οπότε χαλά ο δεσµός άλατος και η 
κάµψη της έλικας), οδηγούν σε αυξηµένη υδρόλυση από τον DEAD κινητήρα που 
ενεργοποιείται αφού αποµακρύνεται από αυτόν η έλικα της SD-υποπεριοχής. Εννοείται ότι ο 
IRA1 διακόπτης µπορεί να δρα στην έλικα της SD-περιοχής και µέσω των αλλαγών που 
προκαλεί στη διαµόρφωση της WD-περιοχής, (αναφέρθηκαν προηγουµένως), και η οποία 
συνδέεται οµοιοπολικά  µε την SD-περιοχή. Επίσης ανάλογη µπορεί να είναι η συµπεριφορά 
του IRA1 διακόπτη και στην περίπτωση που ο DEAD κινητήρας αλληλεπιδράσει µε το 
πεπτίδιο σηµατοδότη (στην 1-263 περιοχή; βλέπε Εισαγωγή), ή και µε ολόκληρο το 
πρωτεϊνικό υπόστρωµα (προτείνεται ότι προσδένεται στην SSD-υποπεριοχή της N-περιοχής; 
βλέπε και παρακάτω), ενώ σχετικές µετακινήσεις του IRA1 διακόπτη ενδέχεται να προκαλούν 
και οι αλλαγές στην διαµόρφωση των NBD-IRA2 περιοχών από την δέσµευση των διαφόρων 
ειδών νουκλεοτιδίων (ΑΤΡ, ADP, και Pi). Αξίζει να σηµειωθεί ότι µολονότι τα αµινοξέα F811 
και Y803 ενδέχεται να δουλεύουν αντίστοιχα µε την W775, εντούτοις η αντικατάσταση τους 
από αλανίνη οδηγεί σε σοβαρότερα προβλήµατα in vivo (σχήµα 59), αλλά και in vitro (σχήµα 
60Β), πιθανά διότι εντοπίζονται στην Η2 και όχι στην Η1 του IRA1 διακόπτη και άρα ίσως 
εµπλέκονται και σε άλλου είδους αλληλεπιδράσεις. Συγκεκριµένα η Υ803 εµπλέκεται στην 
επικοινωνία των Η1 και Η2 ελίκων του IRA1, ενώ η F811 πιθανά εµπλέκεται στην επικοινωνία 
µε την NBD-υποπεριοχή του δεύτερου πρωτοµερούς, ενώ και τα δύο αµινοξέα επιδρούν 

Σχήµα 129: Μοντέλο ταλάντωσης του IRA1 διακόπτη προς και από την έλικα της SD-υποπεριοχής. Όταν
ο IRA1 διακόπτης προσεγγίζει την έλικα της SD-υποπεριοχής, αυτή κάµπτεται, δηµιουργείται ο δεσµός
άλατος µεταξύ των R656 και D649 και η έλικα αγκαλιάζει την NBD-IRA2 επιφάνεια. Όταν τροποποιηθεί η
δοµή του IRA1 (µετακίνηση των δύο ελίκων του) και αποµακρυνθεί από την έλικα της SD-υποπεριοχής,
η τελευταία τεντώνεται και αποµακρύνεται από την NBD-IRA2 επιφάνεια. 
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δραµατικά στον φθορισµό της WD-περιοχής σε διάλυµα µε EDTA (πίνακας VIIΙ). β. Ο 
IRA1διακόπτης ενδέχεται να δρα µέσω της SSD-περιοχής. Συγκεκριµένα η IRA1 περιοχή 
επικοινωνεί όπως είδαµε και µε το Stem (Stem in) της SSD-περιοχής, αλλά και µε την κύρια 
υπόλοιπη δοµή της, και τις υποπεριοχές SSD1 και SSD2. Εφόσον όµως η SSD-περιοχή 
προεκβάλλει από την NBD-περιοχή, είναι φανερό ότι ο IRA1 διακόπτης έχει έναν ακόµη 
τρόπο για να µεταβιβάζει τις αλλαγές της διαµόρφωσης στην NBD-IRA2 µονονουκλεοτιδική 
επιφάνεια. Επιπλέον επειδή τα πεπτίδια σηµατοδότες δεσµεύονται κοντά ή στην β-αλυσίδα 
του Stem out, (Baud et al., 2002; βλέπε και Εισαγωγή), ενώ ολόκληρο το πρωτεϊνικό 
υπόστρωµα έχει υποστεί χηµική διασύνδεση µε την ευρύτερη SSD-περιοχή (Kimura et al., 
1991;βλέπε και Εισαγωγή), η αλληλεπίδραση της IRA1-περιοχής µε την SSD, πρέπει να 
συνιστά ένα σηµαντικό µονοπάτι για την αίσθηση του υποστρώµατος από την SecA. 
Πράγµατι η δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη προκαλεί αλλαγές στην διαµόρφωση της 
ευρύτερης SSD-περιοχής (Baud et al., 2002), που αλληλεπιδρά µε την IRA1, ενώ µεταλλαγές 
στην τελευταία τροποποιούν την δέσµευση του πεπτιδίου σηµατοδότη (σχήµα 70). 
Επιπρόσθετα  η δέσµευση του νουκλεοτιδίου στον DEAD κινητήρα, προκαλεί αλλαγές στην 
διαµόρφωση της SSD-περιοχής, που ανιχνεύονται µε πειράµατα θρυψινόλυσης (σχήµατα 71 
και 72 ;π.χ παρατηρείται πρωτεολυτικό κόψιµο στην θέση 360 αντί στην 420), ενώ και οι  
SecAIRA1 πρωτεΐνες, τόσο απουσία όσο και παρουσία νουκλεοτιδίου επιφέρουν αλλαγές 
στην διαµόρφωση της SSD-περιοχής, ανάλογες µε την περίπτωση της απουσίας της C-
περιοχής από την SecA (σχήµατα 71, 72, 73, 76, 77, και 78). Εν παραλλήλω τα αµινοξέα του 
IRA1 που εµπλέκονται στην αλληλεπίδραση µε την SSD-περιοχή όταν αντικατασταθούν από 
αλανίνη (R792A, και E806A σχήµατα 110δi-iv και 110εi-iv), διαταράσσουν την IRA1-SSD 
επικοινωνία και παράλληλα δεν επάγεται (στα επίπεδα της SecAWT) η ΑΤΡάση τους 
παρουσία υποστρώµατος (πίνακας I), πιθανότατα διότι τώρα η πληροφορία από την SSD-
περιοχή δεν φτάνει στην NBD-IRA2 µονονουκλεοτιδική επιφάνεια (µέσω της IRA1 περιοχής). 
Βέβαια από την δοµή της SecA διαπιστώνεται ότι το µήνυµα από την SSD-περιοχή µπορεί να 
φτάσει στην NBD-IRA2 επιφάνεια και απ’ ευθείας, µέσω του Stem out που συνδέεται 
οµοιοπολικά µε την NBD-περιοχή, φαίνεται όµως ότι δεν αρκεί αυτή η αλλαγή στην 
διαµόρφωση της θέσης δέσµευσης του νουκλεοτιδίου για να επαχθεί η δραστικότητα της 
ΑΤΡάσης µε την δέσµευση του υποστρώµατος της SecA στη µεµβράνη. Αν δεν χαλαρώσει η 
δέσµευση στην NBD-IRA2 επιφάνεια της έλικας της SD-περιοχής που προκαλείται όµως 
όπως είδαµε προηγουµένως µέσω του IRA1 διακόπτη δεν επιτυγχάνεται αύξηση της 
ΑΤΡάσης στα επίπεδα της SecAWT. γ. Η IRA1 περιοχή είναι δυνατόν να εξασκεί την δράση 
της και µέσω της CT- περιοχής. Η περιοχή αυτή  όµως αλληλεπιδρά και µε τις NBD, SSD και 
WD-περιοχές όπως είπαµε προηγουµένως, ενώ αλληλεπιδρά µε λιπίδια και µε την πρωτεΐνη 
συνοδό SecB (Fekkes et al., 1998; Breukink et al., 1995;βλέπε και Εισαγωγή). Αλλά η SecB 
και το πεπτίδιο σηµατοδότης δρουν συνεργατικά για να µεταφερθούν τα πρωτεϊνικά 
υποστρώµατα στην SecA (Fekkes et al., 1998). Έτσι η CT-περιοχή µε το που δεσµεύει 
λιπίδια και SecB, µεταφέρει πιθανότατα την πληροφορία στην περιοχή IRA1 αφού η 
δέσµευση των λιπιδίων και της SecB στην SecA γίνονται αισθητές από την W775 (Ding et al., 
2001). Τώρα το µήνυµα για την δέσµευση του συνοδευόµενου από την SecB υποστρώµατος 
από την SSD-περιοχή, µεταφέρεται σ’ αυτήν από την CT-αλλά και από την IRA1-περιοχή, 
που βρίσκονται όπως είδαµε σε επικοινωνία µε την SSD-περιοχή. Ταυτόχρονα η CT-και η 
IRA1-περιοχή (µέσω της SD-περιοχής-πορεία α), επάγουν την ΑΤΡάση από την  NBD-
περιοχή µε την δέσµευση των λιπιδίων στην SecA (Λιπιδική ΑΤΡάση; Lill et al., 1990;βλέπε 
και Εισαγωγή). Αναµένεται η δέσµευση λιπιδίων και SecB όµως στην CT-περιοχή να επιδρά 
και στην WD-περιοχή µε την οποία αλληλεπιδρούν και η CT- και η IRA1-περιοχή, αφού από 
πειράµατα των Benach et al., 2002;βλέπε και Εισαγωγή, διαπιστώνονται αλλαγές στον 
φθορισµό της SecA, και άρα και στον φθορισµό και την διαµόρφωση της WD-περιοχής. δ. Ο 
IRA1 διακόπτης µπορεί να εµπλέκεται στην επικοινωνία των δύο πρωτοµερών της SecA 
µεταξύ τους, καθώς όπως διαπιστώθηκε από την δοµή της SecA (και αναλύθηκε 
προηγουµένως), ο IRA1 διακόπτης αλληλεπιδρά µε την SD-περιοχή, την NBD, ή µε την IRA2-
περιοχή του άλλου πρωτοµερούς. Έτσι το IRA1 στοιχείο µπορεί να αποτελεί τον σύνδεσµο 
της NBD-IRA2 µονονουκλεοτιδικής επιφάνειας του ενός πρωτοµερούς µε το άλλο. Επειδή 
όµως τα δύο πρωτοµερή επικοινωνούν, όπως περιγράφηκε και προηγουµένως, και µέσω 
άλλων περιοχών των πρωτοµερών [IRA2(α)-SSD(β), IRA2(α)-WD(β), SSD(α)-SD(β), SD(α)-
NBD(β), SD(α)-SD(β)], ενδέχεται ο ρόλος του IRA1 διακόπτη στην επικοινωνία των δύο 
πρωτοµερών να είναι έµµεσος µέσω αλλαγής στην διαµόρφωση των περιοχών SSD, και SD, 
µε τις οποίες αλληλεπιδρά και οι οποίες συµβάλλουν στην επικοινωνία των δύο πρωτοµερών 
µεταξύ τους. Η δράση του IRA1 στοιχείου στην διασύνδεση των δύο πρωτοµερών της SecA, 
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δεν προβλέπει αναγκαστικά ρύθµιση της ισορροπίας µονοµερούς-διµερούς, καθώς δεν είναι 
ακόµα εξακριβωµένο αν η SecA, δουλεύει κατά την διαδικασία µεταφοράς των πρωτεϊνών 
σαν διµερές ή σαν µονοµερές. Αν η SecA µένει πάντα διµερής το IRA1 στοιχείο µπορεί να 
συµβάλει στην ασυµµετρία των δύο πρωτοµερών, µεταφέροντας π.χ την πληροφορία της 
δέσµευσης ΑΤΡ από το ένα πρωτοµερές στο άλλο. Αν πάλι η SecA µονοµερίζεται κατά την 
µεταφορά των πρωτεϊνών µέσα από την µεµβράνη, ο IRA1 διακόπτης ενδεχοµένως συντελεί 
σ’ αυτή την διαδικασία, και τα αµινοξέα του που προηγουµένως έπαιζαν ρόλο στην 
επικοινωνία των δύο µονοµερών, τώρα εµπλέκονται σ’ άλλες διαδικασίες ή απλά βλέπουν 
στο διάλυµα. Οι µέχρι στιγµής µελέτες δεν έχουν οδηγήσει στην εύρεση µονοµερών SecA για 
καµµία από τις µελετούµενες σηµειακές IRA1 µεταλλαγές (βλέπε Κεφάλαιο του ρόλου του 
IRA1 στοιχείου στην ολιγοµερική κατάσταση της SecA), ενώ µόνο πολλαπλές σηµειακές 
µεταλλαγές στο IRA1, στην ευρύτερη περιοχή του που αλληλεπιδρά µε την NBD-περιοχή 
(γύρω από την F811), οδήγησαν σε σχηµατισµό και µονοµερούς µαζί µε την διµερή SecA (Or 
et al., 2002;βλέπε και Εισαγωγή). Το µόνο που διαπιστώθηκε για τις SecAIRA1 πρωτεϊνες, 
είναι η τάση τους να σχηµατίζουν µορφές µεγαλύτερες από τετραµερή (πειράµατα αναλυτικής 
υπερφυγοκέντρησης) σε ποσοστά µεγαλύτερα από την SecAWT, όπως και η διαπίστωση για 
ορισµένες απ’ αυτές που µελετήθηκαν µε ανάλυση µε SAXS, ότι αποκτούν πιο εκτεταµένη 
διαµόρφωση σε σχέση µε την SecAWT, και γι’ αυτό παρουσιάζουν µεγαλύτερη ακτίνα Rg. Οι 
παραπάνω παρατηρήσεις όµως, αντίστοιχα υποδηλώνουν ότι οι IRA1 µεταλλαγές 
διαταράσσουν την ολιγοµερική δοµή της SecA, ή την φυσική επικοινωνία των δύο 
πρωτοµερών ρυθµίζοντας το γλίστρηµα του  ενός σε σχέση µε το άλλο (οπότε η SecA µπορεί 
να οδηγηθεί σε πιο εκτεταµένη διαµόρφωση µε απλό ‘’γλύστρηµα’’ των δύο µονοµερών της 
µεταξύ τους). Το αποτέλεσµα είναι ότι σε κάθε περίπτωση κατά µπορεί να επιτευχθεί ρύθµιση 
της λειτουργία της SecA.  

Απ’ όλα τα παραπάνω προκύπτει ότι οι τέσσερις παραπάνω πορείες δράσης του 
IRA1 στοιχείου, το εγκαθιδρύουν στο κέντρο της καταλυτικής διαδικασίας της SecA. Με άλλα 
λόγια η IRA1-περιοχή, προτείνεται ότι παίζει τον ρόλο του γενικού διακόπτη της SecA 
πρωτεΐνης, αφού ‘’αισθάνεται’’ µέσω αλλαγών στην διαµόρφωση ή µε απ’ευθείας επικοινωνία 
µε τις διάφορες υποπεριοχές της SecA, την δέσµευση όλων των ουσιαστικών (ΑΤΡ, 
προπρωτεΐνη, SecYEG, λιπίδια) και µη (SecB) υποκαταστατών της αντίδρασης µετατόπισης, 
αφού ελέγχει την ολιγοµερική κατάσταση της SecA, και αφού συντονίζει και την επικοινωνία 
των διαφόρων περιοχών της SecA µεταξύ τους και µε τους διάφορους υποκαταστάτες µέσω 
των αλλαγών στην διαµόρφωση τους. Όλες αυτές οι διαδικασίες προσδίδουν στον IRA1 
διακόπτη την ιδιότητα του γενικού ρυθµιστή της καταλυτικής δραστηριότητας της SecA, και 
κατ’ επέκταση και της µεταθετάσης της οποίας συνιστά την ΑΤΡάση.  Η δράση του IRA1 
διακόπτη ως ρυθµιστικού στοιχείου εξάλλου δικαιολογεί και την ποικιλία των λειτουργικών 
ιδιοτήτων που προκαλούν στον DEAD κινητήρα οι διάφορες SecAIRA1 µεταλλαγές και την 
αδυναµία αποµόνωσης ξεκάθαρων φαινοτύπων, αφού τα προβλήµατα των SecAIRA1 
µεταλλαγών αναµένεται να είναι κινητικά και όχι καταλυτικά για τις διάφορες λειτουργίες. 
∆ηλαδή πιθανότατα δεν υφίσταται ανικανότητα τέλεσης µιας συγκεκριµένης λειτουργίας απλά 
βραδύτητα στην πραγµάτωση της.  

Επιδιώκοντας να τονίσουµε την σηµασία της δράσης του IRA1 διακόπτη, αναφέρουµε 
ότι µπορεί η C-περιοχή της SecA όντας εξειδικευµένη περιοχή της πρωτεΐνης να µην 
παρουσιάζει οµολογία µ’ άλλες πρωτεϊνικές περιοχές των ελικασών, ο τρόπος δράσης της 
όµως ενδέχεται να αποκαλύπτει στοιχεία για τον τρόπο δράσης γενικότερα των διάφορων 
ελικασών. Οι ελικάσες διαθέτουν εξειδικευµένες περιοχές που πέρα από την ειδικότητα την 
οποία προσδίδουν σ’ αυτές για το υπόστρωµα στο οποίο επιδρούν, αναµένεται να συντελούν 
και στην µετατροπή της ενέργειας που καταναλίσκεται από την οµόλογη σ’ όλες τις ελικάσες 
καταλυτική µηχανή, στο µηχανικό έργο που λαµβάνει χώρα κάθε φορά από την ελικάση πάνω 
στο συγκεκριµένο υπόστρωµα. ∆ιαλεύκανση του µηχανισµού µε τον οποίο επιτυγχάνεται η 
παραπάνω σύνδεση υδρόλυσης ΑΤΡ-µηχανικού έργου, αναµένεται από την κατανόηση του 
τρόπου δράσης της C-περιοχής της SecA. Στην περιοχή αυτή εντοπίστηκε η συντηρηµένη 
IRA1-υποπεριοχή µε δοµή έλικας-λούπας-έλικας, που όπως συµπεράναµε από την 
παραπάνω µελέτη αποτελεί τον µοναδικό φυσικό σύνδεσµο των δύο εξειδικευµένων 
περιοχών στην SecA, της SSD και της C-περιοχής. Η IRA1-περιοχή προτείναµε ότι 
ταλαντούµενη από και προς τις παραπάνω εξειδικευµένες περιοχές ρυθµίζει τις καταλυτικές 
ιδιότητες τόσο του DEAD κινητήρα, αλλά εντέλει και την µετακίνηση της πρωτεΐνης κατά 
µήκος του πρωτεϊνικού υποστρώµατος κατά την εκκριτική διαδικασία. Η ρύθµιση από την 
IRA1-περιοχή πραγµατοποιείται σύµφωνα µε τις ενεργειακές απαιτήσεις της SecA κατά την 
διαδικασία της έκκρισης που υπεισέρχονται στην “αντίληψη” της από την πρόσδεση των 
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διάφορων τύπων υποστρωµάτων. Ανάλογος µηχανισµός συσχέτισης του ενεργειακού µε το 
µηχανικό έργο µπορεί να ισχύει και στις άλλες ελικάσες στις οποίες εντοπίζονται δύο 
εξειδικευµένες περιοχές. Έτσι στην PcrA και στην Rep DNA ελικάση συναντάµε µία H-L-H 
περιοχή στην αντίστοιχη µε την C-περιοχή της SecA εξειδικευµένη περιοχή (που φύεται από 
την διαµόρφωση τύπου RecA µε τα µοτίβα IV, V και VI). Αυτή η περιοχή αλλάζει διευθέτηση 
µε την δέσµευση του νουκλεϊνικού υποστρώµατος, συνδέει τις δύο εξειδικευµένες περιοχές 
µεταξύ τους, ενώ συµµετέχει και στην πρόσδεση του υποστρώµατος η οποία συντελείται 
κυρίως από την αντίστοιχη µε την SSD-εξειδικευµένη περιοχή, η οποία και τελικά υφίσταται 
δραστική αλλαγή στην τριτοταγή της διαµόρφωση. Στην  SecA πρωτεΐνη έχει προταθεί από 
την βιβλιογραφία ότι το πρωτεϊνικό εκκρινόµενο υπόστρωµα πιθανότατα δεσµεύεται στην 
SSD-περιοχή. Στην παρούσα διατριβή επιπλέον προτείναµε ότι η εκτεταµένη διαµόρφωση 
του πρωτεϊνικού υποστρώµατος θα µπορούσε να γεµίζει και µία περισσότερη διευρυµένη 
κοιλότητα απ’ αυτή που εντοπίζεται µεταξύ SSD και IRA1. Αντίστοιχη εικόνα όµως 
διαπιστώνεται και στις PcrA και Rep ελικάσες από την µελέτη των κρυσταλλογραφικών 
διαµορφώσεων τους παρουσία των νουκλεϊνικών τους υποστρωµάτων, καθώς το υπόστρωµα 
εντοπίζεται στην αντίστοιχη της SSD εξειδικευµένη περιοχή, βλέπει όµως και την H-L-H 
υποπεριοχή από την δεύτερη εξειδικευµένη περιοχή την αντίστοιχη της C-περιοχής της SecA. 
Ενδέχεται λοιπόν στις παραπάνω ελικάσες το µήνυµα δέσµευσης του νουκλεϊνικού 
υποστρώµατος από την αντίστοιχη της SSD-περιοχή να καταλήγει στην αντίστοιχη της C-
περιοχή µέσω της ανάλογης IRA1-υποπεριοχής. Στην συνέχεια όπως αναµένεται από τον 
µηχανισµό ελέγχου στη SecA, η αντίστοιχη της C-εξειδικευµένη περιοχή ρυθµίζει τις 
καταλυτικές δραστηριότητες του DEAD κινητήρα. Ο ακριβής όµως τρόπος ρύθµισης από την 
ανάλογη της C-περιοχή στις ελικάσες των νουκλεϊκών οξέων, αναµένεται να είναι 
διαφορετικός. Και αυτό γιατί λείπει η µακριά έλικα της SD-περιοχής που συνδέει τις NBD και 
IRA2-υποπεριοχές του DEAD κινητήρα, ενώ στην ίδια περιοχή συναντάται τµήµα της 
νουκλεοτιδικής αλυσίδας του υποστρώµατος. Φαίνεται ότι το πρωτεϊνικό πολυµερές 
υπόστρωµα της SecA την διαφοροποιεί από τις άλλες ελικάσες των νουκλεϊκών οξέων.              

Περισσότερες πληροφορίες για τον τρόπο δράσης του IRA1 διακόπτη και 
επιβεβαίωση των παραπάνω υποθέσεων θα πραγµατοποιηθεί µε ανάλυση της δοµής 
καθεµιάς από τις παραπάνω µεταλλαγές, παρουσία και απουσία των διαφόρων 
υποκαταστατών. Παράλληλα και µε άλλες βιοφυσικές µεθόδους π.χ NMR του IRA1 στοιχείου 
µε κάθε µία από τις παραπάνω IRA1 µεταλλαγές, θα µπορούσαν να εξαχθούν πληροφορίες 
για την µηχανιστική δράση του IRA1 διακόπτη οι οποίες θα µπορούσαν πάλι να µελετηθούν 
παρουσία και των υπολοίπων περιοχών της SecA, αλλά και των διαφόρων αντιδραστηρίων 
της διαδικασίας µετατόπισης, και έτσι θα µπορούσε να παρακολουθηθεί η συντονισµένη 
αλλαγή στην δοµή του IRA1 διακόπτη που θα εξασφάλιζε την λειτουργία του. Επιπλέον 
µελέτες για την διαπίστωση της µετακίνησης των διαφόρων περιοχών στην SecA µέσω του 
IRA1 διακόπτη, µπορούν να πραγµατοποιηθούν µε πειράµατα µε FRET όπου ο δότης και ο 
δέκτης του φθορισµού εντοπίζονται σε περιοχές των οποίων η επικοινωνία και 
αλληλεπίδραση τίθενται υπό έλεγχο.                           
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