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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

΢ε έλα θφζκν πνπ θαζεκεξηλά νη δσληαλνί νξγαληζκνί πνπ ππάξρνπλ ζε απηφλ 

παζρίδνπλ κε θάζε ηξφπν γηα ηελ επηβίσζε, αλαπαξαγσγή θαη εμέιημή ηνπο, ν 

άλζξσπνο κε γλψκνλα ηελ ινγηθή θαη ηελ ζχλεζε θαηαβάιεη κέγηζηεο πξνζπάζεηεο 

γηα ηελ βειηηζηνπνίεζή ηνπ. ΢ηνλ βσκφ ηεο επηζηήκεο θαη ηεο έξεπλαο ζπζηάδεη ηελ 

πξνζσπηθή ηνπ επεκεξία κε ζθνπφ ηελ κειέηε θαη επίιπζε ζνβαξψλ επηζηεκνληθψλ 

δεηεκάησλ. Καζεκεξηλά, πξνζπαζεί λα δψζεη εμεγήζεηο ζε αλαπάληεηα κέρξη 

ζηηγκήο εξσηήκαηα κε πξσηαξρηθφ ζηφρν ηελ θαιπηέξεπζε ηεο αλζξψπηλεο δσήο.  

΢ηα πιαίζηα απηήο ηεο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζην 

εξγαζηήξην ηνπ επίθνπξνπ θαζεγεηή Οηθνλφκνπ Αλαζηάζηνπ ,ζην ηλζηηηνχην 

Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο, απέθηεζα ηελ πξψηε νπζηαζηηθή εκπεηξία 

κνπ κε ηνλ ηνκέα απηφ ηεο Βηνινγίαο θαη πξαγκαηνπνίεζα κηα ζχληνκε αιιά 

θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο γλσξηκία κε ηνλ θφζκν ηεο εξγαζηεξηαθήο έξεπλαο. Καηά 

ηελ παξακνλή κνπ ζην εξγαζηήξην κνπ δφζεθε ε επθαηξία λα αζρνιεζψ κε ηελ 

κνξηαθή αλάιπζε ηνπ κεραληζκνχ έθθξηζεο ηνπ ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ ζην 

εληεξνπαζνγφλν Escherichia coli. 

΢ε απηφ ην ζεκείν ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ φινπο εθείλνπο νη νπνίνη ζπλέβαιαλ 

κε ηνλ ηξφπν ηνπο γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε απηήο ηεο δηαηξηβήο. Πξψηνλ απφ φινπο 

ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ επίθνπξν θαζεγεηή, θχξην Αλαζηάζην Οηθνλφκνπ δηφηη 

δέρηεθε λα κε ζπκπεξηιάβεη ζηηο εξεπλεηηθέο δξαζηεξηφηεηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ ηνπ 

θαη λα κε θαηαζηήζεη ελεξγφ κέινο ηνπ. Σαπηφρξνλα, λα ηνλ επραξηζηήζσ γηα ηε 

ζπλερή ππνζηήξημή ηνπ ηφζν ζε ζέκαηα εξεπλεηηθά φζν θαη γεληθφηεξεο θχζεο. Σηο 

επραξηζηίεο κνπ ζα ήζεια λα απεπζχλσ θαη πξνο: α) ηελ ππνκνλεηηθή θαη κε 

θαηαλφεζε δηδάθηνξα Μπαιακπαλίδνπ Βαζηιεία, ε νπνία θπξίσο αλέιαβε ην 

δχζθνιν ξφιν ηνπ ζπκβνχινπ θαη θαζνδεγεηή γηα ζέκαηα πεηξακαηηζκνχ θαη 

έξεπλαο, β) ηνλ ηερληθφ Κνπληνπξάθε Νίθν θαη ηνλ κεηά-δηδαθηνξηθφ εξεπλεηή 

Ατβαιηψηε Μηράιε, ζηνπο νπνίνο νθείισ ηελ εθκάζεζε ησλ κεζφδσλ 

πξσηεσκαηηθήο αλάιπζεο. Δπίζεο, ζέισ λα απεπζχλσ έλα κεγάιν επραξηζηψ γεληθά 

ζε φια ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ, ην θαζέλα κε ηνλ ηξφπν ηνπ ζπλέβαιε ζηελ 

πξαγκάησζε ηεο δηαηξηβήο απηήο. Σέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνπο γνλείο κνπ 

θαη ηνλ Γηαθνπκάθε Κσλζηαληίλν γηα ηελ ςπρνινγηθή θαη φρη κφλν ππνζηήξημε πνπ 

κνπ παξείραλ φιν απηφ ην δηάζηεκα.  
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ  

Σν εληεξνπαζνγφλν Δ. coli (EPEC) είλαη έλα θαηά Gram αξλεηηθφ βαθηήξην ην 

νπνίν πξνζβάιιεη ην εληεξηθφ επηζήιην θαη απνηειεί απεηιή γηα ηελ πγεία ησλ 

αλζξψπσλ θπξίσο ζηηο αλαπηπζζφκελεο ρψξεο. Τπεχζπλν θαηά θχξην ιφγν, γηα ηελ 

παζνγνληθφηεηα ηνπ βαθηεξίνπ είλαη έλα κνλαδηθφ ζχζηεκα έθθξηζεο πξσηετλψλ, ην 

ζχζηεκα έθθξηζεο Σχπνπ ΗΗΗ (T3S). Σν T3S είλαη κηα πεξίπινθε λαλνκεραλή κέζσ 

ηεο νπνίαο εθθξίλνληαη απεπζείαο ζην θχηηαξφπιαζκα ηνπ μεληζηή φιεο νη 

κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο ηνπ βαθηεξίνπ. Ζ λαλνκεραλή απηή απνηειείηαη απφ ην 

βαζηθφ ζσκάηην, πνπ δηαπεξλά ηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο, απφ ηελ βειφλε θαη ην 

ηλίδην, εμσθπηηαξηθά. Παξφιεο ηηο κειέηεο πνπ έρνπλ γίλεη γχξσ απφ ην ζχζηεκα 

έθθξηζεο απηφ, ηφζν δνκηθά φζν θαη ιεηηνπξγηθά, πνιιά εξσηήκαηα παξακέλνπλ 

αλαπάληεηα.  

΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή, πξνζπαζνχκε αξρηθά λα αληρλεχζνπκε ην ζχλνιν ησλ 

πξσηετλψλ νη νπνίεο εθθξίλνληαη δηακέζνπ ηνπ T3S απφ ηα EPEC. ΢ηελ ζπλέρεηα, ζε 

κηα πξνζπάζεηα λα θαηαλνήζνπκε ην κνλνπάηη έθθξηζεο ησλ κνιπζκαηηθψλ 

πξσηετλψλ, κειεηάκε ηνλ ηξφπν έθθξηζεο ησλ κεηαζέησλ EspA θαη EspB θαη ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο απηψλ κε ηελ ζαπεξφλε ηνπο, CesAB.  

Γηα ηελ επίηεπμε ηνπ ζθνπνχ απηνχ, αξρηθά πξνζδηνξίζακε ηηο ζπλζήθεο ζηηο 

νπνίεο ε έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ είλαη βέιηηζηε. ΢ηε ζπλέρεηα, αληρλεχζακε ην 

ζχλνιν ησλ πξσηετλψλ ην νπνίν εθθξίλεηαη δηακέζνπ ηνπ T3S, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ 

κέζνδν ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο. Σέινο, αμηνπνηψληαο γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα 

ζηειέρε EPEC, πξνζδηνξίζακε ηελ ηεξαξρία κε ηελ νπνία εθθξίλνληαη νη 

κνιπζκαηηθνί παξάγνληεο απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ θχηηαξα, θαη ην πσο ε ηεξαξρία απηή 

επεξεάδεηαη απνπζία πξσηετλψλ νη νπνίεο ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε.  

Παξάιιεια, πξνζπαζήζακε λα δηεξεπλήζνπκε ηνλ ηξφπν πνπ αιιειεπηδξνχλ νη 

κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο κε ηηο εμεηδηθεπκέλεο ζαπεξφλεο ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο 

ηχπνπ ΗΗΗ, ρξεζηκνπνηψληαο ζαλ κνληέιν ηνπο κεηάζεηεο EspA θαη EspB θαη ηελ 

ζαπεξφλε απηψλ CesAB. Γηα ηνλ ιφγν απηφ, πξαγκαηνπνηήζακε βηνρεκηθά 

πεηξάκαηα ηφζν in vitro φζν θαη ex vivo. ΢ηα πεηξάκαηα απηά, κειεηήζακε ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο ηεο ζαπεξφλεο θαη ησλ ππνζηξσκάησλ ηεο, θαζψο θαη πψο απηέο νη 

αιιειεπηδξάζεηο επεξεάδνληαη απφ δηάθνξα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα ηεο 

ζαπεξφλεο.  
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Δπηπιένλ, ζε κηα πξνζπάζεηα λα θαηαλνήζνπκε ην κνλνπάηη ηεο ζηφρεπζεο πνπ 

αθνινπζνχλ νη πξσηεΐλεο EspA θαη EspB πξηλ ηελ έθθξηζή ηνπο απφ ην T3S, 

αληρλεχζακε ηα ηεηαξηνηαγή ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγνχληαη ζηα δηαθνξεηηθά ππφ-

θπηηαξηθά θιάζκαηα πνπ δεκηνπξγνχληαη έπεηηα απφ ήπηα θαη έληνλε δηάξξεμε ησλ 

θπηηάξσλ EPEC. Σέινο, αλαιχζακε ηνπο παξάγνληεο απφ ηνπο νπνίνπο ηα 

κεγαινκνξηαθά απηά ζχκπινθα απνηεινχληαη, ρξεζηκνπνηψληαο θαζκαηνκεηξία 

κάδαο.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο εξγαζίαο απηήο απνηεινχλ κηα βάζε γηα ηελ θαηαλφεζε ηνπ 

κνξηαθνχ κεραληζκνχ έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ην T3S ησλ EPEC θαη 

ζηνηρεηνζεηνχλ έλα πιαίζην γηα ηελ πεξαηηέξσ αλάιπζε ηνπ κνλνπαηηνχ έθθξηζεο 

ησλ πξσηετλψλ απφ ην ζχζηεκα απηφ.  
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Summary 

 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important diarrheal pathogen and 

an endemic health threat in the developing world[1]. The virulence proteins 

responsible for causing diarrheal disease are translocated directly into the host 

intestinal epithelium through a type iii secretion system (T3S). The T3S is a nano-

machine which consists of the basal body that penetrates the bacterial membrane, and 

expanded by a needle and a filament. Although a lot of research has been done, there 

are many questions that need to be answered about the function and regulation of this 

specific secretion system. 

In this study, firstly, we tried to analyze the whole secretome of EPEC. In addition, 

in order to elucidate how proteins are being secreted from T3S, we analyzed the 

secretion profile of two translocator proteins, EspA and EspB and their chaperone, 

CesAB.  

To achieve this goal, firstly, we determine the conditions where the secretion from 

T3S is being induced (pH, temperature). Afterwards, we analyzed all the proteins that 

are being secreted through T3S using mass spectrometry. Moreover, using deletion 

strains of EPEC we determine the hierarchy of secretion and how it is regulated by the 

absence of different factors.  

Additionally, we tried to elucidate the interactions between effector proteins and 

their specific chaperones, using as a model CesAB chaperone and its substrates EspA 

and EspB. To clarify these interactions, we perform biochemical assays in vitro and 

ex vivo. In these experiments, we analyze the interactions between the chaperone and 

its substrates, and how these interactions are affected after generating mutations at 

chaperone’s gene.  

Moreover, to illustrate the secretion pathway that EspA and EspB follow through 

secretion via T3S, we analyzed the complexes that are being extracted after hard and 

mild lysis of the EPEC. Furthermore, using mass spectrometry analysis, we tried to 

identify all the proteins that form the above complexes.  

The results of this study reveal important elements to understand the molecular 

basis of T3S and compose a framework for future studies and analysis of this 

secretion system.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1: ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

1.1 Σο ενηεποπαθογόνο Escherichia coli (EPEC) 

 

Ζ κειέηε ηεο βαθηεξηαθήο παζνγέλεζεο είλαη ηεξάζηηνπ ελδηαθέξνληνο, θπξίσο 

γηαηί ζηηο κέξεο καο επαλεκθαλίδνληαη παιηέο αζζέλεηεο, φπσο ε θπκαηίσζε, 

εκθαλίδνληαη λέεο βαθηεξηαθέο ινηκψμεηο θαη θπξίσο ιφγν ηεο αλάπηπμεο 

αλζεθηηθφηεηαο ζε αληηβηνηηθά απφ πνιιά βαθηεξηαθά ζηειέρε. Μεγάιν κέξνο ηεο 

κειέηεο απηήο έρεη εζηηαζηεί ζηελ θαηαλφεζε ηνπ κνξηαθνχ θαη θπηηαξηθνχ 

κεραληζκνχ ηεο εθδήισζεο ηεο παζνγέλεηαο  απφ ηα κηθξφβηα θαη νη κειέηεο απηέο 

έρνπλ νδεγήζεη ζε λέεο εθηηκήζεηο γηα ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν ηα κηθξφβηα 

πξνθαινχλ κηα αζζέλεηα. Έλα κεγάιν ζέκα ηείλεη λα είλαη ε δηεξεχλεζε ηεο 

ηθαλφηεηαο πνιιψλ κηθξνβίσλ λα εθκεηαιιεχνληαη ηα κνλνπάηηα κεηάδνζεο ζήκαηνο 

ησλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ πνπ πξνζβάινπλ πξνο φθεινο ηνπο, φπσο θαη άιια 

θπηηαξνζθειεηηθά θαη κεκβξαληθά ζπζηαηηθά ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή. ΢ηηο 

πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ηα βαθηήξηα πνπ αθνινπζνχλ απηή ηελ νδφ είλαη 

ελδνθπηηαξηθά, φπσο ε Listeria, ε Shigella θαη ε Salmonella. Αληίζεηα, ην 

εληεξνπαζνγφλν Escherichia coli είλαη εμσθπηηάξην παζνγφλν, ην νπνίν πξνθαιεί 

αζζέλεηα κέζσ ηεο πξφζδεζεο ηνπ ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή θαη ηελ άκεζε 

πξνψζεζε ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ- ηνμηλψλ πνπ παξάγεη ζην επθαξπσηηθφ 

θχηηαξν. Ζ δηαδηθαζία απηή ηεο έθθξηζεο ηνμηλψλ θαη ηεο κεηαηφπηζεο ηνπο απ' 

επζείαο ζην θχηηαξν ηνπ μεληζηή γίλεηαη κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ III 

(Σ3S) [2]. 

 

1.1.1 Κλινικά ζςμπηώμαηα και παθολογία 

Χο παζνγφλν πνπ πξνζβάιεη ηνλ άλζξσπν, ε πεξηγξαθή ησλ ζπκπησκάησλ θαη ηεο 

παζνινγίαο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ κφιπλζε απφ ΔΡΔC παξέρεη ην πιαίζην ζηελ 

πξφζθαηε πξφνδν ζρεηηθά κε ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο κνξηαθήο βάζεο ηεο αζζέλεηαο. 

Μία απφ ηηο πνιιέο θαηεγνξίεο ησλ Δ. coli πνπ πξνθαινχλ δηάξξνηα, ην ΔΡΔC είλαη 

κηα πνιχ ζπλεζηζκέλε αηηία ηεο αλζξψπηλεο δηάξξνηαο, θπξίσο ζε λεαξά παηδηά. 

Παξφιν πνπ νη εμάξζεηο ζηηο αλαπηπγκέλεο ρψξεο ήηαλ ζπρλέο κέρξη ηελ δεθαεηία 

ηνπ 1940 θαη 1950 [3], ε ζπρλφηεηα ηεο κφιπλζεο απφ ην ΔΡΔC έρεη απφ ηφηε 



10 
 

κεησζεί ζεκαληηθά ζηηο ρψξεο απηέο. Παξφιν' απηά ην ΔΡΔC είλαη αθφκε ππεχζπλν 

γηα μεζπάζκαηα ζε θέληξα πξφλνηαο θαη ζηνπο παηδηαηξηθνχο ζαιάκνπο λνζνθνκείσλ 

[4]. Δπηπιένλ, ην ΔΡΔC παξακέλεη κηα ζεκαληηθή αηηία ηεο παηδηθήο ζλεζηκφηεηαο 

ζηηο αλαπηπζζφκελεο ρψξεο, φπνπ ηα πνιχ πξφζθαηα μεζπάζκαηα αλαθέξνπλ ξπζκφ 

ζλεζηκφηεηαο πεξίπνπ 30% [5]. ΢πλεπψο, ε κφιπλζε απφ ην ΔΡΔC ππνινγίδεηαη πσο 

πξνθαιεί ζάλαην ζε πνιιέο εθαηνληάδεο ρηιηάδεο παηδηά ην ρξφλν [6], 

θαηαηάζζνληαο ην ζηελ πέκπηε αηηία ζαλάηνπ παγθνζκίσο. Σν ραξαθηεξηζηηθφ 

γλψξηζκα ηεο πξνζβνιήο απφ ην ΔΡΔC είλαη ε Α/Δ ηζηνπαζνινγία 

(Attaching/Effacing, Πξνζθφιιεζε/Δμάιεηςε ή Καηαζηξνθή), ε νπνία ζπρλά 

εκθαλίδεηαη ζε δείγκαηα βηνςίαο ηνπ ιεπηνχ εληέξνπ απφ κνιπζκέλνπο αζζελείο θαη 

επίζεο παξαηεξείηαη κεηά απφ επηκφιπλζε επηζειηαθψλ θπηηάξσλ ζε θπηηαξηθέο 

θαιιηέξγεηεο[6-7] . Ζ κφιπλζε ζπλήζσο πξνθαιεί νμεία δηάξξνηα, αιιά ζε βαξηέο 

πεξηπηψζεηο κπνξεί λα πξνθιεζεί παξαηεηακέλε αζζέλεηα [8]. Δθηφο απφ ηε 

δηάξξνηα, ν εκεηφο θαη ε αλάπηπμε ππξεηνχ είλαη θνηλά ζπκπηψκαηα [8] . 

΢ηεξηδφκελνη ζηελ ζλεζηκφηεηα πνπ πξνθαιεί ην κηθξφβην απηφ, ην ΔΡΔC 

παξακέλεη κία απφ ηηο πην ζεκαληηθέο απεηιέο ηεο πγείαο ησλ παηδηψλ 

παγθνζκίσο.  

 

1.2 Σο ζύζηημα έκκπιζηρ ηύπος III 

 

Ζ εμέιημε έρεη απνδψζεη έλαλ αμηνζεκείσην αξηζκφ κεραληζκψλ πνπ εθθξίλνπλ 

πξσηεΐλεο. Γεθαέμη ηέηνηα ζπζηήκαηα, ηα νπνία ειέγρνπλ ηελ πξσηετληθή έθθξηζε, ηε 

δηάθξηζε θαη ηελ έλζεζε πξσηετλψλ ζηελ κεκβξάλε, βξίζθνληαη ζηα βαθηήξηα θαη 

κφλν (΢ρήκα 1). Απφ απηά, κφλν ην κνλνπάηη Sec είλαη επξέσο δηαδεδνκέλν θαη είλαη 

απαξαίηεην γηα ηε δσή ζε φινπο ηνπο νξγαληζκνχο. 

Όκσο, ε παλψιε, ν ηπθνεηδήο ππξεηφο, ε βαθηεξηαθή δπζεληεξία θαη πνιιέο 

βαθηεξηαθέο αθφκε δπζεληεξίεο πξνθαινχληαη απφ βαθηεξηαθά παζνγφλα, ηα νπνία 

ρξεζηκνπνηνχλ έλα εμεηδηθεπκέλν πξσηετληθφ ζχζηεκα έθθξηζεο, ην ιεγφκελν 

ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ III (Σ3S) [9]. Απηφ ην ζχζηεκα έρεη ηελ κνλαδηθή 

ηθαλφηεηα λα εηζάγεη βαθηεξηαθέο κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο θαηεπζείαλ ζην θχηηαξν 

ηνπ μεληζηή, γεγνλφο πνπ επηηξέπεη ζε απηέο ηηο πξσηεΐλεο λα ειέγρνπλ βηνρεκηθέο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ μεληζηή, νη νπνίεο θπκαίλνληαη απφ ηε ξχζκηζε ηεο κεηαγξαθήο 

γνληδίσλ έσο ηελ αλαδηακφξθσζε ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ. 
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΢ρήκα 1. ΢πζηήκαηα έθθξηζεο πξσηετλψλ ζηα βαθηήξηα 

 

1.2.1 Ο γενεηικόρ ηόπορ ηηρ εξάλειτηρ ηυν  ενηεποκςηηάπυν (LEE,  Locus of 

Enterocyte Effecement). 

΢ε αληίζεζε κε ηα κε παζνγφλα ζηειέρε Δ. coli, ηα νπνία βξίζθνληαη κέζα ζην 

αλζξψπηλν έληεξν, ην ΔΡΔC, φπσο θαη άιια παζνγφλα ζηειέρε Δ. coli πεξηέρνπλ ζην 

γέλσκά ηνπο γελεηηθνχο ηφπνπο πνπ πεξηέρνπλ ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ ηηο 

πξσηεΐλεο πνπ είλαη ππεχζπλεο γηα ηελ παζνγέλεζε. Έηζη, φια ηα αλαγθαία 
γνλίδηα

 (ή 

ζρεδφλ φια) γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ηεο Α/Δ θάθσζεο (Α/Δ lession) θαη ηεο 

ραξαθηεξηζηηθήο πξνεθβνιήο (pedestal), ε νπνία κνηάδεη κε έλα άθξν πνπ μεπξνβάιεη 

απφ ηελ επηθάλεηα ηνπ πξνζβαιιφκελνπ θπηηάξνπ, πεξηέρνληαη ζε κηα ηέηνηα πεξηνρή 

35 Κbp, ε νπνία νλνκάδεηαη «γελεηηθφο ηφπνο ηεο εμάιεηςεο ησλ εληεξνθπηηάξσλ» 

(LΔΔ) [6, 10]. Σν πεξηερφκελν ζε G+C λνπθιετθψλ νμέσλ ηνπ LΔΔ είλαη 38.4%, 

ζεκαληηθά κηθξφηεξν θαηά 50% απφ ην ρξσκφζσκα ηνπ κε παζνγφλνπ Δ. coli Κ-12. 

Απηή ε δηαθνξά κπνξεί λα ζεκαίλεη πσο ην LΔΔ απνθηήζεθε αξρηθά απφ θάπνηα 

άιιε μέλε πεγή θαη έπεηηα απφ εμειηθηηθέο πηέζεηο ελζσκαηψζεθε ζην ρξσκφζσκα 

ηνπ Δ. coli. Ζ ζέζε έλζεζεο ηνπ LΔΔ ζην γέλσκα ηνπ Δ. coli Κ-12, είλαη ζηε ζέζε 

πνπ θσδηθνπνηεί ην t-RΝΑ γηα ηε ζειελν-θπζηεΐλε. Οιφθιεξε ε πεξηνρή ηνπ LΔΔ 

έρεη αιιεινπρεζεί θαη πεξηέρεη έλα ζχζηεκα έθθξηζεο III, θαζψο θαη άιια γνλίδηα 

απαξαίηεηα γηα ην ζρεκαηηζκφ ηεο πξνεθβνιήο [6]. Απηά πεξηιακβάλνπλ πνιιά 

γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα εθθξηλφκελεο πξσηεΐλεο ηνπ ζπζηήκαηνο III, νη νπνίεο 

νλνκάδνληαη Δsps (ΔΡΔC –secreted proteins) θαη είλαη ε ΔspΑ, ΔspΒ, ΔspD θαη ΔspF, 

φπσο θαη ε πξνζθνιιεηίλε (adhesin), ε ηληηκίλε (intimin) θαη ν εθθξηλφκελνο 
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ππνδνρέαο ηεο, Tir. Μεηαιιαγέο ζε νπνηνλδήπνηε απφ ηνπο παξαπάλσ βαθηεξηαθνχο 

παξάγνληεο, κε ηελ εμαίξεζε ηνπ ΔspF [11], παξεκπνδίδνπλ ην ζρεκαηηζκφ ηεο Α/Δ 

θάθσζεο ζε επηζειηαθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο [7] . Όπσο θαη κε ηα ππφινηπα ζπζηήκαηα 

ηχπνπ III, έηζη θαη κε απηφ, θπηηαξνπιαζκαηηθέο ζαπεξφλεο είλαη αλαγθαίεο γηα ηελ 

έθθξηζε πνιιψλ κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ, θαζψο θαη ζπζηαηηθψλ ηνπ ίδηνπ ηνπ 

ζπζηήκαηνο. Μέρξη ηψξα, σο ζαπεξφλεο έρνπλ ραξαθηεξηζηεί ηα κφξηα, CesT γηα ηελ 

Tir [12], CesD γηα ΔspΒ θαη ΔspD [13], CesF γηα ΔspF [14], CesD2, δεχηεξε 

ζαπεξφλε γηα EspD [15] θαη ε CesΑΒ γηα ΔspΑ θαη ΔspΒ [16] . Αιιεινπρίεο DΝΑ 

κε κεγάιν βαζκφ νκνινγίαο κε ην ΔΡΔC LΔΔ έρνπλ βξεζεί θαη ζε άιια βαθηήξηα 

πνπ πξνθαινχλ ηελ Α/Δ θάθσζε, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ ΔΖΔC, φπσο θαη ηνπ 

παζνγφλνπ ησλ πνληηθηψλ C. rodentium, ππνδεηθλχνληαο πσο ππάξρεη έλα θνηλφ 

εμειηθηηθφ κνλνπάηη πνπ νδήγεζε ζην ζρεκαηηζκφ ηεο Α/Δ θάθσζεο [6]. 

 

1.3 Γομή ηος ζςζηήμαηορ ηύπος ΗΗΗ 

 Σν θεληξηθφ ζπζηαηηθφ ηνπ Σ3S είλαη έλα ππεξ-κνξηαθφ νξγαλίδην, ην ζχκπινθν 

ηεο βειφλεο (needle complex), ην νπνίν δηαπεξλά ηνλ βαθηεξηαθφ θάθειν θαη κνηάδεη 

κε κηα κνξηαθή ζχξηγγα κε βειφλα [17]. Πηζηεχεηαη φηη απηή ε δνκή ιεηηνπξγεί σο 

έλαο θελφο αγσγφο, ν νπνίνο επηηξέπεη ζηηο κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο λα δηαζρίζνπλ ην 

βαθηεξηαθφ θάθειν. Ζ ηειηθή παξάδνζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ απαηηεί κηα 

νηθνγέλεηα βαθηεξηαθψλ πξσηετλψλ, ηνπο κεηαζέηεο (translocators), νη νπνίνη θαηά 

ηελ έθθξηζε ηνπο απφ ην ζχκπινθν ηεο βειφλεο, ζπλδένληαη κε ηε κεκβξάλε ηνπ 

μεληζηή ζρεκαηίδνληαο πφξνπο, ψζηε λα κεζνιαβήζνπλ γηα ηελ ηειηθή παξάδνζε ησλ 

κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ μεληζηή [18] . Σν ζχκπινθν ηεο 

βειφλεο καδί κε ηνπο κεηαζέηεο απνηεινχλ ην ζπξίγγην (ingectisome).  
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΢ρήκα 2 : Γηάγξακκα ελφο βαθηεξηαθνχ Σ3S.  

Σα ηξία ζπζηαηηθά ηνπ βαζηθνχ ζσκαηίνπ θαη ηεο βειφλεο απφ 4 αληηπξνζσπεπηηθά είδε ζεκεηψλνληαη κε 

βάζε ηνλ πηζαλφ εληνπηζκφ ηνπο ζην βαθηεξηαθφ θάθειν κε ηελ αθφινπζε ζεηξά : Salmonella, Shigella, 

Yersinia θαη EPEC.   

 

 1.3.1  Γομή ηος ζςπιγγίος  

Ζ αλαζχζηαζε κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο (ΣΔΜ) ηνπ ζπκπιφθνπ ηεο 

βειφλεο απφ ηε Salmonella typhimurium  ήηαλ κηα επηηπρία νξφζεκν γηα ην πεδίν
7
. 

Απφ ηφηε, ην ζχκπινθν βειφλεο απφ ην EPEC [19] θαη ηελ S.flexini
 
[20-21] έρνπλ 

επίζεο αλαζπζηαζεί κε ηε ρξήζε ΣΔΜ (΢ρήκα 2 θαη ΢ρήκα 3). Όπσο ήηαλ 

αλακελφκελν, ηα ζχκπινθα βειφλεο απφ ηελ S. typhimurium θαη ηελ S. flexeni ήηαλ 

πνιχ φκνηα κεηαμχ ηνπο. Αιιά θαη ην ζχκπινθν βειφλεο απφ ην EPEC ήηαλ επίζεο 

πνιχ φκνην, αλ θαη κηθξφηεξν, παξά ην γεγνλφο πσο απηφ ην βαθηήξην αλήθεη ζε 

δηαθνξεηηθή νηθνγέλεηα [19]. Απηά ηα επξήκαηα ζπλεγνξνχλ ζην φηη ε ζπλνιηθή 

αξρηηεθηνληθή ησλ ζπκπινθψλ ηεο βειφλεο δηαηεξείηαη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ 

ζπξηγγίσλ. Σν ζχκπινθν ηεο βειφλεο απνηειείηαη απφ : α) κηα θπιηλδξηθή 

θαηαζθεπή, φκνηα κε ην βαζηθφ ζσκάηην (basal body) ηνπ καζηηγίνπ (΢ρήκα 2 θαη 

΢ρήκα 3), ε νπνία απαξηίδεηαη απφ δχν δεχγε δαθηπιίσλ πνπ δηαπεξλνχλ ηελ 

εζσηεξηθή θαη ηελ εμσηεξηθή βαθηεξηαθή κεκβξάλε, ελσκέλα κεηαμχ ηνπο κε ην 

ξαβδίν (rod), θαη β) απφ ηε βειφλε, ε νπνία πξνεμέρεη απφ ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε 

ηνπ θπηηάξνπ θαη ιεηηνπξγεί σο αθξνθχζην γηα ηελ έθθξηζε ησλ ηνμηλψλ ζην 

θχηηαξν-μεληζηή [22]. Ζ αλαθάιπςε απηήο ηεο κνξθνινγίαο ήηαλ ζε ζπκθσλία κε 

πξνεγνχκελεο παξαηεξήζεηο, ζχκθσλα κε ηηο νπνίεο ε έμνδνο ησλ κνιπζκαηηθψλ 

πξσηετλψλ απφ ηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο θαη ε κεηαηφπηζε ηνπο δηακέζνπ ηεο 

επθαξπσηηθήο κεκβξάλεο γίλεηαη ζε έλα βήκα. Παξά ην γεγνλφο πσο ε ππεξκνξηαθή 
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δνκή ηνπ EPEC ζπκπιφθνπ ηεο βειφλεο είλαη ίδηα κε απηήλ ησλ Shigella θαη 

Salmonella, κία κνλαδηθή εμσθπηηαξηθή πξνεμνρή (κεγέζνπο κέρξη θαη 600 nm) ζηελ 

νπνία θαηαιήγεη ε βειφλε ησλ ΔΡΔC έρεη παξαηεξεζεί [19]. Ζ πξνεμνρή απηή ή 

δηαθνξεηηθά ηλίδην απνηειείηαη απφ ηελ πνιπκεξηζκέλε πξσηεΐλε ΔspΑ [23], ε νπνία 

θαίλεηαη λα ζρεκαηίδεη κηα θπζηθή γέθπξα κεηαμχ ηνπ βαθηεξίνπ θαη ηνπ μεληζηή. 

Αλάιπζε κνλαδηαίνπ ζσκαηηδίνπ (single particle), ρξεζηκνπνηψληαο κηθξνζθνπία 

θξχν-ειεθηξνλίνπ (cryo-electron microscopy, cryo-EM) επέηξεςε ηνλ θαζνξηζκφ ηεο 

δνκήο ζπκπινθψλ ηεο βειφλεο απφ ηελ S. flexini ζε πςειή αλάιπζε (΢ρήκα 3) [24-

25]. Απηή ε δνκή απνθάιπςε γηα πξψηε θνξά, έλα θεληξηθφ θαλάιη πεξίπνπ 2-3nm, 

ην νπνίν εθηείλεηαη απφ ηε βάζε ησλ δεπγψλ ησλ δαθηπιίσλ έσο ηελ θνξπθή ηεο 

εμσθπηηάξηαο βειφλεο. Πξέπεη λα ζεκεησζεί πσο απηφ ην κέγεζνο ηνπ θαλαιηνχ είλαη 

πνιχ κηθξφ γηα λα επηηξέπεη ζε αλαδηπισκέλεο πξσηεΐλεο λα δηαπεξάζνπλ ηνλ 

θπιηλδξηθφ απηφ ζσιήλα, παξαηήξεζε πνπ ζπκθσλεί κε πεηξακαηηθά δεδνκέλα πνπ 

ζηεξίδνπλ ηελ ππφζεζε πσο νη πξσηεΐλεο πξέπεη λα απνδηπιψλνληαη γηα λα εθθξηζνχλ 

[26]. 

Σέινο, φπσο θαίλεηαη απφ ηηο cryo-ΔΜ θσηνγξαθίεο, ηα ζχκπινθα ηεο βειφλεο 

δελ πεξηέρνπλ ηνλ C-δαθηχιην, ν νπνίνο πηζαλφηαηα πξνζδέλεηαη αζζελψο κε ην 

ππφινηπν βαζηθφ ζσκάηην θαη έηζη κπνξεί λα απνζπλδέεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 

θαζαξηζκνχ ησλ ζπκπινθψλ απφ ηε κεκβξάλε. Δπίζεο ηα απνκνλσκέλα απηά 

ζχκπινθα δελ πεξηέρνπλ θαη ηελ ζπληεξεκέλε ΑΣΡάζε (Ysc νηθνγέλεηα), ε νπνία 

φκσο είλαη απαξαίηεηε γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ ζπξηγγίνπ [27]. Φαίλεηαη ινηπφλ πσο 

επηπξφζζεηα ζπζηαηηθά ηνπ ζπξηγγίνπ κπνξεί λα ράλνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 

θαζαξηζκνχ ηνπο. 
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΢ρήκα 3: Γνκή ηνπ ζπξηγγίνπ.  

Σξηζδηάζηαηε δνκή ζπξηγγίσλ απνκνλσκέλσλ απφ Shigella (πάλσ) θαη Salmonella (θάησ) 

αλαθαηαζθεπαζκέλεο απφ ηνλ κέζν φξν εηθφλσλ κηθξνγξαθίαο θξπν-ειεθηξνλίσλ (cryo-electron 

micrograph). 

 

1.3.2 Ο πόπορ μεηαηόπιζηρ 

 

Έλα ελεξγφ ζπξίγγην, θαηά ηελ επαθή ηνπ κε ην θχηηαξν ηνπ μεληζηή, θαηαιήγεη 

ζηνλ πφξν κεηαηφπηζεο, ν νπνίνο ελζσκαηψλεηαη ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή. Ο 

ζρεκαηηζκφο απηνχ ηνπ πφξνπ απαηηεί ηελ παξνπζία ελφο εμεηδηθεπκέλνπ ζπλφινπ 

πξσηετλψλ, ηνπο κεηαζέηεο (translocators) [18, 28-30]. Γεληθά, ππάξρνπλ ηξεηο 

κεηαζέηεο ζε θάζε Σ3S (ΤνpΒ, ΤνpD θαη LcrV ζηα Yersinia spp., ΗpaΒ, ΗpaC θαη 

ΗpaD ζηα Shigella spp., ΔspΑ, ΔspΒ θαη ΔspD ζην ΕΡΕC), ελψ θαη νη ηξεηο πξσηεΐλεο 

έρεη δεηρηεί λα αιιειεπηδξνχλ κεηαμχ ηνπο [31]. 

Ο θαζνξηζκφο ηεο δνκήο θαη ηεο ζχζηαζεο ελφο πφξνπ κεηαηφπηζεο, 

ελζσκαησκέλνπ ζε κεκβξάλεο μεληζηψλ απφ δσληαλά βαθηήξηα παξακέλεη έλα απφ 

ηα θχξηα εξσηήκαηα ζην πεδίν ηνπ Σ3S. Πεηξάκαηα πξνζηαζίαο απφ ηελ φζκσζε πνπ 

έρνπλ γίλεη ζε εξπζξνθχηηαξα ηα νπνία είραλ πξνζβιεζεί απφ δηαθνξεηηθά βαθηήξηα 

νδήγεζαλ ζηελ εθηίκεζε ελφο πφξνπ κε δηάκεηξν γχξσ ζηα 2.3 nm [28, 32-33]. 

Πξφζθαηα, κε ηελ βνήζεηα ηνπ κηθξνζθνπίνπ αηνκηθήο δχλακεο (ΑFΜ), γηα πξψηε 

θνξά ιχζεθε ε δνκή ελφο πφξνπ απφ κεκβξάλεο εξπζξνθπηηάξσλ πνπ είραλ 

επηκνιπλζεί κε ΔΡΔC. Ο πφξνο απηφο είρε κηα εμσηεξηθή δηάκεηξν ηεο ηάμεο ησλ 55-

65 nm θαη έθηαλε ζε χςνο κέρξη 20 nm απφ ην επίπεδν ηεο κεκβξάλεο. Ζ εζσηεξηθή 
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δηάκεηξνο κεηξήζεθε θνληά ζηα 8 nm, ζε αληίζεζε κε 3-5 nm πνπ είρε ππνινγηζηεί 

κε βάζε ηα πεηξάκαηα νζκσπξνζηαζίαο. Απηή ε δηαθνξά κπνξεί απιά λα εμεγεζεί 

κε ην άλνηγκα ην νπνίν θαίλεηαη λα θάλεη ν πφξνο θαζψο πξνβάιιεη απφ ηελ 

εζσηεξηθή κεκβξάλε (΢ρήκα 4). ΢ηηο κεκβξάλεο ησλ εξπζξνθπηηάξσλ έρνπλ 

ηαπηνπνηεζεί νη ΔspΒ θαη EspD κεηαζέηεο, ελψ ν ζρεκαηηζκφο ηνπ πφξνπ θαίλεηαη λα 

εμαξηάηαη θαη απφ ηηο ηξεηο πξσηεΐλεο, ΔspΑ, ΔspΒ θαη ΔspD [34] . Μέρξη ηψξα δελ 

ήηαλ δπλαηή ε ρξήζε ηεο κηθξνζθνπίαο ειεθηξνλίνπ, πξνθεηκέλνπ λα έρνπκε ηελ 

εηθφλα ελφο θπζηνινγηθά εληεζεηκέλνπ πφξνπ απφ ην ζπξίγγην (ηα εξπζξνθχηηαξα 

πνπ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί κέρξη ζήκεξα δελ απνηεινχλ ην θπζηθφ ζηφρν γηα Σ3S). 

Δπηπξφζζεηα , ε δνκή θαη ε ζηνηρεηνκεηξία ελφο θπζηθά ζρεκαηηζκέλνπ πφξνπ 

κεηαηφπηζεο είλαη άγλσζηε. 

 

 

΢ρήκα 4 Σξηζδηάζηαηε εηθφλα ελφο πφξνπ κεηαηφπηζεο  

 

1.3.3 Οι Σ3S ζαπεπόνερ 

Ζ ζπλαξκνιφγεζε θαη ε ιεηηνπξγία ηνπ ζπξηγγίνπ απαηηεί ηε βνήζεηα κηαο ζεηξάο 

κηθξψλ βαθηεξηαθψλ θπηηαξνπιαζκαηηθψλ πξσηετλψλ, νη νπνίεο είλαη γλσζηέο σο 

Σ3S ζαπεξφλεο. Απηέο αλήθνπλ ζε ηξεηο δηαθνξεηηθέο ηάμεηο, φπνπ είηε βνεζνχλ ηηο 

κνιπζκαηηθέο πξσηείλεο (ηάμε Η), ή ηηο πξσηεΐλεο πνπ ζρεκαηίδνπλ ηνλ πφξν (ηάμε 

II), είηε, ηέινο, ηηο πξσηεΐλεο πνπ πνιπκεξίδνληαη έμσ απφ ην θχηηαξν (ηάμε III). 

Απηέο νη ζαπεξφλεο δελ ζα εθθξηζνχλ πνηέ απφ ην βαθηεξηαθφ θχηηαξν, ελψ είλαη 

πνιχ πηζαλφ λα αλαθπθιψλνληαη. Παξαθάησ αλαιχεηαη ε θαζεκηά απφ ηηο ηάμεηο 

απηέο ησλ ζαπεξνλψλ. 

Τάξη Ι. Πνιιέο κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο έρνπλ εμεηδηθεπκέλεο ζαπεξφλεο, ελψ 

ππάξρεη έλα ζεκαληηθφ θνκκάηη ηεο βηβιηνγξαθίαο ην νπνίν πεξηγξάθεη ηελ δνκή 

ηνπο θαη ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν απηέο αλαγλσξίδνπλ ην ππφζηξσκα ηνπο
 
[35-39]. Σα 
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γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα ηηο ζαπεξφλεο απηήο ηεο ηάμεο βξίζθνληαη ζρεδφλ 

πάληα δίπια ζην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην ππφζηξσκα ηνπο. Όιεο ηνπο είλαη 

φμηλεο (pI 4-5), κηθξέο θαη δηκεξείο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο αλαγλσξίδνπλ θαη 

πξνζδέλνληαη ζηα 100 πξψηα ακηλνμέα ησλ ππνζηξσκάησλ ηνπο, ζηελ πεξηνρή 

πξφζδεζεο ηεο ζαπεξφλεο, ακέζσο κεηά απφ ην κηθξφ πεπηίδην ζηληάιν-εμφδνπ, ην 

νπνίν βξίζθεηαη ζην ακηλνηειηθφ ηνπο άθξν. ΢εκαληηθή επίζεο είλαη ε παξαηήξεζε 

φηη, παξά ην γεγνλφο πσο νη ζαπεξφλεο απηέο δελ έρνπλ κεηαμχ ηνπο ζεκαληηθή 

νκνηφηεηα ζην επίπεδν ηεο πξσηνηαγνχο ηνπο αιιεινπρίαο, θαίλεηαη λα έρνπλ κηα 

ζπληεξεκέλε ηξηζδηάζηαηε δνκή . ΢πγθεθξηκέλα, φιεο έρνπλ ηελ ίδηα πεξίπνπ 

αλαδίπισζε, πνπ απνηειείηαη απφ 5 β-πηπρσηέο επηθάλεηεο θαη ηξεηο α-έιηθεο [40-

41]. Ζ παξνπζία πδξφθνβσλ επηθαλεηψλ ζηα νκνδηκεξή ησλ ζαπεξνλψλ είλαη 

ππεχζπλε γηα ηελ πξφζδεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο [39-40, 42]. 

Παξά ην γεγνλφο πσο πνιιέο ζαπεξφλεο απηήο ηεο ηάμεο κε ηα ππνζηξψκαηα ηνπο 

έρνπλ ελδειερψο κειεηεζεί θαη ραξαθηεξηζηεί, εληνχηνηο ν πξαγκαηηθφο ηνπο ξφινο 

ζηε δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο παξακέλεη ππφ ακθηζβήηεζε. Κάπνηεο κειέηεο 

ππνζηεξίδνπλ φηη νη ζαπεξφλεο ζα κπνξνχζαλ λα είλαη ηξηζδηάζηαηνη παξάγνληεο 

ζηφρεπζεο ή φηη έρνπλ θάπνην ξφιν ζηελ επηβνιή κηαο πξνζσξηλήο ηεξαξρίαο ζηελ 

έμνδν ησλ ππνζηξσκάησλ απφ ην θχηηαξν [40, 43]. Άιιεο παξαηεξήζεηο νδεγνχλ 

ζην ζπκπέξαζκα πσο νη ζαπεξφλεο ρξεηάδνληαη γηα λα δηαηεξνχλ ηα ππνζηξψκαηα 

ηνπο ζε κηα θαηάζηαζε ζπκβαηή κε ηελ έθθξηζε, πξηλ αθξηβψο απφ ηελ έθθξηζε ηνπο 

[44], αιιά ηελ ίδηα ζηηγκή ε πξφζδεζε κε ηε ζαπεξνλε δελ απνηξέπεη ηελ 

αλαδίπισζε ηνπ ππφινηπνπ ζψκαηνο ηεο κνιπζκαηηθήο πξσηεΐλεο [45-46]. 

Πξφζθαηα έρεη δεηρηεί πσο ε πεξηνρή πξφζδεζεο ηεο ζαπεξφλεο ζηηο ΤνpΔ, ΤνpO 

θαη ΤνpΣ ηνμίλεο ζπκπίπηεη κε ηελ πεξηνρή έλζεζεο ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή. Ζ 

πεξηνρή απηή έρεη σο απνηέιεζκα λα απμάλεη ηελ αδηαιπηνηεηα ησλ πξσηετλψλ Τνp, 

αιιά ελδνθπηηαξηθά ε πξφζδεζε ηεο πεξηνρήο απηήο ζηελ ζαπεξφλε απνηξέπεη ην 

θαηλφκελν απηφ. Έηζη ινηπφλ νη SycΔ, SycΟ θαη SycΣ ζαπεξφλεο θαιχπηνπλ ηελ 

πδξφθνβε απηή πεξηνρή πνπ νδεγεί ζηε ζσζηή ζηφρεπζε ησλ ππνζηξσκάησλ ηνπο 

ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή, Ζ θάιπςε ινηπφλ κηαο πεξηνρήο ζηφρεπζεο κπνξεί λα 

είλαη κηα ζεκαληηθή ιεηηνπξγία ησλ ζαπεξνλψλ [46-47], θαη αλ απηή ε πεξηνρή 

ζηφρεπζεο ήηαλ απιψο κηα πδξφθνβε πεξηνρή, ηφηε νη ζαπεξφλεο ηεο ηάμεο Η ζα 

κπνξνχζαλ λα αλαγλσξίδνπλ πεξηζζφηεξα απφ έλα ππνζηξψκαηα. ΢πλεπψο, ηα 

επξήκαηα απηά πξνηείλνπλ πσο ε πεξηνρή ζηφρεπζεο ηεο κνιπζκαηηθήο πξσηεΐλεο 

δελ είλαη κηα πδξφθνβε πεξηνρή κφλν. Ζ πξφηαζε πσο νη ζαπεξφλεο θξχβνπλ ηηο 
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πεξηνρέο γηα ηελ θπηηαξηθή ζηφρεπζε δελ απνθιείεη ηελ πηζαλφηεηα απηέο λα 

δηεπθνιχλνπλ θαη ηελ έμνδν ησλ ππνζηξσκάησλ ηνπο απφ ην θχηηαξν. Πξάγκαηη, 

ζαπεξφλεο ζε ζχκπινθν κε ηα ππνζηξψκαηα ηνπο ζα κπνξνχζαλ λα δξνπλ ζαλ 

ηξηζδηάζηαηα ζηληάια γηα ηελ έθθξηζε, φπσο αθξηβψο πξνηάζεθε γηα ηε SycΔ ή 

αθφκε ζα κπνξνχζαλ λα δηεπθνιχλνπλ ηελ έθζεζε ζηληάισλ εμφδνπ, ηα νπνία 

βξίζθνληαη ακέζσο κεηά ηελ πεξηνρή πξφζδεζεο ηεο ζαπεξφλεο [48]. 

Τάξη II. Οη πδξφθνβνη κεηαζέηεο είλαη ηνμηθνί γηα ην βαθηεξηαθφ θχηηαξν [49],  

θαη ε ηνμηθφηεηα απηή εμνπδεηεξψλεηαη απφ ηηο ζαπεξφλεο ηάμεο II [38]. Λίγα είλαη 

γλσζηά γηα ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν αλαγλσξίδνπλ ην ππφζηξσκα, αιιά γεληθά 

θαίλεηαη κηα ζαπεξνλε (SycD ζηελ Yersinia spp., ΗpgC ζηελ Shigella  spp.) λα 

εμππεξεηεί θαη ηνπο δχν κεηαζέηεο κέζα ζην θχηηαξν. Δπηπιένλ, ε SicΑ, έρεη δεηρηεί 

λα παίδεη έλα ζεκαληηθφ ξπζκηζηηθφ ξφιν ζηε ζχλζεζε ησλ ηνμηλψλ . Απηή ε 

παξαηήξεζε έρεη λφεκα κε ηελ έλλνηα φηη ε ειεχζεξε ζαπεξφλε κπνξεί λα δξα σο 

πξνεηδνπνηεηηθφ ζήκα κέζα ζην θχηηαξν, ην νπνίν ζα ελεκεξψλεη πσο ν πφξνο είλαη 

έηνηκνο θαη ην ζπξίγγην ιεηηνπξγηθφ [44]. 

Τάξη III. Σα εμσθπηηάξηα, ζπεηξνεηδή ζπζηαηηθά δνκψλ φπσο ε βειφλε ή ην ηλίδην 

ηνπ ζπξηγγίνπ πξέπεη λα απνηξέπνληαη απφ ηνλ πξφσξν πνιπκεξηζκφ ηνπο κέζα ζην 

βαθηήξην. Απηφ επηηπγράλεηαη απφ ηηο ζαπεξφλεο ηάμεο III, νη νπνίεο αλαγλσξίδνπλ 

θαη πξνζδέλνληαη ζηα ππνζηξψκαηα ηνπο, θαιχπηνληαο ηηο πεξηνρέο εθείλεο πνπ 

ειέγρνπλ ηνλ πνιπκεξηζκφ ηνπο. ΢ην καζηίγην, ε FlgN δξα σο ζαπεξφλε γηα ηελ FlgΚ 

θαη ηελ FlgL, ηηο δχν πξσηεΐλεο πνπ ζπλδένληαη κε ην άγγηζηξν (hook). Ζ FliΣ είλαη ε 

ζαπεξφλε ηεο πξσηεΐλεο ηεο θαιχπηξαο (cap) FliD θαη ε FliS ιεηηνπξγεί σο 

ζαπεξφλε γηα ηε θιαηδειίλε (FliC). Σα ζπεηξνεηδή ζπζηαηηθά ηνπ ζπξηγγίνπ επίζεο 

ρξεζηκνπνηνχλ εμεηδηθεπκέλεο θπηηαξνπιαζκαηηθέο ζαπεξφλεο, νη νπνίεο δηαηεξνχλ 

ηα ζπζηαηηθά απηά ζε κνλνκεξή θαηάζηαζε, απνηξέπνληαο έηζη ηελ πξφσξε 

αιιειεπίδξαζε κε ηνλ ίδην ηνπο ηνλ εαπηφ, ίζσο βνεζψληαο παξάιιεια ηελ 

παξάδνζε ηνπο ζηελ ππφινηπε εθθξηηηθή κεραλή. Γηα παξάδεηγκα ζην 

εληεξνπαζνγφλν E. coli ε πξσηεΐλε CesΑΒ δξα σο ζαπεξφλε θαη σο αληη-

πνιπκεξηζηηθφο παξάγνληαο ηεο πξσηεΐλεο ΔspA ηνπ ηληδίνπ, θαζψο ε πξνζθάησο 

θξπζηαιινγξαθηθά ιπκέλε δνκή ηνπο εηεξνδηκεξνχο ζπκπιφθνπ δείρλεη ηε ζαπεξφλε 

λα ζηαζεξνπνηεί ελδνθπηηαξηθά ην ππφζηξσκα θξαηψληαο ην ζηε κνλνκεξή ηνπ 

κνξθή (΢ρήκα 5). ΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα φκσο, ε CesΑΒ είλαη κηα μερσξηζηή 

ζαπεξφλε, γηαηί πέξα απφ ηηο δηαθνξεηηθέο βηνρεκηθέο ηδηφηεηεο ηνπ κνξίνπ, είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ έθθξηζε θαη ηνπ κεηαζέηε ΔspΒ [50] .  
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΢ρήκα 5: Γνκή ηνπ ζπκπιφθνπ CesAB-EspA. 

Κξπζηαιιηθή δνκή ηνπ εηεξνδηκεξνχο ζπκπιφθνπ κεηαμχ ηεο 

CesAB ζαπεξφλεο (κπιε) θαη ηνπ ππνζηξψκαηφο ηεο EspA 

(θφθθηλν) 

 

 

 

 

1.4 Δνηοπιζμένη πποζκόλληζη ηος ΔΡΔC ζηα επιθηλιακά κύηηαπα 

Ζ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ ΔΡΔC θαη ηνπ μεληζηή παξφιν πνπ πεξηιακβάλεη 

πνιιά βήκαηα, ζεσξείηε πιένλ ζαλ κηα δηαδηθαζία ηξηψλ βεκάησλ. Σν πξψην ζηάδην 

ζηε κνιπζκαηηθφηεηα απφ ην ΔΡΔC είλαη ε πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε ηνπ βαθηεξίνπ 

ζηε κεκβξάλε ηνπ εληεξηθνχ επηζειίνπ. ΢ε απηφ ην ζηάδην, ην ΔΡΔC ζρεκαηίδεη 

ππθλέο κηθξφ-απνηθίεο ζηελ επηθάλεηα ησλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ κε έλα 

ζπγθεθξηκέλν πξφηππν γλσζηφ σο εληνπηζκέλε πξνζθφιιεζε [7]. Σν βαθηήξην 

πηζηεχεηαη πσο αξρηθά πξνζθνιιάηαη ζην θχηηαξν-μεληζηή κέζσ ηνπ ηξηρηδίνπ 

ζρεκαηηζκνχ ηνπ δεκαηίνπ (ΒFΡ, Bundle Forming Pilus ), ην νπνίν θσδηθνπνηείηαη 

απφ έλα πιαζκίδην (plasmid). Παξφιν’ απηά, κεηαιιάγκαηα ηα νπνία δελ έρνπλ ην 

πιαζκίδην απηφ, κπνξνχλ αθφκε λα πξνζθνιιεζνχλ ζην θχηηαξν ηνπ μεληζηή, αιιά 

δελ κπνξνχλ λα ζρεκαηίζνπλ κηθξφ-απνηθίεο θαη παξάγνπλ ιηγφηεξεο Α/Δ θαθψζεηο 

ζε ζρέζε κε ην αγξίνπ ηχπνπ ζηέιερνο [10, 51]. Ζ κειέηε απηή φκσο δελ αλαηξεί ην 

γεγνλφο φηη ην ΒFΡ παξακέλεη έλαο ζεκαληηθφο κνιπζκαηηθφο παξάγνληαο θαζψο 

ζηειέρε πνπ δελ θέξνπλ ην επίζσκα απηφ δείρλνπλ ζαθψο κεησκέλε ηθαλφηεηα λα 

πξνθαινχλ δηάξξνηα ζε εζεινληέο αλζξψπνπο [52]. Απηή ε κείσζε ηεο κνιπζκαηηθήο 

ηθαλφηεηαο πηζαλφλ λα ζεκαίλεη πσο θαη ηα δχν, ε πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε φζν θαη 

ν ζρεκαηηζκφο ησλ κηθξφ-απνηθηψλ είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθά θαη θαζνξίδνπλ ηελ 

επηηπρία κε ηελ νπνία έλα ζηέιερνο ζα πξνζβάιεη ηνλ μεληζηή ηνπ. Αμηνπεξίεξγα, νη 

κεζνιαβεηέο ηεο πξσηαξρηθήο πξνζθφιιεζεο θαίλεηαη λα πνηθίινπλ κέζα ζηελ 

νηθνγέλεηα ησλ Α/Δ παζνγφλσλ. Σν ζπγγεληθφ ζηέιερνο ηνπ ΔΖΔC, δελ έρεη ΒFΡ, θαη 

ζε αληίζεζε κε ην ΔΡΔC, πξνζβάιεη ην αλζξψπηλν θφινλ θαη φρη ηνλ εηιεφ [7]. Έηζη 
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ινηπφλ, εάλ ε βαθηεξηαθή απνίθηζε γίλεη ζην ιεπηφ ή ην παρχ έληεξν, απηφ κπνξεί λα 

θαζνξηζηεί απφ ηελ έθθξαζε ή φρη ηνπ ΒFΡ θαη άιισλ πξνζθνιιεηηλψλ, φπσο επίζεο 

θαη απφ πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο, νη νπνίνη κπνξεί λα ξπζκίδνπλ ηελ έθθξαζε 

θαη άιισλ κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ [53]. 

 

1.4.1 Οι εκκπινόμενερ ππυηεΐνερ ηος ΔΡΔC (Esps) 

Σν δεχηεξν ζηάδην ηεο παζνγέλεζεο ηνπ ΔΡΔC πεξηιακβάλεη ηελ παξαγσγή ησλ 

βαθηεξηαθψλ πξσηετλψλ, ηεο ΔspΑ, ΔspΒ θαη ΔspD. Απηέο νη πξσηεΐλεο 

κεηαηνπίδνληαη απφ ην βαθηεξηαθφ θπηηαξφπιαζκα ζην εμσθπηηαξηθφ πεξηβάιινλ 

κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ III (΢ρήκα 6), ην νπνίν επίζεο θσδηθνπνηείηαη 

απφ ην γελεηηθφ ηφπν LΔΔ. Σν ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ III πηζηεχεηαη πσο 

δεκηνπξγεί έλα ζπλερή δίαπιν, ν νπνίνο επηηξέπεη ζε απηή ηελ κεηαηφπηζε λα ζπκβεί 

[6, 10]. Σν ζχζηεκα απηφ παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κφιπλζεο θαη 

απφ άιια Gram(-) παζνγφλα βαθηήξηα, φπσο είλαη ε Yersinia θαη ε Salmonella, 

επηηξέπνληαο ζηηο βαθηεξηαθέο πξσηεΐλεο λα κεηαηνπηζηνχλ ζε έλα βήκα απφ ην 

θπηηαξφπιαζκα ηνπ βαθηεξίνπ, φπνπ ζπληίζεληαη, απ' επζείαο ζην θπηηαξφπιαζκα ή 

ηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή. Παξφιν πνπ νη πεξηζζφηεξεο Δsp πξσηεΐλεο είλαη 

αλαγθαίεο γηα ηελ πξφθιεζε ηεο Α/Δ θάθσζεο, ν αθξηβήο ξφινο ηνπο ζηελ 

παζνγέλεζε δελ είλαη πιήξσο εμαθξηβσκέλνο. Έηζη, ε ΔspΑ πξσηεΐλε ζρεκαηίδεη 

ηλψδεηο θαηαζθεπέο πνπ πξνεθηείλνληαη εμσηεξηθά ηνπ βαθηεξίνπ θαη εθθξάδνληαη 

πεξηνδηθά ζηελ επηθάλεηα ηνπ βαθηεξίνπ [10]. Απηά ηα ηλίδηα αιιειεπηδξνχλ κε ηνλ 

μεληζηή, πηζαλφηαηα ζρεκαηίδνληαο έλα θαλάιη κεηαηφπηζεο, ην νπνίν θηάλεη κέρξη 

ηελ επηθάλεηα ηνπ μεληζηή (΢ρήκα 7).  

Δπηβεβαηψλνληαο ηελ παξαπάλσ ζεσξία, ε ΔspΒ κεηαηνπίδεηαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη ηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή κε κηα δηαδηθαζία, ε νπνία εμαξηάηαη 

απφ ηελ ΔspΑ [10] . Ζ ΔspD επίζεο έρεη δεηρηεί λα ελζσκαηψλεηαη ζηηο κεκβξάλεο 

ηνπ μεληζηή [54]. Αλ θαη ν ξφινο ηνπο δελ είλαη απφιπηα γλσζηφο, ε νκνινγία ηνπο 

κε ηηο πξσηεΐλεο ΤopD θαη ΤνpΒ απφ ηε Yersinia, αιιά θαη ε ηθαλφηεηα ηνπο λα 

ιχνπλ εξπζξνθχηηαξα [55], απνηεινχλ ζνβαξέο ελδείμεηο φηη ιεηηνπξγνχλ σο 

ζπζηαηηθά ηεο ίδηαο ηεο κεραλήο κεηαηφπηζεο, πηζαλφηαηα ζρεκαηίδνληαο έλαλ πφξν 

ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή. Καηά ζπλέπεηα, πξσηαξρηθή ιεηηνπξγία ησλ ΔspΒ θαη 

ΔspD είλαη λα παξαδψζνπλ ηηο άιιεο ηνμίλεο ζην επθαξπσηηθφ θχηηαξν, παξά λα 

κεηαηνπηζηνχλ νη ίδηεο. Παξφιν' απηά έλζεζε ηνπ ΔspΒ ζε θχηηαξα ΖeLa νδεγεί ζε 
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αιιαγέο ζηελ θπηηαξηθή κνξθνινγία θαη απνδηνξγάλσζε ησλ ηληδίσλ έληαζεο (stress 

fibers) [56] , ππνδεηθλχνληαο φηη ε ίδηα ε ΔspΒ κπνξεί λα δξα σο θπηηαξνζθειεηηθή 

ηνμίλε. 

 

 

΢ρήκα 6: Μεηαηφπηζε ησλ Esps. 

Ζ κεηαηφπηζε ησλ Esps γίλεηαη κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο 

έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, ην νπνίν ζρεκαηίδεη έλαλ πφξν πνπ 

δηαπεξλά ηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο. Μφιηο βξεζνχλ 

έμσ απφ ην βαθηήξην, ε EspA πξσηεηλε ζα πνιπκεξηζηεί 

ζρεκαηίδνληαο ην ραξαθηεξηζηηθφ ηλψδεο αγσγφ 

κεηαηφπηζεο, ελψ νη EspB θαη EspD, ελζσκαηψλνληαη 

ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή, πηζαλφηαηα ζρεκαηίδνληαο 

έλαλ πφξν, θαη επηηξέπνπλ έηζη ην ηειηθφ πέξαζκα ησλ 

ηνμηλψλ, φπσο είλαη ε Tir πξσηεΐλε.   

 

 

 

 

 

΢ρήκα 7: Πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε 

EPEC ζηειερψλ. 

Μηθξνγξαθίεο ειεθηξνληθνχ 

κηθξνζθνπίνπ ζάξσζεο νη νπνίεο δείρλνπλ 

ηελ πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε EPEC 

ζηειερψλ ζε HEL επηζειηαθά θχηηαξα. 

Πξηλ απφ ην ζρεκαηηζκφ ηεο Α/Δ 

θάθσζεο, ηλψδεηο επηθαλεηαθέο δνκέο, νη 

νπνίεο αληηζηνηρνχλ ζηελ EspA, 

ζρεκαηίδνληαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

βαθηεξίνπ θαη θαίλεηαη λα ζρεκαηίδνπλ 

κηα θπζηθή γέθπξα κεηαμχ ηνπ βαθηεξίνπ 

θαη ηεο επηθάλεηαο ηνπ θπηηάξνπ HEL. Σα 

βέιε ζηελ εηθφλα ππνδεηθλχνπλ ηα EspA 

ηλίδηα, ηα νπνία εκθαλίδνληαη ηδηαίηεξα 

άθακπηα, ελψ θαίλεηαη λα ελζσκαηψλνληαη 

κέζα ζηε κεκβξάλε ηνπ μεληζηή 

 

 

 

 

1.4.2 ΢ηενή πποζκόλληζη και ο πόλορ ηηρ Tir ππυηεΐνηρ 

Σν ηξίην ζηάδην ηεο κφιπλζεο απφ ΔΡΔC πεξηιακβάλεη ηελ εμάιεηςε ησλ 

εληεξνθπηηάξσλ, ην ζρεκαηηζκφ ησλ πξνεθβνιψλ θαη ηε ζηελή βαθηεξηαθή 

πξνζθφιιεζε πάλσ ζηνλ μεληζηή. Ζ ζηελή πξνζθφιιεζε απαηηεί ηελ πξσηεΐλε ηεο 

εμσηεξηθήο βαθηεξηαθήο κεκβξάλεο ηληηκίλε (intimin). Πξφθεηηαη γηα κηα πξσηεΐλε 

94 ΚDa ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, ε νπνία θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην eae, θαη 

ειέγρεη ηε ζηελή πξνζθφιιεζε κέζσ ηεο αλαγλψξηζεο κηαο 90 ΚDa πξσηεΐλεο ζηελ 
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κεκβξάλε ηνπ μεληζηή [57] . Απηφο ν ππνδνρέαο, ν νπνίνο ηψξα πηα νλνκάδεηαη Σir, 

ζηελ αξρή πηζηεπφηαλ φηη είλαη κηα επθαξπσηηθή πξσηεΐλε, ηψξα φκσο έρεη 

απνδεηρηεί φηη πξφθεηηαη γηα κηα βαθηεξηαθή πξσηεΐλε, ε νπνία κεηαηνπίδεηαη ζηε 

κεκβξάλε ηνπ μεληζηή κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ III [53]. Ακέζσο κεηά 

ηελ κεηαηφπηζε ηνπ παξάγνληα Tir ζην θχηηαξν-μεληζηή, ν ππνδνρέαο Tir 

θσζθνξπιιηψλεηαη ζε δχν θαηάινηπα ζεξίλεο, κηα δηαδηθαζία πνπ εμαξηάηαη απφ ηελ 

θηλάζε Α [58]. Ο Tir θσζθνξπιιηψλεηαη θαη ζηελ ηπξνζΐλε 474, απφ κηα άγλσζηε 

θηλάζε [57]. Μφιηο ελζσκαησζεί ζηε κεκβξάλε, δηκεξίδεηαη θαη ηφηε κφλν ιεηηνπξγεί 

σο ππνδνρέαο ηεο ηληηκίλεο. Σα δχν κφξηα Tir ελψλνληαη κεηαμχ ηνπο κε ηέηνην ηξφπν 

ψζηε λα έξρνληαη ζε έλα επίπεδν ζρεδφλ παξάιιειν κε ην επίπεδν ηεο κεκβξάλεο 

ηνπ βαθηεξίνπ θαη ηνπ μεληζηή, αιιά θαη ε ζχλδεζε απηή επηηξέπεη ηελ πνιχ θνληηλή 

(πεξίπνπ 10nm) απφζηαζε αλάκεζα ζην βαθηήξην θαη ηνλ μεληζηή [53]. Δάλ ε 

θσζθνξπιιίσζε ηνπ ππνδνρέα πξνεγείηαη ή έπεηαη ηεο έλζεζεο ηνπ ζηε κεκβξάλε 

δελ είλαη πιήξσο εμαθξηβσκέλν, αιιά ηειεπηαία έρεη βξεζεί Tir ζηηο κεκβξάλεο 

εξπζξνθπηηάξσλ, ε νπνία θπζηθά δελ ήηαλ ηξνπνπνηεκέλε. Με απηά ηα δεδνκέλα, 

εληζρχεηαη  ην κνληέιν φηη πξψηα ε πξσηεΐλε Tir ζα ελζσκαησζεί ζηε κεκβξάλε θαη 

κεηά ζα θσζθνξπιιησζεί [59]. 

 

1.4.3 Γομή ηηρ Α/Δ κάκυζηρ 

Σν θχηηαξν ηνπ μεληζηή ππφθεηηαη ζε κηα ζεηξά απφ αιιαγέο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

κφιπλζεο ηνπ απφ ΔΡΔC, αιιά ε πην εληππσζηαθή αιιαγή είλαη απηή ηνπ 

ζρεκαηηζκνχ ησλ πξνεθβνιψλ ηεο αθηίλεο. ΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα, ε εληνπηζκέλε 

ζπζζψξεπζε ηεο αθηίλεο πνπ πξνθαιείηαη, είλαη ηφζν ραξαθηεξηζηηθή, πνπ έρεη 

απνηειέζεη ηε βάζε γηα ηε δεκηνπξγία κηαο in vitro δηαγλσζηηθήο δνθηκήο γηα ΔΡΔC 

[60]. Ζ δηαδηθαζία ηνπ ζρεκαηηζκνχ ηεο πξνεθβνιήο μεθηλάεη κεηά ηελ πξνζθφιιεζε 

ηνπ ΔΡΔC ζηα επηζειηαθά θχηηαξα in vitro θαη in vivo, παξάιιεια κε ηελ εμάιεηςε 

ησλ κηθξνιαρλψλ ηνπ μεληζηή. Μέζα ζε ηξεηο ψξεο απφ ηελ επηκφιπλζε θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ απφ ΔΡΔC, νη πξνεθβνιέο αξρίδνπλ λα ζρεκαηίδνληαη αθξηβψο θάησ απφ ην 

πξνζθνιιεκέλν βαθηήξην [6, 10]. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε κεκβξάλε ηνπ 

πξνζβαιιφκελνπ θπηηάξνπ ζεθψλεηαη θάησ απφ ην βαθηήξην γηα λα ζρεκαηίζεη ηηο 

ραξαθηεξηζηηθέο πξνεθβνιέο, νη νπνίεο εθηείλνληαη κέρξη θαη 10κm καθξηά απφ ην 

επθαξπσηηθφ θχηηαξν θαη κνηάδνπλ κε ςεπδνπφδηα (΢ρήκα 8) [10]. Πέξα απφ ην λα 

παξέρνπλ δπλαηή πξνζθφιιεζε ηνπ ΔΡΔC ζηελ θπηηαξηθή επηθάλεηα, πηζαλφηαηα γηα 
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λα κελ απνθνιιεζνχλ ιφγσ ηεο δηάξξνηαο πνπ ζα πξνθιεζεί, ν ξφινο ηνπ 

ζρεκαηηζκνχ ηνπ ςεπδνπνδίνπ παξακέλεη αζαθήο. Μπνξεί παξφιν' απηά λα απνηειεί 

κηα ζηξαηεγηθή ηνπ βαθηεξίνπ λα παξακέλεη εμσθπηηάξην, καδί κε ηελ ηθαλφηεηα ηνπ 

ΔΡΔC λα εκπνδίδεη ηε θαγνθπηηάξσζε ηνπ απφ ηα θαγνθχηηαξα [61].  

 

 

 

 

΢ρήκα 8 :΢ρεκαηηζκφο ςεπδνπνδίνπ. 

Μηθξνγξαθίεο ειεθηξνληθνχ κηθξνζθνπίνπ 

ζάξσζεο, φπνπ έλα βαθηήξην πξνζβάιιεη ζεηξέο 

επηζειηαθψλ θπηηάξσλ θαη ην ςεπδνπφδην έρεη 

ζρεκαηηζηεί  

 

 

 

 

 

Μειέηεο αλνζνθζνξηζκνχ έρνπλ δείμεη, φηη εθηφο απφ ηελ πξσηεΐλε Tir, νη 

πξνεθβνιέο πεξηέρνπλ θπξίσο ηελ F-αθηίλε [62]. Δπίζεο, ε α-αθηηλίλε, ε ηαιίλε, ε 

εδξίλε (ezrin) θαη ε βηιιίλε (villin) ζπζζσξεχνληαη θαηά κήθνο ηεο πξνεθβνιήο, 

θαζψο φια απηά ηα θπηηαξνζθειεηηθά ζπζηαηηθά δξνπλ σο δηαζπλδέηεο ησλ 

κηθξνΐληδίσλ ηεο αθηίλεο. Δπίζεο, κπνζίλε II θαη ηξνπνκπνζίλε εληνπίδνληαη ζηε 

βάζε ηεο πξνεθβνιήο [62]. Με βάζε ηε ζέζε ηνπ ζηελ θνξπθή ηεο πξνεθβνιήο 

απηήο, φπσο επίζεο θαη ηεο δνκήο ηνπ, ν ππνδνρέαο Tir είλαη ν πην ηζρπξφο 

ππνςήθηνο γηα ηελ ζχλδεζε ηνπ ΔΡΔC κε ηνλ θπηηαξνζθιεηφ, θαηεπζχλνληαο ηε 

ζπζζψξεπζε ηεο αθηίλεο θαη ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ςεπδνπνδίνπ. Έηζη είλαη πνιχ 

πηζαλφ ν Tir λα ζηξαηνινγεί γλσζηνχο ξπζκηζηέο ηεο δπλακηθήο ηεο αθηίλεο γηα λα 

μεθηλήζεη ηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο. Πξάγκαηη, πξφζθαηεο κειέηεο έρνπλ δείμεη πσο 

πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ ζπλδξφκνπ Wiskott-Aldrich (WASP), φπσο θαη έλαο 

παξάγνληαο πνιπκεξηζκνχ ηεο αθηίλεο, ην επηακεξέο ζχκπινθν Αrg2/3, έρνπλ βξεζεί 

ζηηο πξνεθβνιέο. Απηνί νη παξάγνληεο έρεη δεηρηεί λα ζηξαηνινγνχληαη ζηελ θνξπθή 

ηεο πξνεθβνιήο (΢ρήκα 9) θαη κεηαιιαγέο ζηελ πεξηνρή ηεο GTPάζεο ηνπ WASP 

εκπφδηζαλ ηε ζηξαηνιφγεζε ηνπ ζπκπιφθνπ Αrg2/3 θαη ην ζρεκαηηζκφ ηεο 

πξνεθβνιήο [63]. Παξφιν πνπ νη αλαδηαηάμεηο ησλ ζηνηρείσλ ηνπ θπηηαξνζθειεηνχ 

είλαη ππεχζπλεο γηα ην ζρεκαηηζκφ ηεο πξνεθβνιήο, κπνξεί επίζεο λα επζχλνληαη θαη 
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γηα ηελ θαηαζηξνθή ησλ κηθξνιαρλψλ ηνπ εληέξνπ. Αλ θαη απηφ πξέπεη λα 

απνδεηρηεί, δελ απνθιείεηαη ε εμαθάληζε ησλ κηθξνιαρλψλ λα νθείιεηαη ζηνλ 

επαγψκελν απφ ην βαθηήξην απφ-πνιπκεξηζκφ ηεο αθηίλεο ησλ κηθξνιαρλψλ, ε νπνία 

ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην ζρεκαηηζκφ ησλ πξνεθβνιψλ. Όκσο πνιιέο απφ 

ηηο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο βξίζθνληαη ζηελ πξνεθβνιή, δελ έρνπλ πξνέιζεη απφ ηηο 

κηθξνιάρλεο, γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη φηη ζπκβαίλεη κηα πην πεξίπινθε δηαδηθαζία, 

απφ ην απιφ μαλαθηίζηκν κηθξνιαρλψλ θάησ απφ ην πξνζθνιιεκέλν βαθηήξην [2]. 

 

 

 

 

 
 

΢ρήκα 9: Ζ δνκή κηαο πξνεθβνιήο θαηά ηελ κφιπλζε κε 

EPEC 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2: Ππυηεφυμαηική ανάλςζη ηυν ππυηεφνών πος 

εκκπίνονηαι από ηο T3S  

 

Σν εληεξνπαζνγφλν E. coli (EPEC) είλαη έλα ζεκαληηθφ παζνγφλν ηνπ εληεξηθνχ 

επηζειίνπ θαη απνηειεί απεηιή γηα ηελ πγεία θπξίσο ζηηο αλαπηπζζφκελεο ρψξεο [48]. 

Οη κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο πνπ πξνθαινχλ ηελ αζζέλεηα ηεο δηάξξνηαο, 

κεηαθέξνληαη απεπζείαο κέζα ζηα θχηηαξα ηνπ εληεξηθνχ επηζειίνπ δηακέζνπ ηνπ 

ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ (T3S). Σν T3S, ην νπνίν θσδηθνπνηείηαη απφ ην 

γελεηηθφ ηφπν ηεο εμάιεηςεο ησλ  εληεξνθπηηάξσλ (LEE,  Locus of Enterocyte 

Effecement), ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ έγρπζε ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ κέζα ζην 

θχηηαξν μεληζηή ηφζν γηα απηέο πνπ εθθξάδνληαη απφ ηνλ γελεηηθφ ηφζν ην LEE φζν 

θαη γηα απηέο πνπ εθθξάδνληαη απφ άιιεο πεξηνρέο ηνπ γνληδηψκαηνο. Οη 

κνιπζκαηηθέο απηέο πξσηεΐλεο επεξεάδνπλ θαη ξπζκίδνπλ ηα κνλνπάηηα κεηαγσγήο 

ζήκαηνο θαη ηηο αλνζναπνθξίζεηο ηνπ επθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ πνπ πξνζβάιινπλ 

[64].  Δπηπιένλ, αιιειεπηδξνχλ κε ηα θπηηαξνζθειεηηθά ζηνηρεία ηνπ μεληζηή (φπσο 

ε αθηίλε) πξνθαιψληαο ηελ αλαδηακφξθσζε ησλ θπηηαξνζθειεηηθψλ ζηνηρείσλ θαη 

ηελ ιχζε ησλ θπηηάξσλ-μεληζηψλ. Αλαγλσξίδνληαο ηνπο κνιπζκαηηθνχο απηνχο 

παξάγνληεο θαη πξνζδηνξίδνληαο ηελ δνκή θαη ηελ ιεηηνπξγία απηψλ ζα νδεγεζνχκε 

αθελφο ζηελ θαηαλφεζε ηεο ηεξαξρίαο θαη ηεο ξχζκηζεο ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο 

ηχπνπ ΗΗΗ, θαη αθεηέξνπ ζηελ απνζαθήληζε ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ ηεο 

παζνγέλεηαο ησλ βαθηεξίσλ απηψλ [65] . Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ, ζηελ παξνχζα εξγαζία 

έγηλε κηα πξψηε πξνζπάζεηα λα αλαγλσξηζηνχλ φιεο νη πξσηεΐλεο νη νπνίεο 

εθθξίλνληαη απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ ησλ EPEC, ρξεζηκνπνηψληαο 

κεζφδνπο ζπγθξηηηθήο πξσηεσκηθήο θαη θαζκαηνκεηξία κάδαο.  

2.1 Ανάλςζη ηυν ππυηεφνών πος εκκπίνονηαι από ηο ενηεποπαθογόνο E.coli   

Γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ην 

ζχζηεκα ηχπνπ ΗΗΗ ησλ EPEC ρξεζηκνπνηήζεθε ην βαθηεξηαθφ ζηέιερνο EPEC 

E2348/69 (EPEC O126:H6) ην νπνίν απνκνλψζεθε απφ έλα μέζπαζκα παηδηθήο 

δηάξξνηαο ζην Σάνπληνλ ηεο Μεγάιεο Βξεηαλίαο [66], θαζψο θαη δηάθνξα γελεηηθά 

ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα απηνχ. Σα θχηηαξα απηά θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθφ 

κέζν DMEM, ην νπνίν είλαη ην ηδαληθφ γηα ηελ αλάπηπμε επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ 

θαη ρξεζηκνπνηήζεθε ηελ παξνχζα δηαηξηβή ψζηε λα πξνζνκνησζνχλ φζν γίλεηαη 
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θαιχηεξα νη ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο ην παζνγφλν αλαπηχζζεηαη θπζηνινγηθά θαηά ηελ 

δηάξθεηα ηεο κφιπλζεο.  

Αξρηθά, ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα αλαπηχρηεθαλ ζηνπο 37
ν
C θαη πξνζδηνξίζηεθε ε 

έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ ηνπο ζε ζρέζε κε ηνλ ρξφλν αλάπηπμεο. ΢πγθεθξηκέλα, 

δείγκα θαιιηέξγεηαο ζπιιεγφηαλ αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα μεθηλψληαο κεηά απφ 

60 ιεπηά απφ ηελ ζηηγκή πνπ γηλφηαλ ν εκβνιηαζκφο ηεο θαιιηέξγεηαο. Σα 

πξσηεηληθά δείγκαηα αλαιχζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε 

θαη ρξψζε είηε κε Coomasie R250, είηε κε αλνζναπνηχπσζε ρξεζηκνπνηψληαο 

αληηζψκαηα έλαληη ησλ γλσζηψλ κεηαζεηψλ ηνπ ζπζηήκαηνο, EspA θαη EspB. 

(΢ρήκα 10). ΢ηελ ζπλέρεηα, αθνχ πξνζδηνξίζηεθε ην ρξνληθφ ζεκείν φπνπ ε έθθξηζε 

ησλ πξσηετλψλ είλαη ε κέγηζηε (300 ιεπηά κεηά ηνλ εκβνιηαζκφ), θαιιηεξγήζεθαλ 

βαθηήξηα ζε κεγαιχηεξν φγθν ζξεπηηθνχ κέζνπ θαη ζην ζπγθεθξηκέλν ρξνληθφ 

ζεκείν ζπιιέρηεθαλ νη εθθξηλφκελεο πξσηεΐλεο. Σν πξσηετληθφ απηφ δείγκα 

αλαιχζεθε κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε θαη έγηλε ρξψζε κε Coomasie G250. 

Έπεηηα, νη πξσηετληθέο δψλεο πνπ είραλ εκθαληζηεί ζην πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο 

(΢ρήκα 11) απνκνλψζεθαλ θαη αλαγλσξίζηεθαλ κε ηελ κέζνδν θαζκαηνκεηξίαο 

κάδαο, ρξεζηκνπνηψληαο LTQ-Orbitrap XL . 

 
 

΢ρήκα 10: Πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ην EPEC. 

Πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ην T3S ζε ζρέζε κε ηνλ ρξφλν αλάπηπμεο ηεο θαιιηέξγεηαο ησλ 

βαθηεξίσλ. Οη ρξφλνη πνπ αλαγξάθνληαη αλαθέξνληαη ζε ιεπηά επψαζεο κεηά απφ ηελ ζηηγκή ηνπ 

εκβνιηαζκνχ. Α) Αλάιπζε πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ην T3S κε απνδηαηαθηηθή ειέθηξνθφξεζε θαη 

ρξψζε κε coomasie R-250. Β&C) Αλίρλεπζε ηεο έθθξηζεο ησλ κεηαζέησλ EspA θαη EspB κε 

αλνζναπνηχπσζε, αληίζηνηρα    
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΢ρήκα 11: Αλάιπζε πξσηετλψλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο. 

Α θαη Β) Πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ην T3S αλαιχζεθαλ κε 

απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε θαη νη πξσηετληθέο δψλεο 

αληρλεχζεθαλ κε coomasie G-250 B) Σα πιαίζηα ππνδεηθλχνπλ ηηο 

πξσηετληθέο δψλεο νη νπνίεο αλαιχζεθαλ κε θζκαηνκεηξία κάδαο 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

2.2 ΢ςγκπιηική ππυηεφυμαηική ανάλςζη ηυν ππυηεφνών πος εκκπίνονηαι από ηο 

T3S 

Δθηφο απφ ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη ρξεζηκνπνηψληαο ην 

ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ ζηα EPEC ζεκαληηθφ είλαη λα πξνζδηνξηζηεί θαη ε 

ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο απηψλ, δειαδή πνηεο πξσηεΐλεο εθθξίλνληαη πξψηα θαη πνηεο 

έπεηηα θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο κφιπλζεο. Δπηπιένλ, ν πξνζδηνξηζκφο πξσηετλψλ νη 

νπνίεο ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ θξίλεηαη αλαγθαίνο.   

Μηα νκάδα πξσηετλψλ νη νπνίεο θσδηθνπνηνχληαη απφ ην γελεηηθφ ηφπν LEE έρεη 

δεηρζεί ή ππνλνεζεί ζηελ βηβιηνγξαθία φηη απνηεινχλ κέξνο ηνπ T3S θαη 

νλνκάδνληαη πξσηεΐλεο Sep (Secretion switching protein) [1] . Ζ πξσηεΐλε SepD πνπ 

αλήθεη ζε απηή ηελ νηθνγέλεηα, έρεη αλαθεξζεί φηη είλαη βαζηθφ ζηνηρείν ηνπ 

ζπζηήκαηνο θαη ζπγθεθξηκέλα είλαη αλαγθαία γηα ηελ έθθξηζε ηφζν ησλ κεηαζεηψλ 

φζν θαη ησλ κνιπζκαηηθψλ ζηνηρείσλ ησλ EPEC [1] . Ζ πξσηεΐλε SepD βξίζθεηαη 

ζηελ θπηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ βαθηεξίνπ θαη 

ζεσξείηαη ππεχζπλε γηα ηελ ξχζκηζε ηεο έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ην T3S. 

Πηζηεχεηαη φηη ειέγρεη ηελ έμνδν ησλ κεηαζεηψλ απφ ηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ, 
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δεδνκέλνπ φηη απνπζία ηεο πξσηεΐλεο SepD , νη κεηαζέηεο ηνπ ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ, 

EspA, EspB θαη EspD δελ εθθξίλνληαη [1]. 

΢πλεπψο, ε ζχγθξηζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ην αγξίνπ ηχπνπ EPEC 

κε απηέο πνπ εθθξίλνληαη απφ κηα θπηηαξηθή ζεηξά ζηελ νπνία ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί ηελ πξσηεΐλε SepD έρεη απαιεηθηεί ζα απνηειέζεη πνιχ ζεκαληηθή 

πιεξνθνξία γηα ηελ ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο θαη γηα ηνλ ξπζκηζηηθφ ξφιν ηεο SepD ζε 

απηήλ.  

Γηα λα επηηχρνπκε ηελ ζχγθξηζε ησλ δπν βαθηεξηαθψλ απηψλ ζηειερψλ, αξρηθά 

απηέο θαιιηεξγήζεθαλ ηαπηφρξνλα ζε ζξεπηηθφ πιηθφ ζηνπο 37
ν
C, ηα δείγκαηα 

ζπιιέρζεθαλ θαη νη πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρνληαλ ζε απηά αλαιχζεθαλ 

ρξεζηκνπνηψληαο δηζδηάζηαηε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε. Καηά ηελ πξψηε 

δηάζηαζε νη πξσηεΐλεο δηαρσξίζηεθαλ κε βάζε ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν θαη θαηά 

ηελ δεχηεξε κε βάζε ηελ κνξηαθή ηνπο κάδα. Οη πξσηετληθέο δψλεο απνκνλψζεθαλ 

θαη νη πξσηεΐλεο πνπ εκπεξηέρνληαλ ζε απηέο πξνζδηνξίζηεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο 

θαζκαηνκεηξία κάδαο. Δπηπιένλ, νη εηθφλεο ησλ πεθησκάησλ πνπ πξνέθπςαλ 

αλαιχζεθαλ θαη ζπγθξίζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ Delta2D (Decodon) 

(΢ρήκα 12). Απφ ηελ ζχγθξηζε ησλ δπν δηαθνξεηηθψλ ζηειερψλ EPEC πξνθχπηνπλ 

δπν δηαθνξεηηθέο θαηαλνκέο πξσηετλψλ. Παξαηεξήζακε φηη νη πξσηεΐλεο νη νπνίεο 

εθθξίλνληαη θαη απφ ηα δπν ζηειέρε ζπγθεληξψλνληαη ζηελ φμηλε πεξηνρή ην νπνίν 

ζεκαίλεη φηη έρνπλ φμηλν ηζνειεθηξηθφ ζεκείν(pI 4-6). Δπηπιένλ, νη πξσηεΐλεο νη 

νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ EPEC ζηελ δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή είλαη 

ειάρηζηεο (πεξίπνπ 10 κε 15), ελψ απφ ην ζηέιερνο EPECΓSepD είλαη πεξηζζφηεξεο 

(πεξίπνπ 20-30). Δπηπξφζζεηα, αληρλεχνληαη πξσηεΐλεο νη νπνίεο έρνπλ εθθξηζεί ζε 

πνιχ κεγάιε πνζφηεηα ζηα αγξίνπ ηχπνπ βαθηήξηα, ελψ ζηα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα 

είηε δελ έρνπλ εθθξηζεί θαζφινπ είηε έρνπλ εθθξηζεί ζε ειάρηζηε πνζφηεηα. 

Παξαηεξνχκε βέβαηα, θαη ηελ αληίζεηε πεξίπησζε. Γειάδε, πξσηεΐλεο νη νπνίεο 

έρνπλ εθθξηζεί ζε πνιχ κεγάιε πνζφηεηα απφ ηα EPECΓSepD, δελ έρνπλ εθθξηζεί 

απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ ή έρνπλ εθθξηζεί ειάρηζηα, ζηελ ζπγθεθξηκέλε ρξνληθή ζηηγκή. 

Σα απνηειέζκαηα απηά θαηαδεηθλχνπλ ηελ ζεκαζία ηεο πξσηεΐλεο SepD ζηελ 

ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο θαη ζηελ ξχζκηζε απηήο. Δπηπιένλ, απνδεηθλχνπλ κεξηθψο ηελ 

ζεηξά κε ηελ νπνηα νη κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο εθθξίλνληαη. ΢πγθεθξηκέλα, πξψηα 

πξέπεη λα εθθξηζνχλ νη κεηαζέηεο ηνπ ζπζηήκαηνο (EspA, EspB) θαη νη κνιπζκαηηθέο 

πξσηεΐλεο πνπ ζπκβάινπλ ζηελ πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε ησλ EPEC κε ην θχηηαξν- 

μεληζηή (φπσο ηελ Tir), θαη έπεηηα νη ηνμίλεο πνπ πξνζβάιινπλ ηνλ μεληζηή.  
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΢ρήκα 12: ΢χγθξηζε πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ δηαθνξεηηθά EPEC ζηειέρε 

Α) Πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ αγξίνπ ηχπνπ EPEC θαη αλαιχζεθαλ κε δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε. 

Β) Πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε EPECΓSepD θαη αλαιχζεθαλ κε δηζδηάζηαηε 

ειεθηξνθφξεζε. Σα βειάθηα ππνδεηθλχνπλ ηηο πεξηνρέο φπνπ ζπγθεληξψλνληαη νη πξσηεΐλεο θαη εζηηάζακε ην 

ελδηαθέξνλ καο. C) Δηθφλα ε νπνία πξνθχπηεη, έπεηηα απφ ζχγθξηζε κε θαηάιιειν ινγηζκηθφ, ησλ πξσηετλψλ 

νη νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ηα δπν δηαθνξεηηθά βαθξηεξηαθά ζηειέρε. Με πνξηνθαιί ρξψκα ζεκαίλνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ην αγξίνπ ηχπνπ ζηέιερνο θαη κε κπιέ απηέο ηνπ EPECΓSepD.    

 
 

Ζ ζπλνιηθή θαη ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ην 

ζχζηεκα ηχπνπ ΗΗΗ ζηα EPEC νδήγεζε ζηελ αλαγλψξηζε θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ζπλνιηθά 28 απφ ηηο 34 πξσηεΐλεο πνπ πηζηεχεηαη φηη εθθξίλνληαη απφ απηφ (πίλαθαο 

1). Σν γεγνλφο φηη δελ αληρλεχζεθαλ φιεο νη πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα 

θχηηαξα EPEC κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ πνζφηεηα ησλ πξσηετλψλ ζην θπηηαξηθφ 

δείγκα, ε νπνία κπνξεί λα κελ είλαη αληρλεχζηκε, θαζψο θαη ζηελ ρξνληθή ζηηγκή 

ζπιινγήο ηνπ δείγκαηνο, ζηελ νπνία κηα πξσηεΐλε κπνξεί λα κελ έρεη αθφκα 

εθθξηζεί. 
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    wt ΓSepD wt 

    2DE 2DE 1DE 

 
Accession      

No 

(Uniprot) 

Όνομα ππυηεΐνηρ/ Λειηοςπγία  
Secretion 

System 
LB LB DMEM 

L
E

E
 L

O
C

U
S

 G
E

N
E

S
/ 

P
R

O
T

E
IN

S
 

B7UM99 Tir /T3SS Translocated intimin receptor T3S    

Q05129 
EspB/ T3SS membrane translocator/actin-binding 

effector 
T3S    

B7UM94 
EspA /T3SS needle sheath-like filament/membrane 
translocator 

T3S    

B7UMA0 
Map /T3SS LEE-encoded effector Mitochondrial 

associated protein 
T3S    

B7UM93 EspD/ T3SS host cell membrane translocator T3S    

B7UM88 EspF /T3SS LEE-encoded effector T3S    

P19809 Intimin/ T3SS outer membrane adhesin Sec/T5S    

B7UM90 EscF /T3SS needle subunit T3S    

B7UMA9 EspZ(SepZ)/ T3SS LEE-encoded effector T3S    

B7UM96 EscD /T3SS outer membrane needle complex subunit Sec    

B7UMC8 EspG1/ T3SS LEE-encoded effector T3S    

B7UMA2 EspH/ T3SS LEE-encoded effector T3S    

N
O

N
-L

E
E

 e
ff

ec
to

rs
 

B7UR60 NleA/EspI /T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UNX2 NleI/NleG /T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UP11 EspJ /T3SS non-LEE secreted effector T3S    

B7UR63 NleF/ T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7ULW4 NleH1/T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UR62 NleH2/ T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UI22 NleE1/ T3SS secreted effector T3S    

B7UP11 NleE2 /T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UNX6 NleD/ T3SS Non-LEE secreted effector T3S    

B7UH72 EspG2 /T3SS secreted effector T3S    

B7UI20 EspL/ T3SS secreted effector T3S    

B7UNX3 NleB1 /T3SS effector-like protein T3S    

B7UI21 NleB2 /T3SS secreted effector T3S    

B7UNX4 NleC /T3SS secreted effector T3S    

O
th

er
 p

ro
te

in
s 

se
cr

et
ed

 

fr
o
m

 E
P

E
C

  

 

Q9EZE7 EspC /Serine protease Sec/T5S    

B7USU2 FliC /Flagellar filament structural protein Fla    

B7UP96 FlgK /Flagellar hook-filament junction protein Fla    

B7USU3 FliD /Flagellar filament capping protein Fla    

B7UTE1 BfpI/ Prepilin T2S    

P33553 BfpA /Major structural subunit of bundle-forming pilus T2S    

B7UI23 Efa1/LifA /protein cysteine-type endopeptidase T5S    

B7UP10 Efa1/LifA-like protein T5S    

 

Πίλαθαο 1: Όιεο νη πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ην EPEC.  

Οη πξσηεΐλεο ηαπηνπνηήζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο. Γηαρσξίζηεθαλ 

αλάινγα κε ην αλ εθθξάδνληαη απφ ηνλ γελεηηθφ ηφπν LEE ή φρη θαη αλ εθθξίλνληαη απφ ην T3S ή φρη. Σα 

θνπηάθηα ηα νπνία έρνπλ ρξσκαηηζηεί κε γθξη ρξψκα, ππνδεηθλχνπλ ηελ ηαπηνπνίεζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

πξσηεΐλεο κε ηνλ αληίζηνηρν ηξφπν αλάιπζεο θαη απφ ην αληίζηνηρν βαθηεξηαθφ ζηέιερνο. Ζ ζπγθξηηηθή 

αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ T3S, νδήγεζε ζηελ αλαγλψξηζε θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ζπλνιηθά 28 απφ ηηο 34 πξσηεΐλεο πνπ πηζηεχεηαη φηη εθθξίλνληαη απφ απηφ. 

Σαςηοποίηζη ππυηεφνών 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3: Μελέηη ηηρ έκκπιζηρ ηυν ππυηεφνών από ηο T3S 

in vitro και ex vivo 

Ζ δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο ησλ κεηαζεηψλ θαη ησλ κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ 

απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ ησλ EPEC παξφιν πνπ έρεη κειεηεζεί εθηελψο, ν 

αθξηβήο κεραληζκφο δελ είλαη γλσζηφο. Τπάξρνπλ αξθεηνί παξάγνληεο θαη ζπλζήθεο 

νη νπνίνη επεξεάδνπλ ηελ δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο [53]. ΢ην θεθάιαην απηφ, γίλεηαη 

κηα εθηεηακέλε πξνζπάζεηα λα πξνζδηνξηζηνχλ νη παξάγνληεο απηνί θαζψο θαη λα 

νξηζηνχλ νη ζπλζήθεο νη νπνίεο βειηηζηνπνηνχλ ηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ.  

3.1 Πποζδιοπιζμόρ ηυν καηαλλήλυν ζςνθηκών έκκπιζηρ ηυν ππυηεφνών από 

ηο T3S in vitro 

 Γηα λα κειεηήζνπκε ηηο δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ 

πξσηετλψλ απφ ην ζχζηεκα ηχπνπ ΗΗΗ θαη λα ηηο βειηηζηνπνηήζνπκε ψζηε ε έθθξηζε 

λα είλαη ε κέγηζηε, θαιιηεξγήζακε αγξίνπ ηχπνπ EPEC ζε θαηάιιειν ζξεπηηθφ κέζν 

θαη παξαηεξνχζακε ηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ ρξφλνπ 

αλάπηπμεο, ζπιιέγνληαο δείγκαηα θαιιηέξγεηαο αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα θαη 

αλαιχνληαο ηα πξσηετληθά δείγκαηα κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε.   

 

3.1.1 Σο θπεπηικό μέζυ ανάπηςξηρ βακηηπίυν  

Σν ζξεπηηθφ κέζν ζην νπνίν αλαπηχζζεηε κηα βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα E. coli 

είλαη ζπλήζσο ην  Luria-Bertani (LB) ην νπνίν πεξίερεη φια ηα απαξαίηεηα ζξεπηηθά 

ζπζηαηηθά (πεπηίδηα, βηηακίλεο, ηρλνζηνηρεία θαη άιια) γηα ηελ αλάπηπμε 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. Γηα ηελ αλάπηπμε επθαξπσηηθψλ θχηηαξσλ ρξεζηκνπνηείηαη 

θαηά θφξσλ ην ζξεπηηθφ κέζν Dulbecco modified Eagle's minimal essential medium 

(DMEM) ην νπνίν πεξηέρεη ηέζζεξηο θνξέο πεξηζζφηεξεο βηηακίλεο θαη ακηλνμέα θαη 

δπν θνξέο πεξηζζφηεξε γιπθφδε ζε ζρέζε κε ηα ζπλεζηζκέλα ζξεπηηθά κέζα [67].  

Γεδνκέλνπ φηη ηα EPEC απνηεινχλ επθαξπσηηθά παξάζηηα θαη φηη ην DMEM 

ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ απηψλ, ζεσξήζακε ζθφπηκν 

λα ζπγθξίλνπκε ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ζηα δπν απηά δηαθνξεηηθά ζξεπηηθά 

κέζα. Πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία θαιιηέξγεηαο αλά ηαθηά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα θαηά ηελ δηάξθεηα αλάπηπμεο ησλ βαθηεξίσλ ζηα δηαθνξεηηθά ζξεπηηθά 
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κέζα θαη επηπιένλ θαηαγξάθζεθε ε νπηηθή απνξξφθεζε ηεο θαιιηέξγεηαο ζηηο 

ρξνληθέο απηέο ζηηγκέο, ψζηε λα δεκηνπξγεζεί ε θακπχιε αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ 

(΢ρήκα 13). Οη πξσηεΐλεο πνπ ππήξραλ ζην δείγκα κεηά απφ ηελ απνκάθξπλζε ησλ 

θπηηάξσλ αλαιχζεθαλ ζε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε θαη νη πξσηετληθέο δψλεο 

ρξσκαηίζηεθαλ κε Coomasie R-250 θαη Νηηξηθφ Άξγπξν. Δπηπιένλ, γλσζηέο 

εθθξηλφκελεο πξσηεΐλεο αληρλεχηεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο αλνζναπνηχπσζεο. Οη 

πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίζεθαλ απφ θχηηαξα ηα νπνία είραλ αλαπηπρζεί ζε ζξεπηηθφ 

κέζν LB, δελ ήηαλ αληρλεχζηκεο νχηε κε ρξψζε Coomasie R-250 νχηε κε ρξψζε 

ληηξηθνχ άξγπξνπ.  

 

 
 

΢ρήκα 13:Κακπχιε αλάπηπμεο ησλ EPEC  

Κακπχιε αλάπηπμεο θπηηάξσλ EPEC κεγαισκέλα είηε ζε ζξεπηηθφ κέζν LB είηε ζε DMEM 

 

 

 

΢ρήκα 14: Αλίρλεπζε κε αλνζναπνηχπσζε ηεο πξσηεΐλεο EspA. 

Αλίρλεπζε κε αλνζναπνηχπσζε ηεο πξσηεΐλεο EspA ζε θχηηαξα πνπ Α) αλαπηχρζεθαλ ζε DMEM θαη Β) 

ζε LB. Γηα λα αληρλεχζνπκε ηελ πξσηεΐλε EspA πνπ είρε εθθξηζεί ζην LB κε αλνζναπνηχπσζε ρξεηαζηήθακε 

ηξεηο θνξέο πεξηζζφηεξν δείγκα ζε ζρέζε κε απηφ ηνπ DMEM. Σα δείγκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ηελ 

νπηηθή απνξξφθεζε ησλ θχηηαξσλ  
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Καηά ηελ ζχγθξηζε ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζξεπηηθψλ κέζσλ πξνθχπηεη φηη φηαλ 

ηα EPEC αλαπηχζζνληαη ζην DMEM κεγαιψλνπλ κε κηθξφηεξν ξπζκφ αλάπηπμεο, 

δειαδή πην αξγά, αιιά εθθξίλνπλ κεγαιχηεξε πνζφηεηα κεηαζεηψλ θαη 

κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ. ΢ε αληίζεζε κε ην LB, φπνπ κεγαιψλνπλ κε ηαρχηεξν 

ξπζκφ αλάπηπμεο αιιά εθθξίλνπλ πεξίπνπ 2,5 θνξέο κηθξφηεξε πνζφηεηα πξσηετλψλ 

(΢ρήκα 14).    

 

3.1.2 Πποζδιοπιζμόρ ζςνθηκών ζηιρ οποίερ βεληιζηοποιείηαι η έκκπιζη  

Καηά ηε δηάξθεηα αλάπηπμεο ησλ βαθηεξίσλ ζε ζξεπηηθφ κέζν DMEM έρεη δεηρζεί 

φηη ε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο θαζψο θαη ε ηηκή ηνπ pH ζηελ θαιιηέξγεηα παίδνπλ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο λα εθθξίλεη ηεο 

πξσηεΐλεο [53].  

Γηα ην ιφγν απηφ, πξαγκαηνπνηήζεθαλ κεηξήζεηο ησλ ηηκψλ ηνπ pH ηεο 

θαιιηέξγεηαο, αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ησλ 

βαθηεξίσλ. Οη δηάθνξεο κεηαβνιέο ηνπ pH ζηελ θαιιηέξγεηα θαηαγξάθηεθαλ θαη 

ζπζρεηίζηεθαλ κε ηελ πνζφηεηα ησλ πξσηετλψλ πνπ είραλ εθθξηζεί. Οη δηάθνξεο 

κεηαβνιέο απηέο επεξέαδαλ ηελ πνζφηεηα έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ. Απφ ηνλ 

ζπζρεηηζκφ απηφ, πξνζδηνξίζηεθε ε βέιηηζηε ηηκή pH ζην 7.4 Αμηνπεξίεξγν ήηαλ ην 

γεγνλφο φηη αθφκα θαη ζε κηθξή κεηαβνιή ηνπ pH, γηα παξάδεηγκα απφ ην 7,4 ζην 7.0, 

παξαηεξήζεθε ζεκαληηθή κείσζε ηεο πνζφηεηαο πνπ εθθξηζήθαλ. 

Δπηπιένλ, ε ζεξκνθξαζία επψαζεο ησλ βαθηεξίσλ ζπκβάιεη ζεκαληηθά ζηελ 

έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ θαη επεξεάδεη ζε κεγάιν βαζκφ ηελ πνζφηεηα ηνπο. 

Παξαηεξήζεθε θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο απηήο, φηη φηαλ θχηηαξα 

αλαπηχζζνληαλ ζε ζεξκνθξαζία θάησ απφ 37
ν
C, θαη κάιηζηα κηθξέο κεηαβνιέο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο απηήο (πρ 36
ν
C), ηα θχηηαξα αλαπηπζζφηαλ πην αξγά, θαη επηπιένλ ε 

πνζφηεηα ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξηλφηαλ κεησλφηαλ αηζζεηά. ΢πλεπψο, ε 

ζεξκνθξαζία επψαζεο πξέπεη λα είλαη αθξηβψο 37
ν
C δηφηη ζε δηαθνξεηηθή πεξίπησζε 

ε έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ κεηψλεηαη δξακαηηθά.  

 

3.1.3 ΢ύγκπιζη με κύηηαπα πος θέποςν ηον πλαζμιδιακό θοπέα CVD450 

΢χκθσλα κε ηελ βηβιηνγξαθία βαθηεξηαθά ζηειέρε EPEC πνπ έρνπλ 

κεηαζρεκαηηζηεί κε ηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα CVD450 εθθξίλνπλ ηηο πξσηεΐλεο ηνπ 
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ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ ζε κεγαιχηεξε πνζφηεηα ζε ζρέζε κε απηά ηνπ αγξίνπ ηχπνπ 

[53]. Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο CVD450 είλαη έλα πιαζκίδην ην νπνίν θέξεη ηα γνλίδηα 

γηα ηελ έθθξαζε ησλ ξπζκηζηηθψλ παξαγφλησλ perA, B, C, D. Οη πξσηεΐλεο perA, B, 

C θαη D είρε δεηρζεί φηη είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ κέγηζηε έθθξηζε ηεο ηληηκίλεο [53]. 

Δπηπιένλ, πηζηεχεηαη φηη  ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ θαη ηνλ ζρεκαηηζκφ 

ηνπ ζπξηγγίνπ ζηα EPEC. ΢ηα πιαίζηα απηήο ηεο εξγαζίαο ζθνπφο ήηαλ ε αχμεζε ηεο 

έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ην T3S ησλ EPEC θπηηάξσλ [57, 68]. Γηα ην ιφγν απηφ 

ζπγθξίζεθε ε έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ ηνπ αγξίνπ ηχπνπ θπηηάξσλ κε απηά πνπ είραλ 

κεηαζρεκαηηζζεί κε ην πιαζκηδηαθφ θνξέα CVD450. Πξαγκαηνπνηήζεθε 

δεηγκαηνιεςία θαιιηέξγεηαο αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα θαη ηα πξσηετληθά 

δείγκαηα αλαιχζεθαλ κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε (΢ρήκα 17). Δπηπιένλ, ε 

ζπλνιηθή πνζφηεηα ησλ εθθξηλφκελσλ πξσηετλψλ απφ ηηο δπν δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά 

ζηειέρε ππνινγίζηεθε θαη ζπγθξίζεθε κε θαηάιιειν ινγηζκηθφ (΢ρήκα 15 ΢ρήκα 16)  

΢χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα απηήο ηεο ζχγθξηζεο, ε δηαθνξά ζηελ πνζφηεηα 

ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα δπν απηά βαθηεξηαθά δελ είλαη αμηνζεκείσηε 

θαη ζπγθεθξηκέλα ηα θχηηαξα αγξίνπ ηχπνπ εθθξίλνπλ ιίγν πεξηζζφηεξν ζε ζρέζε κε 

ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα, απιά ηα δεχηεξα εθθξίλνπλ γηα πεξηζζφηεξν ρξφλν. 

Γειαδή, ηα κεηαζρεκαηηζκέλα κε ην πιαζκίδην CVD450 θχηηαξα εθθξίλνπλ 

πξσηεΐλεο γηα πεξηζζφηεξν ρξφλν θάηη πνπ κπνξεί λα ζεκαίλεη φηη ε ζπλερφκελε 

έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ per A, B, C θαη D επάγεη ηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ απφ ην 

T3S ησλ EPEC. 

 
 

΢ρήκα 15: Κακπχιε αλάπηπμεο θπηηάξσλ EPEC θαη θπηηάξσλ EPEC κεηαζρεκαηηζκέλα κε ην πιαζκίδην 

CVD450 
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΢ρήκα 16: ΢χγθξηζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη πνζνηηθά.  

΢χγθξηζε ηεο πνζφηεηαο ησλ πξσηετλψλ νη νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ηα άγξηνπ ηχπνπ EPEC θαη ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα EPEC κε ην πιαζκίδην CVD450. Ζ ζχγθξηζε έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο θαηάιιειν 

ινγηζκηθφ.    

 

 

 

 
 

΢ρήκα 17 :Αλάιπζε πξνθίι ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη.  

Αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ EPEC (Α) θαη απφ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα 

EPEC κε ην πιαζκίδην CVD450 (Β) ζε ζρέζε κε ηνλ ρξφλν αλάπηπμεο. Ο ρξφλνο ζπιινγήο δεηγκάησλ 

μεθηλάεη 60 ιεπηά κεηά απφ ηνλ εκβνιηαζκφ ηεο θαιιηέξγεηαο. Οη πξσηεΐλεο αλαιχζεθαλ ζε SDS-PAGE θαη 

αληρλεχζεθαλ κε Coomasie R-250. 
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3.2 Μελέηη ηηρ έκκπιζηρ ηος μεηαθέηη EspA in vitro και ex vivo 

 

΢ηελ πξνζπάζεηα πνπ γίλεηαη γηα λα θαηαλνήζνπκε ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν ην 

ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ ησλ EPEC εθθξίλεη ηηο κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο θαη ηνπο 

κεηαζέηεο  ζην εμσθπηηαξηθφ πεξηβάιινλ, εζηηάζακε ζηελ ζαπεξφλε CesAB θαη ηα 

ππνζηξψκαηά ηεο EspA θαη EspB. Απφ πξνεγνχκελε δνπιεία πνπ έρεη γίλεη ζην 

εξγαζηήξην γλσξίδνπκε φηη γηα ηελ έθθξηζε ησλ ππνζηξσκάησλ απηψλ είλαη 

απαξαίηεηε ε παξνπζία ηεο ζαπεξφλεο. Δπηπιένλ, επίζεο απφ πξνεγνχκελε δνπιεία 

ηνπ εξγαζηεξίνπ, μέξνπκε φηη ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ζηελ CesAB ζαπεξφλε 

επεξεάδνπλ έσο θαη απνηξέπνπλ ηελ έθθξηζε ηεο EspA ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν 

(Balabanidou et al, unpublished data). ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, κειεηήζεθε ε έθθξηζε 

ησλ πξσηετλψλ απηψλ ζε πεηξάκαηα ηφζν in vitro φζν θαη ex vivo, φπνπ κε ηνλ φξν 

“ex vivo” ελλννχκε ηελ επηκφιπλζε επθαξπσηηθψλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ κε 

βαθηεξηαθά ζηειέρε. 

3.2.1 Έκκπιζη ηος μεηαθέηη EspA in vitro  

Γηα ηελ θαηαλφεζε ηνπ ηξφπνπ κε ηνλ νπνίν ν κεηαζέηεο EspA αιιειεπηδξά κε 

ηελ ζαπεξφλε ηνπ θαη εθθξίλεηαη απφ ην T3S δεκηνπξγήζεθαλ θαη κειεηήζεθαλ 

γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα ηεο δεχηεξεο. Ζ δνκή ηεο ζαπεξφλεο CesAB έρεη 

πξνζδηνξηζηεί κε πεηξάκαηα ππξεληθνχ καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ (NMR) θαη κε βάζε 

ηα απνηειέζκαηα απηά δεκηνπξγήζεθαλ ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ζε ακηλνμέα ηα νπνία 

πηζαλψο λα επεξεάδνπλ ηνλ ηξφπν πνπ απηή αιιειεπηδξά κε ην ππφζηξσκά ηεο, 

EspA. ΢πγθεθξηκέλα, δεκηνπξγήζεθαλ κεηαιιάμεηο ζην ακηλν-ηειηθφ άθξν ηεο 

ζαπεξφλεο, θαη πξνέθπςαλ ηα παξάγσγα CesAB(E20L), CesAB(D14L/R18L), θαη 

CesAB(D14L/R18L/E20L). Γηα ηελ κειέηε ηεο έθθξηζεο ηεο πξσηεΐλεο EspA ζε 

ζρέζε κε ηνλ ρξφλν αλάπηπμεο ησλ βαθηεξίσλ αγξίνπ ηχπνπ θαη ηα γελεηηθά 

πξνπνπνηεκέλα παξάγσγα απηψλ in vitro, πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία 

θαιιηέξγεηαο βαθηεξίσλ αλά ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα θαη αλίρλεπζε ηεο πξσηεΐλεο 

κε ηελ κέζνδν ηεο αλνζναπνηχπσζεο ρξεζηκνπνηψληαο αληίζσκα ελάληηα ζε απηήλ.  

΢ε απηή ηελ πεξίπησζε, κε ηνλ φξν βαθηήξηα αγξίνπ ηχπνπ, ελλννχκε ηελ 

βαθηεξηαθή ζεηξά EPECΓCesAB κεηαζρεκαηηζκέλε κε ην πιαζκίδην pASK-IBA 

7plus-CesAB, φπνπ κε ηελ θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ηνπ αληηβηνηηθνχ ηεηξαθπθιίλε 

έρνπκε ξπζκίζεη ηελ έθθξαζε ηεο CesAB λα είλαη ζηα ίδηα επίπεδα κε απηήλ ηνπ 

αγξίνπ ηχπνπ EPEC. ΢πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηψληαο ηεηξαθπθιίλε κε ηειηθή 
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ζπγθέληξσζε 0,2 mg/lt ε έθθξαζε ηεο ζαπεξφλεο είλαη κηα κε δπν θνξέο παξαπάλσ 

απ’ φηη ζην αγξίνπ ηχπνπ.  

Απφ ηα πεηξάκαηα κειέηεο ηεο έθθξηζεο ηεο EspA, in vitro, θαίλεηαη φηη ε 

κεηαιιαγή απφ γινπηακηληθφ νμχ ζηε ζέζε 20 ζε ιεπθίλε είλαη πνιχ ζεκαληηθή θαη 

επεξεάδεη αξθεηά ηελ έθθξηζε ηνπ κεηαζέηε EspA. Δπηπιένλ, ε δηπιή κεηαιιαγή απφ 

αζπαξηηθφ νμχ ζηε ζέζε 14 θαη απφ αξγηλίλε ζηε ζέζε 18 πάιη ζε ιεπθίλε δελ 

εκθαλίδεη θάπνην θαηλφηππν ζηελ δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο ηεο EspA. Αληίζεηα, αλ 

ζην κεηάιιαγκα απηφ πξνζζέζνπκε ηελ κεηαιιαγή E20L, ηφηε εκθαλίδεηαη ν ίδηνο 

θαηλφηππνο κε ην πξψην (΢ρήκα 18)  

 

 

΢ρήκα 18: Αλίρλεπζε ηεο πξσηεΐλεο EspA, ε νπνία έρεη εθθξηζεί απφ δηαθνξεηηθά ζηειέρε EPEC. 

Αλίρλεπζε ηεο πξσηεΐλεο EspA, ε νπνία έρεη εθθξηζεί απφ δηαθνξεηηθά ζηειέρε EPEC κε 

αλνζναπνηχπσζε, ζε ζρέζε κε ηνλ ρξφλν. Έθθξηζε ηεο EspA απφ EPECΓCesAB κεηαζρεκαηηζκέλα κε Α) 

pASKCesAB, B) pASKCesAB(D14L/R18L), C) pASKCesAB(E20L) θαη D) pASKCesAB(D14L/R18L/E20L 
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3.2.2 Έκκπιζη ηος μεηεθέηη EspA, ex vivo 

΢εκαληηθή γηα ηε κνιπζκαηηθή ηθαλφηεηα ηνπ EPEC είλαη ε ηθαλφηεηα ηνπ λα 

πξνζθνιιάηαη ζην εληεξηθφ επηζήιην θαη λα πξνθαιεί κηα εληππσζηαθή θάθσζε 

(attaching and effacing, A/E lesion) ηεο εληεξηθήο κεκβξάλεο. Ζ θάθσζε απηή 

ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ ηνπηθή θαηαζηξνθή ησλ κηθξνιαρλψλ ηνπ εληέξνπ, ηε ζηελή 

επαθή ηνπ βαθηεξίνπ ζηελ αθξαία κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ ηνπ εληέξνπ, ζπρλά πάλσ 

ζε κηα ραξαθηεξηζηηθή πξνεθβνιή, θαη ηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο αθηίλεο, φπσο θαη 

άιισλ θχηηαξνζθειεηηθψλ ηληδίσλ, αθξηβψο θάησ απφ ηα πξνζθνιιεκέλα βαθηήξηα. 

Ζ ζπγθέληξσζε ηεο αθηίλεο ηνπηθά ζην ζεκείν ηεο Α/Δ θάθσζεο έρεη απνηειέζεη ηε 

βάζε κηαο απιήο, αιιά ηδηαίηεξα επαίζζεηεο, δηαγλσζηηθήο δνθηκήο γηα EPEC 

(δνθηκή ηεο θζνξίδνπζαο αθηίλεο, FAS; Fluorescent-Actin Staining) [60], ε νπνία 

έρεη εθαξκνζηεί κε επηηπρία ζε δηάθνξεο θπηηαξηθέο ζεηξέο [69] .  

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, ε ηερληθή απηή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα κειεηήζνπκε πσο 

ηα δηάθνξα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα ηεο ζαπεξφλεο CesAB επεξεάδνπλ 

ηελ έθθξηζε ηεο EspA θαη ηελ δεκηνπξγία ηεο Α/Δ θάθσζεο. Ζ θπηηαξηθή ζεηξά πνπ 

επηιέρζεθε γηα ηελ πξαγκάησζε ησλ πεηξακάησλ απηψλ ήηαλ ηα θχηηαξα HeLa. Σα 

θχηηαξα HeLa, είλαη κηα θπηηαξηθή ζεηξά πνπ ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα 

πεηξξάκαηα ex vivo. Σα θχηηαξα απηά πξνέξρνληαη απφ θαξθηληθά θχηηαξα ηνπ 

ηξαρήινπ ηεο κήηξαο θαη γηα ην ιφγν απηφ δελ κπνξνχλ λα ζεσξεζνχλ σο θπζηθνί 

μεληζηέο ησλ EPEC [70]. Παξφια απηά, θχηηαξα HeLa κνιχλζεθαλ κε ην αγξίνπ 

ηχπνπ ζηέιερνο EPEC θαη κε παξάγσγα απηνχ. Ζ πνιπκεξηζκέλε αθηίλε αληρλεχηεθε 

κε θζνξηζκφ (πξάζηλν ρξψκα ζην ζρήκα), ελψ ηα ηλίδηα ηεο EspA αληρλεχζεθαλ κε 

αλνζν-θζνξηζκφ (θφθθηλν ρξψκα ζην ζρήκα). Σέινο, κε κπιε ρξψκα δηαθξίλεηαη ν 

ππξήλαο ηνπ επθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ θαη ην βαθηεξηαθφ ρξσκφζσκα. 

 ΢ε απηφ ην πείξακα παξαηεξνχκε πσο ηα αγξίνπ ηχπνπ βαθηήξηα θαζψο θαη ε 

βαθηεξηαθή ζεηξά EPECΓCesAB κεηαζρεκαηηζκέλε κε ην πιαζκίδην πνπ θέξεη ηελ 

αγξίνπ ηχπνπ ζαπεξφλε ηα νπνία εθθξάδνπλ ηλίδηα EspA πξνζθνιιψληαη ζηε 

κεκβξάλε ησλ HeLa θαη ζρεκαηίδνπλ ηηο ραξαθηεξηζηηθέο κηθξν-απνηθίεο θαη  

πξνθαινχλ ηελ Α/Δ θάθσζε. Δπηπιένλ, ίδηα ζπκπεξηθνξά εκθαλίδεη θαη ην παξάγσγν 

CesAB(D14L/R18L). Αληίζεηα, φηαλ ηα ζηειέρε EPEC δελ εθθξάδνπλ ηελ ζαπεξφλε 

CesAB είηε εθθξάδνπλ ην παξάγσγν CesABΓCtail, απφ ην νπνίν έρεη απνθνπεί ην 

θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο πξσηεΐλεο, κφλν ειάρηζηα βαθηήξηα θαηνξζψλνπλ ηειηθά λα 

πξνζθνιιεζνχλ ζηε κεκβξάλε ησλ θπηηάξσλ HeLa. Δπηπξνζζέησο, ε πξσηεΐλε EspA 
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δελ εθθξίλεηαη θαη ζπλεπψο ηα βαθηήξηα απηά δελ κπνξνχλ λα ζρεκαηίζνπλ EspA 

ηλίδηα. Δπηπιένλ, ζε απηή ηελ πεξίπησζε δελ παξαηεξείηαη θαη ε ραξαθηεξηζηηθή 

θάθσζε. Δπίζεο, θχηηαξα HeLa κνιχλζεθαλ θαη κε EPEC ζηειέρε ηα νπνία 

εθθξάδνπλ ηα παξάγσγα CesAB(E20L), CesAB (E20L/E30L) θαη  CesAB 

(D14l/R18L/E20L). ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε είρακε έλαλ ελδηάκεζν θαηλφηππν, φπνπ 

αξθεηά βαθηεξηαθά θχηηαξα θαηφξζσζαλ λα πξνζθνιιεζνχλ θαη λα ζρεκαηίζνπλ 

κηθξφ-απνηθίεο, ν κεηαζέηεο EspA εθθξίζεθε, αλ θαη ζε ιηγφηεξε πνζφηεηα ζε ζρέζε 

κε ηα αγξίνπ ηχπνπ θχηηαξα, θαη ηα θχηηαξα απηά δελ ήηαλ ηθαλά λα πξνθαιέζνπλ 

ηελ Α/Δ θάθσζε αθνχ δελ θαίλεηαη ν ζρεκαηηζκφο ησλ  ραξαθηεξηζηηθψλ δνκψλ πνπ 

ζρεκαηίδεη ε πνιπκεξηζκέλε αθηίλε ηνπηθά θάησ απφ ην ζεκείν πξνζθφιιεζεο ησλ 

βαθηεξίσλ ( actin pedestals) .  
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΢ρήκα 19: Μειέηε ηεο έθθξηζεο ηεο EspA ex vivo. 

Δπηκφιπλζε επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ HeLa κε βαθηεξηαθά ζηειέρε EPEC θαη γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα 

παξάγσγα απηψλ. Με κπιε ρξψκα ζεκαίλνληαη νη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ HeLA θαη ην βαθηεξηαθφ 

ρξσκφζσκα, κε θφθθηλε ε πξσηεΐλε EspA θαη κε πξάζηλν ε αθηίλε.  

ΔCesAB +  

CesAB_D14L/R18L 

ΔCesAB  

+ CesAB_E20L 

Wild type EPEC 

ΔCesAB + CesAB 

ΔCesAB 

ΔCesAB + CesABΔCtail 

DNA EspA Merge  Actin 

ΔCesAB + 

CesAB 

ΔCesAB +  

CesAB_D14L/R18L/E20L 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4: Ανάλςζη ηυν αλληλεπιδπάζευν ηυν EspA, EspB και 

CesAB καηά ηην διάπκεια ηηρ έκκπιζηρ  

4.1 Ανάλςζη ηυν ηεηαπηοηαγών ζςμπλόκυν ηυν μεηαθεηών EspA και EspB  

Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο έθθξηζεο κηαο πξσηεΐλεο απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ 

ΗΗΗ, απηή κπνξεί λα αιιειεπηδξά κε πνιινχο παξάγνληεο κέρξη ηελ ηειηθή ηεο έμνδν 

απφ ην θχηηαξν. ΢ηα πιαίζηα ηεο κειέηεο ηνπ κεραληζκνχ έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ 

απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, πξνζπαζήζακε λα αλαιχζνπκε ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο ησλ κεηαζεηψλ EspA θαη EspB κε ηελ ζαπεξφλε ηνπ ζπζηήκαηνο 

CesAB θαζψο θαη ηελ ηπρφλ αιιειεπίδξαζε ησλ πξψησλ κε άιινπο παξάγνληεο ηνπ 

ζπζηήκαηνο. ΢θνπφο ηεο κειέηεο απηήο ήηαλ ε αλίρλεπζε ησλ ηεηαξηνηαγψλ 

ζπκπιφθσλ πνπ δεκηνπξγνχληαη θαηά ηελ έθθξηζε ησλ κεηαζεηψλ ζε δηαθνξεηηθά 

ππνθπηηαξηθά θιάζκαηα.  

Γηα ηελ κειέηε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ απηψλ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ηερληθέο ήπηαο 

θαη έληνλεο δηάξξεμεο ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ.  Καηά ηελ ήπηα δηάξξεμε ησλ 

θπηηάξσλ, απηά δηαξξεγλχνληαη κε επαλαιακβαλφκελνπο θχθινπο παγψκαηνο-

μεπαγψκαηνο θαη κεηά απφ ππεξθπγνθέληξεζε απειεπζεξψλνληαη επηιεθηηθά 

πξσηεΐλεο ζηε δηαιπηή θάζε, νη νπνίεο αλαιχνληαη κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε. Καηά 

ηελ έληνλε δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ, απηά δηαξξεγλχνληαη κε ερνβνιηζκφ θαη έπεηηα 

αθνινπζείηαη ε ίδηα δηαδηθαζία κε ηελ ήπηα δηάξξεμε.  

Γηα λα παξαθνινπζήζνπκε ηα ηεηαξηνηαγή ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγνχληαη θαηά 

ηελ έθθξηζε ησλ κεηαζεηψλ EspA θαη EspB ζε ζρέζε κε ηνλ ρξφλν ζηα δηάθνξα 

ππνθπηηαξηθά θιάζκαηα, πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία θαιιηέξγεηαο αλά ηαθηά 

ρξνληθά δηαζηήκαηα, ζηε ζπλέρεηα δηάξξεμε κε ήπην ή έληνλν ηξφπν θαη ηέινο 

δηαρσξηζκφ απηψλ κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε θαη αλίρλεπζε κε αλνζναπνηχπσζε 

(΢ρήκα 20).   

Καηά ηελ αλάιπζε ηνπ ππνθπηηαξηθνχ θιάζκαηνο πνπ πξνθχπηεη έπεηηα απφ ήπηα 

ιχζε ησλ θπηηάξσλ, παξαηεξείηαη ε απειεπζέξσζε ελφο κεγαινκνξηαθνχ 

ζπκπιφθνπ κνξηαθήο κάδαο πεξίπνπ 230 kDa ην νπνίν πεξηέρεη ηνλ κεηαζέηε EspB 

(p230). Δπηπιένλ, πξνθχπηνπλ δπν κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα κνξηαθνχ βάξνπο 

πεξίπνπ 200 θαη 140 kDa αληίζηνηρα ηα νπνία πεξηέρνπλ ηφζν ηνλ κεηαζέηε EspA 

φζν θαη ηελ ζαπεξφλε ηνπ CesAB (p140 θαη p200 αληίζηνηρα). Σα ίδηα 
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κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα αληρλεχνληαη θαη θαηά ηελ αλάιπζε ηνπ δηαιπηνχ 

ππνθπηηαξηθνχ θιάζκαηνο πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ κε 

ερνβνιηζκφ. ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε φκσο, αληρλεχεηαη έλα επηπιένλ κεγαινκνξηαθφ 

ζχκπινθν κνξηαθήο κάδαο πεξίπνπ 400 kDa (p400) ,  ην νπνίν απαξηίδεηαη απφ ηνλ 

κεηαζέηε EspA αιιά φρη απφ ηελ ζαπεξφλε ηνπ (΢ρήκα 20). Σα ζχκπινθα p200 θαη 

p400, παξνπζηάδνπλ ελδηαθέξνλ, δηφηη πηζαλφλ απνηεινχλ ηεηαξηνηαγείο δνκέο πνπ 

δεκηνπξγνχληαη θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο έθθξηζεο ηνπ κεηαζέηε EspA θαη απαξηίδνληαη 

απφ παξάγνληεο νη νπνίνη ζπκβάιινπλ ζηελ έθθξηζε απηνχ. ΢πγθεθξηκέλα, ην 

ζχκπινθν p200 εθηφο απφ ηελ CesAB θαη ηελ EspA πνπ πεξηέρεη ζίγνπξα, ζα πξέπεη 

λα πεξηέρεη θαη απφ θάπνηνλ ηξίην παξάγνληα, δηφηη ζχκθσλα κε ηελ ζηνηρεηνκεηξία 

ησλ πξσηετλψλ θαη ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο δελ ζα έπξεπε λα αληρλεχνληαη ζε απηφ ην 

χςνο ζην πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο αιιά ζε κνξηαθφ βάξνο πεξίπνπ 70kDA. 

Δπηπιένλ, φζνλ αθνξά ην ζχκπινθν p400, ην νπνίν πεξηέρεη απνδεδεηγκέλα ηελ 

EspA, πξέπεη λα απνηειεί έλα κεγαινκνξηαθφ πξσηετληθφ ελδηάκεζν ζχκπινθν πνπ 

δεκηνπξγείηαη θαηά ηελ δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο ηνπ κεηαζέηε, θνληά ζηελ κεκβξάλε 

ηνπ θπηηάξνπ θαη αθνχ απηφο κεηαθεξζεί ζε θάπνηνλ άιιν παξάγνληα απφ ηελ 

ζαπεξφλε CesAB. Ο παξάγνληαο απηφο ελδερνκέλσο, αιιειεπηδξά κε ηελ CesAB  oη 

νπνία ηνπ κεηαθέξεη ην ππφζηξσκά ηελ, ηελ EspA, ζπκβάιινληαο έηζη ζηελ έθθξηζε 

ηνπ ππνζηξψκαηνο απφ ηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ. Απηά ζπκπεξαίλνληαη αλ 

ιάβνπκε ππ’ φςηλ φηη ζην ζχκπινθν απηφ δελ αληρλεχεηαη ε ζαπεξφλε CesAB. 

Δπηπιένλ, ην ζχκπινθν απηφ δελ αληρλεχεηαη κεηά απφ ήπηα ξήμε ησλ θπηηάξσλ αιιά 

απειεπζεξψλεηαη κφλν κεηά απφ δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ, φπνπ θαηά 

ηελ δηαδηθαζία απηή απειεπζεξψλνληαη θαη πξσηεΐλεο νη νπνίεο βξίζθνληαη θνληά 

ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ. ΢πλεπψο, είλαη έλα ζχκπινθν ην νπνίν δεκηνπξγείηαη 

ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ.  

Σέινο αλαιχζεθε ην θιάζκα πνπ πξνθχπηεη κεηά απφ έληνλε δηάξξεμε ησλ 

θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ θαη απνηειεί ηελ κε δηαιπηή θάζε ε νπνία πεξηέρεη 

ηκήκαηα ησλ κεκβξαλψλ ησλ θπηηάξσλ κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε. ΢ην 

θιάζκα απηφ αληρλεχζεθαλ νη κεηαζέηεο EspA θαη EspB κε ηελ κέζνδν ηεο 

αλνζναπνηχπσζεο (΢ρήκα 20) θάηη πνπ ππνδειψλεη ηελ χπαξμε ηνπο εθεί θαη 

επηβεβαηψλεη φηη ηα παξαπάλσ ζχκπινθα πνπ αληρλεχζεθαλ ζηα δηάθνξα 

ππνθπηηαξηθά θιάζκαηα απνηεινχλ ελδηάκεζα ζηάδηα ηνπ κνλνπνηηνχ έθθξηζεο ησλ 

κεηαζεηψλ απηψλ.  
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΢ρήκα 20:Αλάιπζε ησλ κεγαινκνξηαθψλ ζπκπιφθσλ πνπ δεκηνπξγνχληαη κεηά απφ δηάξξεμε ησλ EPEC ζε 

ζπζρέηηζε κε ηνλ ρξφλν αλάπηπμεο. 

Σα ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγνχληαη δηαρσξίζηεθαλ κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε θαη αληρλεχζεθαλ κε 

αλνζναπνηχπσζε.  Α) Οη πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν απφ ηα EPEC, B,C & D) 

ηα ζχκπινθα πνπ πξνθχπηνπλ κεηά απφ ήπηα δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ θαη πεξηέρνπλ EspA, CesAB θαη EspB 

αληίζηνηρα, E,F &H) ηα ζχκπινθα πνπ πξνθχπηνπλ κεηά απφ έληνλε δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ θαη πεξηέρνπλ 

EspA, CesAB θαη EspB αληίζηνηρα, I & G) αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ EspA θαη EspB ζην ππνθπηηαξηθφ 

θιάζκα ην νπνίν πεξηέρεη ηηο κεκβξάλεο ησλ βαθηεξίσλ.   
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4.2 Απομόνυζη και ανάλςζη ηυν ηεηαπηοηαγών ζςμπλόκυν ηος μεηαθέηη EspA  

Ζ αλάιπζε κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε ηεο παξαπάλσ ελφηεηαο, ππέδεημε ηνλ 

ζρεκαηηζκφ κεγαινκνξηαθψλ ζπκπιφθσλ κε ηελ EspA θαη CesAB (ζχκπινθν p200, 

ζχκπινθν p140). Δπηπιένλ, απνθάιπςε ηνλ ζρεκαηηζκφ κεγαινκνξηαθψλ 

ζπκπιφθσλ κε ηελ EspA θαη άιινπο παξάγνληεο (ζχκπινθν p400) νη νπνίνη είλαη 

άγλσζηνη κέρξη ζηηγκήο. Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ παξαγφλησλ νη νπνίνη 

αιιειεπηδξνχλ  κε ηνλ κεηαζέηε απηφ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο έθθξηζήο ηνπ απφ ην 

T3S, θξίζεθε αλαγθαία ε εγγελήο απνκφλσζε ησλ ζπκπιφθσλ απηψλ θαη ε αλάιπζε 

ηνπο κε θαζκαηνκεηξία κάδαο.  

Γηα ηελ απνκφλσζε ησλ ζπκπιφθσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην ππν-θπηηαξηθφ 

θιάζκα πνπ πξνθχπηεη έπεηηα απφ ερνβνιηζκφ ησλ θπηηάξσλ θαη 

ππεξθπγνθέληξεζε, ρξεζηκνπνηήζεθε ην βαθηεξηαθφ ζηέιερνο EPECΓEspA ην νπνίν 

κεηαζρεκαηίζηεθε κε ην πιαζκίδην pASK-IBA 7plus-HisEspA.΢ην θχηηαξν απηφ 

εθθξάδεηαη ε πξσηεΐλε EspA καδί κε έλαλ εματζηηδηληθφ επίηνπν θαη κπνξεί λα 

απνκνλσζεί ρξεζηκνπνηψληαο ζθαηξίδηα ζεθαξφδεο κε ληθέιην. Σα θχηηαξα απηά 

εθθξάδνπλ ηελ πξσηεΐλε κεηά απφ επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ κε άλπδξε 

ηεηξαθπθιίλε. Αξρηθά, ηα κεηαζρεκαηηζκέλα EPEC ζπγθξίζεθαλ κε απηά ηνπ αγξίνπ 

ηχπνπ κε ζθνπφ λα πξνζδηνξηζηεί ε θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ηνπ επαγσγέα ψζηε ε 

πνζφηεηα πξσηεΐλεο EspA πνπ παξάγεηαη λα είλαη ζηα ίδηα επίπεδα κε απηά ζην 

αγξίνπ ηχπνπ θχηηαξν. Γηα ηνλ ιφγν απηφ θχηηαξα αγξίνπ ηχπνπ αλαπηχρηεθαλ 

παξάιιεια κε κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα EPECΓEspA φπνπ ζηα δεχηεξα 

πξνζζέηακε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηνπ επαγσγέα ηεηξαθπθιίλε. ΢ηε ζπλέρεηα 

ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο αληρλεχηεθε κε ηελ κέζνδν ηεο αλνζναπνηχπσζεο (΢ρήκα 

21).  

 
΢ρήκα 21: ΢ηνηρεηνκεηξηθή αλάιπζε ηεο πνζφηεηαο ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο EspA  

Αλίρλεπζε ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο EspA  κε αλνζναπνηχπσζεζε, ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο απφ ηνλ επαγσγέα ηεηξαθπθιίλε. Ζ ειάρηζηε έθθξαζε πνπ παξαηεξείηαη ζηα 7,5ng/ml 

ζεσξείηαη ε ηδαληθή γηα ηα πεξάκαηα καο.  
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Έπεηηα, αθνχ νξίζηεθε ε ηδαληθή ζπγθέληξσζε ηεο ηεηξαθπθιίλεο ζηα 7,5 ng/ml 

αλαιχζεθαλ ηα ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγνχληαη απφ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα 

EPECΓEspA κεηά απφ ερνβνιηζκφ ησλ θπηηάξσλ, ζε ζχγθξηζε κε ηνπ αγξίνπ ηχπνπ 

EPEC ψζηε λα βεβαησζνχκε φηη αληρλεχνπκε ηα ίδηα ζχκπινθα θαη ζηηο δπν 

πεξηπηψζεηο (΢ρήκα 22) . Σα ζχκπινθα ηα νπνία αληρλεχζεθαλ απφ ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα EPECΓEspA, εκθάληδαλ κηα δηαθνξά σο πξνο ην 

κέγεζνο, ζε ζρέζε κε απηά πνπ δεκηνπξγνχληαλ απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ θχηηαξα. Σα 

ζχκπινθα απφ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα ήηαλ ιίγν πην κεγάια, θάηη πνπ 

εμεγείηαη ίζσο επεηδή ε EspA πνπ εθθξάδεηαη απφ απηά πεξηέρεη ζην ακηλνηειηθφ ηεο 

άθξν ηνλ εματζηηδηληθφ επίηνπν. Ο επίηνπνο απηφο απμάλεη ηελ κάδα ηνπ θάζε κνξίνπ 

EspA θαηά 1kDa, ζπλεπψο αλ ζηα ζχκπινθα απηά ππάξρνπλ πάλσ απφ έλα κφξηα 

EspA, δηθαηνινγείηαη ε δηαθνξά πνπ πξνθχπηεη ζηελ κνξηαθή ηνπο κάδα.  

΢ηε ζπλέρεηα, γηα λα πξνρσξήζνπκε ζηελ αλαγλψξηζε ησλ πξσηετλψλ πνπ 

απαξηίδνπλ απηά ηα ζχκπινθα, ρξεζηκνπνηψληαο θαζκαηνκεηξία κάδαο, ηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα EPECΓEspA αλαπηχρζεθαλ ζε κεγαιχηεξεο θιίκαθαο 

θαιιηέξγεηα, ζπιιέρηεθαλ θαη ην επηζπκεηφ θπηηαξηθφ θιάζκα δηαρσξίζηεθε κεηά 

απφ δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ θαη ππεξθπγνθέληξεζε. Σν ππφ-

θπηηαξηθφ θιάζκα απηφ ρξσκαηνγξαθήζεθε κέζα απφ ζθαηξίδηα ζεθαξφδεο-Ni-NTA 

θαη ρξεζηκνπνηψληαο ζαλ «δφισκα» ηελ His-EspA απνκνλψζεθαλ ηα ζχκπινθα πνπ 

ζρεκαηίδεη θαη θαηά ζπλέπεηα θαη νη ππφινηπνη παξάγνληεο πνπ ηα απαξηίδνπλ. Καηά 

ηε δηαδηθαζία ηελ απνκφλσζεο ησλ ζπκπιφθσλ απηψλ, δελ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

θαζφινπ δηαιχκαηα αιαηηνχ, θαζψο θάηη ηέηνην ζα νδεγνχζε ζην ζπάζηκν ησλ 

ειεθηξνζηαηηθψλ δεζκψλ πνπ πηζαλφλ ζρεκαηίδνπλ νη πξσηεΐλεο κεηαμχ ηνπο γηα ην 

ζρεκαηηζκφ ελφο κεγαινκνξηαθνχ ζπκπιφθνπ.  

Σν θιάζκα πνπ πξνέθπςε κεηά απφ ηελ έθινπζε ηεο ξεηίλεο κε 600mM 

ηκηδαδφιην, αλαιχζεθε κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε θαη νη πξσηετληθέο δψλεο 

ρξσκαηίζηεθαλ κε Coomasie G-250. ΢ηε ζπλέρεηα, απνθφπεθαλ νη πξσηετληθέο απηέο 

δψλεο θαη αλαιχζεθαλ κε ηελ κέζνδν ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο (΢ρήκα 23).  
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΢ρήκα 22: Αλίρλεπζε ησλ ζπκπιφθσλ πνπ πεξηέρνπλ 

His-EspA. 

Αλίρλεπζε ησλ ηεηαηξνηαγψλ ζπκπιφθσλ πνπ 

δεκηνπξγνχληαη θαη πεξηέρνπλ EspA έπεηηα απφ έληνλε 

δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ θαη ρξεζηκνπνηψληαο 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηεηξαθπθιηλεο  
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢ρήκα 23 : ΢χκπινθα ηα νπνία απνκνλψζεθαλ 

ρξεζηκνπνηψληαο ζαλ «δφισκα» ηελ πξσηεΐλε His-

EspA. 

A) ζχκπινθα πνπ έρνπλ απνκνλσζεί θαη έρνπλ 

δηαρσξηζηεί κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε, Β) ζχκπινθα ηα 

νπνία απνθφπεθαλ απφ ην πήθησκα θαη αλαιχζεθαλ κε 

θαζκαηνκεηξία κάδαο. 
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Αθξηβψο ε ίδηα δηαδηθαζία αθνινπζήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε ησλ ηεηαξηνηαγψλ 

ζπκπιφθσλ πνπ δεκηνπξγνχληαη απφ ηελ ζαπεξφλε CesAB, ρξεζηκνπνηψληαο απηή 

ηελ θνξά ζαλ «δφισκα» ηελ ζαπεξφλε ηνπ ζπζηήκαηνο. Αξρηθά, πξνζδηνξίζηεθε ε 

θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ηεηξαθπθιίλεο πνπ πξέπεη λα ρξεζηκνπνηεζεί ψζηε ε 

ζχλζεζε ηεο ζαπεξφλεο απφ βαθηεξηαθά ζηειέρε EPECΓCesAB πνπ έρνπλ 

κεηαζρεκαηηζηεί κε ην πιαζκίδην pASK-IBA 7 plus-HisCesAB λα είλαη ζηα ίδηα 

επίπεδα κε απηήλ ηνπ αγξίνπ ηχπνπ EPEC (΢ρήκα 24). ΢ηε ζπλέρεηα, απνκνλψζεθαλ 

ηα κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα ηνπ δηαιπηνχ ππν-θπηηαξηθνχ θιάζκαηνο πνπ 

πξνθχπηεη κεηά απφ ερνβνιηζκφ ησλ θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηψληαο ζηήιε κε ζθαηξίδηα 

Ni-NTA. Έπεηηα, ην θιάζκα ηεο έθινπζεο πνπ πξνέθπςε αλαιχζεθε κε εγγελή 

ειεθηξνθφξεζε θαη νη πξσηετληθέο δψλεο πνπ εκθαλίζηεθαλ πξνζδηνξίζηεθαλ κε ηελ 

κέζνδν ηεο θακαηνκεηξίαο κάδαο (΢ρήκα 25). ΢θνπφο ηεο πεηξακαηηθήο απηήο 

δηαδηθαζίαο ήηαλ αθελφο ε επαιήζεπζε ησλ απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ 

αλάιπζε ησλ ζπκπιφθσλ πνπ απνκνλψλνληαη ρξεζηκνπνηψληαο ηελ HisEspA θαη 

αθεηέξνπ ν ηπρφλ πξνζδηνξηζκφο επηπξφζζεησλ πξσηετληθψλ κνξίσλ πνπ απαξηίδνπλ 

ηα κεγαινκνξηαθά απηά ζχκπινθα.  
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΢ρήκα 24: ΢ηνηρεηνκεηξηθή αλάιπζε ηεο πνζφηεηαο ηεο έθθξαζεο ηεο CesAB. 

Αλίρλεπζε ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο CesAB  κε αλνζναπνηχπσζεζε, ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο απφ ηνλ επαγσγέα ηεηξαθπθιίλε. Ζ ειάρηζηε έθθξαζε πνπ παξαηεξείηαη ζηα 2,5ng/ml 

ζεσξείηαη ε ηδαληθή γηα ηα πεξάκαηα καο.  
 

 
 

΢ρήκα 25 : ΢χκπινθα ηα νπνία απνκνλψζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ζαλ «δφισκα» ηελ πξσηεΐλε His-CesAB. 

A) ΢χκπινθα ηα νπνία έρνπλ απνκνλσζεί θαη έρνπλ δηαρσξηζηεί κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε, Β) ζχκπινθα 

ηα νπνία απνθφπεθαλ απφ ην πήθησκα θαη αλαιχζεθαλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 5: ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ   

Σν εληεξνπαζνγφλν Escherichia coli (EPEC) είλαη πνιχ ζεκαληηθφ παζνγφλν ηνπ 

εληεξηθνχ επηζειίνπ θαη απνηειεί απεηιή γηα ηελ πγεία θπξίσο ζηηο αλαπηπζζφκελεο 

ρψξεο [48]. Σν θαηά Gram αξλεηηθφ απηφ βαθηήξην, ρξεζηκνπνηεί έλα εμεηδηθεπκέλν 

ζχζηεκα έθθξηζεο ην νπνίν κεηαθέξεη ηηο κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο ηνπ θπηηάξνπ 

θαηεπζείαλ κέζα ζην θχηηαξν-μεληζηή. Σν ζχζηεκα απηφ νλνκάδεηαη ζχζηεκα 

έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ (T3S) θαη δηαδξακαηίδεη θεληξηθφ ξφιν ζηελ παζνγέλεηα πνιιψλ 

θαηά Gram αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ [9]. Οη κνιπζκαηηθέο απηέο πξσηεΐλεο ή ηνμίλεο, 

πνπ εθθξίλνληαη δηακέζνπ ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, κηκνχληαη 

επθαξπσηηθνχο παξάγνληεο ψζηε λα εθκεηαιιεχνληαη δσηηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ 

θπηηάξνπ-μεληζηή πξνο φθεινο ηνπ παζνγφλνπ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο κφιπλζεο. Οη 

ηνμίλεο απηέο επεξεάδνπλ ηφζν ζεκαληηθά κνλνπάηηα, φπσο απηφ ηεο κεηαγσγήο 

ζήκαηνο θαη ηεο αλνζναπφθξηζεο, φζν θαη επθαξπσηηθά νξγαλίδηα, φπσο ηα 

κηηνρφλδξηα ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή [1].  Πξφζθαηεο κειέηεο έρνπλ ζπκβάιεη αξθεηά 

ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ ηνπ EPEC θαη ζηνλ ηξφπν πνπ 

απηέο κεηαθέξνληαη ζην επθαξπσηηθφ θχηηαξν, παξφια απηά κηα ζπγθεληξσηηθή 

κειέηε γηα ηνπο παξάγνληεο απηνχο δελ ππάξρεη. Δπηπιένλ, ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν νη 

πξσηεΐλεο κεηαθέξνληαη θαη εθθξίλνληαη κέζα απφ ην T3S παξακέλεη αηληγκαηηθφο.   

΢θνπφο ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο ήηαλ απφ ηε κηα ν ζπγθεληξσηηθφο πξνζδηνξηζκφο 

ησλ κνιπζκαηηθψλ παξαγφλησλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ην T3S, θαη απφ ηελ άιιε ε 

κειέηε ηνπ κεραληζκνχ έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ην ζχζηεκα απηφ. Αξρηθά 

ρξεζηκνπνηψληαο ζαλ νξγαληζκφ-κνληέιν ην EPEC, πξνζπαζήζακε λα εληνπίζνπκε 

φιεο εθείλεο ηηο πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη απφ ην βαθηήξην απηφ θαη λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηνπο παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε θαη ηελ ηεξαξρία ηεο 

έθθξηζεο ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ. ΢ηε ζπλέρεηα, ρξεζηκνπνηψληαο ζα κνληέιν 

ηνπο κεηαζέηεο ηνπ ζπζηήκαηνο EspA θαη EspB θαη ηελ ζαπεξφλε ηνπο CesAB, 

πξνζπαζήζακε λα αλαιχζνπκε ηνλ κνξηαθφ κεραληζκφ ηεο έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ 

απφ ην T3S, κειεηψληαο ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ κεηαζεηψλ ηφζν κε ηελ ζαπεξφλε, 

φζν θαη κε κεηαιιάγκαηα απηήο. Σέινο, πξνζπαζήζακε λα δηαζαθελίζνπκε ην 

κνλνπάηη έθθξηζεο ηεο πξσηεΐλεο EspA  θαη λα πξνζδηνξίζνπκε άιινπο πηζαλνχο 

παξάγνληεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε απηφ.   

Αλαιπηηθφηεξα, ζην θεθάιαην 3 ηεο εξγαζίαο απηήο, πεξηγξάθεηαη ν ηξφπνο κε 

ηνλ νπνίν έγηλε κηα πξνζπάζεηα λα θαηαγξαθζνχλ φιεο νη πξσηεΐλεο εθείλεο πνπ 
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εθθξίλνληαη απφ ην εληεξνπαζνγφλν E. coli. Αξρηθά, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν 

ηεο κνλνδηάζηαηεο θαη έπεηηα ηελ κέζνδν ηεο δηζδηάζηαηεο ειεθηξνθφξεζεο 

αλαιχζεθαλ δείγκαηα απφ πξσηεΐλεο νη νπνίεο είραλ εθθξηζεί ηφζν απφ θχηηαξα 

EPEC αγξίνπ ηχπνπ φζν θαη απφ γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα απηψλ. Ζ 

ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα EPEC ζηειέρε έγηλε 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν θαζκαηνκεηξίαο κάδαο. Μεηά απφ επεμεξγαζία ησλ 

απνηειεζκάησλ κε εηδηθά ινγηζκηθά, θαηαιήμακε ζε έλα πίλαθα φπνπ πάλσ απφ ην 

81% ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξίλεηαη είρε ηαπηνπνηεζεί. ΢πγθεθξηκέλα, θαηαθέξακε λα 

αλαγλσξίζνπκε 28 απφ ηηο 34 πξσηεΐλεο πνπ πηζηεχεηαη φηη εθθξίλνληαη απφ ηα 

θχηηαξα EPEC θαη παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ παζνγνληθφηεηα ηνπ βαθηεξίνπ 

απηνχ. Βέβαηα φιεο νη πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη δελ αλαγλσξίζηεθαλ κε ηελ 

κέζνδν απηή.. Δλδερνκέλσο, απηφ λα νθείιεηαη ζην φηη θάπνηεο πξσηεΐλεο 

εθθξίλνληαη απφ ηα θχηηαξα αξγφηεξα ή λσξίηεξα απφ ηελ δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή 

θαηά ηελ νπνία ζπιιέρηεθαλ ηα δείγκαηα. Δπηπιένλ, ελδερνκέλσο, θάπνηεο πξσηεΐλεο 

ηνπ θπηηάξνπ λα εθθξίλνληαη ζε κηθξφηεξε πνζφηεηα ε νπνία λα κελ είλαη 

αληρλεχζηκε κε ηηο κεζφδνπο πνπ ρξεζηκνπνηήζακε. 

΢ηε ζπλέρεηα, ζε κηα πξνζπάζεηα λα πξνζεγγίζνπκε παξάγνληεο νη νπνίνη 

επεξεάδνπλ ηελ ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ, 

πξαγκαηνπνηήζακε πεηξάκαηα ζπγθξηηηθήο πξσηεσκηθήο (comparative proteomics). 

΢ε απηά ηα πεηξάκαηα κειεηήζακε ηαπηφρξνλα ηηο πξσηεΐλεο νη νπνίεο εθθξίλνληαη 

απφ ην αγξίνπ ηχπνπ EPEC θαη απηέο πνπ εθθξίλνληαη απφ ην γελεηηθά 

ηξνπνπνηεκέλν παξάγσγν EPECΓSepD, ζην νπνίν ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

πξσηεΐλε SepD έρεη δηαγξαθεί πιήξσο απφ ην βαθηεξηαθφ ρξσκφζσκα. Σν 

κεηάιιαγκα απηφ επηιέρζεθε δηφηη ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε ζεσξείηαη πνιχ 

ζεκαληηθή γηα ηελ έθθξηζε ηφζν ησλ κεηαζέησλ φζν θαη ησλ ηνμηλψλ απφ ην T3S. 

Αλαιπηηθφηεξα, αλήθεη ζε κηα νκάδα πξσηετλψλ νη νπνίεο θσδηθνπνηνχληαη απφ ην 

γελεηηθφ ηφπν LEE έρεη δεηρζεί ή ππνλνεζεί ζηελ βηβιηνγξαθία φηη απνηεινχλ κέξνο 

ηνπ T3S θαη νλνκάδνληαη πξσηεΐλεο Sep (Secretion switching protein) . Ζ πξσηεΐλε 

SepD έρεη αλαθεξζεί φηη είλαη βαζηθφ ζηνηρείν ηνπ ζπζηήκαηνο θαη ζπγθεθξηκέλα 

είλαη αλαγθαία γηα ηελ έθθξηζε ηφζν ησλ κεηαζεηψλ φζν θαη ησλ κνιπζκαηηθψλ 

ζηνηρείσλ ησλ EPEC [1]. Ζ πξσηεΐλε SepD βξίζθεηαη ζηελ θπηαξνπιαζκαηηθή 

πιεπξά ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ βαθηεξίνπ θαη ζεσξείηαη ππεχζπλε γηα ηελ 

ξχζκηζε ηεο έθθξηζεο ησλ πξσηετλψλ απφ ην T3S. Πηζηεχεηαη φηη ειέγρεη ηελ έμνδν 

ησλ κεηαζεηψλ απφ ηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ, δεδνκέλνπ φηη απνπζία ηεο 
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πξσηεΐλεο SepD , νη κεηαζέηεο ηνπ ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ, EspA, EspB θαη EspD δελ 

εθθξίλνληαη [71]. ΢πλεπψο, ζεσξείηαη έλαο απφ ηνπο βαζηθνχο παξάγνληεο πνπ 

επεξεάδνπλ ηελ ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο απφ ην ζχζηεκα απηφ. Σα πξσηετληθά 

δείγκαηα πνπ πξνέθπςαλ αλαιχζεθαλ κε ηελ κέζνδν ηεο δηζδηάζηαηεο 

ειεθηξνθφξεζεο θαη ζπγθξίζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο θαηάιιειν ινγηζκηθφ σο πξνο 

ηελ έθθξηζε ή φρη θάπνησλ πξσηετλψλ θαη σο πξνο ηελ πνζφηεηα έθθξηζεο απηψλ ζε 

κηα δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή. ΢ηελ ζπλέρεηα, νη πξσηεΐλεο ηαπηνπνηήζεθαλ 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο. Όπσο ήηαλ αλακελφκελν, 

πνιιέο ήηαλ νη δηαθνξέο αλάκεζα ζηα δπν δηαθνξεηηθά βαθηεξηαθά ζηειέρε. 

Καηαξρήλ, ππήξραλ δηάθνξνη κνιπζκαηηθνί παξάγνληεο νη νπνίνη ζηα αγξίνπ ηχπνπ 

θχηηαξα δελ είραλ εθθξηζεί ή είραλ εθθξηζεί ζε κηθξή πνζφηεηα ζηε δεδνκέλε 

ρξνληθή ζηηγκή (φπσο ν παξάγνληαο Tir θαη ε ηνμίλε FliC). Δπηπιένλ, ππήξραλ 

κεηαζέηεο νη νπνίνη είραλ εθθξηζεί ζε κεγάιε πνζφηεηα ζηα αγξίνπ ηχπνπ θχηηαξα 

ηελ δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή (φπσο ε πξσηεΐλεο EspA θαη EspB). Αληίζεηα, ζην 

EPECΓSepD ζηέιερνο, αληρλεχζεθαλ κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο πνπ είραλ εθθξηζεί ζε 

αξθεηά κεγαιχηεξε πνζφηεηα (ε πξσηεΐλε Tir εκθαλίδεηαη πεξίπνπ πέληε θνξέο 

πεξηζζφηεξε ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ, θαη ε FliC πεξίπνπ δέθα). Δπηπξνζζέησο, 

αληρλεχζεθαλ ηνμίλεο νη νπνίεο είραλ εθθξηζεί απνθιεηζηηθά θαη κφλν ζην 

κεηαιιαγκέλν βαθηεξηαθφ ζηέιερνο ηελ δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή (φπσο ν 

παξάγνληαο NleA). Δπηπιένλ, νη κεηαζέηεο δελ είραλ εθθξηζεί θαζφινπ είηε ππήξραλ 

ζε απεηξνειάρηζηε πνζφηεηα, ε νπνία φκσο δελ ήηαλ αληρλεχζηκε κε ηηο κεζφδνπο 

αλάιπζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζακε.  

Απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, νδεγνχκαζηε ζην ζπκπέξαζκα φηη θαηά ηελ 

δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο πξψηα εθθξίλνληαη νη κεηαζέηεο ηνπ T3S, EspA, EspB θαη 

EspD, ψζηε λα ζρεκαηηζηεί ην ζπξξίγγην. Παξάιιεια, εθθξίλνληαη νη κνιπζκαηηθνί 

παξάγνληεο κέζσ απηνχ ζην θχηηαξν μεληζηή, φπσο ε πξσηεΐλε Tir, ψζηε λα 

δεκηνπξγεζεί ε πξσηαξρηθή πξνζθφιιεζε κε ηνλ μεληζηή, θαη ηέινο, εθθξίλνληαη νη 

ηνμίλεο. Ζ δηαδηθαζία απηή εμαξηάηαη απφιπηα απφ ηελ πξσηεΐλε SepD, δεδνκέλνπ 

φηη απνπζία ηεο νπνίαο ε ηεξαξρία ηεο έθθξηζεο δελ πθίζηαηαη. Δλδερνκέλσο, ε 

πξσηεΐλε SepD λα αιιειεπηδξά κε ηνπο κνιπζκαηηθνχο παξάγνληεο απνηξέπνληαο 

ηελ πξφσξε έθθξηζή ηνπο απφ ην θχηηαξν, θαη ζηελ ζπλέρεηα ε δξάζε ηεο λα 

αλαζηέιιεηαη απφ κηα άιιε πξσηεΐλε ηνπ ζπζηήκαηνο. ΢πλεπψο, απφ ηα παξαπάλσ 

δεδνκέλα, κπνξνχκε λα ηζρπξηζηνχκε φηη ε έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ κέζσ ηνπ T3S, 

δελ είλαη κηα απζαίξεηε  δηαδηθαζία, αιιά ππφθεηηαη ζε απζηεξή ξχζκηζε. Ζ έθθξηζε 
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ησλ πξσηετλψλ ξπζκίδεηαη ζε δηάθνξα ζηάδηα θαη απφ πνιινχο παξάγνληεο φπσο ηηο 

ζαπεξφλεο ηνπ ζπζηήκαηνο ζην θπηηαξφπιαζκα ηνπ βαθηεξίνπ θαη απφ ξπζκηζηηθέο 

πξσηεΐλεο θνληά ζηελ κεκβξάλε. Παξφια απηά, ν κνξηαθφο κεραληζκφο ηνπ πψο 

επηηειείηαη ε ξχζκηζε ζηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ παξακέλεη άγλσζηνο. Γηα ηνλ 

ιφγν απηφ, πεξηζζφηεξα πεηξάκαηα ρξεηάδνληαη ψζηε λα νινθιεξσζεί ε κειέηε ηνπ 

ξφινπ πνπ δηαδξακαηίδεη ε πξσηεΐλε SepD ζηελ δηαδηθαζία ηεο έθθξηζεο ησλ 

πξσηετλψλ. Δπίζεο, πεξηζζφηεξα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα βαθηεξηαθά ζηειέρε EPEC 

πξέπεη λα αλαιπζνχλ ψζηε λα έρνπκε κηα πην εκπεξηζηαησκέλε εηθφλα γηα ηνπο 

παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηελ έθθξηζε ησλ κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ. Καη ηέινο, λα 

κειεηεζνχλ δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο ηεο αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ ψζηε λα 

αλαγλσξηζηνχλ θαη λα ηαπηνπνηεζνχλ θαη άιιεο ηπρφλ πξσηεΐλεο νη νπνίεο 

εθθξίλνληαη απφ ην ζχζηεκα έθθξηζεο ηχπνπ ΗΗΗ. 

΢ηελ ζπλέρεηα απηήο ηεο εξγαζίαο, πξνζπαζήζακε λα δηαζαθελίζνπκε ηνλ 

κνξηαθφ κεραληζκφ κε ηνλ νπνίν νη πξσηεΐλεο εθθξίλνληαη απφ ην T3S θαη λα 

δηεξεπλήζνπκε ην κνλνπάηη πνπ αθνινπζείηαη θαηά ηελ κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ 

απφ ην θπηηαξφπιαζκα ζηνλ εμσθπηηαξηθφ ρψξν.  

Αξρηθά, ρξεζηκνπνηψληαο ζα κνληέιν ηνπο κεηαζέηεο EspA θαη EspB θαη ηε 

ζαπεξφλε ηνπο CesAB, πξνζδηνξίζακε ηηο βέιηηζηεο ζπλζήθεο γηα ηελ έθθξηζε απηψλ 

ησλ πξσηετλψλ (ηηκή pH, ζεξκνθξαζία θαη ζξεπηηθφ κέζν). ΢ηελ ζπλέρεηα, 

κειεηήζακε πσο επεξεάδεηαη ε έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ απφ δηάθνξεο 

ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ζηελ ζαπεξφλε, ζε κηα πξνζπάζεηα λα θαηαλνήζνπκε πσο νη 

κεηαζέηεο EspA θαη EspB αιιειεπηδξνχλ κε ηελ ζαπεξφλε ηνπο, CesAB. Γηα ην 

ζθνπφ απηφ, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ηφζν ζε in vitro ζπλζήθεο (θαιιηέξγεηα 

βαθηεξίσλ ζε θιάζθα κε ζξεπηηθφ πιηθφ), φζν θαη ex vivo (επηκφιπλζε κε βαθηεξία  

θπηηαξηθέο ζεηξέο  HeLa). Οη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο πνπ δεκηνπξγήζεθαλ ζηελ 

ζαπεξφλε CesAB ζρεδηάζηεθαλ ζε ακηλνμηθέο πεξηνρέο ηνπ κνξίνπ νη νπνίεο 

θαίλεηαη λα ζπκβάιινπλ ζηελ αιιειεπίδξαζε απηήο κε ηα ππνζηξψκαηά ηεο. Οη 

πεξηνρέο απηέο ελδερνκέλσο  λα παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν κε βάζε ηελ δνκή ηεο 

CesAB ε νπνία έρεη πξνζδηνξηζηεί ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν ππξεληθνχ 

καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ (NMR), πεηξάκαηα πνπ έιαβαλ ρψξα ζην εξγαζηήξην ηνπ 

Dr Υ. Καινδήκνπ.  

Απφ ηα in vitro πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ δηαθαίλεηαη ν ζεκαληηθφο 

ξφινο ηνπ γινπηακηληθνχ νμένο ζηελ ζέζε 20 ηεο ζαπεξφλεο CesAB. ΢πγθεθξηκέλα, 

φηαλ ην γινπηακηληθφ νμχ ζηελ ζέζε 20 ηεο ζαπεξφλεο αληηθαηαζηάζεθε κε ην 
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ακηλνμχ ιεπθίλε, ηφηε ν κεηαζέηεο EspA δελ κπνξνχζε λα εθθξηζεί απνηειεζκαηηθά, 

παξφιν πνπ ε EspB αληρλεπφηαλ ζε θπζηνινγηθά επίπεδα. ΢πγθεθξηκέλα, ε έθθξηζε 

ηνπ πξψηνπ μεθηλνχζε πνιχ αξγφηεξα ρξνληθά ζε ζρέζε κε ην αγξίνπ ηχπνπ θαη ζε 

ιηγφηεξε πνζφηεηα.  

Όια ηα παξαπάλσ γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα παξάγσγα ηεο CesAB, θαζψο θαη 

θάπνηα επηπιένλ πνπ είρε δεηρζεί απφ πξνεγνχκελε δνπιεία ηνπ εξγαζηεξίνπ φηη 

παίδνπλ ξφιν ζηελ έθθξηζε ηεο EspA, ειέρζεζαλ σο πξνο ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα 

πξνζβάιινπλ επθαξπσηηθά θχηηαξα θαη λα πξνθαινχλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή Α/Δ 

θάθσζε. ΢πγθεθξηκέλα, φηαλ επθαξπσηηθέο ζεηξέο επηκνιχλζεθαλ κε θχηηαξα ηα 

νπνία είηε δελ έθεξαλ ην γνλίδην ηεο CesAB, είηε έθεξαλ ην κεηάιιαγκα CesABΓC, 

απφ ην νπνίν έρεη απνθνπεί ε θαξβνμπηειηθφ ηκήκα ηνπ κνξίνπ, δελ παξαηεξήζεθε 

έθθξηζε ηεο EspA θαη θαηά ζπλέπεηα νχηε πξφθιεζε ηεο Α/Δ θάθσζεο. ΢ηελ 

ζπλέρεηα, φηαλ επθαξπσηηθέο ζεηξέο επηκνιχλζεθαλ κε θχηηαξα ηα νπνία έθεξαλ είηε 

ην κεηάιιαγκα CesAB(E20L), είηε ην κεηάιιαγκα CesAB(E20L/E30L), είηε ηέινο ην 

κεηάιιαγκα CesAB(D14L/R18L/E20L), παξαηεξήζεθε ειάρηζηε έθθξηζε ηεο EspA 

αιιά φρη ν ζρεκαηηζκφο ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ δνκψλ ηεο αθηίλεο θαη θαηά ζπλέπεηα 

ε πξφθιεζε ηεο Α/Δ θάθσζεο. Σα ex vivo πεηξάκαηα ζε επθαξπσηηθέο ζεηξέο HeLa 

πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ, νπζηαζηηθά επαιήζεπζαλ ηα in vitro απνηειέζκαηα θαη ην 

πφζν ζεκαληηθφ ξφιν παίδεη ε ζαπεξφλε CesAB, ην γινπηακηληθφ νμχ ζηελ ζέζε 20 

θαζψο θαη ην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο ζαπεξφλεο γηα ηελ θπζηνινγηθή έθθξηζε ηνπ 

κεηαζέηε EspA. Με ηα κέρξη ηψξα δεδνκέλα, κπνξνχκε λα ηζρπξηζηνχκε φηη ε 

CesAB αιιειεπηδξά κε ηελ EspA δεκηνπξγψληαο ειεθηξνζηαηηθνχο δεζκνχο θαη ηελ 

θαζηζηά ηθαλή λα εθθξηζεί απφ ην θχηηαξν. Παξφια απηά, πεξηζζφηεξα πεηξάκαηα 

ρξεηάδνληαη ηφζν in vitro φζν θαη ex vivo ψζηε λα πξνζδηνξηζηεί ελδειερψο ν ηξφπνο 

κε ηνλ νπνίν ε ζαπεξφλε αιιειεπηδξά κε ην ππφζηξσκά ηεο, θαη πνηα δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ αιιειεπίδξαζε απηή. Αληίζεηα, ε EspB 

ελδερνκέλσο λα αιιειεπηδξά πην αζζεληθά κε ηελ CesAB, δηφηη αθελφο απνπζία ηεο 

ζαπεξφλεο δελ παξαηεξείηε θαζφινπ έθθξηζε ηνπ κεηαζέηε EspB, αθεηέξνπ ε 

έθθξηζε απηνχ δελ επεξεάδεηαη απφ ηα δηάθνξα κεηαιιάγκαηα ηεο CesAB πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ. ΢πλεπψο, απφ ηα παξαπάλσ, νδεγνχκαζηε ζην ζπκπέξαζκα, φηη 

γηα ηελ έθθξηζε ησλ πξσηετλψλ κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ ε παξνπζία ησλ 

ζαπεξνλψλ είλαη θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο θαη επηπιένλ πεξηζζφηεξεο απφ κηα 

ζαπεξφλεο κπνξεί λα αιιειεπηδξνχλ κε ηηο πξσηεΐλεο νη νπνίεο πξέπεη λα εθθξηζνχλ. 

Σν γεγνλφο απηφ ππνδεηθλχεη άιιν έλα ζεκείν ζην νπνίν ν κεραληζκφο έθθξηζεο ηνπ 
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ζπζηήκαηνο ηχπνπ ΗΗΗ ξπζκίδεηαη θαη κάιηζηα απζηεξά, θαη δελ ρξεζηκνπνηείηαη γηα 

ηελ απζαίξεηε έθθξηζε κνιπζκαηηθψλ πξσηετλψλ.   

΢ηελ ηξίηε ελφηεηα ηεο εξγαζίαο απηήο, πξνζπαζήζακε λα πξνζδηνξίζνπκε ην 

κνλνπάηη πνπ αθνινπζνχλ νη κεηαζέηεο EspA θαη EspB θαηά ηελ κεηαθνξά ηνπο απφ 

ηνλ ελδνθπηηάξην ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν θαζψο θαη ηπρφλ παξάγνληεο κε ηνπο 

νπνίνπο αιιειεπηδξνχλ θαηά ηελ κεηαθνξά απηή. Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ, 

πξνζπαζήζακε λα αληρλεχζνπκε ηπρφλ ππεξ-κνξηαθά ζχκπινθα πνπ ζρεκαηίδνπλ νη 

δπν κεηαζέηεο αλαιχνληαο ηα ππν-θπηηαξηθά θιάζκαηα πνπ δεκηνπξγνχληαη θαηά ηελ 

έληνλε ή ήπηα δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ EPEC κε εγγελή ειεθηξνθφξεζε.  

Καηά ηελ αλάιπζε ηνπ ππνθπηηαξηθνχ θιάζκαηνο πνπ πξνθχπηεη έπεηηα απφ ήπηα 

ιχζε ησλ θπηηάξσλ, παξαηεξείηαη ε απειεπζέξσζε ελφο κεγαινκνξηαθνχ 

ζπκπιφθνπ κνξηαθήο κάδαο πεξίπνπ 230 kDa ην νπνίν πεξηέρεη ην κεηαζέηε EspB 

(p230) φρη φκσο θαη ηελ ζαπεξφλε CesAB. Σν δεδνκέλν απηφ, ζε ζπλδπαζκφ κε ηα 

παξαπάλσ, ππνδειψλεη φηη ε CesAB αιιειεπηδξά πνιχ λσξίο θαηά ηελ δηαδηθαζία 

ηεο έθθξηζεο κε ηελ EspB θαη ηελ κεηαθέξεη ζε θάπνην άιιν παξάγνληα ν νπνίνο ζα 

ηελ νδεγήζεη έμσ απφ ην θχηηαξν. Ο παξάγνληαο απηφο ελδερνκέλσο είλαη είηε 

θάπνηα άιιε ζαπεξφλε ηνπ ζπζηήκαηνο, άγλσζηε κέρξη ζήκεξα, είηε θάπνηα 

ξπζκηζηηθή πξσηεΐλε, ε νπνία λα παίδεη θαη ην ξφιν ηεο ζαπεξφλεο γηα ηνλ κεηαζέηε 

EspB. ΢εκαληηθή ππνζηήξημε ηεο ππφζεζεο απηήο , είλαη ην γεγνλφο φηη απνπζία ηνπ 

ξπζκηζηηθνχ παξάγνληα SepD ε πξσηεΐλε EspB δελ εθθξίλεηαη απφ ηα EPEC. 

Παξφια απηά, δελ ππάξρνπλ δεδνκέλα κέρξη ζηηγκήο πνπ λα απνδεηθλχνπλ ηνλ άκεζν 

ξφιν ηεο SepD ζαλ ζαπεξφλε, αιιά νχηε θαη ηελ χπαξμε ηεο ζηα κεγαινκνξηαθά 

ζχκπινθα πνπ δεκηνπξγεί ν κεηαζέηεο EspB θαηά ηελ έθθξηζή ηνπ.     

Δπηπιένλ, ζην ίδην ππν-θπηηαξηθφ θιάζκα, πνπ πξνθχπηεη έπεηηα απφ ήπηα 

δηάξξεμε ησλ EPEC, εκθαλίδνληαη δπν κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα κνξηαθνχ βάξνπο 

πεξίπνπ 200 θαη 140 kDa, ηα νπνία πεξηέρνπλ ηφζν ηνλ κεηαζέηε EspA φζν θαη ηελ 

ζαπεξφλε ηνπ CesAB (p140 θαη p200 αληίζηνηρα). Σα ίδηα κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα 

αληρλεχνληαη θαη θαηά ηελ αλάιπζε ηνπ δηαιπηνχ ππνθπηηαξηθνχ θιάζκαηνο πνπ 

πξνθχπηεη απφ ηελ δηάξξεμε ησλ θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ. ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε 

φκσο, αληρλεχεηαη έλα επηπιένλ κεγαινκνξηαθφ ζχκπινθν κνξηαθήο κάδαο πεξίπνπ 

400 kDa, ην νπνίν απαξηίδεηαη απφ ηνλ κεηαζέηε EspA αιιά φρη απφ ηελ ζαπεξφλε 

ηνπ (p400). Σα ζχκπινθα p140, p200 θαη p400, ρξήδνπλ πξνζνρήο δηφηη πηζαλφλ 

απνηεινχλ ηεηαξηνηαγείο δνκέο πνπ δεκηνπξγνχληαη θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο έθθξηζεο 

ηνπ κεηαζέηε EspA θαη απαξηίδνληαη απφ παξάγνληεο νη νπνίνη ζπκβάιινπλ ζηελ 
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έθθξηζε απηνχ. ΢πγθεθξηκέλα, ην ζχκπινθν p200 εθηφο απφ ηελ CesAB θαη ηελ 

EspA πνπ πεξηέρεη ζίγνπξα, πξέπεη λα απνηειείηαη θαη απφ θάπνηνλ ηξίην παξάγνληα, 

δηφηη ζχκθσλα κε ηελ ζηνηρεηνκεηξία ησλ πξσηετλψλ (αλαινγία 1:1) (Balabanidou et 

al, unpublished data) θαη ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο δελ ζα έπξεπε λα αληρλεχνληαη ζε 

απηφ ην χςνο ζην πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο. Δπηπιένλ, φζνλ αθνξά ην ζχκπινθν 

p400, ην νπνίν πεξηέρεη ζίγνπξα ηελ EspA, πηζαλφλ λα απνηειεί έλα κεγαινκνξηαθφ 

πξσηετληθφ ελδηάκεζν ζχκπινθν πνπ δεκηνπξγείηαη θαηά ηελ δηαδηθαζία ηεο 

έθθξηζεο ηνπ κεηαζέηε, θνληά ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ θαη αθνχ απηφο 

κεηαθεξζεί ζε θάπνηνλ άιιν παξάγνληα απφ ηελ ζαπεξφλε CesAB. Απηά 

ζπκπεξαίλνληαη αλ ιάβνπκε ππ’ φςηλ φηη ζην ζχκπινθν απηφ δελ αληρλεχεηαη ε 

ζαπεξφλε CesAB θαη φηη απειεπζεξψλεηαη κφλν κεηά απφ έληνλε δηάξξεμε ησλ 

θπηηάξσλ, θαηά ηελ νπνία κπνξνχλ λα απνθνιιεζνχλ θαη κεκβξαληθά ζχκπινθα. Με 

ζθνπφ ηνλ πξνζδηνξηζκνχ ησλ πξσηετλψλ νη νπνίεο απαξηίδνπλ ηα παξαπάλσ 

κεγαινκνξηαθά ζχκπινθα κε ηελ κέζνδν θαζκαηνκεηξία κάδαο, απνκνλψζεθαλ ηα 

ζχκπινθα απηά ρξεζηκνπνηψληαο εγγελήο ζπλζήθεο απνκφλσζεο απφ θνιψλα 

ληθειίνπ έρνληαο ζαλ «δφισκα» ηηο πξσηεΐλεο EspA θαη CesAB. Ζ αλάιπζε απηή 

μεθίλεζε θαηά ην ηέινο απηήο ηεο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο, κε απνηέιεζκα ηα 

δεδνκέλα πνπ ππάξρνπλ λα είλαη πνιχ πξψηκα. Μέρξη ζηηγκήο έρνπκε επαιεζεχζεη 

ηελ χπαξμε ησλ πξσηετλψλ EspA θαη CesAB ζηα ζχκπινθα p140 θαη p200, θάηη πνπ 

επηβεβαηψλεη φηη ηα ζχκπινθα απηά απνηεινχλ ελδηάκεζα ζχκπινθα ηνπ κνλνπαηηνχ 

έθθξηζεο ηεο EspA, ζην νπνίν έρεη δσηηθήο ζεκαζίαο ξφιν ε ζαπεξφλε ηεο, CesAB.  

΢πλεπψο, ην γεγνλφο φηη ηα ζχκπινθα απηά δεκηνπξγνχληαη θαη αληρλεχνληαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ, νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα φηη ην θχηηαξν εθθξάδεη ηηο 

κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο πνπ εθθξίλνληαη απφ ην T3S, θαη ηηο δηαηεξεί ηθαλέο λα 

εθθξηζνχλ, φηαλ απηφ θξηζεί απαξαίηεην, ρξεζηκνπνηψληαο ηηο εμεηδηθεπκέλεο 

ζαπεξφλεο ηνπ ζπζηήκαηνο. ΢πγθεθξηκέλα, νη ζαπεξφλεο απηέο, αιιειεπηδξνχλ κε ηηο 

κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο ζην θπηηαξφπιαζκα δηαηεξψληαο ηηο πξσηεΐλεο ζε κηα  

κεξηθψο απνδηαηαγκέλε θαηάζηαζε, δεκηνπξγψληαο ειεθηξνζηαηηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο θαη νδεγψληαο έηζη ζην ζρεκαηηζκφ κεγαινκνξηαθψλ ζπκπιφθσλ.  

΢ηελ ζπλέρεηα, νη κνιπζκαηηθέο πξσηεΐλεο  κεηαθέξνληαη απφ ην θπηηαξφπιαζκα 

ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ κε ηηο ζαπεξφλεο ηνπο. ΢ην ζεκείν απηφ ελδερνκέλσο,  

λα αιιειεπηδξνχλ κε άιινπο παξάγνληεο νη νπνίνη ηειηθά ζα ηηο νδεγήζνπλ έμσ απφ 

ην θχηηαξν. Παξφιν φκσο, πνπ ε ζεσξία  απηή κπνξεί λα εξκελεπηεί κεξηθψο απφ ηα 

κέρξη ζηηγκήο δεδνκέλα πνπ ππάξρνπλ απφ ηνλ ηξφπν πνπ αιιειεπηδξά ε ζαπεξφλε 
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CesAB κε ηα ππνζηξψκαηά ηεο, EspA θαη EspB, δελ έρεη αθφκα απνδεηρζεί ζαλ 

γεληθφο κεραληζκφο έθθξηζεο απφ ην ζχζηεκα ηχπνπ ΗΗΗ θαη πνιιά πεηξάκαηα πξέπεη 

λα γίλνπλ αθφκα κέρξη λα πηζηνπνηεζεί.   
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 6.ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

6.1 Σεσνικέρ Μοπιακήρ Βιολογίαρ 

6.1.1 Απομόνυζη πλαζμιδιακού DNA. 

 Υξεζηκνπνηήζεθε ην πξσηφθνιιν Plasmid DNA purification ηεο 

MACHEREY-NAGEL. Σν πξσηφθνιιν απηφ θάλεη ρξήζε ξεηηλψλ αληνληηθήο 

αληαιιαγήο νη νπνίεο δεζκεχνπλ ην DNA ζηηο θαηάιιειεο ηνληηθέο ζπγθεληξψζεηο 

θαη ζε θαηάιιειν pH.Σν RNA, νη πξσηεΐλεο θαη νη δηάθνξεο πξνζκίμεηο ρακεινχ 

κνξηαθνχ βάξνπο απνκαθξχλνληαη κε πιχζεηο θαη ην πιαζκηδηαθφ DNA εθινχεηαη κε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πςειήο ηνληηθήο ζπγθέληξσζεο. 

 

6.1.2 Μεηαζσημαηιζμόρ επιδεκηικών βακηηπιών με πλαζμιδιακό DNA. 

 Δπηδεθηηθά θχηηαξα απφ ηνπο -80
ν
C ηνπνζεηνχληαη γηα 10 min ζηνλ πάγν 

κέρξη ηα θχηηαξα λα μεπαγψζνπλ. 2-10 ng πιαζκηδηαθνχ DNA πξνζηίζεηαη ζε 100κL 

επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ θαη αθήλνληαη γηα 30 ιεπηά ζηνλ πάγν. ΢ηε ζπλέρεηα ηα 

θχηηαξα ππνβάιινληαη ζε ζεξκηθφ ζνθ ζηνπο 42
 ν

C γηα 45 sec θαη ακέζσο κεηά 

ηνπνζεηνχληαη ζηνλ πάγν γηα 2 min. Αθνινπζεί πξνζζήθε 900κL πγξνχ ζξεπηηθνχ 

LB θαη επψαζε ησλ θπηηάξσλ γηα 60 min ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία ππφ 

αλάδεπζε. Σέινο κέξνο ή νιφθιεξε ε αληίδξαζε απιψλεηαη ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθφ 

πιηθφ LB θαη θαηάιιειν αληηβηνηηθφ θαη επσάδεηαη ζε θαηάιιειε ζεξκνθξαζία γηα 

15 h.        

6.1.3 Παπαζκεςή επιδεκηικών βακηηπιακών κςηηάπυν. 

 Με κία κνλαδηθή απνηθία εκβνιηάδνληαη 50 ml Psi broth (ζξεπηηθφ κέζν) θαη 

ηα θχηηαξα επσάδνληαη νινλχρηηα ζηνπο 30
 ν

C. Με αξαίσζε 1:100, εκβνιηάδνπκε 

100 ml Psi broth θαη επσάδνπκε ζηνπο 37
 ν

C έσο φηνπ ε νπηηθή ππθλφηεηα γίλεη ίζε 

κε 0.45-0.5 ζηα 550 nm. ΢ηε ζπλέρεηα νη θαιιηέξγεηεο ηνπνζεηνχληαη ζηνλ πάγν γηα 

15 min θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 5 min ζηα 5000 g ζηνπο 4
 ν

C κε 

απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. Πξνζηίζεληαη 40 ml παγσκέλνπ δηαιχκαηνο TFBI 

ζην θαζίδεκα ησλ θπηηάξσλ, αθνινπζεί ειαθξηά επαλαδηαιπηνπνίεζε θαη ην δηάιπκα 

αθήλεηαη ζηνλ πάγν γηα 15 min. Σα θχηηαξα ζπιιέγνληαη κε κηα θπγνθέληξεζε γηα 5 
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min ζηα 5000 g ζηνπο 4
 ν

C. Σν ίδεκα επαλδηαιπηνπνηείηαη ζε 4 ml TFBII θαη 

αθήλεηαη ζηνλ πάγν γηα 30 min. Σέινο ηα θχηηαξα ςχρνληαη αλά 100κL ζε 

απνζηεηξσκέλνπο δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο ηνπ 1,5 ml κε ηελ βνήζεηα δηαιχκαηνο 

αηζαλφιεο/ μεξνχ πάγνπ θαη απνζεθεχνληαη ζηνπο -80
ν
C.     

6.1.4 Καηαζκεςή ζημειακών μεηαλλαγών ζηην CesAB ππυηεΐνη 

Γηα ηελ δεκηνπξγία ηνπ κεηαιιάγκαηνο CesAB( D14L/R18L/E20L) 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ κήηξα ην πιαζκίδην pASK-IBA 7plus-CesAB (D14L/R18L) 

(pIMBB1109) θαζψο θαη θαηηάιεινη εθθηληηέο. Ζ ζεκεηαθή κεηάιιαμε 

θαηαζθεπάζηεθε κε κεηαιιαμνγέλεζε ζεκείνπ (Quick- Change; Stratagene) 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ PfuUltra
TM  

High Fidelity DNA polymerase. Δπηδεθηηθά 

βαθηεξηαθά ζηειέρε DH5α κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε ην πξντφλ απφ ηελ αιπζηδσηή 

αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο. Σν πιαζκηδηαθφ DNA απνκνλψζεθε θαη ειέγρηεθε κε 

αιιεινχρηζε.   

 

6.2 Καθαπιζμόρ ανηιζυμάηυν ένανηι ζε διαλςηέρ ππυηεΐνερ ηος T3S     

Μεηά ηελ δηαδηθαζία παξαγσγήο πνιπθισληθψλ αληηζσκάησλ έλαληη ησλ 

πξσηετλψλ CesAB, EspA, EspB, ν ηίηινο ηνπ θάζε αληηζψκαηνο θξίζεθε 

ηθαλνπνηεηηθφο, φρη φκσο θαη απφιπηα εηδηθφο. Γηα ηνλ ιφγν απηφ αθνινπζήζεθε ε 

δηαδηθαζία αξλεηηθήο αλνζνπξνζξφθεζεο. Καηά ηελ δηαδηθαζία απηή, 

απνκνλψλνληαη κεκβξαληθά ηκήκαηα θπηηάξσλ EPEC πνπ δελ πεξηέρνπλ ηηο 

παξαπάλσ πξσηεΐλεο θαη επσάδνληαη κε ηνπο αληίζηνηρνπο νξνχο. Οη κεκβξάλεο 

αλαλεψλνληαη θάζε 4-6 ψξεο θαη ε δηαδηθαζία απνξξφθεζεο δηαξθεί 3 κέξεο ζηνπο 

4
ν
C. ΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή κφλν ν θαζαξηζκέλνο νξφο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηηο 

δηαδηθαζίεο αλνζναλίρλεπζεο.  

 

6.3 Γιασυπιζμόρ  ππυηεφνών και ππυηεφνικών ζςμπλοκών 

6.3.1 Μονοδιάζηαηη ηλεκηποθόπηζη 

6.3.1.1 Ηλεκηποθόπηζη ππωηεϊνών ζε αποδιαηακηικό πήκηωμα πολςακπςλαμίδηρ 

(SDS-PAGE) 

Οη πξσηεΐλεο κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ ειεθηξνθνξηηηθά κε βάζε ην κνξηαθφ 

ηνπο βάξνο ζε απνδηαηαθηηθφ πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο.  Σν πξσηετληθφ κίγκα 

επεμεξγάδεηαη κε έλα αληνληθφ απνξξππαληηθφ, ην SDS ( Sodium Dodecyl Sulfate), ην 
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νπνίν ζπάεη ηηο κε νκνηνπνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο θαη νη πξσηεΐλεο αλαδηαηάζζνληαη. 

Δπίζεο, β-κεξθαπηναηζαλφιε ή θαη DTT πξνζηίζεληαη ζην δηάιπκα ψζηε λα ζπάζνπλ 

ηπρφλ δηζνπιθηδηθνί δεζκνί. Έλα κφξην SDS αληηζηνηρεί ζε θάζε δπν ακηλνμηθά 

θαηάινηπα ηεο πξσηετληθήο αιπζίδαο, κε απνηέιεζκα λα δεκηνπξγείηαη έλα ζχκπινθν 

SDS-απνδηαηαγκέλε πξσηεΐλε κε κεγάιν αξλεηηθφ θνξηίν. Σν ζχκπινθν απηφ είλαη 

αλάινγν ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηεο θάζε πξσηεΐλεο. Ζ ειεθηξνθφξεζε ζε 

απνδηαηαθηηθφ πήθησκα γίλεηαη κε βάζε ηα πξσηφθνιια ηεο Biorad. 

6.3.1.1 Ηλεκηποθόπηζη ππωηεϊνών ζε μη αποδιαηακηικό πήκηωμα πολςακπςλαμίδηρ 

(εγγενήρ ηλεκηποθόπηζη, NATIVE-PAGE) 

Ζ ειεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ απνπζία SDS, θαιείηαη κε απνδηαηαθηηθή ή 

εγγελήο. ΢ηελ πεξίπησζε απηή, νη πξσηεΐλεο κεηαθηλνχληαη κε βάζε ην πδξνδπλακηθφ 

ηνπο κέγεζνο, αιιά θαη ην θνξηίν ηνπο, ζε αληίζεζε κε ηελ SDS ειεθηξνθφξεζε, 

φπνπ ε θηλεηηθφηεηα κηαο πξσηεΐλεο θαζνξίδεηαη απφ ηελ κνξηαθή ηεο κάδα. Ζ 

θηλεηήξηα δχλακε ζηελ πεξίπησζε ηεο εγγελνχο ειεθηξνθφξεζεο είλαη ην ελδνγελέο 

θνξηίν ηεο πξσηεΐλεο ζην pH ηνπ δηαιχκαηνο ηξεμίκαηνο. Σν θνξηίν απηφ εμαξηάηαη 

ηφζν απφ ην ακηλνμηθφ πεξηερφκελν φζν θαη απφ ηηο ηπρφλ κεηά-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο ηεο πξσηεΐλεο, γηα παξάδεηγκα ηελ πξνζζήθε ζηαιηθψλ νμέσλ. 

Δθφζνλ, ε πξσηεΐλε δηαηεξεί ηελ θπζηνινγηθή ηεο δηακφξθσζε, ην πδξνδπλακηθφ 

ηεο κέγεζνο θαη ζπλεπψο ε θηλεηηθφηεηα ηεο κέζα ζην πήθησκα ζα πνηθίιεη αλάινγα 

κε ηελ δηακφξθσζε απηή (πρ. απμεκέλε θηλεηηθφηεηα γηα ηηο πην ζπκπαγήο κνξθέο 

θαη ειαηησκέλε γηα ηηο κεγαιχηεξεο δνκέο).  ΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή, ε 

ειεθηξνθφξεζε απηνχ ηνπ ηχπνπ δηεμήρζε θνληά ζε νπδέηεξν pH γηα ηελ απνθπγή 

αιθαιηθήο ή φμηλεο απνδηάηαμεο, κε ζθνπφ ε κέζνδνο απηή λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

ηελ κειέηε ηεο δηακφξθσζεο, νιηγνκεξηζκνχ, ζπζζσκάησζεο ή θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ κε άιιεο πξσηεΐλεο.  

 

6.3.2 Γιζδιάζηαηη ηλεκηποθόπηζη  

Ζ δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε είλαη κηα επξέσο δηαδεδνκέλε κέζνδνο ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ δηαρσξηζκφ πξσηετληθψλ δεηγκάησλ θαη φρη κφλν, κε πςειή 

δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα. Καηά ηελ δηαδηθαζία απηή, ζηελ πξψηε δηάζηαζε ηα κφξηα 

δηαρσξίδνληαη κε βάζε κηα ηδηφηεηά ηνπο, θαη έπεηηα ζηελ δεχηεξε δηάζηαζε 

δηαρσξίδνληαη ζε θαηεχζπλζε 90
ν
 κε βάζε κηα άιιε ηδηφηεηα.   
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Οη ηδηφηεηεο ησλ πξσηετλψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ηνπο είλαη 

θπξίσο ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, ε εγγελήο ηνπο θαηάζηαζε θαη ε πξσηετληθή 

ηνπο κάδα. Όηαλ δηαρσξίδεηαη δείγκα πξσηετλψλ ζε πξψηε δηάζηαζε κε βάζε ην 

ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, ε δηαδηθαζία νλνκάδεηαη «ηζνειεθηξηθή εζηίαζε» 

(Isoelectric focusing, IEF). ΢ηελ πεξίπησζε απηή, γίλεηαη κηα δηαβάζκηζε ηνπ pH 

πάλσ ζε έλα πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη ειεθηξηθφ δπλακηθφ αζθείηαη θαηά 

κήθνο ηνπ πεθηψκαηνο δεκηνπξγψληαο έλα ζεηηθφ θαη έλα αξλεηηθφ πφιν ζηηο άθξεο 

απηνχ. ΢ε φια ηα ζεκεία ηνπ πεθηψκαηνο κε ην δηαβαζκηζκέλν pH, εθηφο απφ ην 

ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, νη πξσηεΐλεο ζα είλαη θνξηηζκέλεο θαη ζα κεηαηνπίδνληαη 

πξνο ηνλ ζεηηθφ ή ηνλ αξλεηηθφ πφιν αλάινγα αλ είλαη θνξηηζκέλεο αξλεηηθά ή 

ζεηηθά, αληίζηνηρα. Οη πξσηεΐλεο ζα ζπλερίζνπλ λα κεηαθηλνχληαη πάλσ ζην πήθησκα 

έσο φηνπ ζπγθεληξσζνχλ ζην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, φπνπ ην ζπλνιηθφ ηνπο 

θνξηίν είλαη κεδέλ. Μεηά ην πέξαο ηνπ πξψηνπ δηαρσξηζκνχ κε βάζε ην 

ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, νη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη ζπλήζσο κε βάζε ηελ κνξηαθή 

ηνπο κάδα. Απηφ επηηπγράλεηαη ρξεζηκνπνηψληαο απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε ζε 

πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο (SDS-PAGE). ΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή, ε δηζδηάζηαηε 

ειεθηξνθφξεζε ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ησλ δηαρσξηζκφ αγλψζησλ πξσηετληθψλ 

δεηγκάησλ κε ζθνπφ ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ θαη ηελ ζχγθξηζε ησλ 

πξσηετλψλ πνπ πξνήιζαλ απφ δηαθνξεηηθέο βαθηεξηαθέο ζεηξέο.   

 

6.4 Ανίσνεςζη ππυηεφνών ζε αποδιαηακηικό ή μη πήκηυμα πολςακπιλαμίδηρ 

6.4.1 Υπώζη Coomasie Blue 

Ζ αλίρλεπζε πξσηετλψλ πνπ έρνπλ δηαρσξηζηεί κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

πνιπαθξηιακίδεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξψζε Coomasie Brilliant Blue (R-250) πνπ 

ρξσκαηίδεη κε κπιε ρξψκα ηηο πξσηετληθέο δψλεο θαη αληρλεχεη πξσηεΐλεο κέρξη 

0.5κg. 

6.4.2 Υπώζη Blue Silver 

Ζ αλίρλεπζε πξσηετλψλ πνπ έρνπλ δηαρσξηζηεί κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

πνιπαθξηιακίδεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξψζε Blue Silver (Coomasie Brilliant 

Blue,G-250, colloidal) πνπ ρξσκαηίδεη κε κπιε ρξψκα ηηο πξσηετληθέο δψλεο θαη 

αληρλεχεη πξσηεΐλεο κέρξη 0.1κg (Candiano et al). 

6.4.3 Υπώζη με Νιηπικό Άπγςπο    
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Ζ αλίρλεπζε πξσηετλψλ πνπ έρνπλ δηαρσξηζηεί κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

πνιπαθξηιακίδεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξψζε Νηηξηθνχ Αξγχξνπ (Silver Nitrate, 

MERCK) πνπ ρξσκαηίδεη κε δηαβαζκίζεηο ηνπ καχξνπ ρξψκαηνο ηηο πξσηετληθέο 

δψλεο θαη αληρλεχεη πξσηεΐλεο κέρξη 0.01κg 

6.4.4 Ανίσνεςζη ππυηεφνών ζε μεμβπάνη νιηποκςηηαπίνηρ με ανηιζώμαηα 

(Western Blot) 

Αθνινπζήζεθε ην πξσηφθνιιν ηεο Biorad. Σα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

ήηαλ πνιπθισληθά πνπ παξάγζεθαλ απφ θνπλέιηα θαη θαζαξίζηεθαλ κε βάζε ην 

πξσηφθνιιν ηεο ελφηεηαο 2.2. Σα δεπηεξνγελή αληηζψκαηα είλαη anti-rabbit IgGs θαη 

είλαη ζπδεπγκέλα κε ην έλδπκν ηεο HRP (Horseraddish peroxidase) ην νπνίν 

νμεηδψλεη ην peracid salt ( παξνπζία ινπκηλφιεο), γεγνλφο πνπ νδεγεί ζε κηα αλψηεξε 

νμεηδσηηθή θαηάζηαζε ηεο νκάδαο αίκεο ηνπ HRP ελδχκνπ. Καζψο ην κφξην 

επηζηξέθεη ζηελ θαηψηεξε ελεξγεηαθά θαηάζηαζε παξάγνληαη ξίδεο ινπκηλφιεο, 

εθιχεηαη θσο (ρεκεηνθσηαχγεηα), ε κεκβξάλε καπξίδεη θαη αληρλεχνληαη έηζη κφλν νη 

πξσηεΐλεο πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ην πξψην αληίζσκα. ΢ηελ δηαδηθαζία απηή 

ρξεζηκνπνηείηαη ην αληηδξαζηήξην ECL (Enhanced Chemiluminescence) απφ ηελ 

Pierce.  

6.5 Έκθπαζη και απομόνυζη ππυηεφνών  

6.5.1 Υπηζιμοποιώνηαρ πλαζμιδιακό θοπέα pET 

Γηα ηελ απνκφλσζε κεγάιεο πνζφηεηαο πξσηεΐλεο είλαη απαξαίηεηε ε 

θισλνπνίεζε ηνπ αληίζηνηρνπ γνληδίνπ ζε θαηάιιειν θνξέα έθθξαζεο. Γηα ηνλ ιφγν 

απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ην pET ζχζηεκα. Έλαο pET θνξέαο είλαη έλα βαθηεξηαθφ 

πιαζκίδην ζρεδηαζκέλν λα βνεζά ηελ γξήγνξε παξαγσγή κεγάιεο πνζφηεηαο 

νπνηαζδήπνηε πξσηεΐλεο, φηαλ ηεζεί ζε ιεηηνπξγία. Σν πιαζκίδην απηφ θέξεη θάπνηα 

πνιχ ζεκαληηθά ραξαθηεξηζηηθά- γνλίδην lac I πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηνλ lac  

θαηαζηνιέα, Σ7 ππνθηλεηή πνπ είλαη εηδηθφο γηα ηελ Σ7 RNA πνιπκεξάζε (κε 

βαθηεξηαθή), lac ρεηξηζηή πνπ κπνξεί λα κπινθάξεη ηε κεηαγξαθή, έλαλ 

πνιπζπλδέηε,  fl ζηληάιν έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο, γνλίδην αληίζηαζεο ζηελ 

ακπηθηιιίλε θαη CνlΔl ζηληάιν έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο. Όηαλ ε Σ7 RΝΑ πνιπκεξάζε 

είλαη παξνχζα θαη ν ρεηξηζηήο δε βξίζθεηαη ζε θαηαζηνιή, ε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ 

πξνρσξά κε πνιχ γξήγνξν ξπζκφ. Δπεηδή ν Σ7 είλαη τηθφο ππνθηλεηήο κπνξεί λα 

κεηαγξάθεη πνιχ γξήγνξα θαη αλεμέιεγθηα, αξθεί ε Σ7 RΝΑ πνιπκεξάζε λα είλαη 

παξνχζα. Ζ έθθξαζε ηεο ππφ κειέηε πξσηεΐλεο απμάλεη, φζν απμάλεη θαη ην 
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κεηαγξαθφκελν mRΝΑ. Μέζα ζε ιίγεο ψξεο ε πξσηεΐλε απηή ζα απνηειεί ην θχξην 

ζπζηαηηθφ ηνπ θπηηάξνπ.  

Σν επφκελν βήκα πεξηιακβάλεη ην κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ πην πάλσ πιαζκηδηαθνχ 

θνξέα ζηνλ θαηάιιειν βαθηεξηαθφ μεληζηή πνπ θέξεη ην γνλίδην ηεο Σ7 RΝΑ 

πνιπκεξάζεο ηνπ θάγνπ ζην γέλσκά ηνπ (ιDΔ3), ην νπνίν επίζεο βξίζθεηαη ππφ ηνλ 

έιεγρν ηνπ lac ππνθηλεηή θαη ρεηξηζηή. ΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

βαθηεξηαθφ ζηέιερνο JΜ109 (DΔ3). Με ηελ πξνζζήθε ΗΡΣG απνκαθξχλεηαη ν lac 

θαηαζηνιέαο απφ ηνλ lac ρεηξηζηή θαη κέζσ ηεο δξάζεο ηεο πνιπκεξάζεο απφ ην Ε. 

coli παπάγεηαι ε Σ7 πνιπκεξάζε, ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο νδεγεί ζηελ έθθξαζε ηνπ 

ππφ κειέηε γνληδίνπ. Γηα λα απνθεπρζεί ε έζησ θαη κηθξή παξαγσγή ηεο Σ7 

πνιπκεξάζεο θαη λα εθθξαζηεί κε ηνλ ηξφπν απηφ θαη ε πξσηεΐλε πνπ καο 

ελδηαθέξεη, ε νπνία κπνξεί γηα παξάδεηγκα λα είλαη ηνμηθή γηα ην θχηηαξν, γίλεηαη 

ρξήζε ηνπ πξναλαθεξζέληνο βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο πνπ επηπξφζζεηα θέξεη θαη ην 

πιαζκίδην pLysS. Σν ηειεπηαίν θσδηθνπνηεί γηα ηε ιπζνδχκε, ην θπζηθφ αλαζηνιέα 

ηεο Σ7 πνιπκεξάζεο, κε απνηέιεζκα λα έρνπκε πην απζηεξή ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο 

ηεο πξσηεΐλεο πνπ καο ελδηαθέξεη θάζε θνξά. 

΢ην ηειηθφ ζηάδην πξηλ ηελ παξαγσγή θαη απνκφλσζε ηεο πξσηεΐλεο ζε κεγάιε 

θιίκαθα, γίλνληαη δνθηκαζίεο κε αλάπηπμε δνθηκαζηηθψλ θαιιηεξγεηψλ κηθξνχ φγθνπ 

γηα λα πξνζδηνξηζηνχλ νη βέιηηζηεο ζπλζήθεο (θαηάιιειε ζεξκνθξαζία, 

ζπγθέληξσζε ΗΡΣG ζηελ θαιιηέξγεηα, δηάξθεηα αχμεζεο ησλ θπηηάξσλ) γηα ηε 

ζηαζεξή έθθξαζε αιιά θαη ηε κεγαιχηεξε δπλαηή δηαιπηφηεηα ηεο ππφ κειέηε 

πξσηεΐλεο. Όηαλ φιεο νη ππφινηπεο ζπλζήθεο θαζνξηζηνχλ, πξνρσξάκε ζηελ 

αλάπηπμε κεγάινπ φγθνπ θαιιηεξγεηψλ γηα ηελ απνκφλσζε κεγάιεο πνζφηεηαο 

πξσηεΐλεο. 

6.5.2 Υπηζιμοποιώνηαρ πλαζμιδιακό θοπέα pASK-IBA 

Γηα ηελ ξπζκηδφκελε επαγσγή έθθξαζεο κηαο πξσηεΐλεο θαζψο θαη γηα ηελ 

ξχζκηζε ηεο πνζφηεηαο παξαγσγήο απηήο, ρξεζηκνπνηείηαη ε κέζνδνο «Ρπζκηδφκελε 

ελεξγνπνίεζε κεηαγξαθήο κε ηεηξαθπθιίλε» (Tetracycline-Controlled 

Transcriptional Activation ) θαηά ηελ νπνία ε επαγσγή ηεο κεηαγξαθήο εμαξηάηαη 

απζηεξά απφ ηελ παξνπζία ή φρη ηνπ αληηβηνηηθνχ ηεηξαθπθιίλε θαζψο θαη απφ ηελ 

ζπγθέληξσζε απηνχ. Οη πιαζκηδηαθνί θνξείο pASK-IBA ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ 

επαγσγή πξσηετλψλ θάησ απφ απζηεξή ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο παξνπζία ηνπ tet 

ππνθηλεηή. Ο tet θαηαζηνιέαο εθθξάδεηαη ζπλερψο απφ ην πιαζκίδην pASK κε 
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απνηέιεζκα λα ππάξρεη κηα ηζνξξνπεκέλε ζηνηρεηνκεηξία αλάκεζα ζηα κφξηα ηνπ 

θαηαζηνιέα θαη ζηα κφξηα ηνπ πιαζκηδίνπ. Ζ έθθξαζε ηνπ επηζπκεηνχ 

θισλνπνηεκέλνπ γνληδίνπ ζηνλ θνξέα απηφ θαηαζηέιιεηαη απνηειεζκαηηθά κέρξηο 

φηνπ λα πξνζηεζεί ε θαηάιιειε πνζφηεηα άλπδξεο ηεηξαθπθιίλεο ζην δηάιπκα. Ζ 

πνζφηεηα ηεο επαγφκελεο πξσηεΐλεο εμαξηάηαη απνθιεηζηηθά απφ ηελ ζπγθέληξσζε 

ηεο άλπδξεο ηεηξαθπθιίλεο ζηελ θαιιηέξγεηα θαη απμάλεηαη θαζψο απμάλεηαη ε 

ζπγθέληξσζε ηεο δεχηεξεο. Με ηνλ ηξφπν απηφ κπνξνχκε λα ξπζκίζνπκε ηελ 

πνζφηεηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ ζα παξαρζεί. Οη θνξείο pASK- IBA  ζε απηήλ ηελ 

δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπξίσο ζε πεηξάκαηα ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο κε γελεηηθά 

ηξνπνπνηεκέλεο βαθηεξηαθέο ζεηξέο EPEC φπνπ ε παξαγσγή κηαο πξσηεΐλεο ζέιακε 

λα είλαη ζε ρακειά επίπεδα ζπγθξίζηκα κε απηά ηνπ αγξίνπ ηχπνπ.  

6.5.3 Καθαπιζμόρ ηυν Ζis-ππυηεφνών με Νi
2+

-ΝΣΑ σπυμαηογπαθία ζςγγένειαρ 

Όιεο νη πξσηεΐλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε απηή ηε δηαηξηβή, θέξνπλ ζην 

ακηλνηειηθφ ηνπο άθξν ηνλ εματζηηδηλπιηθφ επίηνπν. Ο επίηνπνο απηφο έρεη έλα 

ηεξάζηην πιενλέθηεκα πνπ αθνξά ηελ εχθνιε θαη γξήγνξε απνκφλσζε ηεο 

πξσηεΐλεο ζε θαζαξή κνξθή κε ηε κέζνδν ηεο ρξσκαηνγξαθίαο Νi
2+

-ΝΣΑ. Ζ ξεηίλε 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ θαζαξηζκφ, πεξηέρεη αγαξφδε σο πξνζξνθεηηθφ πιηθφ, 

ην νπνίν ζπλδέεηαη κε ην ληθέιην κέζσ ηνπ ληηξηιν-ηξηνμηθνχ νμένο (ΝΣΑ) πνπ θέξεη 

ηξία θαξβνλχιηα. Σν ΝΣΑ θαηαιακβάλεη 4 απφ ηηο 6 ζέζεηο ζχλδεζεο ππνθαηαζηάηε 

ζηε ζθαίξα ζπλαξκνγήο ηνπ ηφληνο Νi
2+

, αθήλνληαο δχν ζέζεηο ειεχζεξεο λα 

αιιειεπηδξάζνπλ κε ηνλ εματζηηδηλπιηθφ επίηνπν ησλ πξνο θαζαξηζκφ πξσηετλψλ. 

Έηζη ηξία ηφληα Νi
2+ 

αληηζηνηρνχλ ζε θάζε πξσηετληθφ κφξην πνπ θέξεη 6 ηζηηδίλεο ζε 

έλα απφ ηα άθξα ηνπ. Ζ ξεηίλε ρξσκαηνγξαθίαο ζα θξαηήζεη κφλν ηελ πξσηεΐλε πνπ 

θέξεη ηνλ επίηνπν θαη ε ηπρφλ κε εηδηθή ζχλδεζε ησλ κεκνλσκέλσλ ηζηηδηλψλ απφ 

άιιεο πξσηεΐλεο ζρεδφλ εμαιείθεηαη κε ηηο εθπιχζεηο ηεο ξεηίλεο κε ηκηδαδφιην. 

6.5.3.1. Καθαπιζμόρ ππωηεϊνών σπηζιμοποιώνηαρ αλάηι 

Πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ εθθξάδνπλ ηελ επηζπκεηή πξσηεΐλε απφ ην Ε.coli, πάληα 

κε ηνλ εματζηηδηλπιηθφ επίηνπν ζην ακηλνηειηθφ άθξν ηνπο, κεηαζρεκαηίζηεθαλ ζε 

JM109 DE3/pLysS βαθηεξηαθά θχηηαξα. Βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο κεγάιεο 

θιίκαθαο αλαπηχρζεθαλ ζηνπο 30°C θαη ε πξσηετληθή ζχλζεζε μεθίλεζε κε ηελ 

πξνζζήθε ΗΡΣG (0.2mΜ, Α600=0.5, 3 ψξεο, 30°C). Με ην ηέινο ηεο ηξίσξεο 

επαγσγήο ηα θχηηαξα ζπιιέρηεθαλ κε θπγνθέληξεζε (6.000g/10 ιεπηά/4
0
 C) θαη ην 

θπηηαξηθφ ίδεκα επαλαδηαιπηνπνηήζεθε ζην δηάιπκα Α (50 mΜ Σris-ΖC1, pΖ:8.0, 1 
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Μ ΝaC1, 30 mΜ ηκηδαδφιην, 10% γιπθεξφιε λ/λ). ΢ην δηάιπκα ησλ θπηηάξσλ 

πξνζηίζεηαη ν ΡΜSF αλαζηνιέαο ησλ πξσηεαζψλ ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 2 mΜ. 

Αθνινπζεί ξήμε ησλ θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ (10x3', ζπλνιηθά 30 ιεπηά, 4° C), 

θαηεβάδνληαο ζε θάζε ζηάδην ηε ζεξκνθξαζία ηνπ θπηηαξηθνχ δηαιχκαηνο κε 

αλάδεπζε ζε δηάιπκα αηζαλφιεο/μεξνχ πάγνπ. Καηφπηλ απνκαθξχλνληαη ηα κεγάια 

ζξαχζκαηα, φπσο θαη ηα άζπαζηα θχηηαξα κε θπγνθέληξεζε (100.000g/30 ιεπηά/ 4° 

C). ΢πιιέγνπκε ην ππεξθείκελν θαη ην θνξηψλνπκε ζηελ θνιψλα ρξσκαηνγξαθίαο 

πνπ πεξηέρεη ηελ ξεηίλε Νi
2+

-ΝΣΑ, πξν-εμηζνξξνπεκέλε κε 10 φγθνπο δηαιχκαηνο Α, 

ξπζκίδνληαο ην ξπζκφ ξνήο ψζηε απηφο λα κελ μεπεξλά ην 1ml/min. ΢πιιέγνπκε ην 

δηάιπκα πνπ δηαπεξλά ηε ξεηίλε (flow through, FΣ) θαη αθνινπζεί έθπιπζε ηεο 

ξεηίλεο κε 10 φγθνπο δηαιχκαηνο Α. Οη εθπιχζεηο ζηε ζπλέρεηα ζπλερίδνληαη κε 5 

φγθνπο ηνπ δηαιχκαηνο Β κε ρακειή πεξηεθηηθφηεηα αιαηηνχ (50 mΜ ΝaCl, 50 mΜ 

Σris-ΖC1, pΖ 8.0, 30 mΜ ηκηδαδφιην, 10% γιπθεξφιε λ/λ) θαη ηειηθά ε πξσηεΐλε 

εθιχεηαη κε 5 φγθνπο δηαιχκαηνο κε 600 mΜ ηκηδαδφιην. Ζ ζπιινγή ησλ θιαζκάησλ 

έθινπζεο γίλεηαη ζπλήζσο ζε κηζφ φγθν απφ απηφλ ηεο ξεηίλεο θαη αθνινπζεί 

αλάιπζε ηεο θαζαξφηεηαο ησλ δεηγκάησλ κε SDS-ΡΑGΔ, φπνπ ηειηθά ηα δείγκαηα 

έθινπζεο κε ηελ πςειφηεξε πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηεΐλε ελψλνληαη. Σα ελσκέλα 

θιάζκαηα ππφθεηληαη πξψηα ζε 12σξε δηαπίδπζε ελάληηα ζην θαηάιιειν δηάιπκα 

(50 mΜ ΝaCl, 50mΜ Σris-ΖCl, pΖ 8.0, 10% γιπθεξφιε λ/λ) θαη ζηελ ζπλέρεηα 

απνζεθεχνληαη ζε δηάιπκα 50mΜ ΝaCl, 50mΜ Σris-ΖC1, pΖ 8.0, 50% γιπθεξφιε 

λ/λ.  

6.5.3.2. Καθαπιζμόρ ππωηεϊνικών ζςμπλόκων κάηω από εγγενήρ ζςνθήκερ  

Πιαζκηδηαθνί θνξείο pASK-IBA πνπ εθθξάδνπλ ηελ επηζπκεηή πξσηεΐλε πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηήζνπκε ζαλ «δφισκα», πάληα κε ηνλ εματζηηδηλπιηθφ επίηνπν ζην 

ακηλνηειηθφ άθξν ηνπο, κεηαζρεκαηίζηεθαλ ζε EPEC βαθηεξηαθέο  ζεηξέο ζηηο 

νπνίεο ην γνλίδην ηεο εθάζηνηε πξσηεΐλεο δφισκα έρεη εμαιεηθηεί. Βαθηεξηαθέο 

θαιιηέξγεηεο κεγάιεο θιίκαθαο αλαπηχρζεθαλ ζηνπο 37°C θαη ε πξσηετληθή ζχλζεζε 

μεθίλεζε κε ηελ πξνζζήθε θαηάιιειεο πνζφηεηαο άλπδξεο ηεηξαθπθιίλεο, 

(Α600=0.3, 3 ψξεο, 37°C). Με ην ηέινο ηεο ηξίσξεο επαγσγήο ηα θχηηαξα 

ζπιιέρηεθαλ κε θπγνθέληξεζε (6.000g/10 ιεπηά/4
0
 C) θαη ην θπηηαξηθφ ίδεκα 

επαλαδηαιπηνπνηήζεθε ζην δηάιπκα Α (50 mΜ Σris-ΖC1, pΖ:8.0, 10% γιπθεξφιε 

λ/λ). ΢ην δηάιπκα ησλ θπηηάξσλ πξνζηίζεηαη ν ΡΜSF αλαζηνιέαο ησλ πξσηεαζψλ ζε 

ηειηθή ζπγθέληξσζε 2 mΜ. Αθνινπζεί ξήμε ησλ θπηηάξσλ κε ερνβνιηζκφ (10x3', 



66 
 

ζπλνιηθά 30 ιεπηά, 4° C), θαηεβάδνληαο ζε θάζε ζηάδην ηε ζεξκνθξαζία ηνπ 

θπηηαξηθνχ δηαιχκαηνο κε αλάδεπζε ζε δηάιπκα αηζαλφιεο/μεξνχ πάγνπ. Καηφπηλ 

απνκαθξχλνληαη ηα κεγάια ζξαχζκαηα, φπσο θαη ηα άζπαζηα θχηηαξα κε 

θπγνθέληξεζε (100.000g/30 ιεπηά/ 4° C). ΢πιιέγνπκε ην ππεξθείκελν θαη ην 

θνξηψλνπκε ζηελ θνιψλα ρξσκαηνγξαθίαο πνπ πεξηέρεη ηελ ξεηίλε Νi
2+

-ΝΣΑ, 

πξνεμηζνξξνπεκέλε κε 10 φγθνπο δηαιχκαηνο Α, ξπζκίδνληαο ην ξπζκφ ξνήο ψζηε 

απηφο λα κελ μεπεξλά ην 1ml/min. ΢πιιέγνπκε ην δηάιπκα πνπ δηαπεξλά ηε ξεηίλε 

(flow through, FΣ) θαη αθνινπζεί έθπιπζε ηεο ξεηίλεο κε 10 φγθνπο δηαιχκαηνο Α 

ζην νπνίν πξνζζέηνπκε  5mM ηκηδαδφιην. Οη εθπιχζεηο ζηε ζπλέρεηα ζπλερίδνληαη κε 

5 φγθνπο ηνπ δηαιχκαηνο Β (50 mΜ Σris-ΖC1, pΖ 8.0, 50mΜ KCl, 50 mΜ 

ηκηδαδφιην, 10% γιπθεξφιε λ/λ) θαη ηειηθά ε πξσηεΐλε εθιχεηαη κε 2 φγθνπο 

δηαιχκαηνο Β κε 600 mΜ ηκηδαδφιην. Σα θιάζκαηα έθινπζεο πνπ πξνθχπηνπλ 

ελψλνληαη ζε έλα θαη ζπγθεληξψλνληαη ζε ειάρηζην φγθν ψζηε φιν ην πξντφλ λα  

αλαιπζεί κε κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε.  

6.5.4 Απομόνυζη ππυηεφνών από πήκηυμα πολςακπιλαμίδηρ και ηπςτινόλςζη 

αςηών. 

 Οη πξσηετληθέο πξνο κειέηε δψλεο απνκνλψλνληαη θαη θφβνληαη  ψζηε ην 

ειάρηζην κέγεζνο ηνπ πεθηψκαηνο λα είλαη 1mm x 1mm. Σνπνζεηνχληαη ζηε 

ζπλέρεηα, ζε δνθηκαζηηθνχο ζσιήλεο ηνπ 1.5ml. Πξαγκαηνπνηνχληαη δχν πιχζεηο ησλ 

θνκκαηηψλ ηνπ πεθηψκαηνο κε 50%v/v acetonitrile θαη 50mM Ammonium 

Biscarbonate (ABS) γηα 15 ιεπηά ε θαζεκία. Σν βήκα απηφ επαλαιακβάλεηαη ηξεηο 

θνξέο θαη ζπκβάιιεη ζην “μέβακα” ησλ πξσηετληθψλ δσλψλ απφ ηελ ρξψζε. ΢ηελ 

ζπλέρεηα γίλεηαη αλαγσγή ησλ θπζηετλψλ κε πξνζζήθε 10 mM DTT / ζε 50mM ABS 

γηα 45 min ζηνπο 56 °C. Αθνινπζεί πξνζζήθε 55mM Iodoacetamide / ζε 50mM ABS 

γηα 45 ιεπηά ππφ αλάδεπζε ζε ζπλζήθεο ζθφηνπο, γηα ηελ νμείδσζε ησλ ειεχζεξσλ 

θπζηετλψλ. Πξαγκαηνπνηνχληαη δχν πιχζεηο ησλ θνκκαηηψλ ηνπ πεθηψκαηνο κε 

50%v/v acetonitrile θαη 50 mM Ammonium Biscarbonate (ABS) γηα 15 ιεπηά ε 

θαζεκία. Σν βήκα απηφ επαλαιακβάλεηαη ηξεηο θνξέο. Οη πξσηεΐλεο επσάδνληαη γηα 

ηνπιάρηζηνλ 15 ψξεο κε 0.1 mM ηξπςίλε ζε 50mM ABS ζηνπο 37 °C. Μεηά ην πέξαο 

ηεο επψαζεο κεηαθέξνπκε ην ππεξθείκελν ζε λένπο ζσιήλεο Low-Binding 

Eppendorf. Σα θνκκάηηα ηνπ πεθηψκαηνο μεπιχλνληαη κε Nano pure H2O γηα 20 

ιεπηά ππφ αλάδεπζε. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζηνπο λένπο ζσιήλεο Low-

Binding Eppendorf. Αθνινπζνχλ δπν επηπιένλ πιπζίκαηα κε 50%v/v acetonitrile θαη 
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0.1%v/v TFA/50% Acetonitrile γηα 20 ιεπηά ην θαζέλα. Σέινο ζπγθεληξψλνπκε φια 

ηα ππεξθείκελα ζηνπο λένπο ζσιήλεο Low-Binding Eppendorf (πεξηέρνπλ ηα πεπηίδηα 

πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ πέςε κε ηελ ηξπςίλε), πξαγκαηνπνηείηαη ιπνθηινπνίεζε ζε 

Speedvac ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ηα δείγκαηα θπιάζζνληαη ζηνπο -20°C. 

6.6 Βιοσημικέρ Γιαδικαζίερ  

6.6.1 Έκκπιζη ππυηεφνών in vitro από ζηελέση ΔΡΔC ζε ζσέζη με ηον σπόνο. 

6.6.1.1 Έκκπιζη ππωηεϊνών in vitro από αγπίος ηύπος  ΕΡΕC ζε ζσέζη με ηον σπόνο  

Ζ έθθξηζε πξσηετλψλ in vitro επάγεηαη κε επψαζε αγξίνπ ηχπνπ ΔΡΔC 

θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 37°C ζε ζξεπηηθφ κέζν Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM). Μέξνο απφ ηελ θαιιηέξγεηα ζπιιεγφηαλ ζε δηάθνξα ρξνληθά ζεκεία 

αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ. Σα θχηηαξα θαη ην κέζν αχμεζεο δηαρσξίζηεθαλ κε 

θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά, ζηα 20.000g  θαη ζηνπο 4° C. ΢ηε ζπλέρεηα νη πξσηεΐλεο 

πνπ εθθξίζεθαλ ζην κέζν αχμεζεο θαηαθξεκλίζηεθαλ κε ηξηρισξν-νμηθφ νμχ (20 % 

λ/λ; 30 ιεπηά; 4 
o
C). Ζ πεξίζζηα ηνπ ηξηρισξν-νμηθνχ νμένο απνκαθξχλζεθε κε 

δηαδνρηθέο πιχζεο παγσκέλεο αθεηφλεο.  Σειηθά, ηα εθθξηλφκελα πνιππεπηίδηα θαη 

νη ελδνθπηηαξηθέο πξσηεΐλεο αλαιχζεθαλ κε 15% SDS-ΡΑGΔ θαη αθνινχζεζε 

άλνζν απνηχπσζε ρξεζηκνπνηψληαο πνιπθισληθά αληηζψκαηα εηδηθά γηα ηηο ΔspΑ, 

ΔspΒ θαη CesΑΒ.  

6.6.1.2  Έκκπιζη ππωηεϊνών in vitro από ζηελέση ΕΡΕC ζε ζσέζη με ηον σπόνο 

Έθθξηζε πξσηετλψλ in νiνο επάγεηαη κε επψαζε ΔΡΔC θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 37°C 

ζε ζξεπηηθφ κέζν Luvia Broth (LΒ). Όια ηα ππφ κειέηε γνλίδηα θισλνπνηήζεθαλ 

θάησ απφ ηνλ έιεγρν ηνπ ππνθηλεηή ηεο ηεηξαθπθιίλεο (tetracycline inducible 

promoter) θαη ε έθθξαζε ησλ δηαθφξσλ γνληδίσλ επάρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 0.2 

mg/lt αλπδξν-ηεηξαθπθιίλεο (ΗΒΑ, Germany) ζηε βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα, φηαλ ε 

νπηηθή ππθλφηεηα έθηαλε 0.3. Μέξνο απφ ηελ θαιιηέξγεηα ζπιιεγφηαλ ζε δηάθνξα 

ρξνληθά ζεκεία αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ. Σα θχηηαξα θαη ην κέζν αχμεζεο 

δηαρσξίζηεθαλ κε θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά, ζηα 20.000g  θαη ζηνπο 4° C. ΢ηε 

ζπλέρεηα νη πξσηεΐλεο πνπ εθθξίζεθαλ ζην κέζν αχμεζεο θαηαθξεκλίζηεθαλ κε 

ηξηρισξν-νμηθφ νμχ (20 % λ/λ; 30 ιεπηά; 4 
o
C). Ζ πεξίζζηα ηνπ ηξηρισξν-νμηθνχ 

νμένο απνκαθξχλζεθε κε δηαδνρηθέο πιχζεο παγσκέλεο αθεηφλεο.  Σειηθά, ηα 

εθθξηλφκελα πνιππεπηίδηα θαη νη ελδνθπηηαξηθέο πξσηεΐλεο αλαιχζεθαλ κε 15% 

http://www.google.gr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fsite%2Fus%2Fen%2Fhome%2FProducts-and-Services%2FApplications%2FCell-Culture%2FMammalian-Cell-Culture%2FClassical_Media%2Fdmem.html&ei=kDBsTO77NNGFONqQ2Xg&usg=AFQjCNFszOh4afmDO3NgAI_vJ4D8waiUTQ
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SDS-ΡΑGΔ θαη αθνινχζεζε άλνζν απνηχπσζε ρξεζηκνπνηψληαο πνιπθισληθά 

αληηζψκαηα εηδηθά γηα ηηο ΔspΑ, ΔspΒ θαη CesΑΒ. 

 

6.6.2 Τπο-κςηηαπική κλαζμάηυζη 

Γηα λα δηαρσξηζηνχλ νη ζπλνιηθέο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο ηνπ θπηηάξνπ απφ ηηο 

πδαηνδηαιπηέο, βαθηήξηα ΔΡΔC αγξίνπ ηχπνπ αλαπηχρζεθαλ ζε ζπλζήθεο 

θαηάιιειεο γηα έθθξηζε, θαη ην θπηηαξηθφ ίδεκά ηνπο ζπιιέρζεθε. Σν ίδεκα 

επαλαδηαιπηνπνηήζεθε ζε 50 mΜ Tris-ΖCl,pΖ 8.0 θαη ηα θχηηαξα ιχζεθαλ χζηεξα 

απφ ερνβνιηζκφ ζηνλ πάγν. Με θπγνθέληξεζε ζηα 6.000g γηα 10 ιεπηά 

απνκαθξχλζεθαλ φια ηα άξξεθηα θχηηαξα σο ίδεκα, ελψ ην ππεξθείκελν απηήο ηεο 

θπγνθέληξεζεο θπγφθεληξεζεθε μαλά ζηα 100.000 g/30 ιεπηά /4
o
C. Σν ππεξθείκελν 

ζε απηή ηελ πεξίπησζε απνηειεί ην δηαιπηφ-θπηηαξνπιαζκαηηθφ ηκήκα ηνπ 

θπηηάξνπ, ελψ ην ίδεκα πεξηείρε φιεο ηηο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο (ελζσκαησκέλεο ή 

πεξηθεξηθά ζπλδεδεκέλεο). 

Δλαιιαθηηθά ε κέζνδνο ηνπ παγψκαηνο/μεπαγψκαηνο (freeze/thaw) 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε ιχζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. Δδψ, ηα θχηηαξα αξρηθά 

επαλαδηαιπηνπνηήζεθαλ ζε 50 mΜ Σris-ΖCl, pΖ 8.0, πάγσζαλ ζε δηάιπκα μεξνχ 

πάγνπ/αηζαλφιεο θαη ζηε ζπλέρεηα έιησζαλ ζηνπο 30
o
C. Μεηά απφ 5 θχθινπο 

παγψκαηνο θαη μεπαγψκαηνο, ην θπηηαξηθφ δηάιπκα θπγφθεληξεζεθε ζηα 100.000 

g/30 ιεπηά/4 
o
C, ελψ νη πξσηεΐλεο πνπ απειεπζεξψζεθαλ ζην ππεξθείκελν ηεο 

θπγνθέληξεζεο απηήο αληηπξνζσπεχνπλ έλα ζπγθεθξηκέλν ππν-θπηηαξηθφ θιάζκα 

(mild lysis fraction).  

Σν θιάζκα απηφ ραξαθηεξίζηεθε κε κε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε, θαζψο 

πεξηείρε επηιεθηηθά ηηο πξσηεΐλεο κε ελδηαθέξνλ γηα ηε κειέηε απηή (CesΑΒ, EspB 

θαη ΔspΑ). 

 

6.7 Υπήζη κςηηαπικών μονηέλυν 

6.7.1 Δπιμόλςνζη κςηηάπυν HeLa 

Βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο ΔΡΔC ζηειερψλ κεηά απφ 18σξε αχμεζε ζε ζξεπηηθφ 

κέζν LΒ αξαηψζεθαλ (1/100) ζε DΜΔΜ ζξεπηηθφ γηα θπηηαξνθαιιηέξγεηεο, 

πξνζεξκαζκέλν ζηνπο 37
 o

C, θαη επσάζηεθαλ γηα 3 ψξεο ζηνπο 37 
o
C, 5% CO2, 

αθίλεηα (priming).  ΢ηελ ζπλέρεηα κνλνζηνηβάδεο ΖeLa θπηηάξσλ, πνπ είραλ 

αλαπηπρζεί ζε γπάιηλεο θαιππηξίδεο, επσάζηεθαλ γηα 2 ψξεο κε 500 κl ησλ 
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παξαπάλσ πξνεηνηκαζκέλσλ βαθηεξίσλ. Σα κε πξνζθνιιεκέλα βαθηήξηα 

απνκαθξχλζεθαλ κε δηαδνρηθά μεπιχκαηα κε δηάιπκα ΡΒS, θαη ηα θχηηαξα 

κνληκνπνηήζεθαλ κε δηάιπκα 3% παξαθνξκαιδευδεο (ΡFΑ) ζε ΡΒS γηα 20 ιεπηά. Ζ 

ΡFΑ απνκαθξχλζεθε κε λέα μεπιχκαηα θαη ζηελ ζπλέρεηα ηα θχηηαξα έγηλαλ 

δηαπεξαηά κε δηάιπκα 0.1% ΣRΗΣΟΝ Υ-100 ζε ΡΒS. Αθνινχζεζε επψαζε ησλ 

θπηηάξσλ κε δηάιπκα αληηζσκάησλ α-ΔspΑ (1/500) γηα 30 ιεπηά θαη ηειηθά ηα ΔspΑ 

ηλίδηα αληρλεχηεθαλ κε Goat α-rabbit αληίζσκα (1/200 αξαίσζε) ζπλδεδεκέλν κε ην 

θζνξνθψξν ΣRITC (488 nm, θφθθηλν ρξψκα). Παξάιιεια ε θπηηαξηθή αθηίλε 

αληρλεχηεθε κε δηάιπκα phalloidin-fluorescein-isothiocyanate (1/500 αξαίσζε) 

(πξάζηλν ρξψκα) θαη ην DΝΑ κε δηάιπκα TOPRO (1/1000 αξαίσζε)  (κπιε ρξψκα). 

Γηα ηελ ιήςε θσηνγξαθηψλ ησλ επηκνιπζκέλσλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε κηθξνζθφπην ζπλεζηίαζεο ηεο Biorad.  
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