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If the doors of perception were cleansed everything would 
      appear to man as it is, infinite.             —William Blake 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Το φυτοπαθογόνο Pseudomonas syringae 

 

Το Gram-αρνητικό βακτηριακό παθογόνο Pseudomonas syringae περιλαµβάνει 

περίπου 40 παθότυπους (pathovars) συνολικά που προκαλούν ασθένειες σε  εκατοντάδες 

φυτικών ειδών. ∆ιαφορετικοί παθότυποι του παθογόνου αυτού συχνά παρουσιάζουν 

υψηλό βαθµό εξειδίκευσης παθογόνου ως προς λίγα φυτικά είδη ή µόνο µερικές ποικιλίες 

εντός των φυτικών ειδών. Στη φύση, οι παθότυποι του Pseudomonas syringae συχνά ζουν 

στις επιφάνειες του φυτού-ξενιστή (επιφυτική φάση), και στη συνέχεια 

πολλαπλασιάζονται στους διακυττάριους χώρους του µολυσµένου φυτικού οργάνου 

(ενδοφυτική φάση). Εφόσον το φυτό είναι ευπαθές, το παθογόνο πολλαπλασιάζεται 

ενδοφυτικά σε υψηλό βαθµό (105- 106 άνω του αρχικού µολύσµατος) για µερικές µέρες 

πριν την εµφάνιση οποιουδήποτε µακροσκοπικού συµπτώµατος, που συνήθως είναι η 

νέκρωση του ιστού (συµβατές αλληλεπιδράσεις, compatible interactions). Σε ανθεκτικά 

φυτά (είδη µη-ξενιστές) ή σε ανθεκτικές ποικιλίες του είδους του ξενιστή, το παθογόνο δεν 

πολλαπλασιάζεται ή πολλαπλασιάζεται σε περιορισµένο βαθµό ή καθόλου (ασύµβατες 

αλληλεπιδράσεις, incompatible interactions) και το παθογόνο θεωρείται ‘αµολυσµατικό’ 

(avirulent). Ωστόσο, όταν µια υψηλή συγκέντρωση ενός τέτοιου µη παθογόνου στελέχους 

εγχυθεί τεχνητά στους διακυττάριους χώρους ενός φυτού µη-ξενιστή ή µιας ανθεκτικής 

ποικιλίας ενός φυτού ξενιστή, ο εµποτισµένος ιστός συχνά υφίσταται ραγδαία νέκρωση, 

φαινόµενο που είναι γνωστό ως αντίδραση υπερευαισθησίας (HR, Hypersensitivity 

Response). Η αντίδραση υπερευαισθησίας έχει πολλά χαρακτηριστικά απόπτωσης 

(προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου) και θεωρείται ότι είναι η µακροσκοπική 

εκδήλωση της φυτικής απόκρισης ανθεκτικότητας.  

 

Το Τύπου ΙΙΙ Εκκριτικό Σύστηµα (TTSS) 

 

 Η ικανότητα των παθοτύπων του Pseudomonas syringae να πολλαπλασιάζονται 

ενδοφυτικά και να προκαλούν ασθένεια εξαρτάται από το σύστηµα έκκρισης τύπου ΙΙΙ 

(TTSS, Type Three Secretion System) και των πρωτεϊνών effectors που εκκρίνονται µέσω 

αυτού (Lindgren et al., 1997, Alfano et al., 1997, He et al., 1998). Το εκκριτικό σύστηµα 

τύπου ΙΙΙ πρωτοπαρατηρήθηκε στο παθογόνο των θηλαστικών Yersinia και έχει βρεθεί να 

υπάρχει σε έναν διαρκώς αυξανόµενο αριθµό Gram-αρνητικών βακτηρίων που είναι 

παθογόνα φυτών, σπονδυλωτών και ασπόνδυλων ζώων (He et al., 1998, Galan et al., 1999, 
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Cornelis et al., 2000, Staskawicz et al., 2001, Buttner et al., 2002). Η Salmonella 

typhimurium, Yersinia spp. & E. coli,  έχουν δύο TTSS, όπου το καθένα παίζει το ρόλο του 

σε διαφορετικά στάδια της µόλυνσης. Επίσης, έχει παρατηρηθεί η παρουσία TTSS σε 

συµβιωτικά βακτήρια εντοµοπαθογόνων νηµατωδών (Photorhabdus luminescens) αλλά 

και σε συµβιωτικά ριζόβια όπως και σε µερικούς προκαρυώτες που θεωρούνται µη 

παθογόνοι (Pseudomonas fluorescens) (Hueck et al., 1998, Cornelis et al., 2000, Corinne et 

al., 2001, Dale et al., 2002, Buttner et al., 2003, Ma et al., 2003). Το σύστηµα έκκρισης 

τύπου ΙΙΙ θεωρείται µία πολυπρωτεϊνική συσκευή η οποία: α) είναι ικανή να εγχύει δοµικά 

διαφορετικά µεταξύ τους µόρια πρωτεϊνών από το βακτηριακό κυτταρόπλασµα και 

διαµέσου των δύο µεµβρανών του βακτηρίου και της µεµβράνης του κυττάρου-ξενιστή 

στο κυτταρόπλασµα του ξενιστή, β) πυροδοτείται όταν το παθογόνο έρθει σε στενή επαφή 

µε τα κύτταρα του ξενιστή και γ) λειτουργεί και υπό τις κατάλληλες in vitro συνθήκες, οι 

οποίες µιµούνται τις περιβαλλοντικές παραµέτρους του αποπλάστη του ξενιστή 

(Tampakaki et al., 2004). Μέσω του συστήµατος αυτού, εκκρίνονται διάφορες πρωτεΐνες 

‘effectors’ και µεταφέρονται στα κύτταρα του ξενιστή για να µεταβάλλουν τις κυτταρικές 

διεργασίες και να προάγουν την ανάπτυξη της ασθένειας. Εκτός από το TTSS, οι διάφοροι 

παθότυποι Pseudomonas syringae φέρουν και άλλους παράγοντες παθογένειας, όπως 

φυτοτοξίνες, για την περαιτέρω αύξηση της παθογονικής ισχύος τους (Katagiri et al., 

2002, Bender et al., 1999).  

 

Η νησίδα παθογένειας hrp 

 

 Στην Pseudomonas syringae, το TTSS κωδικοποιείται από τα γονίδια της 

αντίδρασης υπερευαισθησίας και παθογονικότητας (hrp genes, Hypersensitive Response 

and Pathogenicity). Τα γονίδια αυτά ανακαλύφθηκαν σε µια µελέτη-ορόσηµο, που στόχευε 

στην ανάδειξη µεταλλαγών που αναιρούν την ικανότητα στελεχών του βακτηρίου 

Pseudomonas syringae να πυροδοτεί HR στο µη-ξενιστή φυτό του καπνού και ασθένεια 

στο φυτό-ξενιστή τους (Lindgren et al., 1986). Σε όλους τους παθότυπους Pseudomonas 

syringae που έχουν εξεταστεί, ο γενετικός τόπος hrp αποτελείται από 27 ανοικτά 

µεταφραστικά πλαίσια (ORFs, Open Reading Frames) και εδράζεται στο βακτηριακό 

χρωµόσωµα.  Τα 27 αυτά ORFs είναι οργανωµένα σε έξι οπερόνια και η έκφρασή τους 

ρυθµίζεται µε συντονισµένο τρόπο στα φυτά και σε ελάχιστο θρεπτικό µέσο επαγωγής 

(Rahme et al., 1992, Xiao et al., 1992). Εντός του γενετικού τόπου hrp υπάρχουν 

τουλάχιστον τρεις οµάδες γονιδίων hrp. Η µία οµάδα κωδικοποιεί συστατικά του δοµικού 

πυρήνα του συστήµατος και περιλαµβάνει 8 γονίδια hrc (Hrp conserved genes), των 
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οποίων τα προϊόντα εµφανίζουν µεγάλο βαθµό πρωτοταγούς οµολογίας µε τα γονίδια 

δόµησης του βακτηριακού µαστιγίου και είναι συντηρηµένα σε όλα τα βακτήρια που 

φέρουν TTSS. Η δεύτερη οµάδα κωδικοποιεί ρυθµιστικές πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες 

για την έκφραση όλων των γονιδίων που σχετίζονται µε το TTSS και η τρίτη οµάδα 

περιλαµβάνει τις εκκρινόµενες πρωτεΐνες µερικές από τις οποίες είναι εξωκυττάρια 

συστατικά του TTSS. Ο γενετικός τόπος hrp της Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000 περιβάλλεται από δύο περιοχές που είναι πλούσιες σε γονίδια πιθανών effectors 

του TTSS: τον συντηρηµένο τόπο (conserved effector locus, EL)και τον ανταλλάξιµο τόπο 

των effectors (exchangeable effector locus, EEL)(Alfano et al., 2000). Οι effectors του 

πρώτου τόπου είναι παρόντες σε όλα τα στελέχη του παθογόνου που έχουν µελετηθεί, ενώ 

εκείνοι του δεύτερου τόπου ποικίλουν. Μαζί, οι τρεις αυτοί γενετικοί τόποι αποτελούν µια 

µεγάλη ‘νησίδα παθογένειας’ (pathogenicity island) (Alfano et al., 2000). 

 

Η δοµή της εκκριτικής µηχανής τύπου ΙΙΙ 

 

 Όταν προκληθεί η επαγωγή των γονιδίων hrp, το επόµενο βήµα για το βακτηριακό 

κύτταρο είναι η κατασκευή της συσκευής έκκρισης. Το κεντρικό τµήµα της συσκευής 

έκκρισης, αποτελούµενο από Hrc πρωτεΐνες και αποκαλούµενο ως ‘σύµπλοκο της 

βελόνας’, έχει αποµονωθεί από διάφορα παθογόνα θηλαστικών  και είναι µορφογενετικά 

παρόµοιο µε το βακτηριακό ‘βασικό σωµάτιο’ (basal body), κάτι που παρέχει ενδείξεις 

εξελικτικής σχέσης µεταξύ των TTSS και του µαστιγίου (Εικόνα 1). Το σύµπλοκο της 

βελόνας αποτελείται από δύο µέρη, µία κυλινδρική βάση που είναι βυθισµένη µέσα στην 

κυτταρική µεµβράνη και µία  µικρή προεξοχή επί της επιφάνειας του κυττάρου που 

καλείται βελόνα (Kubori et al., 1998). Η βελόνα έχει διάµετρο 8nm και µήκος έως 100nm 

στα παθογόνα θηλαστικών και έως 2000µm σε φυτοπαθογόνα βακτήρια.. Μια τρίτη δοµή 

η οποία προεξέχει από την εσωτερική µεµβράνη προς το βακτηριακό κυτταρόπλασµα και 

καλείται ‘βολβός’ έχει παρατηρηθεί περιστασιακά στην Shigella (Blocker et al., 1999). O 

βολβός είναι ανάλογος του βακτηριακού κυτταροπλασµατικού συµπλόκου που 

αποτελείται από την ATPάση και άλλες πρωτεΐνες, ενώ ένα µέρος του θα µπορούσε να 

αντιστοιχίζεται στον βακτηριακό C-δακτύλιο. Το ολικό σύµπλοκο δεν έχει αποµονωθεί ως 

τώρα από κάποιο φυτοπαθογόνο, µε εξαίρεση ένα εξάρτηµα τύπου ΙΙΙ-εξαρτώµενου, µε 

διάµετρο 8nm και αρκετά nm σε µήκος, το οποίο αποµονώθηκε από την Pseudomonas 

syringae και άλλα φυτοπαθογόνα βακτήρια και καλείται ‘αγωγός Hrp’ (Roine et al., 1997, 

Jin et al., 2001, Gijsegem et al., 2000).  
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Η µόνη γνωστή πρωτεϊνική υποµονάδα του αγωγού Hrp είναι η πρωτείνη HrpA της 

Pseudomonas syringae (Roine et al., 1997) . Η έκκριση µορίων effectors από το TTSS 

πραγµατοποιείται µόνο από θέσεις του βακτηριακού κυττάρου όπου έχει συναρµολογηθεί 

ο αγωγός Hrp. Ο αγωγός αυτός επιµηκύνεται µε την προσθήκη νέων υποµονάδων HrpA 

στο πιο απόµακρο άκρο του από την επιφάνεια του κυττάρου  και ο µηχανισµός αυτός 

είναι παρόµοιος µε τον τρόπο επιµήκυνσης του βακτηριακού µαστιγίου (Li et al., 2002). 

Οι Journet et al., (2003) έδειξαν ότι το µήκος της βελόνας στη Yersinia εξαρτάται από την 

πρωτεΐνη YscP. Οι συγγραφείς πρότειναν ότι η πρωτεΐνη αυτή ρυθµίζει το µήκος της 

βελόνας δρώντας ως ‘µοριακός χάρακας’ κατά την συναρµολόγηση της βελόνας, και ότι 

τα δύο άκρα της πρωτεΐνης YscP δρουν ως άγκυρες που συνδέουν το βασικό σωµάτιο και 

το αυξανόµενο άκρο της βελόνας. Ο αγωγός Hrp είναι το λειτουργικό ισοδύναµο του 

συµπλόκου βελόνας των ζωοπαθογόνων στα φυτοπαθογόνα. Ενώ ο αγωγός Hrp είναι µια 

ευέλικτη, λεπτή και µακριά δοµή, η βελόνα είναι άκαµπτη και µικρή. Οι διαφορές µεταξύ 

αγωγού και βελόνας ίσως είναι σηµαντικές εξελικτικά, καθώς τα φυτοπαθογόνα πρέπει να 

προσπελάσουν το παχύ κυτταρικό τοίχωµα των φυτικών κυττάρων, δοµή που απουσιάζει 

από τα ζωικά κύτταρα. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση του βακτηριακού µαστιγίου (Α) και των TTSS της Yersinia 
(B), της E. coli (C) και της Pseudomonas syringae (D). Το βασικό σωµάτιο του µαστιγίου 
αποτελείται από πρωτεΐνες που σχηµατίζουν τους δακτυλίους C, MS, P και L. Έχουν 
σηµειωθεί µόνο οι συντηρηµένες πρωτεΐνες µεταξύ των τεσσάρων συστηµάτων TTSS. ΕΜ: 
ευκαρυωτική µεµβράνη. ΟΜ: εξωτερική µεµβράνη (outer membrane). PL: στρώµα 
πεπτιδογλυκάνης (peptidoglycan layer). IM: εσωτερική µεµβράνη (inner membrane). CW: 
κυτταρικό τοίχωµα (cell wall) (Tampakaki et al., 2004) 
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Οικογένειες συντηρηµένων πρωτεϊνών της συσκευής έκκρισης 

 

Έχει προταθεί ότι ο συντηρηµένος πυρήνας της συσκευής έκκρισης εµπλέκεται 

στην αναγνώριση ενός καθολικού σινιάλου έκκρισης στα διάφορα TTSS. Η υπόθεση αυτή 

θα µπορούσε να εξηγήσει τον αδιάκριτο χαρακτήρα ως προς την έκκριση της συσκευής 

που έχει επισηµανθεί σε έναν µεγάλο αριθµό ερευνητικών µελετών (Anderson et al., 1999, 

Rossier et al., 1999, Subtil et al., 2001), πχ. ο effector της Yersinia µπορεί να εκκριθεί από 

το TTSS φυτοπαθογόνων βακτηρίων όπως είδη των γενών Εrwinia, Xanthomonas και 

Pseudomonas syringae, το TTSS της Yersinia µπορεί να εκκρίνει τους effectors AvrB & 

AvrPto της Pseudomonas syringae, και το TTSS της Xanthomonas campestris εκκρίνει την 

πρωτεΐνη  PopA της Ralstonia και την AvrB της Pseudomonas syringae. 

Οι συντηρηµένες πρωτεΐνες του TTSS έχουν κατηγοριοποιηθεί σε οικογένειες 

οµολόγων (Hueck et al., 1998) και έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές µελέτες για την θέση 

και τη λειτουργία τους (Πίνακας 1). Οι οικογένειες YscR/S/T είναι ισοδύναµες των 

µαστιγιακών πρωτεϊνών FliP/Q/R, οι οποίες έχει προταθεί ότι σχηµατίζουν µια καθολική 

δοµή µεµβρανικής διοχέτευσης (Aizawa et al., 2001). Μέλη των οικογενειών LcrD & 

YscU συµµετέχουν στο σχηµατισµό της δοµής της µαστιγιακής ράβδου. H HrpL (Erwinia 

amylovora) και οι λιποπρωτεΐνες YscJ (Yersinia) & MxiJ (Shigella) εµπλέκονται στην 

έκκριση τύπου ΙΙΙ και είναι οµόλογες του κεντρικού τοµέα της FliF, η οποία ευθύνεται για 

το σχηµατισµό του Μ-δακτυλίου του µαστιγίου (Deng et al., 1999). Οι YscU & YscP 

ρυθµίζουν συντονισµένα την έκκριση των πρωτεϊνών Yop και της πρωτεΐνης YscF που 

αποτελεί τη δοµική πρωτεΐνη της δοµής της βελόνας της Yersinia. Η YscU, οµοίως µε την 

οµόλογή της στο µαστίγιο FlhB, πρωτεολύεται στο υψηλά συντηρηµένο αµινοξικό µοτίβο 

NPTH που εντοπίζεται κοντά στο κυτταροπλασµατικό της άκρο. Αν και η κοπή αυτή δεν 

φαίνεται απαραίτητη για τη λειτουργία της, ίσως εξασφαλίζει την µη τοξική διαµόρφωση 

της πρωτεΐνης µέσα στο βακτηριακό κύτταρο (Edqvist et al., 2003, Lavander et al., 2003).  

Τα µέλη της οικογένειας YscN αποτελούν κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που 

διαθέτουν ένα µοτίβο πρόσδεσης ATP και µοιάζουν µε την β-υποµονάδα F0F1 της 

ATPάσης. ∆ράση υδρόλυσης ATP έχει αποδειχθεί για µερικά από τα µέλη αυτής της 

οικογένειας και φαίνεται να έχει σαν προϋπόθεση τον ολιγοµερισµό της πρωτεΐνης (Claret 

et al., 2003, Pozidis et al., 2003, Akeda et al., 2004).  

Η YscO της Yersinia είναι ένα ευκίνητο συστατικό του TTSS και απαιτείται για 

την έκκριση των effectors. Το πιθανό οµόλογό της στο µαστίγιο, η FliJ είναι µια 

κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη για την οποία έχει προταθεί δράση σαπερόνης για την 

εξαγωγή υποστρωµάτων που δοµούν τη ράβδο και το άγκιστρο του µαστιγίου (Payne et 
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al., 1998, Minamino et al., 2000). Τέλος, τα µέλη της οικογένειας YscQ είναι περιφερικές 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες. 

 

 

 

 

 

Effectors & σαπερόνες 

  

Το τύπου ΙΙΙ εκκριτικό σύστηµα λειτουργεί ανεξάρτητα από το µονοπάτι Sec 

(κύριο εκκριτικό µονοπάτι των βακτηρίων). Η φύση των σινιάλων έκκρισης επί των 

µορίων των effectors παραµένει ανοικτό θέµα, ακόµα και στα πιο καλά µελετηµένα TTSS 

ζωοπαθογόνων βακτηρίων (Yersinia spp.). Η έκκριση µερικών effectors σε βακτηριακά 

παθογόνα θηλαστικών απαιτεί την παρουσία συγκεκριµένων σαπερονών (chaperones) 

(Cornelis et al., 2000). Συχνά, οι effectors και οι αντίστοιχες ειδικές σαπερόνες τους 

κωδικοποιούνται από παραπλήσια γονίδια. Οι σαπερόνες είναι γενικά µικρά όξινα 

πρωτεϊνικά µόρια µε καµία συντήρηση αλληλουχίας µεταξύ τους. Ωστόσο, όλες περιέχουν 

ένα κοινό στοιχείο, µια  αµφιπαθή α-έλικα στο καρβοξυτελικό τους άκρο. Ο ρόλος τους 

είναι να καθοδηγούν τις πρωτεΐνες των effectors στην εκκριτική µηχανή του βακτηρίου, να 

τους προστατεύουν από πρωτεόλυση ή/και από πρώιµη συσσωµάτωση στο βακτηριακό 

κυτταρόπλασµα. Το αµινοτελικό άκρο των effectors ή το 5’ του mRNA τους φαίνεται να 

παίζει σπουδαίο ρόλο στην έκκρισή τους (Anderson et al., 1999). Οι Guttman et al. (2002) 

βρήκαν ότι η σύνθεση του αµινοτελικού άκρου 13 γνωστών µορίων effectors του 

φυτοπαθογόνου Pseudomonas syringae δεν είναι τυχαία: όλα τα µόρια αυτά  

παρουσιάζουν υψηλό περιεχόµενο σε σερίνες και χαµηλό σε ασπαρτικό στο αµινοτελικό 

τους άκρο. Επίσης, οι Petnicki-Ocwieja et al. (2002) αναγνώρισαν ξεχωριστά 

συγκεκριµένες βιοφυσικές ιδιότητες στα 50 πρώτα κατάλοιπα 28 γνωστών effectors της 

Pseudomonas syringae: α) τα πρώτα πέντε κατάλοιπα είναι εκτεθειµένα στους διαλύτες, β) 

Πίνακας 1. Ισοδύναµες ή πιθανόν ισοδύναµες πρωτεΐνες από τα TTSS της Yersinia, 
Pseudomonas syringae και το µαστίγιο (Tampakaki et al., 2004) 
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µεταξύ των 12 πρώτων  καταλοίπων απουσιάζουν όξινα αµινοξέα, και γ) τα κατάλοιπα 6-

50 είναι αµφιπαθή. 

 Ο αποπλάστης είναι ένα προστατευµένο αλλά και εχθρικό περιβάλλον για την 

πλειονότητα των µικροβίων διότι πρόκειται για χώρο όπου συσσωρεύονται χηµικά 

συστατικά της φυτικής άµυνας µολονότι παρέχει υγρασία και θρεπτικές ουσίες 

κατάλληλες για την ανάπτυξη των µικροβίων. Η επικρατούσα ιδέα είναι ότι οι effectors 

του TTSS συνεισφέρουν στην παθογένεια µε δύο τρόπους: α) πυροδοτώντας την 

απελευθέρωση νερού και/ή θρεπτικών στοιχείων στον αποπλάστη από τα κύτταρα του 

ξενιστή, και β) καταστέλλοντας ή ξεπερνώντας τις αποκρίσεις άµυνας του ξενιστή (Jin et 

al., 2003). Βάσει του τόπου παρουσίας και δράσης τους, οι effectors του TTSS µπορούν να 

κατηγοριοποιηθούν σε δύο κατηγορίες: αυτούς που δρουν σε εξωκυττάριους στόχους και 

αυτούς που έχουν ενδοκυττάριους υποδοχείς. Οι πρώτοι, µε κυριότερες αντιπροσώπους τις 

πρωτεΐνες HrpZ και HrpW, είναι πλούσιοι σε γλυκίνη, χωρίς κυστεΐνες, θερµοσταθεροί 

και καλούνται χαρπίνες (He et al., 1993, Charkowski et al., 1998). Οι χαρπίνες µπορούν να 

πυροδοτήσουν µια απόκριση που µοιάζει στην HR όταν εγχύονται στον διακυττάριο χώρο 

των φυτικών φύλλων ή όταν παράγοντα από διαγενετικά φυτά σαν συντήγµατα µε φυτικά 

πεπτίδια έκκρισης (Tampakaki et al., 2000) και άρα δρουν εξωκυττάρια ή επί της 

επιφάνειας των φυτικών κυττάρων. Οι ενδοκυττάριοι effectors µεταφέρονται απευθείας 

εντός των κυττάρων του ξενιστή από το βακτηριακό κύτταρο, πχ. οι Avr πρωτεΐνες 

(Staskawicz et al., 2001, Dangl et al., 2001).  

 

Η οικογένεια FlhB/ YscU/ HrcU 

 

Οι πρωτεΐνες  που σχηµατίζουν την εκκριτική συσκευή τύπου ΙΙΙ θεωρείται ότι µε 

κάποιο τρόπο αναγνωρίζουν τα υποστρώµατα προς έκκριση και τα προωθούν µέσα στον 

εκκριτικό αγωγό. Μια πρωτεΐνη-κλειδί στην εξαγωγή των µαστιγιακών συστατικών είναι η 

FlhB, µια µεµβρανική πρωτεΐνη µε τέσσερις διαµεµβρανικές περιοχές και µια µεγάλη 

κυτταροπλασµατική καρβοξυτελική περιοχή (Minamino et al., 1994, 1999)(Εικόνα 2). 

Kατά τη συναρµολόγηση του µαστιγίου, ένα κρίσιµο γεγονός συµβαίνει όταν 

συµπληρώνεται η δοµή του άγκιστρου (hook): το εκκριτικό σύστηµα αλλάζει την 

εξειδίκευση έκκρισης από τα υποστρώµατα της δοµής του άγκιστρου στα υποστρώµατα 

της δοµής του νηµατίου. Η FliK είναι µια πρωτεΐνη που εκκρίνεται κατά την 

συναρµολόγηση του άγκιστρου και µε κάποιο τρόπο ‘αισθάνεται’ την ολοκλήρωσή του 

και επικοινωνεί µε την εκκριτική µηχανή για την έναρξη έκκρισης των υποστρωµάτων του 

νηµατίου (filament) (Kutsukake et al., 1994, Minamino et al., 1999, Muramoto et al., 1998, 
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Williams et al., 1996). Μεταλλάγµατα fliK έχουν δύο διαφορετικούς φαινοτύπους: α) 

αδυνατούν να ολοκληρώσουν το σχηµατισµό του άγκιστρου και β) αδυνατούν να 

ξεκινήσουν το σχηµατισµό του νηµατίου και έτσι σχηµατίζουν δοµές που καλούνται 

‘πολυ-άγκιστρα’ (‘polyhooks’) (Hirano et al., 1994, Patterson-Delafield et al., 1973, 

Suzuki et al., 1981). Μεταλλάγµατα-καταστολείς του fliK φαινοτύπου  που επιτρέπουν την 

έκκριση και τη συναρµολόγηση των υποστρωµάτων νηµατίου έχουν αποµονωθεί και 

χαρτογραφηθεί στο γονίδιο flhB κάτι που υποδεικνύει ότι οι FliK & FlhB αλληλεπιδρούν 

για να ρυθµίσουν τη σειρά µε την οποία εκκρίνονται τα µαστιγιακά υποστρώµατα 

(Kutsukake et al., 1994, Williams et al., 1996). Έχει προταθεί ότι η FliK κατά την 

ολοκλήρωση του άγκιστρου αλλάζει την εξειδίκευση υποστρώµατος της συσκευής 

έκκρισης αλλάζοντας τη στερεοδιαµόρφωση της FlhB. Οι Minamino & Macnab (2000) 

έδειξαν ότι η FlhB πρωτεολύεται στο κατάλοιπο προλίνη-270 που βρίσκεται µέσα σε ένα 

µοτίβο τεσσάρων αµινοξέων ‘NPTH’ το οποίο είναι εξαιρετικά συντηρηµένο σε όλα τα 

µέλη της οικογένειας αυτής των πρωτεϊνών.  

 Το αγρίου τύπου µόριο της FlhB είναι εξαιρετικά ασταθές, έχει χρόνο ηµιζωής 5 

min και µετά την κοπή του στο µοτίβο NPTH δίνει δύο θραύσµατα τα οποία έχουν την 

ιδιότητα να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους (Minamino et al., 2000). Το σύµπλοκο των δύο 

αυτών θραυσµάτων έχει φανεί να έχει µεγαλύτερη συγγένεια για υποστρώµατα άγκιστρου 

και όχι για υποστρώµατα νηµατίου, ενώ η ανέπαφη µορφή της FlhB όπως επίσης και το 

καρβοξυτελικό της θραύσµα µόνο του προσδένουν τα υποστρώµατα αυτά µε την ίδια 

συγγένεια (Minamino et al., 2000). Οι συγγραφείς αυτοί προτείνουν ότι η FlhB διακρίνεται 

σε δύο καταστάσεις δέσµευσης υποστρώµατος και µια αλλαγή στερεοδιαµόρφωσης που 

διαµεσολαβείται από την αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο θραυσµάτων της FlhB είναι 

υπεύθυνη για την αλλαγή στην εξειδίκευση του εκκρινόµενου υποστρώµατος. 

H YscU, η αντίστοιχη πρωτεΐνη του TTSS της Yersinia spp. έχει επίσης αποδειχθεί 

ότι εντοπίζεται στην εσωτερική µεµβράνη του βακτηρίου, περιέχει τέσσερις υδρόφοβες 

περιοχές και κατά την ενσωµάτωσή της στη µεµβράνη δηµιουργεί τρεις λούπες, δύο 

περιπλασµικά και µια κυτταροπλασµατικά (Allaoui et al., 1994) αφήνοντας επίσης µια 

µεγάλη κυτταροπλασµατική περιοχή. Η YscU παρουσιάζει 33.3% ταυτότητα µε την Spa40 

της Salmonella flexneri (Sasakawa et al., 1993), 33.2% µε την SpaS της Salmonella 

typhimurium (Groisman et al., 1993) και 31% µε την HrcU της Ralstonia solanecearum 

(Gough et al., 1993) (Εικόνα 3). Η YscU υφίσταται πέψη στο ίδιο µοτίβο NPTH, στην 

προλίνη-264 (Lavander et al., 2002) και αυτό οδηγεί στο σχηµατισµό  ενός 

καρβοξυτελικού θραύσµατος 10 kDa. Οι διαφορετικές περιοχές της YscU φαίνεται να 

επιδρούν διαφορετικά στην έκφραση και έκκριση των Yop (Yersinia outer proteins). 
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Υψηλά επίπεδα έκφρασης της πλήρους µήκους YscU οδηγεί σε µειωµένη έκφραση των 

Yop (πρόκειται για µεµβρανική πρωτεΐνη (Allaoui et al., 1994) και άρα είναι πιθανό 

υπερέκφρασή της να επηρεάζει το ρυθµό αύξησης και έµµεσα την έκφραση και έκκριση 

των Yop), ενώ  η έκφραση του καρβοξυτελικού θραύσµατος οδηγεί σε αυξηµένη έκκριση 

των Yop (Lavander et al., 2002). Απενεργοποίηση της YscU οδηγεί σε βακτήρια ανίκανα 

να εκκρίνουν Yops (Allaoui et al., 1994). Μεταλλάγµατα yscU παράγουν λιγότερη YopD 

& YopE σε σχέση µε αγρίου τύπου βακτήρια, και αυτό υποδεικνύει ότι η σύνθεση των 

Yop επηρεάζεται από την απενεργοποίηση του γονιδίου yscU. Τα ίδια µεταλλάγµατα όταν 

υπερεκφράζουν τον µεταγραφικό ενεργοποιητή VirF, ανακτούν την ικανότητα έκφρασης 

των Yop αλλά και πάλι δεν µπορούν να τις εκκρίνουν (Allaoui et al., 1994). Η 

αποµάκρυνση των τεσσάρων καταλοίπων του µοτίβου NPTH καθιστά την YscU µη 

λειτουργική στην έκκριση των Yop, και στην περίπτωση αυτή η πρωτεόλυση συµβαίνει σε 

διαφορετικό σηµείο (Lavander et al., 2002). Μοναδιαίες αντικαταστάσεις στο µοτίβο 

NPTH παρεµποδίζουν την πρωτεόλυση αλλά η πρωτεΐνη εξακολουθεί να είναι 

λειτουργική στην έκκριση, πράγµα που υποδεικνύει ότι η πρωτεολυτική κοπή της YscU 

δεν είναι απαραίτητη για τη λειτουργία της στο TTSS (Lavander et al., 2002). Αντίθετα, 

φαίνεται ότι η κοπή αυτή είναι απαραίτητη για την επιβίωση των βακτηρίων, καθώς η 

άκοπη µορφή της πρωτεΐνης YscU είναι σηµαντικά τοξική (Lavander et al., 2002). Το 

γεγονός ότι η YscU πρωτεολύεται τόσο στα παθογονικά όσο και στα µη παθογονικά 

στελέχη της Yersinia (δεν φέρουν καθόλου TTSS), όπως επίσης και στην E. coli K-12, 

υποδεικνύει ότι η πρωτεάση που είναι υπεύθυνη για την κοπή δεν είναι ειδική για το TTSS 

(Lavander et al., 2002). 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο χαρακτηρισµός του πρωτεϊνικού θραύσµατος HrcU 

C199 (καρβοξυτελικό διαλυτό τµήµα της πρωτεϊνης HrcU) του φυτοπαθογόνου 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psph) και η ανάδειξη πιθανών αλληλεπιδράσεων 

του θραύσµατος αυτού: 

 µε την ATPάση του Psph TTSS HrcN,  

 µε το αµινοτελικό τµήµα της  HrcN (HrcN N261),  

 µε το καρβοξυτελικό τµήµα της HrcN (HrcN C259),  

 µε την πρωτείνη HrpP, και  

 του πρωτεϊνικού τµήµατος HrcN C259 µε τις πρωτεϊνες AvrPphF-ORF1, AvrPphF-

ORF2 & AvrPphF-ORF1-ORF2. 
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1. Αποµόνωση µεσαίας κλίµακας πλασµιδιακού DNA από Ε.coli µε την βοήθεια 

κολώνας ανιοντοανταλλαγής (QIAGEN) 

 

Παραλαµβάνονται 100 ml βακτηριακής καλλιέργειας φέρουσας το πλασµιδιακό 

DNA ενδιαφέροντος, η οποία επωάστηκε στους 37ο C για 14-16 ώρες. Τα κύτταρα 

φυγοκεντρούνται σε προαποστειρωµένους πλαστικούς σωλήνες των 50 ml για 30 λεπτά 

στις 3500 rpm. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 4 ml διαλύµατος 50mM Tris pH 8, 10mM 

EDTA, 100µg/ml RNase A. Κατόπιν προστίθενται 4 ml διαλύµατος 200Mm NaOH, 

1%SDS (w/v) και ακολουθεί ελαφρά ανάδευση και επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 

5 λεπτά. Στη συνέχεια προστίθενται 4 ml παγωµένου διαλύµατος 3Μ CH3COOK pH 5.5, 

το διάλυµα αναµιγνύεται ελαφρά και ακολουθεί επώαση στον πάγο για 15 λεπτά. Έπειτα, 

το διάλυµα φυγοκεντρείται στις 14000 rpm για 30 λεπτά στους 40C και το υπερκείµενο 

φιλτράρεται σε υαλοβάµβακα. Ακολουθεί εξισορρόπηση της στήλης QIAGEN-tip 100 µε 

4 ml διαλύµατος 750mM NaCl, 50mM MOPS pH 7, 15% ισοπροπανόλη (v/v), 0,15% 

Triton X-100 (v/v) σε θερµοκρασία δωµατίου (το υλικό της στήλης περιέχει θετικά 

φορτισµένες οµάδες DEAE [diethylaminoethanol] που συγκρατούν τον αρνητικά 

φορτισµένο σκελετό φωσφόρων του DNA. Παρουσία 750mM NaCl στην στήλη δεν 

µπορούν να κρατηθούν πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες, µεταβολίτες και χρωστικές). Το 

φιλτραρισµένο υπερκείµενο φορτώνεται στην στήλη και αφήνεται να περάσει µε την 

βαρύτητα. Ακολουθούν 2 εκπλύσεις της στήλης µε 10 ml διαλύµατος 1M NaCl, 50mM 

MOPS pH 7 και 15% ισοπροπανόλη (v/v) (παρουσία 1Μ αλατιού αποµακρύνονται από 

την στήλη tRNA, 5S RNA και rRNA που τυχόν κατακρατήθηκαν στο προηγούµενο βήµα). 

Η έκλουση του DNA γίνεται µε 5 ml διαλύµατος 1,25 Μ NaCl, 50mM TrisCl pH 8,5 και 

15% ισοπροπανόλη (v/v) (σε αυτό το βήµα αυξάνεται το pH για να εκλουσθεί το 

πλασµίδιο σε µικρότερη συγκέντρωση NaCl, ίση µε 1,25 M). Το DNA κατακρηµνίζεται µε 

προσθήκη 0,7 όγκων ισοπροπανόλης επί του όγκου του διαλύµατος και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για 30 λεπτά, στους 40C (κατακρήµνιση µε ισοπροπανόλη 

µειώνει την κατακρήµνιση αλάτων). Το ίζηµα ξεπλένεται µε 2ml 70% αιθανόλης. Τέλος, 

το ίζηµα του πλασµιδιακού DNA στεγνώνεται και επαναδυαλύεται σε 100 µl 

απιονισµένου και αποστειρωµένου H2O. 

 

2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

 

 Στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR: polymerase chain reaction), µια 

θερµοσταθερή DNA πολυµεράση πολυµερίζει το DNA που οριοθετείται από γνωστές 
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αλληλουχίες. Οι γνωστές αυτές αλληλουχίες αποκρίνονται σε συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια που λειτουργούν ως εκκινητές για την έναρξη της αντίδρασης. Οι 

εκκινητές σχεδιάζονται κατάλληλα λαµβάνοντας υπόψη ποικίλες παραµέτρους όπως: να 

µην παρουσιάζουν εσωτερική συµπληρωµατικότητα (hairpins, self-dimers) ούτε 

συµπληρωµατικότητα µεταξύ τους (pair-dimers) και κυρίως στο 3΄ άκρο, το περιεχόµενο 

σε GC πρέπει να είναι από 40% ως 60%, η προσθήκη περιοριστικών θέσεων πρέπει να 

γίνεται στο 5’ άκρο.  

 Υπάρχουν τρία βασικά βήµατα στην PCR, τα οποία επαναλαµβάνονται από 25 

µέχρι 40 φορές (κύκλοι). Αυτό πραγµατοποιείται σε ένα αυτοµατοποιηµένο µηχάνηµα 

(cycler), το οποίο είναι σε θέση να θερµαίνει και να ψύχει τις αντιδράσεις σε πολύ 

σύντοµο χρονικό διάστηµα: 

1. Αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων της µήτρας DNA µε επώαση στους 

94°C :  

Κατά την αποδιάταξη, η δίκλωνη έλικα ανοίγει σε δύο αλυσίδες 

µονόκλωνου DNA και όλες οι ενζυµατικές αντιδράσεις σταµατούν (για 

παράδειγµα, η επιµήκυνση του προηγούµενου κύκλου). 

2. Υβριδισµός των εκκινητών: 

Οι εκκινητές υφίστανται στο διάλυµα σε διαρκή κίνηση Brown. Ιονικοί 

δεσµοί µεταξύ των εκκινητών και της µονόκλωνης µήτρας σχηµατίζονται 

και καταστρέφονται διαρκώς. Οι πιο σταθεροί δεσµοί επί της ειδικής 

αλληλουχίας διαρκούν περισσότερο από τους ασταθείς τυχαίους 

υβριδισµούς µε τη µήτρα, και πάνω σε αυτό το µικρό τµήµα δικλώνου 

DNA επικάθεται η πολυµεράση και ξεκινά την επιµήκυνση. Μόλις 

πολυµεριστούν οι πρώτες λίγες βάσεις, οι δεσµοί υδρογόνου µεταξύ µήτρας 

και εκκινητή είναι τόσο ισχυροί, που δεν αποδιατάσσονται  πλέον στη 

θερµοκρασία τήξης. 

3. Επιµήκυνση στους 72°C : 

Η θερµοκρασία αυτή είναι η ιδεατή για τη δράση της θερµοσταθερής 

πολυµεράσης. Οι εκκινητές όπου έχει γίνει η πρώτη προσθήκη βάσεων, 

έχουν ήδη αναπτύξει ισχυρή ιονική έλξη µε τη µήτρα, πολύ ισχυρότερη σε 

σχέση µε τις δυνάµεις αποδιάταξης. Εκκινητές που βρίσκονται σε θέσεις µη 

ειδικού υβριδισµού απελευθερώνονται από τη µήτρα σε αυτήν τη 

θερµοκρασία και δε δίνουν προϊόν επιµήκυνσης. Οι βάσεις τοποθετούνται 
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στο 3’ του εκκινητή (η πολυµεράση προσθέτει  dNTPs στη διεύθυνση 5’  

3’, διαβάζοντας τη µήτρα από το 3’ προς το 5’ άκρο) 

Οι πολυµεράσες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν είτε η Taq πολυµεράση (Minotech) είτε η 

DeepVent (Biolabs). Η Taq πολυµεράση δεν διαθέτει 3’ προς 5’ ενεργότητα 

εξωνουκλεάσης σε αντίθεση µε την DeepVent, και έτσι δεν µπορεί να διορθώσει τα λάθη 

του πολυµερισµού. 

 

3. Πέψεις DNA µε ένζυµα περιορισµού 

 

 Για την προετοιµασία του DNA των φορέων (Εικόνες 2 και 3) και των ενθέτων 

(προϊόντα PCR) για την αντίδραση σύνδεσης µεταξύ τους (ligation) όπως επίσης και για 

την ταυτοποίηση των ανασυνδυασµένων κλώνων µετά από τον µετασχηµατισµό, 

πραγµατοποιήθηκαν πέψεις των DNA αυτών µε περιοριστικά ένζυµα των εταιρειών 

Biolabs και Minotech, στα ενδεικνυόµενα ρυθµιστικά διαλύµατα, παρουσία 0.1µg/ml BSA 

όπου προτείνεται. Οι αντιδράσεις µε τα ένζυµα περιορισµού πραγµατοποιήθηκαν στους 

370C για 2 ώρες. Οι ποσότητες περιοριστικών ενζύµων που χρησιµοποιήθηκαν κάθε φορά 

υπάκουαν στον κανόνα-ορισµό της µονάδας (unit) περιοριστικού ενζύµου, βάσει του 

οποίου µια µονάδα περιοριστικού ενζύµου είναι εκείνη η ποσότητα του ενζύµου που 

απαιτείται για να πέψει πλήρως 1 µg DNA σε 1 ώρα, στους 370C. 

 

4. Αποµόνωση ζώνης DNA από gel αγαρόζης 

 

 Η ζώνη ενδιαφέροντος αποκόπτεται από την πηκτή αγαρόζης (low melting 

agarose) µε ένα καθαρό νυστέρι, ελαχιστοποιώντας τον όγκο της αγαρόζης κατά το 

δυνατόν περισσότερο. Η µπάντα ζυγίζεται και σε αυτήν προστίθενται 3 όγκοι διαλύµατος 

QG (διευκολύνει την διαλυτοποίησης της αγαρόζης και την πρόσδεση του DNA στη 

µεµβράνη silica gel της στήλης Qiagen). Ακολουθεί επώαση στους 500C για 5’, ούτως 

ώστε να διαλυθεί η αγαρόζη. Κατόπιν, προστίθεται ίσος όγκος του αρχικού βάρους της 

µπάντας ισοπροπανόλη, βήµα που αυξάνει την απόδοση σε DNA όταν αυτό έχει µέγεθος 

µικρότερο από 500 bp ή µεγαλύτερο από 4 kbp. Στη συνέχεια, φορτώνουµε το διάλυµα 

στη στήλη Qiagen και φυγοκεντρούµε για 2’ στις 13000 rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 

(250C). Αποµακρύνουµε το διήθηµα και προσθέτουµε 0.5 ml QG ακόµα για αποµάκρυνση 

και των τελευταίων ιχνών αγαρόζης από την κολώνα. Φυγοκεντρούµε οµοίως µε 

παραπάνω. Στη συνέχεια, ξεπλένουµε την κολώνα µε 0.75 ml PE (διάλυµα πλύσης που 



Υλικά και Μέθοδοι 
 

29

περιέχει αιθανόλη) και τέλος εκλούουµε το DNA µε 50 µl EB (10mM Tris-Cl pH 8.5) ή 

H2O. 

 

5. Αντίδραση λιγάσης 

 

 Η T4 DNA λιγάση καταλύει το σχηµατισµό φωσφοδιεστερικού δεσµού µεταξύ 

µιας 5’ φωσφορικής οµάδας και µιας 3’ οµάδας –ΟΗ µεταξύ δύο άκρων δίκλωνων άκρων 

DNA, είτε αυτά είναι τυφλά είτε προεξέχοντα. Η αντίδραση λιγάσης πραγµατοποιείται σε 

κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (50mM Tris-HCl pH 7.5, 10mM MgCl2, 10mM DTT, 

1mM ATP, 25µg/ml BSA). Η ποσότητα DΝA που χρησιµοποιείται στην αντίδραση µπορεί 

να κυµανθεί από 0.1 έως και 1 µg. Οι αντιδράσεις λιγάσης πραγµατοποιήθηκαν µε χρήση 

του ενζύµου T4 DNA λιγάση  της Minotech, στους 160C για 14-16 ώρες. Το ένζυµο µετά 

το πέρας της αντίδρασης απενεργοποιήθηκε µε επώαση στους 650C για 10’. 

 

6. Προετοιµασία δεκτικών κυττάρων 

 

 Για µετασχηµατισµό µε θερµικό σοκ (heat-shock) 

 

Μια µονή αποικία µεταφέρεται σε 1ml LB + 20mM MgSO4 και ακολουθεί 

ολονύχτια επώαση στους 370C. Στη συνέχεια, εµβολιάζουµε µε την ολονύκτια καλλιέργεια 

σε αναλογία 1:100, 100ml θρεπτικού µέσου  LB + 20 mM MgSO4 σε φλάσκα ενός λίτρου. 

Η καλλιέργεια επωάζεται για 2,5 µε 3 ώρες στους 370C, 250rpm µέχρι η OD600 να φτάσει 

περίπου στο 0.6. Κατόπιν διαµοιράζεται σε δύο δοκιµαστικούς σωλήνες falcon των 50 ml 

και επωάζεται στον πάγο για 10 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4000rpm για 10 

λεπτά, στους 40C. Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα των κυττάρων 

επαναδιαλύεται σε 15 µε 20 ml παγωµένο διάλυµα TFBI (30mM CH3COOK, 50mM 

MnCl2, 100mM KCl, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη) για κάθε σωλήνα. Ακολουθεί 

επώαση στον πάγο για 15 λεπτά και φυγοκέντρηση στις 4000rpm για 10 λεπτά στους 40C. 

Το κυτταρικό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 4ml ανά σωλήνα παγωµένου διαλύµατος TFBII 

(10mM MOPS pH 7, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 15% γλυκερόλη). Τέλος, το κυτταρικό 

διάλυµα διαµοιράζεται σε όγκους των 100µl ανά σωλήνα eppendorf, µεταφέρεται αµέσως 

σε υγρό άζωτο και κατόπιν αποθηκεύεται στους –800C.  
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 Για µετασχηµατισµό µε ηλεκτροσόκ 

 

Μια µονή αποικία µεταφέρεται σε 1ml LB και ακολουθεί ολονύχτια επώαση 

στους 370C. Στη συνέχεια, εµβολιάζουµε µε την ολονύκτια καλλιέργεια σε αναλογία 

1:100, 100ml θρεπτικού µέσου  LB σε φλάσκα ενός λίτρου. Ακολουθεί επώαση για 2,5 µε 

3 ώρες στους 370C, 250rpm µέχρι η OD600 να φτάσει περίπου στο 0.6. Κατόπιν, τα 

κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο για 30 min και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται στους 

40C για 15 min στις 4000 rpm.  

Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 500 ml 

αποστειρωµένο και παγωµένο απιονισµένο Η2Ο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των κυττάρων 

σε συνθήκες όπως περιγράφηκε παραπάνω. Κατόπιν, το υπερκείµενο αφαιρείται και πάλι, 

προστίθενται 250 ml H2O και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση. Αφαιρείται και πάλι το 

υπερκείµενο, το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 50 ml H2O και τα κύτταρα 

ξαναφυγοκεντρούνται. Στο τέλος, το ίζηµα µετά την αποµάκρυνση του υπερκείµενου 

επαναδιαλύεται σε 10ml H2O, φυγοκεντρείται και επαναδιαλύεται σε 1,5 ml 10% 

γλυκερόλη. Το διάλυµα διαµοιράζεται σε όγκους των 50µl ανά σωλήνα eppendorf, 

µεταφέρεται αµέσως σε υγρό άζωτο και κατόπιν για αποθήκευση στους –800C. 

  

7. Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων 

 

 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli µε τη µέθοδο του θερµικού σοκ: 

 

 Μια ποσότητα 100 µl δεκτικών κυττάρων λαµβάνονται από τους -800C όπου 

φυλάσσονται και αφήνονται στον πάγο να ξεπαγώσουν. Στη συνέχεια, προστίθενται 10 µl 

της αντίδρασης λιγάσης στα κύτταρα και επωάζονται στον πάγο για 30’. Κατόπιν, 

ακολουθεί θερµικό σοκ στους 420C για 90 sec. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάζονται στον 

πάγο για 2’, ακολουθεί προσθήκη 900µl LB (Luria Bertani medium: 1% bacto-tryptone, 

0.5% bacto-yeast extract, 1% NaCl)και επώαση στους 370C για 1 ώρα. Τέλος, τα κύτταρα 

επιστρώνονται σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα LB-άγαρ µε το κατάλληλο αντιβιοτικό και 

τα τριβλύα επωάζονται στους 370C για 14-16 ώρες.  

 

  Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων µε τη µέθοδο του ηλεκτροσόκ: 

 

 Μια ποσότητα 100 µl δεκτικών βακτηριακών κυττάρων E. coli λαµβάνονται από 

τους –800C στον πάγο και και αφήνονται στον πάγο να ξεπαγώσουν. Σε  έναν µικρό 
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βακτηριολογικό σωλήνα προστίθεται 1ml LB και µεταφέρεται στον πάγο. Κατόπιν, στα 

κύτταρα προστίθεται 0.8-1µl από την αντίδραση λιγάσης και ακολουθεί ελαφρά ανάδευση. 

Στη συνέχεια, το διάλυµα κυττάρων-DNA µεταφέρεται µε µια πιπέτα σε κατάλληλη 

κυψελίδα ηλεκτροµετασχηµατισµού, η οποία εν συνεχεία τοποθετείται στην κατάλληλη 

εγκοπή του µηχανήµατος ηλεκτροµετασχηµατισµού όπου εφαρµόζεται τάση 2,3 KV, στα 

25µF και στα 200Ω. Η εφαρµογή της τάσης έχει ως αποτέλεσµα να διασταλούν οι πόροι 

της κυτταρικής µεµβράνης των κυττάρων, µέσω των οποίων εισέρχεται το DNA του 

µετασχηµατισµού. 

Μετά την εφαρµογή του ηλεκτροσόκ τα κύτταρα µεταφέρονται στο βακτηριολογικό 

σωλήνα µε το LB, και ακολουθεί επώασή τους για 2 ώρες στους 370C. Τέλος, τα κύτταρα 

επιστρώνονται σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα LB-άγαρ µε το κατάλληλο αντιβιοτικό και 

τα τριβλύα επωάζονται στους 370C για 14-16 ώρες.  

 

8. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας µε αλκαλική λύση (minipreps) 

 

 Επιλέγονται µοναδιαίες αποικίες από τα τριβλύα µετασχηµατισµού και 

προστίθενται σε υγρό θρεπτικό µέσο LB εφοδιασµένο µε  100µg/ml αµπικιλλίνη. Οι 

καλλιέργειες αφήνονται να αναπτυχθούν στους 370C υπό γρήγορη ανάδευση (250 rpm) για 

14-16 ώρες. Την επόµενη ηµέρα, 1.5 ml από την κάθε καλλιέργεια µεταφέρεται σε 

πλαστικούς σωλήνες του 1.5 ml (eppedorfs) και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15’ στις 

3500 rpm. Το υπερκείµενο αφαιρείται και στο ίζηµα προστίθενται 300µl διαλύµατος I 

(25mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0). Ακολουθεί επαναιώρηση των κυττάρων 

µε vortex. Κατόπιν, προστίθενται 300µl διαλύµατος II (0.2 M NaOH, 1% SDS), το 

διάλυµα αναδεύεται ήπια και επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 5΄. Ακολούθως, 

προστίθενται 300µl διαλύµατος III (0.15M CH3COOK pH 5.5), το διάλυµα αναδεύεται 

ελαφρώς και επωάζεται στον πάγο για 30΄. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15΄ στους 40C 

στις 14000 rpm. Στο υπερκείµενο προστίθεται 0.8 του όγκου του διαλύµατος 

ισοπροπανόλη και ακολουθεί επώαση στον πάγο για 30΄. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 

40C για 30΄ στις 14000 rpm. Το ίζηµα του πλασµιδιακού DNA που κατακρηµνίζεται µε 

αυτόν τον τρόπο αφήνεται να στεγνώσει και επαναδιαλύεται σε 50 µl H2O ή ΤΕ (10mM 

Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0). 
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9. Παρασκευή βακτηριακών δειγµάτων καλλιέργειας σε γλυκερόλη προς µακρά 

αποθήκευση 

 

 Σε 1 ml βακτηριακής καλλιέργειας προσθέτουµε 1 ml από διάλυµα 40% 

γλυκερόλης, ακολουθεί ήπια ανάδευση και µεταφορά σε υγρό άζωτο για άµεση κατάψυξη. 

Κατόπιν, ακολουθεί µεταφορά των καλλιεργειών για µακροχρόνια αποθήκευση στους -

800C. 

 

10. Αποτύπωση αποικίας (colony blot) για την ανίχνευση µετασχηµατισµένων 

κλώνων που εκφράζουν την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη. 

 

Από τα τριβλύα όπου έχουµε στρώσει το µείγµα µετασχηµατισµού σηκώνουµε 

αποικίες και τις τοποθετούµε σε συγκεκριµένες αριθµηµένες θέσεις σε δύο νέα τριβλύα µε 

θρεπτικό υλικό και αντιβιοτικά και επωάζουµε ολονύκτια στους 370C [µε αυτόν τον τρόπο 

δηµιουργούµε δύο αντίγραφα ακριβή, το ένα από τα οποία θα χρησιµοποιηθεί για την 

καθεαυτή διαδικασία της αποτύπωσης σε νιτροκυτταρίνη (replica plate) και το άλλο θα 

φυλαχτεί για να έχουµε έτοιµο το υλικό για παραπέρα χειρισµό του µετά τον 

προσδιορισµό των θετικών κλώνων (master plate)]. Στα τριβλύα αυτά µαζί µε τους 

κλώνους από το πιάτο µετασχηµατισµού προσθέτουµε και αποικίες που φέρουν τον φορέα 

έκφρασης χωρίς το γονίδιο της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης, ως αρνητικό µάρτυρα του 

πειράµατος. Στο ένα από τα δύο αντίγραφα τοποθετούµε ένα φίλτρο νιτροκυτταρίνης σε 

επαφή µε τις αποικίες, προσέχοντας να µην παγιδευτούν φυσαλίδες αέρα µεταξύ του 

φίλτρου και των αποικιών. Με µια βελόνα σύριγγας τρυπάµε το φίλτρο και το άγαρ σε 

ασύµµετρα σηµεία. Αποµακρύνουµε το φίλτρο µε µία κίνηση. Μεταφέρουµε το φίλτρο µε 

τις αποικίες προς τα πάνω σε νέο πιάτο το οποίο διαθέτει εκτός του θρεπτικού και των 

κατάλληλων αντιβιοτικών και 1mM IPTG για την επαγωγή της έκφρασης της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Επωάζουµε στους 370C για 4 ώρες. Προετοιµάζουµε ένα 

σύνολο από πιάτα όπου τοποθετούµε διηθητικό χαρτί WΗATMAN 3MM εµπλουτισµένο 

σε α) διάλυµα SDS, β) διάλυµα αποδιάταξης (0.5Μ ΝαΟΗ, 1.5Μ NaCl), γ) διάλυµα 

εξουδετέρωσης (1.5M NaCl, 0.5M TrisCl pH 7.4) και δ) 2xSSC. Μετά το πέρας της 

επαγωγής, τοποθετούµε το φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε τις αποικίες προς τα πάνω σε κάθε 

ένα από αυτά τα πιάτα και επωάζουµε ως εξής: 10 λεπτά στο SDS, 5 λεπτά στο διάλυµα 

αποδιάταξης, 5 λεπτά στο διάλυµα εξουδετέρωσης, 5 λεπτά σε νέο διάλυµα 

εξουδετέρωσης και 15 λεπτά στο 2x SSC. Στη συνέχεια ξεπλένουµε το φίλτρο 2x10min µε 

διάλυµα TBS (10mM Tris-HCl pH 7.5, 25mM NaCl) και ακολουθεί ανοσοανίχνευση της 
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ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης µε ειδικό γι’ αυτήν αντίσωµα, έτσι όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 26Α. 

 

11. Επαγωγή της έκφρασης ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών σε µικρή κλίµακα, (mini 

inductions) από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS), για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. 

 

Από µια ολονύκτια καλλιέργεια κυττάρων BL21(DE3)(pLysS) που περιέχουν τον 

φορέα έκφρασης µαζί µε το γονίδιο της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος, χρησιµοποιούµε 0.5 ml 

και εµβολιάζουµε 10ml  υγρού θρεπτικού µέσου LB, εφοδιασµένου µε τα κατάλληλα 

αντιβιοτικά. Η καλλιέργεια επωάζεται στους 370C µε γρήγορη ανάδευση, έως ότου η τιµή 

της απορρόφησης στα 600nm της καλλιέργειας φτάσει µεταξύ 0.5 και 0.7. Στο σηµείο 

αυτό λαµβάνεται ένα δείγµα 1ml από την καλλιέργεια, και η κυτταρική πελέτα (non 

induced δείγµα) φυλάσεται στον πάγο µέχρι το τέλος της επαγωγής. Ακολουθεί επαγωγή 

της έκφρασης της πρωτεΐνης στους 280C για 4-5 ώρες, µε προσθήκη IPTG σε τελική 

συγκέντρωση 1mM. Μετά το πέρας της επαγωγής, λαµβάνεται ένα ακόµα δείγµα 

καλλιέργειας 1ml (induced δείγµα). Τα δύο δείγµατα, non induced & induced, 

επαναδιαλύονται σε 40 και 80 µl αντίστοιχα 1x διάλυµα Laemmli, βράζονται για 15min µε 

ενδιάµεσες παύσεις για vortex και τέλος ηλεκτροφορούνται κατά SDS-PAGE (βλέπε 

παρακάτω).  

 

12. Επαγωγή της έκφρασης ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών διαφόρων όγκων 

καλλιέργειας κυττάρων BL21(DE3)(pLysS), µετασχηµατισµένων µε το αντίστοιχο 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο έκφρασης. 

 

 Από µια ολονύκτια καλλιέργεια των κυττάρων BL21(DE3)(pLysS) που περιέχουν 

τον φορέα έκφρασης µαζί µε το γονίδιο της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος, εµβολιάζουµε σε 

αναλογία 1:100 υγρό θρεπτικό µέσο LB, εφοδιασµένο µε 100µg/ml αµπικιλλίνη. Η 

καλλιέργεια επωάζεται στους 370C µε γρήγορη ανάδευση, έως ότου η τιµή της 

απορρόφησης στα 600nm της καλλιέργειας φτάσει µεταξύ 0.5 και 0.7. Ακολουθεί 

επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης µε προσθήκη IPTG σε τελική συγκέντρωση 1mM. 

Η καλλιέργεια κατόπιν επωάζεται στους 280C για 4-5 ώρες. Μετά το πέρας της επαγωγής, 

τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 5000 rpm για 30’ στους 40C και το ίζηµα φυλάσσεται 

στους -800C.  
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13. Προετοιµασία διαυγούς διαλύµατος λύσης υπό φυσικές (native) συνθήκες. 

 

 Η αποθηκευµένη στους -800C κυτταρική πελέτα έκφρασης αφήνεται στον πάγο να 

ξεπαγώσει και επαναδιαλύεται σε διάλυµα λύσης (20-50mΜ Tris-HCl pΗ 8.0 (ή πιο 

σπάνια, 50 mΜ ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού νατρίου, µε pH 8.0), 50-300mΜ NaCl, 

5-10mΜ ιµιδαζόλιο, -1% Triton X-100 ή/και 20% γλυκερόλη σε ορισµένες περιπτώσεις-), 

5ml ανά γραµµάριο υγρού βάρους. Ακολουθεί προσθήκη αναστολέων πρωτεασών και πιο 

συγκεκριµένα λευπεπτίνης σε τελική συγκέντρωση 1µg/ml και PMSF σε τελική 

συγκέντρωση 100µg/ml. Επίσης, στις περισσότερες περιπτώσεις προστίθενται και 5mΜ β-

µερκαπτοαιθανόλη. Ακολουθεί λύση των κυττάρων µε υπερήχους, 14 x 30 sec, µε 

διαστήµατα παύσης 30 sec µεταξύ τους στον πάγο. Το διάλυµα των λυµένων κυττάρων 

φυγοκεντρείται για 30’ στους 40C στις 12000 rpm και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε 

καθαρό σωλήνα.  

 

14. Προετοιµασία διαυγούς διαλύµατος λύσης υπό αποδιατακτικές συνθήκες 

 

 από άθικτα κύτταρα 

 

Η κυτταρική πάστα επαναδιαλύεται σε 5ml ανά γραµµάριο υγρού βάρους διαλύµατος Β 

(διάλυµα Β: 100mΜ NaH2PO4, 10mΜ Tris-HCl, 8M ουρία, pH 8.0). Παραλείπεται το 

βήµα πρόσθεσης αναστολέων πρωτεασών. Κατόπιν πραγµατοποιείται σύντοµη 

επεξεργασία µε υπερήχους. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 30’ σε 

θερµοκρασία δωµατίου και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα. 

 

 από την πελέτα  λυµένων κυττάρων 

 

Η πελέτα των λυµένων και φυγοκεντρηµένων κυττάρων επαναδυαλύεται σε 5ml ανά 

γραµµάριο υγρού βάρους διαλύµατος λύσης (50mΜ Tris-HCl pΗ 8.0, 50mΜ NaCl, 10mΜ 

ιµιδαζόλιο, 1% Triton X-100 και 8Μ ουρία), αναδεύεται καλά και φυγοκεντρείται στις 

14000 rpm για 30’ σε θερµοκρασία δωµατίου. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό 

σωλήνα. 
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15. Καθαρισµός πρωτεΐνης φέρουσας ετικέτα δέκα ιστιδινών (His tag) από στήλη 

συγγένειας Ni-NTA αγαρόζης, υπό φυσικές (native) συνθήκες. 

 

 Οι ουρές ιστιδίνης που κωδικοποιούνται έµπροσθεν ή στο τέλος του γονιδίου της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση των 

ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από το µίγµα του ολικού βακτηριακού πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος, καθώς προσδένονται στις Ni-NTA (nickel-nitriloacetic acid) οµάδες του 

προσροφητικού υλικού. Η ετικέτα αυτή δεν είναι ανοσογόνος και δεν εµπλέκεται στην 

δίπλωση της φυσικής πρωτεΐνης. Σε συνήθη pH οι ιστιδίνες είναι ουδέτερα φορτισµένες. 

∆εν επηρεάζονται, έτσι τα φυσικά χαρακτηριστικά και η ενεργότητα των υπό µελέτη 

πρωτεϊνών. Επίσης για αυτούς τους λόγους η αποµάκρυνση της ετικέτας δεν είναι 

απαραίτητη µετά το πέρας της χρησιµοποίησης της. Οι ιστιδίνες προσδένονται καλά σε 

άτοµα νικελίου. Σε προσροφητικό υλικό µε ακινητοποιηµένο νικέλιο είναι δυνατόν να 

κατακρατηθούν και κατά συνέπεια να διαχωριστούν πρωτεΐνες που φέρουν ουρές 

ιστιδίνης. 

 Για να αποφευχθεί η µη ειδική πρόσδεση πρωτεϊνών στο υλικό, το διάλυµα λύσης 

περιέχει χαµηλή συγκέντρωση ιµιδαζολίου. Για να αποφευχθεί η δέσµευση στην στήλη 

ενδογενών πρωτεϊνών που περιέχουν κατάλοιπα ιστιδίνης ακολουθείται διαδικασία 

έκπλυσης (wash) µε αυξηµένη συγκέντρωση ιµιδαζολίου. Η έκλουση (elution) γίνεται µε 

υψηλή συγκέντρωση ιµιδαζολίου, οπότε η ουρά των δέκα ιστιδινών δεν µπορεί πλέον να 

ανταγωνιστεί το ιµιδαζόλιο για τις θέσεις πρόσδεσης στο Ni-NTA agarose. O καθαρισµός 

περιλαµβάνει τα εξής βήµατα: 

 Αρχικά, σε µια κολώνα χρωµατογραφίας κλειστή στο κάτω στόµιό της, φορτώνεται 

1ml διαλύµατος 50% Ni-NTA αγαρόζης σε 30% αιθανόλη και αφήνεται να πακεταριστεί. 

Αφού πακεταριστεί, ανοίγουµε το κάτω στόµιο και αφήνουµε να ρεύσει η αιθανόλη. 

Κατόπιν, εξισορροπούµε τη στήλη µε 10 ml του εκάστοτε διαλύµατος λύσης που 

χρησιµοποιείται κατά περίπτωση και φορτώνουµε το διαυγές διάλυµα λύσης που 

παρασκευάστηκε υπό φυσικές (native) συνθήκες. Αφήνουµε να περάσει από την κολώνα 

υπό την επίδραση της βαρύτητας και συγκεντρώνουµε το έκπλυµα (flowthrough) σε 

καθαρό σωλήνα. Ακολουθούν τρεις πλύσεις 10 ml η καθεµιά, µε διάλυµα πλύσης το οποίο 

έχει την ίδια σύσταση µε το διάλυµα λύσης, αλλά µεταβάλλεται αυξανόµενα η 

συγκέντρωση ιµιδαζολίου σε αυτό. Τα εκπλύµατα συγκεντρώνονται σε ξεχωριστούς 

σωλήνες. Τέλος, ακολουθεί η έκλουση της πρωτεΐνης µε  ποικίλο αριθµό εκλούσεων, 

0.5ml η καθεµιά µε αυξανόµενη συγκέντρωση ιµιδαζολίου, σε ένα εύρος από 80 έως 350 

mΜ ιµιδαζόλιο. Όλα τα διαλύµατα του καθαρισµού, δηλαδή εκπλύσεις και εκλούσµατα 
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διατηρούνται βραχυπρόθεσµα στους 40C και µακροπρόθεσµα στους -200C µε 20% 

γλυκερόλη. 

 

16. Καθαρισµός πρωτεΐνης φέρουσας ετικέτα δέκα ιστιδινών (His tag) από στήλη 

συγγένειας Ni-NTA αγαρόζης, υπό αποδιατακτικές συνθήκες. 

 

 Η στήλη χρωµατογραφίας πακετάρεται ως άνωθεν, µε τη διαφορά ότι τώρα 

εξισορροπείται µε 10 ml διαλύµατος Β (100mΜ NaH2PO4, 10mΜ Tris-HCl, 8M ουρία, pH 

8.0). Το διαυγές διάλυµα λύσης υπό αποδιατακτικές συνθήκες (παράγραφος 14) 

φορτώνεται ακολούθως στη στήλη. Κατόπιν, πραγµατοποιούνται 3 πλύσεις µε διάλυµα C 

(100mΜ NaH2PO4, 10mΜ Tris-HCl, 8M ουρία, pH 6.3), και η πρωτεΐνη εκλούεται 4x0.5 

ml µε το διάλυµα D (100mΜ NaH2PO4, 10mΜ Tris-HCl, 8M ουρία, pH 5.9) και 4x0.5 ml 

µε το διάλυµα Ε (100mΜ NaH2PO4, 10mΜ Tris-HCl, 8M ουρία, pH 4.5). Όλα τα βήµατα 

πραγµατοποιούνται σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα διαλύµατα φυλάσσονται στους -200C 

µε 20% γλυκερόλη. 

 

17. Καθαρισµός πρωτεΐνης φέρουσας ετικέτα δέκα ιστιδινών (His tag) από την 

πελέτα λυµένων κυττάρων και επαναδιάταξή της πάνω στη στήλη συγγένειας Ni-

NTA αγαρόζης. 

 

Σε περιπτώσεις όπου η επαγώµενη ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη δεν είναι διαλυτή, 

είτε επειδή έχει συγγένεια για τα µεµβρανικά συστατικά του κυττάρου, είτε επειδή 

υπερπαράγεται και δηµιουργεί τα λεγόµενα έγκλειστα σωµάτια, µετά την κατεργασία των 

κυττάρων µε υπερήχους και τη φυγοκέντρησή τους, αυτή κατακρηµνίζεται µαζί µε τα 

κυτταρικά υπολείµµατα. Από την πελέτα αυτή µπορεί να γίνει καθαρισµός αυτής της 

πρωτεΐνης υπό αποδιατακτικές αρχικά συνθήκες (8Μ ουρία), και µετά την πρόσδεση της 

πρωτεΐνης στη στήλη νικελίου, να αποµακρυνθεί η ουρία µε πολυάριθµες πλύσεις, µε 

διαλύµατα πλύσης στα οποία η περιεκτικότητά τους σε ουρία κάθε φορά 

υποδιπλασιάζεται, για να φτάσει στην τελευταία πλύση σχεδόν να µηδενιστεί. Τα βήµατα 

που ακολουθούνται είναι τα παρακάτω: το διαυγές διάλυµα λύσης που παρασκευάζεται 

έτσι όπως περιγράφεται στην παράγραφο 14, φορτώνεται σε πακεταρισµένη στήλη 

νικελίου που έχει εξισορροπηθεί µε το ίδιο διάλυµα λύσης. Το έκπλυµα συλλέγεται και 

ακολουθούν 10 πλύσεις µε διαλύµατα που περιέχουν 50mΜ Tris-HCl pΗ 8.0, 50mΜ 

NaCl, 10mΜ ιµιδαζόλιο, και 1% Triton X-100 και κάθε φορά υποδιπλασιαζόµενη 

συγκέντρωση ουρίας (πλύση 1: 6Μ ουρία, πλύση 2: 4Μ ουρία, πλύση 3: 2Μ ουρία, πλύση 
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4: 1Μ ουρία... πλύση 10: 0.015Μ ουρία). Από την πλύση 5 και µετά, ο καθαρισµός 

συνεχίζεται στους 40C και στα διαλύµατα προστίθενται 5mΜ β-µερκαπτοαιθανόλη. Οι 

εκλούσεις της πρωτεΐνης πραγµατοποιούνται σε δύο συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου, 

2x150mM και 2x350mM. 

 

18. Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών σε διάλυµα µε τη µέθοδο Bradford 

 

Κατά τη µέθοδο αυτή, προσδιορίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος σε διάλυµα, βάσει της απορρόφησής της σε σύγκριση µε πρότυπη καµπύλη 

απορρόφησης πρωτεΐνης γνωστών συγκεντρώσεων. Αρχικά κατασκευάζεται η πρότυπη 

καµπύλη µε BSA (Bovine Serum Albumin) µετρώντας την απορρόφηση γνωστών της 

συγκεντρώσεων. Ακολούθως µετριέται η απορρόφηση του δείγµατος, η τιµή της 

τοποθετείται πάνω στην πρότυπη καµπύλη της BSA και ακολούθως προσδιορίζεται η 

συγκέντρωσή της. Τα πρωτεϊνικά διαλύµατα πριν τη φωτοµέτρηση, επεξεργαζόµαστε ως 

εξής: σε 5-20 µl δείγµατος προσθέτουµε H2O µέχρι τα 100 µl. Στο αραιωµένο δείγµα 

κατόπιν προστίθενται 1000 µl διαλύµατος εργασίας Bradford (95% αιθανόλη, 80% 

φωσφορικό οξύ, 0.06% διαλύµατος Bradford). To διάλυµα Bradford αποτελείται από 95% 

αιθανόλη, 88% φωσφορικό οξύ και 3.5 mg/ml SERVA blue G και υπόκειται σε 

φιλτράρισµα. Τα δείγµατα αναδεύονται και τοποθετούνται σε κατάλληλες κυψελίδες 

φωτοµέτρησης ορατού φάσµατος, και τέλος, ακολουθεί µέτρηση της απορρόφησής τους 

στα 595 nm σε φασµατοφωτόµετρο. Ως τυφλό δείγµα για µηδενισµό του οργάνου, 

χρησιµοποιείται 1ml  διαλύµατος εργασίας Bradford και 100µl H2O. 

 

19. Συµπύκνωση πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων µε κατακρήµνιση µε ακετόνη 

 

Σε 200µl πρωτεϊνικού δείγµατος προστίθεται 1ml παγωµένης ακετόνης και 

ακολουθεί vortex. Το διάλυµα επωάζεται στους –200C για 10min και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου, στις 14000 rpm. Η πρωτεϊνική πελέτα 

που προκύπτει στεγνώνεται καλά και επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο 1x διάλυµα 

Laemmli.  
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20. Πέψη ΗΤ-πρωτεϊνών  µε την ειδική πρωτεάση Xa factor 

 

Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες που φέρουν ουρά ιστιδινών µετά από έκφρασή 

τους από τον φορέα pET16b, φέρουν µεταξύ της ουράς ιστιδινών και της αρχικής 

µεθειονίνης της δικής τους αλληλουχίας µια θέση αναγνώρισης για τον παράγοντα Xa (Xa 

factor). Έτσι, κοπή της πρωτεΐνης µε τον παράγοντα αυτό έχει ως αποτέλεσµα την 

αποµάκρυνση της ουράς ιστιδινών από την πρωτεΐνη. Το ρυθµιστικό διάλυµα στο οποίο 

λειτουργεί η πρωτεάση αυτή αποτελείται από 20mΜ Tris-Cl pH 8.0, 100mM NaCl και 

2mM CaCl2. Συµπυκνωµένα πρωτεϊνικά ιζήµατα προερχόµενα από 50µl αρχικού 

δείγµατος επαναδιαλύθηκαν σε 50, 100 και 150µl του ρυθµιστικού διαλύµατος του 

παράγοντα Xa χωρίς τα 100mM NaCl (τα πρωτεϊνικά ιζήµατα φέρουν ήδη 300mM NaCl 

από τη διαδικασία καθαρισµού, οπότε µε τον τρόπο αυτό παρασκευάζονται τρεις 

αραιώσεις άλατος, 300, 150 και 100 mM αντίστοιχα), κατόπιν προστέθηκε 1µg παράγοντα 

Xa (Biolabs) και οι αντιδράσεις επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 6 ώρες. 

 

21. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δειγµάτων σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµίδης 

 

 Ηλεκτροφόρηση είναι η τεχνική κατά την οποία φορτισµένα µόρια κινούνται σε 

ηλεκτρικά πεδία. Η ηλεκτροφόρηση µπορεί να γίνει σε διάλυµα ή µε κάποιο στερεό µέσο 

(ηλεκτροφόρηση σε ζώνες). Η κινητικότητα του κάθε µορίου είναι ανάλογη της 

εφαρµοζόµενης τάσης επί το καθαρό φορτίο του µορίου δια την τριβή που εµφανίζεται 

λόγω του σχήµατος και του µεγέθους του. Στην µέθοδο της ηλεκτροφόρησης πηκτής τα 

µόρια διαχωρίζονται σε υδατικά διαλύµατα µέσα σε µια µήτρα πηκτής. Μέσα στις πηκτές 

αναπτύσσονται τριβές που ορίζουν και την αποτελεσµατικότητα των διαχωρισµών. Οι 

πηκτές πολυακρυλαµιδίου σχηµατίζονται ως αποτέλεσµα συν-πολυµερισµού µονοµερούς 

ακρυλαµιδίου µε Ν,Ν µεθυλενο-δις-ακριλαµίδιο. Αυτά τα δύο αντιδραστήρια είναι 

σταθερά έστω και αναµεµειγµένα και πολυµερίζονται εύκολα µε την προσθήκη 

συστήµατος που δηµιουργεί ελεύθερες ρίζες. Το APS (υπερθειικό αµµώνιο) προκαλεί την 

δηµιουργία ελεύθερων ριζών ενώ ο καταλύτης TEMED (Ν,Ν, - τετραµεθυλοαιθυλενο 

διαµίνη) πετυχαίνει την διάδοση ελευθέρων ριζών στο σύστηµα πολυµερισµού, 

(Kingsbury & Masters, 1970). Κατά την µη συνεχή ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιούνται δύο 

πηκτές ηλεκτροφόρησης. Τα δείγµατα εισάγονται στην πάνω στιβάδα που αποτελείται από 

µια πηκτή χαµηλής συγκέντρωσης (πηκτή συσσώρευσης, stacking gel). To διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης του συστήµατος περιέχει γλυκίνη και είναι ρυθµισµένο σε pH 8.3. To 

ρυθµιστικό διάλυµα και τα δείγµατα των πρωτεϊνών τιτλοδοτούνται αρχικά εντός της 
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πηκτής συσσώρευσης σε pH 6.8. Ως αποτέλεσµα οι πρωτεΐνες έχουν µεγαλύτερη 

κινητικότητα από τα ιόντα γλυκίνης και συσσωρεύονται µπροστά τους. Ακολούθως 

εισερχόµενες στην δεύτερη πηκτή (πηκτή διαχωρισµού) µε pH 8.8 οι σχηµατιζόµενες 

πλέον ζώνες πρωτεϊνών αρχίζουν να διαχωρίζονται βάση του φορτίου τους και του 

µεγέθους τους. Στην ηλεκτροφόρηση κατά Laemmli έχουµε πολυµερισµό της πηκτής σε 

µορφή πλάκας που σχηµατίζεται από δύο ορθογώνια τζάµια. Ο πολυµερισµός στην πηκτή 

συσσώρευσης γίνεται παρουσία µιας χτένας που αφήνει κενές αύλακες για την τοποθέτηση 

των προς ηλεκτροφόρηση δειγµάτων ( Laemmli, 1970). Στην ηλεκτροφόρηση µε SDS οι 

πρωτεΐνες τρέχουν ως αποδιατεταγµένα µονοµερή. Αρχικά κατά το παρασκεύασµα του 

δείγµατος χρησιµοποιείται διαλυτή θειόλη για την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσµών 

ενώ το απορρυπαντικό SDS (δωδεκανοθειικό νάτριο) ενώνεται σε όλες τις περιοχές της 

πρωτεΐνης προσδίδοντας έτσι σταθερό λόγο ανιονικού φορτίου προς µάζα.  

 Τα προς ηλεκτροφόρηση δείγµατα των πρωτεϊνών αναµειγνύονται 1:1 µε το 

διάλυµα φόρτωσης (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 0.2% Bromophenol 

blue, 200mM DTT). Ακολουθεί πεντάλεπτος βρασµός των πρωτεϊνών και γρήγορη 

φυγοκέντρησή τους πριν την φόρτωσή τους στην πηκτή. Για την κατασκευή της πηκτής 

στήνεται η συσκευή του πολυµερισµού (κατά Laemmli). Ακολούθως παρασκευάζεται η 

πηκτή διαχωρισµού [10% µείγµατος ακρυλαµίδης (29% ακρυλαµίδη, 1% Ν,Ν’ – µεθυ 

λενοδισακρυλαµίδη), 0.375 Μ Tris-HCl pH 8.8, 0.2% SDS, 0.2% APS, TEMED], 

τοποθετείται εντός του συστήµατος και αφήνεται να πολυµεριστεί. Η πηκτή συσσώρευσης 

αποτελείται από 5% µείγµα ακρυλαµίδης, 0.125 Μ Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS 

και TEMED. To διάλυµα ηλεκτροφόρησης Laemmli αποτελείται από 25 mM Tris base, 

192 mM Glycine pH 8.3, 0.1% SDS. Η πηκτή µετά το φόρτωµα των δειγµάτων 

ηλεκτροφορείται σε τάση 100V αρχικά και αφού τα δείγµατα εισέλθουν στην πηκτή 

διαχωρισµού αυξάνεται σε 120V. 

 

22. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δειγµάτων σε native πήκτωµα πολυακρυλαµίδης  

 

Στην ηλεκτροφόρηση αυτού του είδους, οι πρωτεΐνες των δειγµάτων που 

ηλεκτροφορούνται, διαχωρίζονται βάσει του φορτίου τους, της δοµής και του µοριακού 

τους βάρους. Τέτοιες πηκτές δεν είναι πληροφοριακές ώς προς το είδος και το µοριακό 

βάρος της πρωτεΐνης που ηλεκτροφορείται σε σχέση µε την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, 

αλλά µπορούν να δώσουν κάποια στοιχεία για την κατάσταση και τη συµπεριφορά των 

φυσικών πληθυσµών της πρωτεΐνης σε ένα έκλουσµά της [αν η πρωτεΐνη απεικονίζεται 

µετά από τη χρώση της πηκτής ως µια συµπαγής µπάντα (ένας ή λίγοι διακριτοί φυσικοί 
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πληθυσµοί µορίων) ή ως ένα νέφος (smear) καθ’ όλη τη στήλη της ηλεκτροφόρησης 

(πολλοί και διαφορετικοί φυσικοί πληθυσµοί µορίων)]. Και σαφώς είναι ένας τρόπος 

διαχωρισµού πρωτεϊνικών µορίων που είναι επιθυµητό να διατηρήσουν την 

στερεοδιαµόρφωσή τους για να πραγµατοποιηθούν πειράµατα που απαιτούν κάτι τέτοιο 

(πχ αποτύπωση σε µεµβράνη και gel overlay, βλέπε παράγραφο 27)Το πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης, το διάλυµα ηλεκτροφόρησης και το διάλυµα φόρτωσης κατά την 

προετοιµασία των πρωτεϊνικών δειγµάτων δεν περιέχουν SDS ούτε αναγωγικούς 

παράγοντες, και τα πρωτεϊνικά δείγµατα δεν βράζονται πριν τη φόρτωσή τους στο 

πήκτωµα. Η πηκτή διαχωρισµού έχει pH 8.0 αντί για 8.8 που έχει στην SDS εκδοχή της. Η 

ηλεκτροφόρηση τέλος πραγµατοποιείται στους 40C.  

 

23. Χρώση της πηκτής µε κυανό του Coomassie και αποχρωµατισµός 

 

 Μετά την ηλεκτροφόρηση για να γίνουν ορατές οι ζώνες των πρωτεϊνών πρέπει να 

ακολουθήσει η διαδικασία χρώσης. Κατά αυτήν η πηκτή τοποθετείται εντός διαλύµατος 

χρώσης (45% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ, 2.5% w/v Coomassie blue) όπου και αφήνεται 

για 30-40’ σε ήπια ανάδευση. Ακολούθως τοποθετείται σε διάλυµα αποχρωµατισµού (30% 

µεθανόλη, 10% οξικό οξύ) για 1 ώρα σε ήπια ανάδευση µέχρι να παραµείνουν βαµµένες 

µόνο οι ζώνες των πρωτεϊνών. Η χρωστική δεσµεύεται στα βασικά κατάλοιπα των 

πρωτεϊνών (κυρίως αργινίνης και αρωµατικών αµινοξέων) και έτσι εµφανίζονται οι ζώνες 

πάνω στην πηκτή. 

 

24. Ηλεκτροµεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

 

 Τα πρωτεϊνικά δείγµατα αρχικά αναλύονται σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE). Όταν το πήκτωµα αποµακρυνθεί από τις 

ηλεκτροφορητικές πλάκες, εµποτίζεται σε 1x Transfer Buffer (25mM Tris, 200mm 

Glycine, 20% Methanol). Στη συνέχεια παρασκευάζεται η διάταξη του sandwich Western, 

κατά την οποία, µέσα σε ένα σύστηµα πλακών τοποθετούνται κατά σειρά: ένα κοµµάτι 

σπόγγου, τρία κοµµάτια διηθητικού χαρτιού στις διαστάσεις του πηκτώµατος, το πήκτωµα, 

η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης στις διαστάσεις του πηκτώµατος, τρία κοµµάτια διηθητικού 

χαρτιού στις διαστάσεις του πηκτώµατος και ένα κοµµάτι σπόγγου, όλα  εµποτισµένα 

καλά σε 1x Transfer Buffer (η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης πρέπει να τοποθετηθεί ακριβώς 

πάνω στο πήκτωµα, χωρίς φυσαλίδες µεταξύ τους, διότι η παρουσία φυσαλίδων θα 

εµποδίσει την µεταφορά των πρωτεϊνών στα σηµεία όπου αυτές υπάρχουν).  Κατόπιν, η 
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διάταξη µεταφέρεται σε συσκευή ηλεκτροµεταφοράς όπου αφήνεται ολονύκτια, σε τάση 

30V και ένταση 100mΑ και  στους 40C. Εάν πρόκειται να πραγµατοποιηθεί 

ηλεκτροµεταφορά native πηκτώµατος, ακολουθούνται τα ίδια βήµατα, µε τη διαφορά ότι 

στο 1x Transfer Buffer δεν περιέχεται µεθανόλη. 

 

25. Dot blot πρωτεϊνών 

 

 Ένας πιο χονδρικός και πιο γρήγορος τρόπος ανοσοανίχνευσης µιας πρωτεΐνης σε 

ένα εκχύλισµα πραγµατοποιείται µε τη λεγόµενη µέθοδο αποτύπωσης κουκίδας (dot blot). 

Κατ’ αυτή, ποσότητα καθαρής πρωτεΐνης ή διαυγούς διαλύµατος λύσης, περιεκτικότητας 

50-400ng περίπου, τοποθετούνται επί µεµβράνης νιτροκυτταρίνης ή PVDF 

(polyvinylidene difluoride) και η µεµβράνη αφήνεται να στεγνώσει. Μαζί µε τα δείγµατα 

ενδιαφέροντος, επί της µεµβράνης τοποθετούνται και θετικοί/αρνητικοί µάρτυρες. Στη 

συνέχεια, ακολουθεί ανοσοανίχνευση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος µε ειδικό γι’ αυτήν 

αντίσωµα, ή µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate αν πρόκειται για πρωτεΐνη που φέρει ουρά 

ιστιδινών (βλέπε ακόλουθη παράγραφο). 

 

26. Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών αποτυπωµένων σε µεµβράνη 

 

Α) µε ειδικό αντίσωµα 

Μετά την αποτύπωση η µεµβράνη εµβαπτίζεται σε διάλυµα 0.1% της χρωστικής 

Ponceau S σε 1% CH3COOH για να γίνουν ορατές οι πρωτεϊνικές ζώνες επί της 

µεµβράνης και να πιστοποιηθεί η µεταφορά τους. Ο µοριακός µάρτυρας µεγέθους 

αποκόπτεται από τη µεµβράνη και η τελευταία αποχρωµατίζεται µε 2-3 πλύσεις µε 1x ΤBS 

(10mM Tris-HCl pH 7.5, 25mM NaCl). Η διαδικασία της ανοσοανίχνευσης αρχίζει και 

όλα τα στάδια πραγµατοποιούνται σε θερµοκρασία δωµατίου. Η µεµβράνη αρχικά 

επωάζεται µε παρεµποδιστικό διάλυµα (blocking solution) το οποίο αποτελείται από 5% 

σκόνη γάλακτος και TBST (10mM Tris-HCl pH 7.5, 25mM NaCl, 0.1% Tween 20) µε 

ανάδευση για µία ώρα. Η επώαση µε το παρεµποδιστικό διάλυµα πραγµατοποιείται για 

την κάλυψη επί της µεµβράνης όλων των σηµείων όπου δεν υπάρχει πρωτεΐνη, ώστε να 

αποφευχθεί η µη ειδική πρόσδεση του αντισώµατος επί της µεµβράνης. Στη συνέχεια 

ακολουθούν 3x10min πλύσεις της µεµβράνης µε  TBST και η µεµβράνη επωάζεται µε το 

πρώτο αντίσωµα, παρασκευασµένο στις περιπτώσεις που µας απασχόλησαν σε κουνέλι. 

Το αντίσωµα αραιώνεται σε TBST και 5% σκόνη γάλακτος, 1:50000 ή 1:70000 κατά 

περίπτωση, και ακολουθεί επώαση µε ανάδευση για 2 ώρες. Εν συνεχεία η µεµβράνη 
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ξεπλένεται 3x10min µε TBST. Ακολουθεί επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα της αλκαλικής 

φωσφατάσης (anti-rabbit IgG AP conjugate) σε διάλυση 1:7500 σε TBST και 5% σκόνη 

γάλακτος για 1 ώρα. Κατόπιν πραγµατοποιούνται 3x10min πλύσεις της µεµβράνης µε  

TBST. Τελικά, πραγµατοποιείται η ανάπτυξη του σήµατος ως εξής: σε 10 ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος AP (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 5 mM MgCl2, 100mM NaCl) προστίθενται 

0.33 mg/ml NBT (nitro blue tetrazolium) και 0.165 mg/ml BCIP (5-bromo-4-chloro-3-

indonylphosphate). Τα υποστρώµατα αυτά είναι ικανά να αναπτύξουν χρώµα κατά την 

αντίδρασή τους µε την ενζυµική οµάδα της αλκαλικής φωσφατάσης υπό τις συνθήκες του 

ρυθµιστικού της διαλύµατος. Το διάλυµα των υποστρωµάτων προστίθεται σε ρηχό δοχείο 

όπου έχει τοποθετηθεί η µεµβράνη, και ακολουθεί επώασή της στο σκοτάδι χωρίς 

ανάδευση.   Η αντίδραση συνήθως ολοκληρώνεται µετά από 10 min και σταµατά 

ξεπλένοντας τη µεµβράνη καλά µε νερό. 

 

Β) µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate 

 

Το σύνθετο αυτό µόριο περιέχει ιόντα νικελίου τα οποία φέρουν προσδεδεµένη µια 

οµάδα του ενζύµου αλκαλική φωσφατάση. Η επώαση του µορίου αυτού (εν διαλύσει σε 

κατάλληλα διαλύµατα) µε µια µεµβράνη νιτροκυτταρίνης στην οποία έχουν µεταφερθεί οι 

ηλετροφορηµένες πρωτεΐνες µε τη µέθοδο της ηλεκτροµεταφοράς, επιτρέπει την πρόσδεση 

των ιόντων νικελίου στα σηµεία εκείνα της µεµβράνης όπου υπάρχουν κατάλοιπα 

ιστιδίνης. Όσο περισσότερα και συγκεντρωµένα είναι τα κατάλοιπα ιστιδίνης, τόσο 

µεγαλύτερη και πιο ειδική η πρόσδεση του µορίου έπ’ αυτών. Με τον τρόπο αυτό γίνεται η 

ανίχνευση πρωτεϊνών που φέρουν His-tag. Η διαδικασία έχει ως εξής: µετά την 

αποτύπωση, την χρωµατική ανίχνευση των πρωτεϊνών επί της µεµβράνης και τον 

ακόλουθο αποχρωµατισµό της, ακολουθεί µπλοκάρισµα της µεµβράνης µε TBS και 3% 

BSA για µία ώρα, µε ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούν 3x10min πλύσεις 

της µεµβράνης µε  TBST και επώασή της µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate σε αραίωση 

1:1000 σε ΤBST. Ακολουθούν 3x10min πλύσεις της µεµβράνης µε  TBST και ανάπτυξη 

του σήµατος έτσι όπως περιγράφηκε στην παραπάνω παράγραφο. 

 

27. Μέθοδος gel overlay 

 

Πρόκειται για µία µέθοδο κατά την οποία πρωτεΐνες ακινητοποιηµένες σε 

µεµβράνη που φέρουν τη φυσική τους στερεοδιαµόρφωση επωάζονται µε διάλυµα 

καθαρής πρωτεΐνης ή διαυγές διάλυµα λύσης που την περιέχει και κατόπιν 
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πραγµατοποιείται ανοσοανίχνευση γι’ αυτήν την πρωτεΐνη, µε σκοπό να προσδιορισθεί 

εάν κάποιες από τις ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη της 

διαλυτής φάσης. Τέτοιες µεµβράνες µε πρωτεΐνες που έχουν τη φυσική τους 

στερεοδιαµόρφωση µπορεί να έχουν προκύψει µε τρεις τρόπους: α) από ηλεκτροµεταφορά 

των πρωτεϊνών σε µεµβράνη µετά από native ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος 

πολυακρυλαµίδης, β) µετά από SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών, αποδιάταξή 

τους πάνω στη µεµβράνη και εκτεταµένη πλύση τους για αποµάκρυνση της ουρίας και 

επαναδιάταξή τους επί της µεµβράνης και γ) µετά από dot blot πρωτεϊνών που είναι 

καθαρισµένες υπό φυσικές (native) συνθήκες. Εν προκειµένω, τέτοιες µεµβράνες 

προέκυψαν κατά τους τρόπους α) και γ). Οι µεµβράνες µε τις ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες 

πλένονται 2x 10min µε TBS, και ακολουθεί µπλοκάρισµα µε ΤΒST και 5% σκόνη 

γάλακτος. Κατόπιν, ακολουθούν 3x10min πλύσεις µε TBST και στις µεµβράνες 

προστίθεται TBST µε 1% σκόνη γάλακτος, το οποίο περιέχει 200µg της πρωτεΐνης 

ενδιαφέροντος. Οι µεµβράνες επωάζονται ολονύκτια στους 40C. Την επόµενη ηµέρα, 

ακολουθούν 6x5min πλύσεις µε TBST και πραγµατοποιείται επώαση των µεµβρανών µε 

το ειδικό αντίσωµα της πρωτεΐνης της διαλυτής φάσης καθώς και τα υπόλοιπα βήµατα της 

ανοσοανίχνευσης που περιγράφεται στην παράγραφο 26. 

 

28. Επαγωγή του τύπου ΙΙΙ εκκριτικού συστήµατος από κύτταρα Pseudomonas 

syringae pv. phaseolicola, στέλεχος Psp3121. 

 

Από γλυκερολικό βακτηριακό stock αποθηκευµένο στους –800C αναβιώνονται 

κύτταρα του ψευδοµοναδικού στελέχους Psp3121 σε 2ml LB εφοδιασµένου µε 

ριφαµυκίνη τελικής συγκέντρωσης 50µg/ml, µε επώαση µε ανάδευση στους 280C για 

περίπου 40 ώρες. Η καλλιέργεια αυτή χρησιµοποιείται για τον εµβολιασµό 100ml LB 

εφοδιασµένου µε 50µg/ml ριφαµυκίνη και 10mΜ φρουκτόζη και ακολουθεί επώαση στους 

280C έως ότου η OD600= 0.6-0.7. Στο σηµείο αυτό, τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 

5000rpm για 30min, και η κυτταρική πελέτα ξεπλένεται δύο φορές µε µέσο επαγωγής hrp 

(hrp inducing medium)(50mΜ ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου, pH 5.8, 7.6mM 

(NH4)2SO4, 1,7mM MgCl2 και 1.7mM NaCl). Μετά τις πλύσεις, τα κύτταρα 

επαναδιαλύονται σε 100ml µέσου επαγωγής hrp, εφοδιασµένου µε 10mM φρουκτόζη, 

10mM µαννιτόλη και 50µg/ml ριφαµυκίνη. Λαµβάνεται ένας όγκος 45ml ώς non induced 

δείγµα, το οποίο φυγοκεντρείται και η κυτταρική πάστα αποθηκεύεται στους –800C. Η 

υπόλοιπη καλλιέργεια µεταφέρεται στους 250C και επωάζεται για 12 ώρες µε ανάδευση, 
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οπότε και λαµβάνεται 1ml για να φωτοµετρηθεί ενώ η υπόλοιπη καλλιέργεια 

φυγοκεντρείται και η κυτταρική πάστα (induced δείγµα) αποθηκεύεται στους –800C. 

 

29. Προετοιµασία πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος έκλουσης από στήλη Ni-NTA αγαρόζης 

για ανάλυσή του σε κολώνα µοριακής διήθησης Sephacryl S-100 (gel filtration). 

 

Τα εκλούσµατα ανασυνδυασµένης ΗΤ-πρωτεΐνης που καθαρίστηκε από κυτταρική 

πάστα 2 Lt καλλιέργειας µέσω στήλης νικελίου ενώθηκαν και το δείγµα που προέκυψε 

υπεβλήθη σε συνθήκες διαπίδυσης έναντι διαλύµατος 20 mM Tris/HCl pH 8.0, 200 mM 

NaCl και 1mΜ β-µερκαπτοαιθανόλη. Το διάλυµα αυτό στη συνέχεια συµπυκνώθηκε µε 

χρήση µεµβράνης Amicon (3000 cut off: επιτρέπει τη διέλευση από τους πόρους της 

µορίων µε µέγεθος ≥3000 Da). Στο συµπυκνωµένο δείγµα, όγκου 4 ml προστέθηκε 1mΜ 

DTT και στη συνέχεια αυτό εφαρµόστηκε σε κολώνα µοριακής διήθησης Sephacryl S-100, 

η οποία  είχε εξισορροπηθεί µε διάλυµα 20 mM Tris/HCl pH 8.0, 200 mM NaCl και 1mΜ 

β-µερκαπτοαιθανόλη. Κατά τη διάρκεια της χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης 

συνελέγησαν  κλάσµατα όγκου 5ml το καθένα, και µετά το πέρας της διαδικασίας, δείγµα 

όλων των κλασµάτων ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 15% για την 

αναγνώριση των φυσικών πληθυσµών που διαχωρίσθηκαν κατά την εφαρµογή της 

µοριακής διήθησης. 

 

 

 

 
     GGCCAGTAAG CTTGCATGCC TGCAGGTCGA CTCTAGAGGA TCCCCGGGTA CCGAGCTCGA 

      CCGGTCATTC GAACGTACGG ACGTCCAGCT GAGATCTCCT AGGGGCCCAT GGCTCGAGCT 

 

 

      ATTCTCCCTA TAGTGAGTCG TATTAGAGCT TGGCGTAATC ATGGTCATA 

      TAAGAGGGAT ATCACTCAGC ATAATCTCGA ACCGCATTAG TACCAGTAT 

 

 

 

 

 

 

 

HindIII PstI BamHI KpnI SacI/SsstI

EcoRI 

Εικόνα 2. Ο πολυσυνδέτης του φορέα κλωνοποίησης και πρωτεϊνικής έκφρασης ευρέως φάσµατος 
pDN18.  
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Εικόνα 3. Χάρτης του φορέα κλωνοποίησης και πρωτεϊνικής 
υπερέκφρασης pET26b.  



 46

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Αποτελέσµατα 
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Εισαγωγή 

 

Η HrcU της Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, οµόλογη της πρωτεΐνης FlhB 

του βακτηριακού µαστιγίου (Εικόνα 4) προβλέπεται ότι φέρει επίσης τέσσερις 

διαµεµβρανικές περιοχές (Εικόνες 6 και 7) και µια εκτεταµένη καρβοξυτελική περιοχή η 

οποία εκτίθεται στο βακτηριακό κυτταρόπλασµα. Φέρει το µοτίβο NPTH στις θέσεις 265-

268 και προγράµµατα πρόβλεψης µοτίβων µαρτυρούν την ύπαρξη ενός µοτίβου ABC 

µεταφορέων στις θέσεις 88-102. Στην εικόνα 5 ακολουθεί πολλαπλή στοίχιση της 

αµινοξικής αλληλουχίας των τεσσάρων κυριότερων εκπροσώπων της οικογένειας FlhB/ 

YscU/ HrcU/SpaS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Υποθετική δοµή της πρωτεΐνης FlhB, αποτελούµενης από µια αµινοτελική 
διαµεµβρανική περιοχή (FlhBTM), και µια καρβοξυτελική κυτταροπλασµατική περιοχή 
(FlhBC). Η περιοχή FlhBC αποτελείται από δύο υποπεριοχές, την FlhBCΝ και την FlhBCC 
και συνδέονται από έναν πρωτεολυτικά ευαίσθητο αρµό, που έχει κέντρο την Pro-270. Η 
υποπεριοχή FlhBCC φαίνεται να εµπλέκεται ευθέως στην πρόσδεση υποστρωµάτων προς 
έκκριση. Ο ρόλος της υποπεριοχής FlhBCΝ είναι λιγότερο ξεκάθαρος. Cyto: 
κυτταροπλασµατικό διαµέρισµα (cytoplasmic compartment). CM: κυτταροπλασµατική 
µεµβράνη (cytoplasmic membrane) (Minamino et al., 2000). 
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YscU_YersInIA         ----MSGEKTEQPTPKKIRDARKKGQVAKSKEVVSTALIVALSAMLMGLSDYYFEHFSKL 56 
SPAS_SALMoneLLA       ----MSSNKTEKPTKKRLEDSAKKGQSFKSKDLIIACLTLGGIAYLVSYGSFN-EFMGII 55 
HrcU_PseudoMonAs      -----MSEKTEKATPKQIRDAREKGQVGQSQDLGKLLVLMVVSEITLGLADDSVDRLQAL 55 
FLhB_FLAgeLLuM        MAEESDDDKTEAPTPHRLEKAREEGQIPRSRELTSLLILLVGVCIIWFGGESLARQLAGM 60 
                            .:*** .* :::..: ::**  :*:::    : :         ..     :  : 
 
YscU_YersInIA         M--LIPAEQSYLPFSQALSYVVDNVLLEFFYLCFPLLTVAALMAIASHVVQYGFLISGEA 114 
SPAS_SALMoneLLA       K--IIIADN----FDQSMADYSLAVFGIGLKYLIPFMLLCLVCSALPALLQAGFVLATEA 109 
HrcU_PseudoMonAs      L--ALSFKGIDRSFAASVELIASEGLSVLLSFTLCSVGMAMLMRLVSSWMQIGFLFAPKA 113 
FLhB_FLAgeLLuM        LSAGLHFDHRMVNDPNLILGQIILLIKAAMMALLPLIAGVVLVALISPVMLGGLIFSGKS 120 
                          :  .         :       :   :   :  :    :    .  :  *:::: :: 
 
YscU_YersInIA         IKPDIKKINPIEGAKRIFSIKSLVEFLKSILKVVLLSILIWIIIKGNLVTLLQLPTCGIE 174 
SPAS_SALMoneLLA       LKPNLSALNPVEGAKKLFSMRTVKDTVKTLLYLSSFVVAAIICWKKYKVEIFSQLNGNIV 169 
HrcU_PseudoMonAs      LKLDINKINPFSHAKQMFSGQNILNLLLSILKAVAIGATLYMQVKPALGALILLANSDLT 173 
FLhB_FLAgeLLuM        LQPKFSKLNPLPGIKRMFSAQTGAELLKAVLKSTLVGCVTGFYLWNHWPQMMRLMAESPI 180 
                      :: .:. :**.   *::** :.  : : ::*    .     :        ::     .   
 
YscU_YersInIA         CITPLLGQILRQLMVICTVGFVVISIADYAFEYYQYIKELKMSKDEIKREYKEMEGSPEI 234 
SPAS_SALMoneLLA       GIAVIWRELLLALVLTCLACALIVLLLDAIAEYFLTMKDMKMDKEEVKREMKEQEGNPEV 229 
HrcU_PseudoMonAs      TYWHALVELFRHILRVILGLLLVVAMVDFAMQKYFHAKKLRMSHEDIKKEYKQSEGDPHV 233 
FLhB_FLAgeLLuM        VAMGNALDLVGLCALLVVLGVIPMVGFDVFFQIFSHLKKLRMSRQDIRDEFKESEGDPHV 240 
                             ::.           : :   *   : :   *.::*.::::: * *: **.*.: 
 
YscU_YersInIA         KSKRRQFHQEIQSRN---MRENVKRSSVVVANPTHIAIGILYKRGETPLPLVTFKYTDAQ 291 
SPAS_SALMoneLLA       KSKRREVHMEILSEQ---VKSDIENSRLIVANPTHITIGIYFKPELMPIPMISVYETNQR 286 
HrcU_PseudoMonAs      KGHRRQLSHEILNQEPSAAPNPVEEADMLLVNPTHYAVALYYRPGETPLPLIHCKGEDEE 293 
FLhB_FLAgeLLuM        KGKIRQMQRAAAQRR---MMEDVPKADVIVTNPTHYSVALQYDENKMSAPKVVAKGAGLI 297 
                      *.: *:.     ...     . : .: :::.**** ::.: :     . * :     .   
 
YscU_YersInIA         VQTVRKIAEEEGVPILQRIPLARALYWDALVDHYIPAEQIEATAEVLRWLERQN------ 345 
SPAS_SALMoneLLA       ALAVRAYAEKVGVPVIVDIKLARSLFKTHRRYDLVSLEEIDEVLRLLVWLEEVENAGKDV 346 
HrcU_PseudoMonAs      ALALIARAKKAGIPVVQSIWLTRTLYR-AKVGKYIPRPTLQAVGHIYKVVRQLDEITDEV 352 
FLhB_FLAgeLLuM        ALRIREIGAEHRVPTLEAPPLARALYRHAEIGQQIPGQLYAAVAEVLAWVWQLKRWRLAG 357 
                      .  :   . :  :* :    *:*:*:      . :.      . .:   : . .       
 
YscU_YersInIA         IEKQHSEML----------------- 354 
SPAS_SALMoneLLA       IQPQENEVRH---------------- 356 
HrcU_PseudoMonAs      IQVEVEL------------------- 359 
FLhB_FLAgeLLuM        GQRPPQPENLPVPEALDFMNEKNTDG 383 
                       :   .                    

 

Εικόνα 5. Πολλαπλή στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας των τεσσάρων κυριότερων εκπροσώπων 
της οικογένειας FlhB/ YscU/ HrcU/SpaS. Η στοίχιση πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα ClustalW. 
Με κόκκινο χρώµα σηµειώνονται οι συντηρηµένες θέσεις στις τέσσερις αλληλουχίες, ενώ µε πράσινο 
τα υδρόφοβα κατάλοιπα. 
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Εικόνα 6. Πρόβλεψη υδροφοβικότητας και διαµεµβρανικών περιοχών επί της αλληλουχίας της 
πρωτείνης HrcU. Η διακεκοµµένη γραµµή αντιστοιχίζεται σε χαλαρό κατώφλι ενώ η συνέχης σε 
αυστηρό κατώφλι αυστηρότητας πρόβλεψης. Βάσει του δεύτερου, η πρωτείνη προβλέπεται να έχει 
τέσσερις πιθανές διαµεµβρανικές περιοχές. Η πρόβλεψη πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα DAS 
(EXPASY TOOLS). 
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 Ακολουθεί πρόβλεψη δευτεροταγούς δοµής για τις τέσσερις κυριότερες πρωτείνες 

της οικογένειας FlhB/ YscU/ HrcU/SpaS µε το πρόγραµµα PsiPred: 

 

YscU 

Conf: Confidence (0=low, 9=high) 

Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil) 

  AA: Target sequence 

 

 

Conf: 987888884468999999718897542099999999999999997899999999999988 

Pred: CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

  AA: MSGEKTEQPTPKKIRDARKKGQVAKSKEVVSTALIVALSAMLMGLSDYYFEHFSKLMLIP 

Εικόνα 7. Πρόβλεψη υδροφοβικότητας και διαµεµβρανικών περιοχών της πρωτείνης HrcU βάσει του 
προγράµµατος ΤMpred. Εδώ αναγνωρίζονται τέσσερις πιθανές διαµεµβρανικές έλικες: 1η. 28-45αα, µε κέντρο 
το κατάλοιπο 36. 2η. 78-96αα, µε κέντρο το κατάλοιπο 88. 3η. 139-157αα, µε κέντρο το κατάλοιπο 147, και 4η. 
185-204αα, µε κέντρο το κατάλοιπο 194. 
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              10        20        30        40        50        60 

 

 

Conf: 764135457889999999999998762135789999899888988112244100263722 

Pred: HHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCC 

  AA: AEQSYLPFSQALSYVVDNVLLEFFYLCFPLLTVAALMAIASHVVQYGFLISGEAIKPDIK 

              70        80        90       100       110       120 

 

 

Conf: 367368889851478999999999999999999999998117899875268998999999 

Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHH 

  AA: KINPIEGAKRIFSIKSLVEFLKSILKVVLLSILIWIIIKGNLVTLLQLPTCGIECITPLL 

             130       140       150       160       170       180 

 

 

Conf: 999999999999999999999899999999984068978999997627899878999999 

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHH 

  AA: GQILRQLMVICTVGFVVISIADYAFEYYQYIKELKMSKDEIKREYKEMEGSPEIKSKRRQ 

             190       200       210       220       230       240 

 

 

Conf: 999996126111047573887667058877763378899977887262589999999998 

Pred: HHHHHHHCCHHHHCCCCCEEEECCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCHHHHHHHHHHHH 

  AA: FHQEIQSRNMRENVKRSSVVVANPTHIAIGILYKRGETPLPLVTFKYTDAQVQTVRKIAE 

             250       260       270       280       290       300 

 

 

Conf: 778972408799999997388776589889999999999999998541214799 

Pred: HCCCCEECCHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCC 

  AA: EEGVPILQRIPLARALYWDALVDHYIPAEQIEATAEVLRWLERQNIEKQHSEML 

             310       320       330       340       350  
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FlhB 

 

Conf: Confidence (0=low, 9=high) 

Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil) 

  AA: Target sequence 

 

    

Conf: 920024101045779784568999999718897541099999999999999998999999 

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

  AA: MKLRVDLQFFAGEKTEKATPKKRKDTRKKGQVAKSSDVNTAVSLLVIFLSLIAIGPYMRD 

              10        20        30        40        50        60 

 

 

Conf: 999999987224021057766899999998877314344378999998877778870233 

Pred: HHHHHHHHHHCCCHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCC 

  AA: RLLSFIETFYTESLTMKLSESNVHTLFVSLLKDMGMILAPILLVALVAGVVSNYMQVGFL 

              70        80        90       100       110       120 

 

 

Conf: 542002637223673688898514789999999999999999999999981188998753 

Pred: CCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

  AA: FSAEVIQPKLEKLDPIKGFKRIYSMRAIVELIKSILKIVVVGFAAFAVLWLHYGEILRLP 

             130       140       150       160       170       180 

 

 

Conf: 689989999999999999999999999999998899999999840689789999976278 

Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCC 

  AA: LLTPEEALSFVSKLTLWMGLSGAGALLILAGLDYLYQRFDYEKNIKMSKQDIKDEYKKSE 

             190       200       210       220       230       240 

 

 

Conf: 998789999999999972015641586838875685068778632678999879882615 

Pred: CCHHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCH 

  AA: GDPIIKSKIKQRQREMAMRRMMQEVPKADVIITNPTHYAIALKYDEEKMDAPYIVAKGVD 

             250       260       270       280       290       300 

 

 

Conf: 899999999997789734087999999972887665898899999999999999801469 
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Pred: HHHHHHHHHHHHCCCCEEECHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC 

  AA: HLALKIRKIAKEHDVMMVENRPLARALYDQVEIDQAVPEEFFKVLAEILAYVYKTKQKVY 

             310       320       330       340       350       360 

 

 

HrcU 

 

Conf: Confidence (0=low, 9=high) 

Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil) 

  AA: Target sequence 

 

    

 

Conf: 988887734689999997188975430999999999999999978999999999999986 

Pred: CCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

  AA: MSEKTEKATPKQIRDAREKGQVGQSQDLGKLLVLMVVSEITLGLADDSVDRLQALLALSF 

              10        20        30        40        50        60 

 

 

Conf: 421667777899999978898631311257899998887678872233552013637323 

Pred: HHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCC 

  AA: KGIDRSFAASVELIASEGLSVLLSFTLCSVGMAMLMRLVSSWMQIGFLFAPKALKLDINK 

              70        80        90       100       110       120 

 

 

Conf: 673678888514779999999999999999999999982088998753689989999999 

Pred: CCHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHH 

  AA: INPFSHAKQMFSGQNILNLLLSILKAVAIGATLYMQVKPALGALILLANSDLTTYWHALV 

             130       140       150       160       170       180 

 

 

Conf: 999999999999999999998899999999840689789999976278998789999999 

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHH 

  AA: ELFRHILRVILGLLLVVAMVDFAMQKYFHAKKLRMSHEDIKKEYKQSEGDPHVKGHRRQL 

             190       200       210       220       230       240 

 

 

Conf: 999985023124456661637776670688777632788999879883615899999999 
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Pred: HHHHHHHHHHCCCCCCCCCCEEEECCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCHHHHHHHHHH 

  AA: SHEILNQEPSAAPNPVEEADMLLVNPTHYAVALYYRPGETPLPLIHCKGEDEEALALIAR 

             250       260       270       280       290       300 

 

 

Conf: 99778972408899999973377764798899999999999999864145101233129 

Pred: HHHCCCCEECCHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECC 

  AA: AKKAGIPVVQSIWLTRTLYRAKVGKYIPRPTLQAVGHIYKVVRQLDEITDEVIQVEVEL 

             310       320       330       340       350       

  

 

SpaS 

 

Conf: Confidence (0=low, 9=high) 

Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil) 

  AA: Target sequence 

 

Conf: 987778874568999999718897531199999999999999998789999999999971 

Pred: CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

  AA: MSSNKTEKPTKKRLEDSAKKGQSFKSKDLIIACLTLGGIAYLVSYGSFNEFMGIIKIIIA 

              10        20        30        40        50        60 

 

 

Conf: 698623899999999877788678899999987766788721225531236372126736 

Pred: CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCHH 

  AA: DNFDQSMADYSLAVFGIGLKYLIPFMLLCLVCSALPALLQAGFVLATEALKPNLSALNPV 

              70        80        90       100       110       120 

 

 

Conf: 888985147899999999999999999999999710899987636899899999999999 

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHH 

  AA: EGAKKLFSMRTVKDTVKTLLYLSSFVVAAIICWKKYKVEIFSQLNGNIVGIAVIWRELLL 

             130       140       150       160       170       180 

 

 

Conf: 999999999999999989999999998506897899999752789987899999999999 

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHH 
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  AA: ALVLTCLACALIVLLLDAIAEYFLTMKDMKMDKEEVKREMKEQEGNPEVKSKRREVHMEI 

             190       200       210       220       230       240 

 

 

Conf: 720255411747388656706887776236889997798727158999999999976897 

Pred: HHHHHHHHCCCCCEEEECCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCHHHHHHHHHHHHHCCCC 

  AA: LSEQVKSDIENSRLIVANPTHITIGIYFKPELMPIPMISVYETNQRALAVRAYAEKVGVP 

             250       260       270       280       290       300 

 

 

Conf: 24087999999972887655898899999999999999997368865888888889 

Pred: EECCHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCC 

  AA: VIVDIKLARSLFKTHRRYDLVSLEEIDEVLRLLVWLEEVENAGKDVIQPQENEVRH 

             310       320       330       340       350    
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Α) Χαρακτηρισµός HrcU C199 

 

1. Καθαρισµός της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) µε 

χρήση στήλης συγγένειας Ni-NTA αγαρόζης 

 

 Ο καθαρισµός πραγµατοποιήθηκε υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες και 

ανιχνεύθηκαν τρεις ζώνες, 28, 17 και 15 kDa  περίπου αντίστοιχα (Εικόνα 8α). Το 

θεωρητικό µοριακό βάρος της πρωτεΐνης είναι 22 kDa και εάν ληφθεί υπόψη το γεγονός 

της πρωτεόλυσης που βάσει της βιβλιογραφίας (βλέπε Εισαγωγή) πραγµατοποιείται στο 

µοτίβο ΝΡΤΗ, στη δική µας περίπτωση θα πρέπει να κόβει το µόριο σε δύο περίπου ίσα 

κοµµάτια. Πρωταρχικό πείραµα ανοσοανίχνευσης µε αντίσωµα για την HrcU (Εικόνα 8β) 

φανέρωσε ότι και οι τρεις ζώνες ανήκουν στην πρωτεΐνη καθώς και οι τρεις 

αναγνωρίζονται από το αντίσωµα. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. α. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των δειγµάτων καθαρισµού της 
HisΝ10-HrcU C199: Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διαυγές διάλυµα 
λύσης. Στήλη 3: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη (flowthrough). Στήλη 4, 5 και 6: πλύσεις σε 
10, 20 και 30 mM  ιµιδαζόλιο. Στήλες 7, 8, 9, 10, 11 και 12: εκλούσµατα της πρωτεΐνης His10-
HrcU C199 σε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mM  ιµιδαζόλιο. Η µέγιστη ποσότητα της 
πρωτεΐνης φαίνεται να εκλούεται στα 150 mM  ιµιδαζόλιο. β. Ανοσοανίχνευση της έκλουσης 
της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο, µε το αντίσωµα για την πρωτεΐνη 
HrcU σε αραίωση 1:50000. Με τα βέλη προσδιορίζονται οι ζώνες που αναγνωρίζει το αντίσωµα 
για την HrcU και οι οποίες βάσει του µοριακού µάρτυρα µεγεθών αντιστοιχίζονται στις ζώνες 
15, 17 και 28 kDa που είναι ορατές και στο πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. 

α β

1  2  3  4  5  6   7  8  9 10 11 12 
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2. Κοπή της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 µε τον παράγοντα Xa 

 

 Η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 εκφρασµένη από τον φορέα έκφρασης pET16b έχει 

αµινοτελικά δέκα κατάλοιπα ιστιδίνης. Ο σχεδιασµός του φορέα είναι τέτοιος που δίνει τη 

δυνατότητα αποκοπής της ουράς αυτής ιστιδινών από την παραγόµενη πρωτεΐνη, καθώς 

µεταξύ του his-tag και της αρχής της πρωτεΐνης υπάρχει ένα µοτίβο αναγνώρισης για την 

εξειδικευµένη πρωτεάση factor Xa. Θεωρήθηκε σκόπιµο, στα πλαίσια της προσπάθειας 

ταυτοποίησης των τριών ζωνών που δίνει ο καθαρισµός της His10-HrcU C199, να 

πραγµατοποιηθεί πέψη της πρωτεΐνης µε τον παράγοντα αυτόν και τα προϊόντα πέψης να 

διαχωριστούν µε ηλεκτροφόρηση. ∆υστυχώς οι πέψεις που πραγµατοποιήθηκαν δεν ήταν 

πλήρεις (Εικόνα 9), δηλαδή οι άκοπες ζώνες συνυπήρχαν µε τις κοµµένες, και δεν ήταν 

δυνατή η διεξαγωγή συµπερασµάτων από τα ηλεκτροφορητικά πηκτώµατα. 

 

 
 

 

 

 

 

3. Καθαρισµός της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) σε 

µεγάλη κλίµακα (2Lt καλλιέργειας) και προετοιµασία της για FPLC (Fast Protein 

Liquid Chromatography) 

 

Σε συνεργασία µε το εργαστήριο Κρυσταλλογραφίας, πραγµατοποιήθηκε 

καθαρισµός της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) σε µεγάλη 

κλίµακα (2Lt καλλιέργειας) από στήλη νικελίου. Τα εκλούσµατα της πρωτεΐνης ενώθηκαν, 

υπεβλήθησαν σε διαπίδυση (dialysis) εναντίον διαλύµατος συµβατού µε τις συνθήκες της 

Εικόνα 9. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των προϊόντων πέψης των 
εκλουσµάτων της πρωτεΐνης His10-HrcU C199 µε τον παράγοντα Xa. Στήλη 1: 
µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: ηλεκτροφορηµένος παράγοντας Xa. 
Στήλη 3: άκοπο έκλουσµα της πρωτεΐνης His10-HrcU C199. Στήλες 4, 5, 6: προϊόντα 
πέψης  της πρωτεΐνης His10-HrcU C199 µε τον παράγοντα Xa, σε τρεις διαφορετικούς 
τελικούς όγκους αντίδρασης (50, 100 και 150 µl αντίστοιχα) 

1    2     3     4    5    6   LMW (kDa) 
97 
66 
45 
30 
 
20.1 
 
14.4 
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χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης, συµπυκνώθηκαν και φορτώθηκαν σε στήλη gel 

filtration. Σκοπός του πειράµατος αυτού ήταν ο διαχωρισµός βάσει µοριακού βάρους των 

φυσικών πληθυσµών µορίων που υπάρχουν µέσα στο διάλυµα έκλουσης της πρωτεΐνης  

HisΝ10-HrcU C199. Η διαδικασία αυτή ανέδειξε δύο φυσικούς πληθυσµούς της πρωτεΐνης, 

µε τον ένα να βγαίνει από τη στήλη σε µεγάλα µοριακά βάρη, και τον δεύτερο και 

ποσοτικά σηµαντικότερο, να ακολουθεί ακριβώς µετά (Εικόνα 10). Ο ακριβής 

προσδιορισµός των µοριακών βαρών των πληθυσµών αυτών δεν ήταν δυνατός σε πρώτη 

φάση, λόγω τεχνικών ελλείψεων του εργαστηρίου κρυσταλλογραφίας εκείνη την περίοδο. 

Ο δεύτερος και κύριος πληθυσµός της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 συνελέγη, το διάλυµα 

υπεβλήθη σε διαπίδυση και συµπύκνωση και το δείγµα που προέκυψε µετά από την 

κατεργασία αυτή προωθήθηκε για πρωταρχικά πειράµατα κρυστάλλωσης. Τα πειράµατα 

αυτά δεν έδωσαν κάποιο αποτέλεσµα, µάλλον λόγω ακαταλληλότητας του µορίου της 

πρωτεΐνης έτσι όπως αυτή εκφράζεται από την συγκεκριµένη πλασµιδιακή κατασκευή: στο 

αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης έτσι ως έχει,  υπάρχουν 10 περίπου υδρόφοβα κατάλοιπα, 

τα οποία ευθύνονται για την τάση της πρωτεΐνης αυτής να σχηµατίζει αδιάλυτα 

συσσωµατώµατα σε υψηλές συγκεντρώσεις. Το γεγονός αυτό καθιστά αδύνατη τη 

συµπύκνωση της πρωτεΐνης σε υψηλές συγκεντρώσεις, κάτι που αποτελεί απαραίτητη 

προϋπόθεση για την έναρξη οποιουδήποτε πειράµατος κρυστάλλωσης. 
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4. Κλωνοποίηση του γονιδιακού θραύσµατος HrcU C199 στον φορέα έκφρασης 

pET26b. 

 

Στα πλαίσια της προσπάθειας διερεύνησης της ταυτότητας των θραυσµάτων της πρωτείνης 

HisΝ10-HrcU C199, θεωρήθηκε σκόπιµη η κλωνοποίηση του γονιδιακού θραύσµατος της 

αυτής πρωτείνης στον φορέα έκφρασης pET26b, ο οποίος προσδίδει µια ουρά 5 ιστιδινών 

στο καρβοξυτελικό άκρο της ανασυνδυασµένης πρωτεϊνης. Το γονιδιακό θραύσµα αυτό 

αποµονώθηκε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), µε µήτρα το πλασµίδιο 

pET16b/HrcU C199. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής:  

 

Forward (φέρει θέση περιορισµού για το ένζυµο NdeI): 5’- ctggtcgtccatatggtcgacttcg -3’ 
 

Reverse (φέρει θέση περιορισµού για το ένζυµο BamHI): 5’ – cttggatccccacctcaac – 3’ 
 

 

Εικόνα 10. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων που προέκυψαν από 
την εφαρµογή gel filtration στο έκλουσµα που περιέχει την καθαρισµένη πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU 
C199. α. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: έκλουσµα της πρωτεΐνης πριν 
περάσει από τη στήλη της gel filtration. Στήλη 3 έως 15: κλάσµατα 20, 22, 24… έως 44 της gel 
filtration. β. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2 έως 15: κλάσµατα 46 έως 72 
της gel filtration. Οι δύο πληθυσµοί µορίων που φαίνονται στα δύο πηκτώµατα περιλαµβάνονται 
στα κλάσµατα 26-34 (µεγαλοµοριακός πληθυσµός) και 38-48 (µικροµοριακός πληθυσµός). 

α

β

LMW (kDa) 
97 
66 
45 
 
30 
20.1 
 
14.4 

LMW (kDa) 
97 
66 
45 
 
30 
20.1 
14.4 

  1   2   3  4  5  6  7 8  9 10 11 12 13 14 15

  1   2    3  4  5  6  7 8  9 10 11 12 13 14 15
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και οι συνθήκες κατά τις οποίες πραγµατοποιήθηκε η ενίσχυση του θραύσµατος DNA 

ενδιαφέροντος είναι οι παρακάτω:  

 

1. 940C για 5 min 

2. 940C για 30 sec 

3. 550C για 30 sec 

4. 720C για 1 min 

5. Go to step 2 for 25 cycles 

6. 720C για 5 min 

7. 40C for ever 

 

  Μετά την αντίδραση, το προϊόν καθαρίσθηκε και υπεβλήθη σε διαδοχικές πέψεις 

µε τα ένζυµα περιορισµού NdeI και BamHI. Στην ίδια διαδικασία πέψεων υπεβλήθη και ο 

φορέας έκφρασης  pET26b. Τα θραύσµατα αυτά µετά τον καθαρισµό τους από τα 

συστατικά των αντιδράσεων πέψης υπεβλήθησαν σε αντίδραση λιγάσης σε αναλογία 

άκρων 1:3 και 1:5 και οι αντιδράσεις αυτές χρησιµοποιήθηκαν για µετασχηµατισµό µε 

θερµικό σοκ δεκτικών κυττάρων JM83. Πέντε από τους κλώνους που αναπτύχθηκαν στα 

τριβλύα µετασχηµατισµού, αποτέλεσαν υλικό για αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής 

κλίµακας (minipreps), µε σκοπό την ανίχνευση των θετικών κλώνων. Τα πλασµιδιακά 

DNA που προέκυψαν, υπεβλήθησαν α) σε διαγνωστικές πέψεις µε τα ένζυµα NdeI/BamHI 

και XbaI/SacI (τα δύο αυτά ένζυµα κόβουν εκατέρωθεν των θέσεων κλωνοποίησης και 

πολύ κοντά σε αυτές), β) σε PCR µε τους εκκινητές της κλωνοποίησης, ως δεύτερη 

προσέγγιση, εναλλακτική των πέψεων. Η εικόνα των πέψεων και των αντιδράσεων PCR 

µετά από ηλεκτροφόρησή τους σε 1% πήκτωµα αγαρόζης, εικονίζεται παρακάτω (Εικόνα 

11). 
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Και οι πέντε κλώνοι που επελέγησαν ήταν θετικοί, και το DNA αυτών αποτέλεσε υλικό 

µετασχηµατισµού µε θερµικό σοκ δεκτικών κυττάρων BL21(DE3)(pLysS). Από τους 

νέους αυτούς κλώνους παρασκευάστηκαν γλυκερολικά stock για µακρόχρονη αποθήκευση 

στους -800C. 

 

5. Αποτύπωση αποικίας (dot blot) από το πιάτο µετασχηµατισµού pET26b/HrcU 

C199 σε κύτταρα BL21(DE3)(pLysS). 

 

Για την ανεύρεση λειτουργικών κλώνων που υπερπαράγουν την ανασυνδυασµένη 

πρωτεΐνη ΗΤC5-HrcU C199, πραγµατοποιήθηκε αποτύπωση αποικίας, κατά την οποία 

χρησιµοποιήθηκαν 21 αποικίες του τριβλύου µετασχηµατισµού και 4 αποικίες κυττάρων 

BL21(DE3)(pLysS) που φέρουν τον φορέα pET26b ως αρνητικοί µάρτυρες. Η 

Εικόνα 11. Ηλεκτροφόρηση σε 1% πήκτωµα αγαρόζης των αντιδράσεων PCR (άνω τµήµα 
πηκτώµατος) και των αντιδράσεων πέψης (κάτω τµήµα πηκτώµατος) των πλασµιδιακών DNA από 
τα minipreps του τριβλύου µετασχηµατισµού  pET26b/HrcU C199. Άνω τµήµα πηκτώµατος: 
Στήλη 1: µάρτυρας µεγέθους λ/PstI. Στήλη 2: αρνητικός µάρτυρας PCR. Στήλες 3 έως 7: προϊόντα 
PCR για τα πλασµιδιακά DNA των minipreps 1 έως 5. Το ενισχυµένο θραύσµα έχει αναµενόµενο 
µέγεθος 500 περίπου bp. Βάσει του µάρτυρα λ/PstI, όλα τα minipreps αντιστοιχούν σε θετικούς 
κλώνους. Κάτω τµήµα πηκτώµατος: Στήλη 1: µάρτυρας µεγέθους λ/PstI. Στήλη 2: υπερελικωµένο 
πλασµιδιακό DNA από το miniprep 1. Στήλες 3 έως 7: αντιδράσεις πέψης των minipreps 1 έως 5 
µε το ζεύγος ενζύµων NdeI/BamHI. Το αναµενόµενο µέγεθος της ζώνης που αναµένεται είναι 500 
περίπου bp. Στήλες 9 έως 13: αντιδράσεις πέψης των minipreps 1 έως 5 µε το ζεύγος ενζύµων 
XbaI/SacI. Το αναµενόµενο µέγεθος της ζώνης που αναµένεται είναι 520 περίπου bp. Και για τα 
δύο ζεύγη πέψεων, το µέγεθος των ζωνών που ελήφθησαν φαίνεται να είναι σωστό. 

1 2   3  4  5   6  7       9 10 11 12 13 

500bp 

500bp 

1 2   3   4  5  6   7 
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ανοσοαποτύπωση έγινε µε τη χρήση ειδικού αντισώµατος για την πρωτεΐνη HrcU σε 

αραίωση 1:50000. Το πείραµα έδειξε ότι όλοι οι κλώνοι παράγουν λειτουργική πρωτεΐνη 

(Εικόνα 12). 

 
 

 

 

 

 

6. Επαγωγή της πρωτεΐνης ΗΤC5-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) σε 

µικρή κλίµακα. 

 

Για την διερεύνηση της διαλυτότητας της εκφραζόµενης πρωτεΐνης  ΗΤC5-HrcU C199 

πραγµατοποιήθηκε επαγωγή της από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) σε µικρή κλίµακα (10ml 

καλλιέργειας). Αποµονώθηκαν δείγµατα καλλιέργειας 1ml έκαστο πριν και µετά την 

επαγωγή, και η κυτταρική πάστα επαγωγής χωρίσθηκε σε δύο τµήµατα. Αυτά 

επαναδιαλύθηκαν σε δύο διαφορετικά διαλύµατα λύσης: ∆ιάλυµα 1: 20mΜ Tris-Cl pH 

8.0, 300mM NaCl, 5 mM ιµιδαζόλιο, και ∆ιάλυµα 2: 20mΜ Tris-Cl pH 8.0, 50mM NaCl, 

5 mΜ ιµιδαζόλιο, 1% Triton X-100. Τα επαναδιαλυµένα κύτταρα υπεβλήθησαν σε 

κατεργασία µε υπερήχους, και µε φυγοκέντρηση διαχωρίσθηκαν οι πελέτες από τα 

υπερκείµενα διαλύµατα. Οι πελέτες επαναδιαλύθηκαν στο αντίστοιχο διάλυµα λύσης. Όλα 

τα δείγµατα που προέκυψαν µαζί µε τα κύτταρα πριν και µετά την επαγωγή ετοιµάστηκαν 

για ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και αναλύθηκαν. Η εικόνα του ηλεκτροφορηµένου 

πηκτώµατος φαίνεται παρακάτω (Εικόνα 13). Βάσει αυτής, εξάγονται δύο βασικά 

Εικόνα 12. Αποτύπωση αποικιών  για έλεγχο της έκφρασης της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης HrcU C199 από τον φορέα pET26b. Όλες οι 
αποικίες εκφράζουν την πρωτεΐνη (αποικίες 1 έως 21), ενώ οι αρνητικοί 
µάρτυρες (αποικίες 22 έως 25, φέρουν µόνο τον φορέα pET26b) δεν έχουν 
δώσει σήµα. 
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συµπεράσµατα: α) η επαγωγή της πρωτεΐνης  ΗΤC5-HrcU C199 έχει πραγµατοποιηθεί, 

διότι εάν συγκρίνει κανείς το επαγώµενο δείγµα σε σχέση µε το µη επαγώµενο, παρατηρεί 

το γνωστό πρότυπο των τριών ζωνώσεων στα 28, 17 και 15 περίπου kDa) και β) η 

περισσότερη ποσότητα της πρωτεΐνης  ΗΤC5-HrcU C199 κατακρηµνίζεται στο αδιάλυτο 

µεµβρανικό κλάσµα. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

7. Αποδιατακτικός καθαρισµός των πρωτεϊνών HisΝ10-HrcU C199 και ΗΤC5-HrcU 

C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) για σύγκριση των δύο προτύπων καθαρισµού 

 

Οι δύο πρωτεΐνες καθαρίστηκαν υπό αποδιατακτικές συνθήκες, µε αρχικό υλικό άθικτα 

κύτταρα, και τα εκχυλίσµατα καθαρισµού ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτώµατα 

πολυακρυλαµίδης 15%. Η εικόνα αυτών παρατίθεται παρακάτω (Εικόνα 14). Η πρωτεΐνη 

ΗΤC5-HrcU C199 φέρει την ουρά ιστιδινών στο καρβοξυτελικό της άκρο, και αν πράγµατι 

συµβαίνει κοπή στο µοτίβο NPTH, τότε η ουρά ιστιδινών θα φέρεται από το 

καρβοξυτελικό θραύσµα µετά την κοπή. Άρα, αναµένεται διαφοροποίηση στην εικόνα που 

θα δίνουν µετά από ηλεκτροφόρηση τα εκλούσµατα από τον καθαρισµό των δύο µορίων. 

Πράγµατι, η εικόνα µαρτυρά διαφορετικό πρότυπο για τις δύο πρωτεΐνες (για περισσότερα 

βλέπε στο κεφάλαιο της Συζήτησης), το οποίο όµως δεν µας βοηθά στην διεξαγωγή 

Εικόνα 13. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% µη επαγώµενου και 
επαγώµενου δείγµατος της πρωτεΐνης HisC-HrcU C199, και υπερκειµένων και ιζηµάτων 
µετά την επαγωγή στα δύο διαφορετικά διαλύµατα λύσης: Στήλη 1: µη επαγώµενο δείγµα, 
όγκου 5µl. Στήλη 2: επαγώµενο δείγµα, όγκου 5µl..Στήλη 3: : µη επαγώµενο δείγµα, όγκου 
10µl. Στήλη 4: επαγώµενο δείγµα, όγκου 10µl. Στήλη 5: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. 
Στήλες 6 και 7: υπερκείµενο διάλυµα και ίζηµα αντίστοιχα, στο διάλυµα λύσης µε 300mΜ 
άλας και χωρίς Triton X-100. Στήλες 8 και 9: υπερκείµενο διάλυµα και ίζηµα αντίστοιχα, 
στο διάλυµα λύσης µε 50mΜ άλας και µε 1% Triton X-100.  
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συµπεράσµατος περί της ταυτότητας των διαφόρων ζωνών που λαµβάνονται στα 

εκλούσµατα. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Β) Προσδιορισµός αλληλεπιδράσεων της HrcU C199 µε άλλες πρωτεΐνες του 

εκκριτικού συστήµατος τύπου ΙΙΙ, όπως και µεταξύ άλλων πρωτεϊνών. 

 

1. Προσέγγιση χρήσης του βακτηριακού στελέχους BL21(DE3)(pPL6).  

 

Το στέλεχος αυτό περιέχει το κοσµίδιο pPL6 το οποίο φέρει ολόκληρη την γενετική 

‘νησίδα’ hrp/hrc του βακτηρίου P. syringae pv. phaseolicola. Η σκέψη ήταν να 

πραγµατοποιηθεί µετασχηµατισµός των κυττάρων αυτών µε φορείς έκφρασης που 

Εικόνα 14. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των δειγµάτων 
αποδιατακτικού καθαρισµού των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199. α. 
Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλες 2 και 3: διαυγές διάλυµα λύσης των 
πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοιχα. Στήλες 4 και 5: διάλυµα 
έκπλυσης από τη στήλη (flowthrough) των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU 
C199 αντίστοιχα. Στήλες 6, 7, 8, 9, 10 και 11: τρεις πλύσεις σε pH 6.3 των πρωτεϊνών His10-
HrcU C199 και HisC- HrcU C199 ανά ζεύγη αντίστοιχα. Στήλες 12, 13: πρώτο έκλουσµα 
των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 5.9. Στήλες 14, 15: 
δεύτερο έκλουσµα των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 
5.9. β. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλες 2, 3: τρίτο έκλουσµα των 
πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 5.9. Στήλες 4, 5: 
τέταρτο έκλουσµα των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 
5.9. Στήλες 6, 7: πρώτο έκλουσµα των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 
αντίστοχα, σε pH 4.5. Στήλες 8, 9: δεύτερο έκλουσµα των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και 
HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 5.9. Στήλες 10, 11: τρίτο έκλουσµα των πρωτεϊνών 
His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 5.9. Στήλες 12 και 13: τέταρτο 
έκλουσµα των πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HisC- HrcU C199 αντίστοχα, σε pH 5.9. 

α
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περιέχουν το γονιδιακό θραύσµα της πρωτεΐνης HrcU C199 σε σύντηξη µε ουρά ιστιδινών, 

ώστε να γίνει κατόπιν επαγωγή και καθαρισµός της πρωτεΐνης His-HrcU C199, µε την 

ελπίδα ότι θα συµπαρασύρει βάσει αλληλεπίδρασης και κάποια άλλη/άλλες από τις 

πρωτεΐνες που εκφράζονται από τον κοσµιδιακό κλώνο (ο οποίος δεν υπόκειται σε 

µεταγραφικό έλεγχο και εκφράζει τις πρωτεΐνες του συστατικά). 

 

 

Α. Μετασχηµατισµός του στελέχους BL21(DE3)(pPL6) µε το πλασµίδιο 

pET16b/HrcU C199, επαγωγή και καθαρισµός της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 υπό 

αποδιατακτικές και µή, συνθήκες. 

 

 Παρασκευάστηκαν ηλεκτροδεκτικά κύτταρα του στελέχους BL21(DE3)(pPL6), τα 

οποία µετασχηµατίστηκαν µε το πλασµίδιο pET16b/HrcU C199. Επιλεγµένοι κλώνοι 

χρησιµοποιήθηκαν για επαγωγή της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 σε όγκους 100ml. 

Ακολούθησε καθαρισµός αυτής από στήλη συγγένειας Ni-NTA αγαρόζης υπό µη 

αποδιατακτικές συνθήκες και ηλεκτροφόρηση των εκχυλισµάτων καθαρισµού. Η πηκτή 

ηλεκτροφόρησης παρατίθεται παρακάτω (Εικόνα 15). Σε σύγκριση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα του πειράµατος, που δεν είναι άλλος από τον καθαρισµό της ίδιας πρωτεΐνης από 

κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) που δεν φέρουν τον κοσµιδιακό κλώνο pPL6, µπορεί να 

εξαχθεί εύκολα το συµπέρασµα ότι: παρά το γεγονός ότι εκφράζεται η πρωτεΐνη, αυτή 

πέφτει ολοκληρωτικά στο αδιάλυτο κλάσµα, καθώς καµία από τις τρεις γνώριµες ζώνες 

που αποτελούν το πρότυπο της καθαρισµένης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα 

BL21(DE3)(pLysS) (βλέπε προηγούµενη εικόνα) δεν εµφανίζονται στα εκλούσµατα 

καθαρισµού από κύτταρα µε τον κοσµιδιακό κλώνο. Μια εξήγηση του αποτελέσµατος 

αυτού ίσως είναι ότι κάποιος παράγοντας εκφραζόµενος από το κοσµίδιο, πολύ πιθανόν η 

ίδια η πρωτεΐνη HrcU (η οποία όπως έχει ήδη προαναφερθεί στην Εισαγωγή φέρει 

τέσσερις διαµεµβρανικές περιοχές) ή κάποια άλλη διαµεµβρανική δοµική πρωτεΐνη του 

TTSS που αλληλεπιδρά µε το καρβοξυτελικό κοµµάτι της HrcU, προσδένουν την 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 και την συµπαρασύρουν µαζί τους στο 

αδιάλυτο µεµβρανικό κλάσµα. Για να διαλευκανθεί το ενδεχόµενο αυτό, 

πραγµατοποιήθηκε αποδιατακτικός καθαρισµός της πρωτεΐνης από τα ίδια κύτταρα, αλλά 
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το αποτέλεσµα ήταν σχεδόν το ίδιο (Εικόνα 16). Η µόνη ορατή διαφοροποίηση βάσει των 

ηλεκτροφορηµένων πηκτωµάτων ήταν ότι η ζώνη που εµφανίζεται γύρω στα 30 kDa 

παρουσιάζεται πιο έντονη στον αποδιατακτικό καθαρισµό της πρωτεΐνης. Αρχικά, η ζώνη 

αυτή θεωρήθηκε ότι ήταν η 28 kDa ζώνη που παρατηρείται στο πρότυπο των τριών ζωνών 

της καθαρισµένης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS), αλλά όταν 

πραγµατοποιήθηκε πείραµα ανοσοανίχνευσης µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate, αυτή δεν 

έδωσε σήµα. Θεωρήθηκε λοιπόν ότι αποτελεί προϊόν µη ειδικής πρόσδεσης κάποιας άλλης 

κυτταρικής πρωτεΐνης επί της στήλης. 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

Β. Μετασχηµατισµός του στελέχους BL21(DE3)(pPL6) µε το πλασµίδιο 

pET26b/HrcU C199, επαγωγή και καθαρισµός  της πρωτεΐνης ΗΤC5-HrcU C199 υπό 

µη αποδιατακτικές συνθήκες. 

 

 Για να διαλευκανθεί το ενδεχόµενο, η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 να 

κατακρηµνίζεται στο αδιάλυτο µεµβρανικό κλάσµα επειδή η ουρά ιστιδινών δεν είναι 

προσβάσιµη από τα ιόντα νικελίου της στήλης συγγένειας, έγινε ηλεκτρο-

µετασχηµατισµός του στελέχους BL21(DE3)(pPL6) µε το πλασµίδιο pET26b/HrcU C199 

Εικόνες 15 και 16. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων 
καθαρισµού της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pPL6) υπό µη 
αποδιατακτικές και αποδιατακτικές συνθήκες αντίστοιχα. Εικόνα 15. Στήλη 1: µοριακός 
µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διαυγές διάλυµα λύσης. Στήλη 3. διάλυµα έκπλυσης από τη 
στήλη. Στήλες 4,5 και 6: διαλύµατα πλύσης της στήλης. Στήλες 7, 8 και 9: εκλούσεις της στήλης 
µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. Εικόνα 16. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: 
καθαρισµένη πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες (θετικός µάρτυρας). Στήλη 3: έκλουσµα της πρωτεΐνης HisΝ10-HrcU C199 από 
κύτταρα BL21(DE3)(pPL6) υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες. Στήλη 4: HisΝ10-HrcU C199 από 
κύτταρα BL21(DE3)(pPL6) υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
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(γενικά θεωρείται ότι οι ουρές ιστιδινών που τοποθετούνται στο καρβοξυτελικό άκρο των 

πρωτεϊνών είναι περισσότερο εκτεθειµένες και άρα προσβάσιµες από στήλες νικελίου σε 

σχέση µε τις αµινοτελικές συντήξεις), επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης ΗΤC5-HrcU 

C199 και καθαρισµός αυτής υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες από στήλη συγγένειας Ni-

NTA αγαρόζης. Το αποτέλεσµα ήταν το ίδιο µε αυτό που ελήφθηκε από τον καθαρισµό 

της αµινοτελικής σύντηξης (Εικόνα 17).  

 

 

 
 

 

 

 

 

2. Προσέγγιση συγκαθαρισµού πρωτεϊνών που συνεκφράζονται στο ίδιο 

κύτταρο: το ζεύγος HrcU C199/HrcN C259 

 

Βάσει της βιβλιογραφίας, η αντλία ενέργειας του TTSS είναι η πρωτεΐνη HrcN, η οποία 

φέρεται να αλληλεπιδρά περιφερειακά µε κυτταροπλασµατικά τµήµατα πρωτεϊνών του 

αγωγού Hrp και είτε να ελέγχει µέσω αυτής της αλληλεπίδρασης θετικά ή αρνητικά τη 

λειτουργία της ως ATPάση του συστήµατος είτε να εντοπίζεται στο κατάλληλο τοπολογικό 

περιβάλλον του TTSS.  Με βάση κάποια προκαταρκτικά αποτελέσµατα προηγούµενων 

ετών του εργαστηρίου που έδειξαν ολόκληρη την πρωτεΐνη HrcN να αλληλεπιδρά µε την 

πρωτεΐνη HrcU C199 σε πειράµατα Far Western, σχεδιάστηκε ένα πείραµα ταυτόχρονης 

έκφρασης σε βακτήρια δύο πλασµιδίων, από τα οποία το ένα θα εκφράζει την HrcU C199 

και το άλλο το καρβοξυτελικό θραύσµα της HrcN, επονοµαζόµενο ως HrcN C259 

Εικόνα 17. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων καθαρισµού της 
πρωτεΐνης HisC5-HrcU C199 από κύτταρα BL21(DE3)(pPL6) υπό native συνθήκες. Στήλη 1: 
µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη. Στήλη 3: 
διάλυµα πλύσης από τη στήλη. Στήλη 4: διάλυµα έκλουσης της πρωτεΐνης  HisC5-HrcU C199 µε 
250mΜ ιµιδαζόλιο. 
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(εκφράζει τα κατάλοιπα της πρωτεΐνης από 259 έως το τέλος της). ∆εν επιλέχθηκε 

ολόκληρο το µόριο της HrcN αρχικά, για το λόγο ότι είναι λίγο διαλυτή και δεν είναι 

εύκολος ο καθαρισµός της. Από τα πλασµίδια αυτά, µια από τις δύο πρωτεΐνες θα αποκτά 

ουρά ιστιδινών κατά την έκφρασή της ενώ η άλλη δεν θα φέρει τέτοια ουρά. Έτσι, σε 

πείραµα καθαρισµού µετά από επαγωγή των πρωτεϊνών αυτών, εάν αλληλεπιδρούν, η His-

tagged πρωτεΐνη αναµένεται να συµπαρασύρει την άλλη και έτσι θα συνυπάρχουν στις 

εκλούσεις, κάτι που θα φανεί είτε σε επίπεδο ηλεκτροφορηµάτων µε χρώση αυτών (εάν το 

επίπεδο έκφρασης και ο βαθµός αλληλεπίδρασης µεταξύ τους είναι µεγάλος), είτε σε 

επίπεδο ανοσοανίχνευσης µε ειδικό αντίσωµα για την όχι σηµασµένη µε ουρά ιστιδινών 

πρωτεΐνη. 

Για να µπορέσουν δύο πρωτεΐνες να συνεκφραστούν από το ίδιο βακτηριακό κύτταρο, θα 

πρέπει αυτό να φέρει σε δύο συµβατούς φορείς (φορείς µε διαφορετικού είδους 

αλληλουχία που αναγνωρίζεται ως σηµείο έναρξης της αντιγραφής, origin of replication 

δηλαδή) τα γονίδιά τους. Για το λόγο αυτό, ήταν απαραίτητη η κλωνοποίηση του 

γονιδιακού τµήµατος της µιας από τις δύο πρωτεΐνες σε κατάλληλο φορέα έκφρασης. Εν 

προκειµένω, θεωρήθηκε σκόπιµο να κλωνοποιηθεί το γονιδιακό τµήµα που εκφράζει την 

πρωτεΐνη HrcN C259 στον ευρέου φάσµατος φορέα έκφρασης pDN18. Η κλωνοποίηση 

πραγµατοποιήθηκε ως εξής: για την αποµόνωση του γονιδιακού θραύσµατος της 

πρωτεΐνης HrcN C259 πραγµατοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, µε µήτρα 

το πλασµίδιο pT7-7/HrcN C259 και µε χρήση των παρακάτω εκκινητών: 

 

Forward(φέρει θέση περιορισµού για το ένζυµο EcoRI):5’ – gagaattctatggtgctgttg – 3’ 
 

Reverse(φέρει θέση περιορισµού για το ένζυµο BamHI):5’–gcggatcggatcccagtgtgtcttcc–3’ 
 

και οι συνθήκες κατά τις οποίες πραγµατοποιήθηκε η ενίσχυση του θραύσµατος DNA 

ενδιαφέροντος είναι οι παρακάτω:  

1. 940C για 5 min 

2. 940C για 30 sec 

3. 500C για 30 sec 

4. 720C για 1 min 

5. Go to step 2 for 25 cycles 
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6. 720C για 5 min 

7. 40C for ever 

Μετά την αντίδραση, το προϊόν καθαρίσθηκε και υπεβλήθη σε διαδοχικές πέψεις µε τα 

ένζυµα περιορισµού EcoRI και BamHI. Στην ίδια διαδικασία πέψεων υπεβλήθη και ο 

φορέας έκφρασης  pDN18. Τα θραύσµατα αυτά µετά τον καθαρισµό τους από τα 

συστατικά των αντιδράσεων πέψης υπεβλήθησαν σε αντίδραση λιγάσης σε αναλογία 

άκρων 1:3 και 1:5 και οι αντιδράσεις αυτές χρησιµοποιήθηκαν για µετασχηµατισµό µε 

θερµικό σοκ δεκτικών κυττάρων DH5a. Στα τριβλύα µετασχηµατισµού αναπτύχθηκαν δύο 

αποικίες και αυτές αποτέλεσαν υλικό για αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας 

(minipreps), µε σκοπό την ανίχνευση των θετικών κλώνων. Τα πλασµιδιακά DNA που 

προέκυψαν, υπεβλήθησαν σε διαγνωστικές πέψεις µε τα ένζυµα EcoRI/BamHI και 

EcoRI/HindIII (το ένζυµο HindIII κόβει καθοδικά και δίπλα στη θέση αναγνώρισης του 

ενζύµου BamHI). Η εικόνα των πέψεων µετά από ηλεκτροφόρησή τους σε 1% πήκτωµα 

αγαρόζης, εικονίζεται παρακάτω (Εικόνα 18). Και οι δύο κλώνοι ήταν σωστοί. Tο DNA 

αυτών αποτέλεσε υλικό µετασχηµατισµού µε θερµικό σοκ δεκτικών κυττάρων 

BL21(DE3)(pLysS). Επίσης, πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων 

BL21(DE3)(pLysS) µε µείγµα των πλασµιδίων pET16b/HrcU C199 & pDN18/HrcN C259. 

Από τους νέους κλώνους που προέκυψαν, παρασκευάστηκαν γλυκερολικά stock για 

µακρόχρονη αποθήκευση στους -800C.  

Το επόµενο βήµα ήταν η επαγωγή και καθαρισµός από κύτταρα BL21(DE3)(pLysS) του 

παρακάτω σετ πρωτεϊνών: α) HisΝ10-HrcU C199, β) HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 και 

γ) HrcN C259. Οι καθαρισµοί πραγµατοποιήθηκαν ταυτόχρονα µε χρήση των ίδιων 

διαλυµάτων καθαρισµού (διάλυµα λύσης και πλύσεων: 50mΜ Tris-Cl pΗ 8.0, 50mΜ 

NaCl, 50 mΜ ιµιδαζόλιο, 20% γλυκερόλη και 1% Triton X-100, διαλύµατα έκλουσης: 

50mΜ Tris-Cl pΗ 8.0, 50mΜ NaCl, 20% γλυκερόλη, 1% Triton X-100 και διαδοχικά 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου: 80, 100, 150, 200, 250, 300 και 350 mΜ. Όλα τα 

διαλύµατα των καθαρισµών αυτών ηλεκτροφορήθηκαν σε 15% πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης και η εικόνα τους ακολουθεί παρακάτω (Εικόνες 19, 20 και 21). Σε 

επίπεδο πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης µετά από χρώση του, δεν φαίνεται να υπάρχει 

κάποια διαφοροποίηση του προτύπου ζωνώσεων όταν η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 

εκφράζεται µόνη της ή µαζί µε την HrcN C259. Για το λόγο αυτό πραγµατοποιήθηκε και 
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πείραµα ανοσοανίχνευσης, για να διερευνηθεί εάν σε αυτό το επίπεδο ανιχνεύεται η 

πρωτεΐνη HrcN C259. Η εικόνα της ανοσοανίχνευσης παρατίθεται παρακάτω (Εικόνες 22 

& 23) και υποδεικνύει ότι µε την προσέγγιση που ακολουθήθηκε, η πρωτεΐνη HrcN C259 

δεν συγκαθαρίζεται µε την πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18. Ηλεκτροφόρηση σε 1% πήκτωµα αγαρόζης των αντιδράσεων πέψης των δύο 
πλασµιδιακών DNA από τα minipreps του τριβλύου µετασχηµατισµού  pDN18/HrcN C259. Στήλη 
1: µάρτυρας µεγέθους λ/PstI. Στήλη 2: υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA από το miniprep 1. 
Στήλες 3 και 4: αντιδράσεις πέψης του miniprep 1 µε τα ζεύγη ενζύµων EcoRI/BamHI και 
EcoRI/HindIII αντίστοιχα. Στήλη 5: υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA από το miniprep 2. Στήλες 
5 και 6: αντιδράσεις πέψης του miniprep 2 µε τα ζεύγη ενζύµων EcoRI/BamHI και EcoRI/HindIII 
αντίστοιχα. Βάσει του µάρτυρα λ/PstI τα µεγέθη των ζωνών που προέξυψαν φαίνονται να είναι 
σωστά (αναµενόµενα µεγέθη: πέψη EcoRI/BamHI: 600bp, πέψη EcoRI/HindIII: 610bp).  

     1         2            3        4           5          6         7     

500bp 
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Εικόνες 19, 20 & 21.  Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων καθαρισµού 
των πρωτεϊνών α) HisΝ10-HrcU C199, β) HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 και γ) HrcN C259. Εικόνα 19. 
Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: µη επαγώµενο δείγµα HisΝ10-HrcU C199. Στήλη 
3: επαγώµενο δείγµα HisΝ10-HrcU C199. Στήλη 4: µη επαγώµενο δείγµα HisΝ10-HrcU C199 & HrcN 
C259. Στήλη 5: επαγώµενο δείγµα HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 6: µη επαγώµενο δείγµα 
HrcN C259. Στήλη 7: επαγώµενο δείγµα HrcN C259. Στήλη 8: διαυγές διάλυµα λύσης HisΝ10-HrcU 
C199. Στήλη 9: διαυγές διάλυµα λύσης HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 10: διαυγές διάλυµα 
λύσης HrcN C259. Στήλη 11: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της HisΝ10-HrcU C199. Στήλη 12: διάλυµα 
έκπλυσης από τη στήλη των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 13: διάλυµα έκπλυσης από τη 
στήλη της HrcN C259. Στήλη 14: διάλυµα πλύσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 10mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 
15: διάλυµα πλύσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 10mΜ ιµιδαζόλιο. Εικόνα 20. Στήλη 1: 
µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα πλύσης της HrcN C259 µε 10mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 3: διάλυµα πλύσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 20mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 4: διάλυµα πλύσης των 
HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 20mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 5: διάλυµα πλύσης της HrcN C259 µε 
20mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 6: διάλυµα πλύσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 30mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 7: 
διάλυµα πλύσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 30mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 8: διάλυµα πλύσης 
της HrcN C259 µε 30mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 9: διάλυµα έκλουσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 80mΜ 
ιµιδαζόλιο. Στήλη 10: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 80mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 11: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 80mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 12: διάλυµα έκλουσης της 
HisΝ10-HrcU C199 µε 100mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 13: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN 
C259 µε 100mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 14: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 100mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 
15: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο. Εικόνα 21.  Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας 
µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκλουσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 3: 
διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 4: διάλυµα 
έκλουσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 200mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 5: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU 
C199 & HrcN C259 µε 200mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 6: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 200mΜ 
ιµιδαζόλιο. Στήλη 7: διάλυµα έκλουσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 8: διάλυµα 
έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 9: διάλυµα έκλουσης της 
HrcN C259 µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 10: διάλυµα έκλουσης της HisΝ10-HrcU C199 µε 300mΜ 
ιµιδαζόλιο. Στήλη 11: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 300mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 12: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 300mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 13: διάλυµα έκλουσης της 
HisΝ10-HrcU C199 µε 350mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 14: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN 
C259 µε 350mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 15: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 350mΜ ιµιδαζόλιο. 
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3. Προσέγγιση συγκαθαρισµού πρωτεϊνών που εκφράζονται από διαφορετικά 

κύτταρα 

 

Α) το ζεύγος HrcU C199/HrcN 

 

Στην περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες HisΝ10-HrcU C199 και HrcN (εκφραζόµενη από 

τον φορέα pT7-7) εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη διαυγές διάλυµα λύσης υπό µη 

αποδιατακτικές συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν τα εξής πειραµατικά βήµατα: 

η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 προσδέθηκε σε στήλη νικελίου, και κατόπιν στην ίδια 

στήλη προστέθηκε το διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN. Κατόπιν η στήλη ξεπλύθηκε 

και οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου 

(από 80 έως 300mΜ). Τα διαλύµατα του καθαρισµού αυτού αναλύθηκαν µε SDS-

PAGE ηλεκτροφόρηση και η εικόνα τους ακολουθεί παρακάτω (Εικόνα 24). Για τα 

Εικόνες 22 & 23.  Μεµβράνες ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Εικόνα 22. 
Στήλη 1: µη επαγώµενο δείγµα HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 2: επαγώµενο 
δείγµα HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 3: µη επαγώµενο δείγµα HrcN C259. Στήλη 
4: επαγώµενο δείγµα HrcN C259. Στήλη 5: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη των HisΝ10-
HrcU C199 & HrcN C259. Στήλη 6: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της HrcN C259. 
Στήλη 7: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 80mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 8: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 80mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 9: διάλυµα 
έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 100mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 10: διάλυµα 
έκλουσης της HrcN C259 µε 100mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 11: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-
HrcU C199 & HrcN C259 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 12: διάλυµα έκλουσης της HrcN 
C259 µε 150mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 13: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN 
C259 µε 200mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 14: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 200mΜ 
ιµιδαζόλιο. Εικόνα 23. Στήλη 1: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 
µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 2: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 250mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 3: διάλυµα έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 300mΜ ιµιδαζόλιο. 
Στήλη 4: διάλυµα έκλουσης της HrcN C259 µε 300mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 5: διάλυµα 
έκλουσης των HisΝ10-HrcU C199 & HrcN C259 µε 350mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλη 6: διάλυµα 
έκλουσης της HrcN C259 µε 350mΜ ιµιδαζόλιο. 

32 kDa 

22 23
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δείγµατα του καθαρισµού αυτού πραγµατοποιήθηκε και πείραµα ανοσοανίχνευσης, και 

η εικόνα του ήταν αρνητική (Εικόνα 25): η πρωτεΐνη HrcN δεν φαίνεται να είναι 

παρούσα στα εκλούσµατα του καθαρισµού.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 25: Μεµβράνη ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Στήλη 1: 
καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της πρωτεΐνης 
HrcN. Στήλες 3, 4, 5, 6, 7 και 8: Εκλούσµατα συγκαθαρισµού των πρωτεϊνών His10-HrcU 
C199 και HrcN (από τον φορέα pT7-7), σε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mM  ιµιδαζόλιο 
 

45 kDa 

Εικόνα 24. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων 
συγκαθαρισµού των πρωτεϊνών  HisΝ10-HrcU C199 και HrcN. Στήλη 1: µοριακός 
µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης της HisΝ10-HrcU C199 από τη 
στήλη. Στήλη 3: διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN από τη στήλη. Στήλη 4: διάλυµα 
έπλυσης της HrcN από τη στήλη. Στήλες 5, 6 και 7: διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 
10, 20 και 30 mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 8 έως 13: διαλύµατα έκλουσης των πρωτεϊνών  
HisΝ10-HrcU C199 και HrcN από τη στήλη, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mΜ 
ιµιδαζόλιο. 
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Β) το ζεύγος HrcU C199/HrcN Ν261  

 

Στην περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες HisΝ10-HrcU C199 και HrcN Ν261 (αποτελεί το 

αµινοτελικό κοµµάτι της πρωτεΐνης HrcN-εκφράζει τα κατάλοιπα από 1 έως 261 και 

εκφράζεται από τον φορέα pT7-7) εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη διαυγές διάλυµα 

λύσης υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν τα εξής 

πειραµατικά βήµατα: η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 προσδέθηκε σε στήλη νικελίου, 

και κατόπιν στην ίδια στήλη προστέθηκε το διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN Ν261. 

Κατόπιν η στήλη ξεπλύθηκε και οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου (από 80 έως 300mΜ). Τα διαλύµατα του καθαρισµού 

αυτού αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και η εικόνα τους ακολουθεί 

παρακάτω (Εικόνα 26). Για τα δείγµατα του καθαρισµού αυτού πραγµατοποιήθηκε και 

πείραµα ανοσοανίχνευσης, και η εικόνα του (Εικόνα 27) έδωσε ένα αµυδρό σήµα, το 

οποίο δεν τέθηκε πολύ σοβαρά υπόψην.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 26. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων 
συγκαθαρισµού των πρωτεϊνών  HisΝ10-HrcU C199 και HrcN Ν261. Στήλη 1: µοριακός 
µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης της HisΝ10-HrcU C199 από τη στήλη. 
Στήλη 3: διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN Ν261 από τη στήλη. Στήλη 4: διάλυµα έπλυσης της 
HrcN Ν261 από τη στήλη. Στήλες 5, 6 και 7: διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 10, 20 και 30 
mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 8 έως 13: διαλύµατα έκλουσης των πρωτεϊνών  HisΝ10-HrcU C199 και 
HrcN Ν261 από τη στήλη, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mΜ ιµιδαζόλιο. 
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Γ) το ζεύγος HrcU C199/HrcN C259 

 

Στην περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες HisΝ10-HrcU C199 και HrcN C259 (εκφραζόµενη 

από τον φορέα pT7-7) εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη διαυγές διάλυµα λύσης υπό µη 

αποδιατακτικές συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν τα εξής πειραµατικά βήµατα: 

η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 προσδέθηκε σε στήλη νικελίου, και κατόπιν στην ίδια 

στήλη προστέθηκε το διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN C259. Κατόπιν η στήλη 

ξεπλύθηκε και οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

ιµιδαζολίου (από 80 έως 300mΜ). Τα διαλύµατα του καθαρισµού αυτού αναλύθηκαν 

µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και η εικόνα τους ακολουθεί παρακάτω (Εικόνα 28). 

Για τα δείγµατα του καθαρισµού αυτού πραγµατοποιήθηκε και πείραµα 

ανοσοανίχνευσης, και η εικόνα του ήταν θετική (Εικόνα 29): η πρωτεΐνη HrcN C259 

φαίνεται να είναι παρούσα στα εκλούσµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε 200 και 

250mΜ ιµιδαζόλιο.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 27: Μεµβράνη ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Στήλη 1: 
καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της πρωτεΐνης 
HrcN Ν261. Στήλες Στήλες 3, 4, 5, 6, 7 και 8: Εκλούσµατα συγκαθαρισµού των 
πρωτεϊνών His10-HrcU C199 και HrcN Ν261(από τον φορέα pT7-7), σε 80, 100, 150, 
200, 250 και 300 mM  ιµιδαζόλιο 

45 kDa 

28 kDa 
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∆) τα ζεύγη HrcN C259/AvrPphF ORF1, HrcN C259/AvrPphF ORF2 και HrcN 

C259/AvrPphF ORF1-ORF2 

 

Το πείραµα αυτό πραγµατοποιήθηκε για να διερευνηθεί κατά πόσον η ATPαση του 

συστήµατος της ψευδοµονάδας αλληλεπιδρά µε το ζεύγος chaperone-effector του 

AvrPphF, καθώς κάτι παρόµοιο υπάρχει στη βιβλιογραφία για το σύστηµα της EPEC 

(Gauthier et al., 2003). Έτσι, οι πρωτεΐνες HisΝ6-AvrPphF-ORF1 και HrcN C259,  

(εκφραζόµενη από τον φορέα pT7-7), HisΝ6—AvrPphF-ORF2 και HrcN C259 και  

HisΝ6—AvrPphF-ORF1-ΟRF2 και HrcN C259 εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη 

διαυγές διάλυµα λύσης υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν 

45 kDa 

25 kDa 

Εικόνα 29: Μεµβράνη ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Στήλη 1: 
καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της πρωτεΐνης 
HrcN C259. Στήλες 3, 4, 5, 6, 7 και 8: Εκλούσµατα συγκαθαρισµού των πρωτεϊνών His10-
HrcU C199 και HrcN C259 (από τον φορέα pT7-7), σε 80, 100, 150, 200, και 250 mM  
ιµιδαζόλιο.  

Εικόνα 28. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων 
συγκαθαρισµού των πρωτεϊνών  HisΝ10-HrcU C199 και HrcN C259. Στήλη 1: µοριακός 
µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης της HisΝ10-HrcU C199 από τη στήλη. 
Στήλη 3: διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN C259 από τη στήλη. Στήλη 4: διάλυµα έπλυσης της 
HrcN C259 από τη στήλη. Στήλες 5, 6 και 7: διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 10, 20 και 30 
mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 8 έως 13: διαλύµατα έκλουσης των πρωτεϊνών  HisΝ10-HrcU C199 και 
HrcN C259 από τη στήλη, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mΜ ιµιδαζόλιο. 
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τα εξής πειραµατικά βήµατα: οι πρωτεΐνες AvrPphF-HisΝ6-ORF1, AvrPphF-HisΝ6-

ORF2 και AvrPphF-HisΝ6-ORF1-ORF2 προσδέθηκαν ξεχωριστά σε στήλες νικελίου, 

και κατόπιν στις στήλες προστέθηκε διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN C259. Κατόπιν η 

στήλη ξεπλύθηκε και οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου (από 80 έως 300mΜ). Τα διαλύµατα του καθαρισµού 

αυτού αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και η εικόνα τους ακολουθεί 

παρακάτω (Εικόνες 30, 31 και 32). Για τα δείγµατα του καθαρισµού αυτού 

πραγµατοποιήθηκε και πείραµα ανοσοανίχνευσης, και η εικόνα του ήταν θετική 

(Εικόνες 33, 34 και 35): 

 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνες 30, 31 & 32. Ηλεκτροφορήσεις σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 15% των κλασµάτων 
συγκαθαρισµού υπό native συνθήκες, των ζευγών πρωτεϊνών  HisΝ6-AvrPphF-ORF1 και HrcN C259 
(Εικόνα 30), HisΝ6-AvrPphF-ORF2 και HrcN C259 (Εικόνα 31) και  HisΝ6-AvrPphF-ORF1-ΟRF2 και 
HrcN C259 (Εικόνα 32). Εικόνα 30. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διαυγές 
διάλυµα λύσης της HisΝ6-AvrPphF-ORF1. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης της HisΝ6-AvrPphF-ORF1. 
Στήλη 3: επαναδιαλυµένη πελέτα λυµένων κυττάρων που εκφράζουν την HisΝ6-AvrPphF-ORF1. Στήλη 
4: διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN C259. Στήλη 5: διάλυµα έκπλυσης της HrcN C259. Στήλες 6, 7 και 
8: διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 10, 20 και 30 mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 8 έως 13: διαλύµατα 
έκλουσης των πρωτεϊνών  HisΝ6-AvrPphF-ORF1 και HrcN C259, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 
mΜ ιµιδαζόλιο. Εικόνα 31. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διαυγές διάλυµα 
λύσης της HisΝ6-AvrPphF-ORF2. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης της HisΝ6-AvrPphF-ORF2. Στήλη 3: 
επαναδιαλυµένη πελέτα λυµένων κυττάρων που εκφράζουν την HisΝ6-AvrPphF-ORF2. Στήλη 4: 
διαυγές διάλυµα λύσης της HrcN C259. Στήλη 5: διάλυµα έκπλυσης της HrcN C259. Στήλες 6, 7 και 8: 
διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 10, 20 και 30 mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 8 έως 13: διαλύµατα 
έκλουσης των πρωτεϊνών  HisΝ6-AvrPphF-ORF2 και HrcN C259, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 
mΜ ιµιδαζόλιο. Εικόνα 32. Στήλη 1: µοριακός µάρτυρας µεγεθών LMW. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης 
της HisΝ6-AvrPphF-ORF1-ORF2. Στήλη 3: διάλυµα έκπλυσης της HrcN C259. Στήλες 4 έως 9: 
διαλύµατα πλύσης από τη στήλη µε 2x10, 2x20 και 2x30 mΜ ιµιδαζόλιο. Στήλες 10 έως 15: διαλύµατα 
έκλουσης των πρωτεϊνών  HisΝ6-AvrPphF-ORF1-ORF2 και HrcN C259, µε 80, 100, 150, 200, 250 και 
300 mΜ ιµιδαζόλιο. 
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 Στο σηµείο αυτό θεωρήθηκε σκόπιµο να πραγµατοποιηθεί και ο αρνητικός 

µάρτυρας των παραπάνω πειραµάτων, ο οποίος θα έπρεπε να είχε λάβει χώρα από 

την αρχή, κι αυτός δεν είναι άλλος από καθαρισµό από στήλη νικελίου της 

πρωτεΐνης HrcN C259 µόνη της, χωρίς δηλαδή να έχει προσδεθεί προηγουµένως 

κάποια His-tagged πρωτεΐνη στη στήλη. Πραγµατοποιήθηκε λοιπόν  ο καθαρισµός 

αυτός, τα δείγµατά του ηλεκτροφορηθήκαν και το πήκτωµα αυτό υπεβλήθη σε τεστ 

ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα της HrcN. ∆υστυχώς το αποτέλεσµα ήταν 

απογοητευτικό (Εικόνα 36). Η εικόνα της ανοσοανίχνευσης έδειξε ότι η πρωτεΐνη 

HrcN C259 µπορεί και προσδένεται και µόνη της επί της στήλης, παρά το γεγονός 

ότι δεν φέρει ουρά ιστιδινών. 

 

 

Εικόνες 33, 34 και 35. Μεµβράνες ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Εικόνα 33. 
Στήλη 1:  καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN. Στήλη 2: καθαρισµένη πρωτεΐνη AvrPphF ORF1 ως 
αρνητικός µάρτυρας. Στήλη 3: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της πρωτεΐνης HrcN C259.  
Στήλες 4, 5, 6, 7, 8 και 9: Εκλούσµατα των πρωτεϊνών His-AvrPphF ORF1 και HrcN C259, σε 
80, 100, 150, 200, 250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Εικόνα 34.  Στήλη 1: καθαρισµένη 
πρωτεΐνη HrcN. Στήλη 2: διαυγές διάλυµα λύσης της πρωτεΐνης AvrPphF ORF2 ως αρνητικός 
µάρτυρας. Στήλη 3: διάλυµα έκπλυσης από τη στήλη της πρωτεΐνης HrcN C259.  Στήλες 4, 5, 6, 
7, 8 και 9: Εκλούσµατα των πρωτεϊνών His-AvrPphF ORF2 και HrcN C259, σε 80, 100, 150, 
200, 250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Εικόνα 35.  Στήλη 1: διαυγές διάλυµα λύσης των 
πρωτεΐνών His-AvrPphF ORF1-ORF2. Στήλη 2: έκπλυση από τη στήλη της πρωτεΐνης HrcN 
C259. Στήλες 3 έως 8: πλύσεις της στήλης µε 2x10, 2x20 και 2x30 mM  ιµιδαζόλιο ανά ζεύγη 
αντίστοιχα. Στήλες 9 έως 14: Εκλούσµατα των πρωτεϊνών His-AvrPphF ORF1-ORF2 και HrcN 
C259, σε 80, 100, 150, 200, 250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. 
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Ε) το ζεύγος HrcU C199/HrcN C259 µε αντιστροφή του His-tag 

 

Για να υπερπηδηθεί το πρόβληµα της µη ειδικής πρόσδεσης της HrcN C259 επί της στήλης 

Ni+, πραγµατοποιήθηκε συγκαθαρισµός των πρωτεϊνών His10-HrcΝ C259 και της HrcU 

C199 (από τον φορέα pT7-7), δηλαδή, το His-tag στις δύο πρωτεΐνες αντιστράφηκε. Στην 

περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες His10-HrcΝ C259 και της HrcU C199 (από τον φορέα pT7-7) 

εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη διαυγές διάλυµα λύσης υπό µη αποδιατακτικές  

συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν τα εξής πειραµατικά βήµατα: η πρωτεΐνη His10-

HrcΝ C259 προσδέθηκε σε στήλη νικελίου, και κατόπιν στην ίδια στήλη προστέθηκε το 

διαυγές διάλυµα λύσης της HrcU C199. Κατόπιν η στήλη ξεπλύθηκε και οι πρωτεΐνες 

εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου (από 80 έως 300mΜ). 

Ταυτόχρονα µε τον καθαρισµό αυτό πραγµατοποιήθηκε και ο αρνητικός του µάρτυρας, 

δηλαδή, καθαρισµός από στήλη νικελίου της πρωτεΐνης HrcU C199 µόνη της, χωρίς 

δηλαδή να έχει προσδεθεί προηγουµένως η πρωτεΐνη His10-HrcΝ C259. Τα διαλύµατα των 

καθαρισµών αυτών αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και εν συνεχεία 

υπεβλήθησαν σε  πείραµα ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα για την πρωτεΐνη HrcU. Η 

εικόνα που ελήφθη (Εικόνες 37 και 38) ήταν επίσης απογοητευτική, διότι ενώ στην 

προσέγγιση του συγκαθαρισµού ελήφθη πάλι σήµα για την HrcU στα εκλούσµατα, το ίδιο 

σήµα ελήφθη και στα εκλούσµατα του αρνητικού µάρτυρα. 

Εικόνα 36. Αρνητικός µάρτυρας των ανοσοανιχνεύσεων των πειραµάτων συγκαθαρισµού 
που χρησιµοποίησαν την HrcN C259 ως untagged πρωτεΐνη. Στήλη 1: διάλυµα έκπλυσης 
από στήλη απ ‘όπου έχει περάσει διαυγές διάλυµα λύσης της πρωτεΐνης HrcN C259. 
Στήλες 2 και 3: πλύσεις της στήλης µε 10 και 30 mΜ ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Στήλες 4 έως 
9: Εκλούσµατα της πρωτεΐνης HrcN C259, σε 80, 100, 150, 200, 250 και 300 mM  
ιµιδαζόλιο 
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ΣΤ) το ζεύγος HrcU C199/HrpP 

 

Το πείραµα αυτό πραγµατοποιήθηκε διότι υπάρχει µια βιβλιογραφική αναφορά που 

θέλει το οµόλογο της HrcU στην Yersinia pseudotuberculosis να αλληλεπιδρά µε την 

πρωτεΐνη YscP (Lavander et al., 2002). H HrpP της Pseudomonas δεν είναι οµόλογη 

αλλά αντίστοιχη της YscP. Έτσι, οι πρωτεΐνες HisΝ10-HrcU C199 και HrpP 

(εκφραζόµενη από τον φορέα pT7-7) εκφράστηκαν ξεχωριστά, παρήχθη διαυγές 

διάλυµα λύσης υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες για καθεµιά και ακολούθησαν τα εξής 

πειραµατικά βήµατα: η πρωτεΐνη HisΝ10-HrcU C199 προσδέθηκε σε στήλη νικελίου, 

και κατόπιν στην ίδια στήλη προστέθηκε το διαυγές διάλυµα λύσης της HrpP. Κατόπιν 

η στήλη ξεπλύθηκε και οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε διαδοχικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου (από 80 έως 300mΜ). Τα διαλύµατα του καθαρισµού 

αυτού αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση, ακολούθησε αποτύπωση σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και πείραµα ανοσοανίχνευσης µε δύο αραιώσεις του 

αντισώµατος για την πρωτείνη HrpP, 1:50000 και 1:70000. Η εικόνα των δύο 

ανοσοανιχνεύσεων ακολουθεί παρακάτω (Εικόνες 39 & 40) και ελήφθη ένα αµυδρό 

Εικόνες 37 & 38. Μεµβράνες ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcU. Εικόνα 37. Στήλη 
1: διάλυµα έκπλυσης της πρωτεΐνης HrcU C199 (από τον φορέα pT7-7). Στήλες 2 και 3: πλύσεις 
της στήλης µε 10 και 30 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Στήλες 4 έως 9: Εκλούσµατα των 
πρωτεϊνών His10-HrcΝ C259 και της HrcU C199 (από τον φορέα pT7-7),σε 80, 100, 150, 200, 
250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Εικόνα 38. Αρνητικός µάρτυρας του παραπάνω 
πειράµατος. Στήλη 1: διάλυµα έκπλυσης της πρωτεΐνης HrcU C199 (από τον φορέα pT7-7) από 
στήλη όπου δεν έχει προσδεθεί η πρωτεΐνη His10-HrcΝ C259. Στήλες 2 και 3: πλύσεις της 
στήλης µε 10 και 30 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. Στήλες 4 έως 9: Εκλούσµατα της HrcU C199 
(από τον φορέα pT7-7),σε 80, 100, 150, 200, 250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο αντίστοιχα. 

37 38 
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σήµα και πολύς θόρυβος και ίσως γι’ αυτό να ευθύνεται η όχι ικανοποιητική 

καθαρότητα του αντισώµατος που χρησιµοποιήθηκε. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

4. Απόπειρα χρήσης συστήµατος καθαρισµού  συγγένειας της GST 

 

Για να αντιµετωπιστεί το πρόβληµα που δηµιουργήθηκε µε τις στήλες Ni+, δοκιµάστηκε το 

σύστηµα καθαρισµού συγγένειας της GST. Το σύστηµα αυτό λειτουργεί ως εξής: το 

γονίδιο της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος κλωνοποιείται σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη GST 

(θειοτρανσφεράση της γλουταθειόνης) σε κατάλληλους φορείς. Η συντηγµένη πρωτεΐνη 

επάγεται και παρασκευάζεται διάλυµα διαυγούς λύσης από τα κύτταρα της επαγωγής. 

Ένας όγκος αυτού επωάζεται µε GST beads, τα οποία αποτελούνται από ένα αδρανές υλικό 

επενδυµένο µε γλουταθειόνη. Η GST σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη ενδιαφέροντος 

προσδένεται στη γλουταθειόνη και παραµένει µαζί µε τα GST beads. Αυτά τα beads στη 

συνέχεια επωάζονται µε διαυγές διάλυµα λύσης ή έκλουσµα δεύτερης πρωτεΐνης, για την 

οποία θέλουµε να δείξουµε ότι αλληλεπιδρά µε την πρώτη. Αν η δεύτερη αυτή πρωτεΐνη 

αλληλεπιδρά πράγµατι µε την πρώτη, θα κρατηθεί µαζί µε τα beads και µετά από 

κατάλληλο αριθµό πλύσεων, θα εκλουσθεί µε γλουταθειόνη, ή το δείγµα θα βρασθεί για να 

αποδεσµευθούν οι πρωτεΐνες από τα beads. Εν προκειµένω, πριν την έναρξη της 

προσπάθειας οποιασδήποτε κλωνοποίησης των γονιδίων των πρωτεϊνών ενδιαφέροντος 

Εικόνες 39 και 40. Μεµβράνες ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrpP. Και οι δύο 
µεµβράνες περιέχουν την ίδια σειρά δειγµάτων. Στην µεµβράνη της εικόνας 39, η 
αραίωση του αντισώµατος anti-HrpP που χρησιµοποιήθηκε ήταν 1:50000, ενώ στην 
µεµβράνη της εικόνας 40 η αραίωση ήταν 1:70000. Σειρά δειγµάτων: Στήλη 1: 
καθαρισµένη πρωτεΐνη His-HrpP ως θετικός µάρτυρας. Στήλη 2: καθαρισµένη His10-
HrcU C199 ως αρνητικός µάρτυρας (στην µεµβράνη της εικόνας 40 δεν υπάρχει το 
δείγµα αυτό). Στήλη 3: έκπλυση της πρωτεΐνης HrpP από τη στήλη όπου βρίσκεται 
προσδεδεµένη η His10-HrcU C199. Στήλες 4 έως 9: εκλούσµατα των πρωτεϊνών His10-
HrcU C199 και HrpP από τη στήλη σε 80, 100, 150, 200, 250  και 300 mM  ιµιδαζόλιο 
αντίστοιχα. 

39 40 
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στους φορείς της GST, θεωρήθηκε συνετό να διενεργηθούν κατ’ αρχάς τα πειράµατα-

αρνητικοί µάρτυρες, για να εξασφαλίσουµε ότι η HrcN C259 δεν αλληλεπιδρά µε την GST 

από µόνη της. ∆υστυχώς µε ανοσοανίχνευση φάνηκε ότι αλληλεπιδρά και µε την GST από 

µόνη της, και η µέθοδος εγκαταλείφθηκε (Εικόνα 41). 

 

 
  

 

 

 

 

 

5. Μη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών HisΝ10-HrcU C199 και 

AvrPphF ORF1 µαζί µε αρνητικούς µάρτυρες, αποτύπωση σε µεµβράνες, gel 

overlay µε καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN C259 και western µε ειδικό γι’ αυτήν 

αντίσωµα 

 

Σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης ηλεκτροφορήθηκαν οι παρακάτω 

πρωτεΐνες:  

• BSA (αρνητικός µάρτυρας) 

• HrcQB (αρνητικός µάρτυρας) 

• HisΝ10-HrcU C199 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1) 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2) 

 

Η ηλεκτροφορηµένη πηκτή (Εικόνα 42) αποτυπώθηκε σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, οι 

θέσεις οι µη κατειληµµένες από πρωτεΐνη επί της µεµβράνης µπλοκαρίστηκαν και στη 

συνέχεια η µεµβράνη υπεβλήθη σε επώαση µε καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN C259 και 

25 kDa 

Εικόνα 41. Μεµβράνη ανοσοανίχνευσης µε το αντίσωµα  anti-HrcN. Στήλη 1: διαυγές 
διάλυµα λύσης της πρωτεΐνης HrcΝ C259. Στήλη 2: διάλυµα έκπλυσης των GST  beads 
µετά από επώαση µε το διαυγές διάλυµα λύσης της πρωτεΐνης HrcΝ C259. Στήλες 3, 4, 5, 
6: πλύσεις των GST  beads. Στήλη 7: βρασµένα GST beads για αποδέσµευση των όποιων 
πρωτεϊνών έχουν αλληλεπιδράσει µαζί τους. 
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ακολούθως σε ανοσοανίχνευση µε το ειδικό αντίσωµα για την HrcN. ∆εν ελήφθη κανένα 

σήµα και επιπλέον ο θόρυβος της µεµβράνης ήταν πάρα πολύς. 

 

 
 

 

 

 

 

6. Αποτύπωση κουκίδας (dot blot), overlay µε καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN 

 C259 και western µε ειδικό γι’ αυτήν αντίσωµα.  

 

Πραγµατοποιήθηκαν τρεις πειραµατικές απόπειρες: 

1. Ετοιµάστηκαν 4 dot blot µε τα εξής δείγµατα: 

• BSA (αρνητικός µάρτυρας): 10µg 

• HisΝ10-HrcU C199: 3µg 

• HrcQB (αρνητικός µάρτυρας): 3µg 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1): 5.2µg 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2): 5.38 µg 

Τα δύο από τα 4 blot πραγµατοποιήθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, και τα υπόλοιπα 

δύο σε µεµβράνη PVDF. Το ένα blot νιτροκυταρίνης και το ένα PVDF προορίστηκαν ως 

αρνητικοί µάρτυρες (western χωρίς overlay µε καθαρισµένη HrcN C259) και τα άλλα δύο 

blots για overlay µε 200µg καθαρισµένης HrcN C259 και κατόπιν western. Οι εικόνες των 

ανοσοανιχνεύσεων ακολουθούν (Εικόνα 43). ∆ύο παρατηρήσεις µπορούν να γίνουν βάσει 

των εικόνων αυτών: α) το σήµα που ελήφθη στους αρνητικούς µάρτυρες είναι το ίδιο µε 

Εικόνα 42. Native ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων προς 
ανοσοαποτύπωση, οverlay µε καθαρισµένη πρωτεΐνη HrcN C259 και 
ανοσοανίχνευση µε το ειδικό για την HrcN αντίσωµα. Στήλη 1: native 
µοριακός µάρτυρας µεγέθους LMW. Στήλη 2: HrcQB. Στήλη 3: 
HisΝ10-HrcU C199. Στήλη 4: AvrPphF ORF1(αποµόνωση #1). Στήλη 
5: AvrPphF ORF1(αποµόνωση #2). 
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αυτό που ελήφθη στις κυρίως πειραµατικές µεµβράνες, κάτι που όπως φάνηκε αργότερα 

οφείλεται στην υπερβολική ποσότητα πρωτεΐνης για κάθε δείγµα επί του blot και β) οι 

µεµβράνες PVDF δίνουν περισσότερο θόρυβο σε σχέση µε τις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. 

 

 
 

 

 

 

 

 

2. Για µείωση των µη ειδικών σηµάτων, στα επόµενα blots που ετοιµάστηκαν, 

πραγµατοποιήθηκαν: α) σηµαντική µείωση και διαβαθµίσεις των πρωτεϊνικών ποσοτήτων 

επί των µεµβρανών, β) µείωση ποσότητας καθαρισµένης πρωτεΐνης HrcN C259 από τα 

200µg στα 40µg,  γ) χρήση µόνο µεµβράνης νιτροκυτταρίνης και δ) χρήση θετικού 

µάρτυρα επί του blot, εν προκειµένω καθαρής HrcN. Eτοιµάστηκαν δύο dot blots µε τα 

εξής δείγµατα: 

 

• BSA (αρνητικός µάρτυρας): 50ng 

• BSA (αρνητικός µάρτυρας): 100ng 

• HisΝ10-HrcU C199: 50ng 

• HisΝ10-HrcU C199: 100ng 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1): 50ng 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1): 100ng 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2): 50ng 

1     2         3        4        5 
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Εικόνα 43. Dot blots σε µεµβράνες PVDF και νιτροκυτταρίνης. Τα δείγµατα επί των τεσσάρων 
µεµβρανών είναι τα ίδια και είναι τα εξής: ∆είγµα 1: BSA 10µg. ∆είγµα 2: HisΝ10-HrcU C199 3µg. 
∆είγµα 3:  HrcQB 3 µg. ∆είγµα 4:  AvrPphF ORF1(αποµόνωση #1) 5.2µg. ∆είγµα 5: AvrPphF 
ORF1(αποµόνωση #2) 5.38µg. Η µεµβράνη 1 και 2 είναι PVDF και οι 3 και 4 νιτροκυτταρίνης. Οι 
µεµβράνες 1 και 3 υπεβλήθησαν µόνο σε ανοσοανίχνευση µε το αντίσωµα anti-HrcN, ενώ οι 2 και 4 
υπεβλήθησαν πρώτα σε overlay µε καθαρισµένη HrcN C259 και κατόπιν σε ανοσοανίχνευση µε το anti-
HrcN 

1 

2

3 

4 
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• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2): 100ng 

• HrcN (θετικός µάρτυρας): 50ng 

• HrcN (θετικός µάρτυρας): 100ng 

 

Το ένα blot προορίστηκε ως αρνητικός µάρτυρας (western χωρίς overlay µε 

καθαρισµένη HrcN C259) και το άλλο για overlay µε 40µg καθαρισµένης HrcN C259 

και κατόπιν western. Οι εικόνες των δύο blots ακολουθούν (Εικόνα 44). ∆ύο 

παρατηρήσεις µπορούν να γίνουν επί αυτών: α) πέρα από τους θετικούς µάρτυρες 

(HrcN 50 και 100ng) δεν ελήφθη κάποιο άλλο σήµα, και β) τα δείγµατα των θετικών 

µαρτύρων έδωσαν πιο έντονο σήµα όταν υπεβλήθησαν και σε overlay και σε western, 

σε σχέση µε τα δείγµατα που υπεβλήθησαν µόνο σε western (είναι γνωστό  ότι η 

πρωτεΐνη HrcN  αλληλεπιδρά µε το εαυτό της για το σχηµατισµό ολιγοµερών (Pozidis 

C. et al., 2003)). 

 
 

 

 

 

 

 

3. Χρήση στις ανοσοανιχνεύσεις αντί του αντισώµατος anti-HrcN, του µορίου Ni-NTA 

AP conjugate:  

Ετοιµάστηκαν 3 dot blots µε τα παρακάτω δείγµατα: 

• BSA (αρνητικός µάρτυρας): 50ng 

• HisΝ10-HrcU C199 (θετικός µάρτυρας): 1 ng 

• HisΝ10-HrcU C199 (θετικός µάρτυρας): 50 ng 

6 7 8 9 10
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Εικόνα 44. Dot blots σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Τα δείγµατα επί των δύο µεµβρανών είναι τα ίδια 
και είναι τα εξής: ∆είγµα 1: BSA 50ng. ∆είγµα 2: BSA 100ng. ∆είγµα 3: HisΝ10-HrcU C199 50ng. ∆είγµα 
4: HisΝ10-HrcU C199 100ng. ∆είγµα 5: AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1) 50ng. ∆είγµα 6: AvrPphF 
ORF1(αποµόνωση #1) 100 ng. ∆είγµα 7: AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2) 50ng. ∆είγµα 8: AvrPphF 
ORF1 (αποµόνωση #2) 100ng. ∆είγµα 9: HrcN 50 ng. ∆είγµα 10: HrcN 100 ng. Η µεµβράνη 1 υπεβλήθη 
µόνο σε ανοσοανίχνευση µε το αντίσωµα anti-HrcN (αρνητικός µάρτυρας), ενώ η µεµβράνη 2 υπεβλήθη 
πρώτα σε overlay µε  40 µg καθαρισµένης HrcN C259 και κατόπιν σε ανοσοανίχνευση µε το anti-HrcN 
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• HisΝ10-HrcU C199 (θετικός µάρτυρας): 100 ng 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1) (αρνητικός µάρτυρας): 50ng 

• AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #2) (αρνητικός µάρτυρας): 50ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 215 ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 107 ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 72 ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 43 ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 21 ng 

• ∆ιαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199: 2.2 ng 

 

Τα δύο από τα τρία blots χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί µάρτυρες. Το ένα υπεβλήθη σε 

ανοσοανίχνευση µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate σε αραίωση 1:1000 και το άλλο σε 

ανοσοανίχνευση µε το ίδιο µόριο σε αραίωση 1:5000. Το άλλο dot blot υπεβλήθη σε 

overlay  µε 100 µg καθαρισµένης HrcN C259και ανοσοανίχνευση µε το µόριο Ni-NTA AP 

conjugate σε αραίωση 1:5000. Οι εικόνες των blots ακολουθούν (Εικόνα 45). Τα µόνα 

σήµατα που ελήφθησαν επί των µεµβρανών αφορούσαν τα 50 και 100ng του θετικού 

µάρτυρα (HisΝ10-HrcU C199). 
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7.  Προσέγγιση επαγωγής του ψευδοµοναδικού TTSS µε ακόλουθο συγκαθαρισµό 

των πρωτεϊνών HisΝ10-HrcU C199/HrcNPs3121 

 

Μια νέα πειραµατική προσέγγιση που σχεδιάστηκε είχε την εξής διάρθρωση: 

 

 Επαγωγή του εκκριτικού συστήµατος τύπου ΙΙΙ από την 

ψευδοµονάδα.(στέλεχος Psp3121) και προσδιορισµός α) σε ποιο σηµείο της 

επαγωγής εκφράζεται η HrcN, και β) σε τι διάλυµα λύσης λαµβάνεται 

ανιχνεύσιµη ποσότητά της στο υπερκείµενο (η HrcN δεν φέρει 

διαµεµβρανικές περιοχές, αλλά συνδέεται περιφερικά µε τη µεµβράνη, και 

για το λόγο αυτό σε προσπάθειες καθαρισµού όλου του µορίου,  αυτή 

εντοπίζεται σχεδόν εξολοκλήρου στο µεµβρανικό κλάσµα). 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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Εικόνα 45. Dot blots σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Τα δείγµατα επί των τριών µεµβρανών είναι τα ίδια 
και είναι τα εξής: ∆είγµα 1: BSA 50ng. ∆είγµα 2: HisΝ10-HrcU C199 1 ng. ∆είγµα 3: HisΝ10-HrcU C199 
50ng. ∆είγµα 4: HisΝ10-HrcU C199 100ng. ∆είγµα 5: AvrPphF ORF1 (αποµόνωση #1) 50ng. ∆είγµα 6: 
AvrPphF ORF1(αποµόνωση #2) 50 ng. ∆είγµα 7: διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 215 ng. ∆είγµα 8: 
διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 107 ng. ∆είγµα 9: διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 72 ng. ∆είγµα 
10: διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 43 ng. ∆είγµα 11: διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 21 ng. 
∆είγµα 12: διαυγές διάλυµα λύσης HrcU C199, 2.15 ng. Οι µεµβράνες 1 και 2 υπεβλήθησαν σε 
ανοσοανίχνευση µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate σε αραιώσεις 1:1000 και 1:5000 αντίστοιχα,  
(αρνητικοί µάρτυρες), ενώ η µεµβράνη 3 υπεβλήθη πρώτα σε overlay µε  100 µg καθαρισµένης HrcN 
C259 και κατόπιν σε ανοσοανίχνευση µε το µόριο Ni-NTA AP conjugate σε αραίωση 1:5000. 
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 Επανάληψη της επαγωγής και λήψη καλλιέργειας στο παραπάνω σηµείο. 

Λύση των κυττάρων στο κατάλληλο διάλυµα λύσης, διαχωρισµός 

υπερκειµένου και ιζήµατος. 

 Πρόσδεση της πρωτεΐνης His10-HrcU C199 σε στήλη Ni+ και φόρτωση του 

παραπάνω υπερκειµένου της ψευδοµονάδας. Καθαρισµός, αποτύπωση, 

ανοσοανίχνευση. 

 Επανάληψη του αυτού πειράµατος και φόρτωση του υπερκειµένου της 

ψευδοµονάδας σε στήλη Ni+ χωρίς την προσδεδεµένη His10-HrcU C199 ως 

αρνητικό µάρτυρα του πειράµατος. 

 Εάν ο αρνητικός µάρτυρας το επιτρέψει, επανάληψη του αυτού πειράµατος 

και µε άλλες διαθέσιµες His-tagged πρωτεΐνες (πχ, His-AvrPphF ORF1, 

His-AvrPphF ORF2, His-AvrPphF ORF1-ORF2 κλπ.). 

 

Η επαγωγή πραγµατοποιήθηκε δύο φορές, αλλά σε καµία από τις δύο επαναλήψεις δεν 

µπόρεσε να προσδιοριστεί η χρονική στιγµή της επαγωγής στην οποία αρχίζει να επάγεται 

η έκφραση της πρωτεΐνης HrcN. Η προσπέλαση αυτού του προβλήµατος και η συνέχιση 

των προαναφερθέντων βηµάτων της προσέγγισης αυτής αναστάλησαν για να συνεχισθούν 

αργότερα, στα πλαίσια της διδακτορικής διατριβής µου. 
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Α. Χαρακτηρισµός HrcU C199 

 

H πρωτεΐνη HrcU είναι οµόλογη των FlhB και YscU του βακτηριακού µαστιγίου 

και του τύπου ΙΙΙ της Yersinia αντίστοιχα, για τις οποίες έχει φανεί ότι πραγµατοποιείται 

πρωτεόλυση στο µοτίβο NPTH. Αποτέλεσµα αυτής της κοπής είναι δύο θραύσµατα, ένα 

αµινοτελικό που περιλαµβάνει και τις διαµεµβρανικές περιοχές του µορίου, και ένα 

µικρότερο καρβοξυτελικό, πλήρως διαλυτό που εδρεύει στο κυτταρόπλασµα. Τα δύο αυτά 

θραύσµατα έχει αποδειχθεί ότι αλληλεπιδρούν µεταξύ τους (καθώς συγκαθαρίζονται από 

στήλες συγγένειας), και αυτή η αλληλεπίδραση φαίνεται να περιλαµβάνει µόνο τα διαλυτά 

κυτταροπλασµατικά τµήµατα, και όχι το διαµεµβρανικό που φαίνεται να είναι αδρανές. 

Όλων των παραπάνω δεδοµένων, και γνωρίζοντας ότι και η HrcU φέρει το µοτίβο αυτό 

πρωτεόλυσης, ο καθαρισµός της πρωτεΐνης HisN10-HrcU C199 από κύτταρα 

BL21(DE3)(pLysS), βάσει µοριακών µεγεθών θα έπρεπε να δίνει δύο ζώνες, µία που να 

αντιστοιχίζεται στο ολόκληρο µόριο HisN10-HrcU C199 στα 22-25 kDa και µία διπλή ζώνη 

στα 11 kDa περίπου, η οποία θα αποτελούνταν από τα µόρια HisN10-HrcU C199N και HrcU 

C199C, µοριακού βάρους 11 kDa (το θραύσµα HrcU C199N χωρίς το His-tag έχει µέγεθος 

8.5 kDa) και 10.5 kDa αντίστοιχα. Οι πρωτεΐνες µε αυτά τα µοριακά βάρη δεν θα ήταν 

δυνατόν να διαχωρισθούν σε πηκτώµατα 15%, ενώ θα µπορούσαν να διαχωρισθούν µε 

αντιστροφή του his-tag από το Ν- άκρο στο C- άκρο της πρωτεΐνης (το θραύσµα HrcU 

C199C µε το his-tag θα είχε µέγεθος 13 kDa περίπου). Παρόµοια αντιµετώπισαν και οι 

Minamino & Macnab (2000) το πρόβληµα ταυτοποίησης των µορφών της οµόλογης της 

HrcU πρωτεΐνης στο βακτηριακό µαστίγιο, FlhB. Τα αποτελέσµατά τους ήταν όπως 

ακριβώς τα περίµεναν θεωρητικά και όπως περιγράφηκε παραπάνω. Εν προκειµένω όµως: 

 Ι) ο καθαρισµός της πρωτεΐνης HisN10-HrcU C199 από κύτταρα 

BL21(DE3)(pLysS) έδωσε τρεις ζώνες, µία στα 25 kDa όπως αναµενόταν, και άλλες δύο: 

µία πολύ έντονη (διπλή;) στα 17 kDa και µία που την ακολουθεί λίγο πιο κάτω, στα 15 

kDa. Θα µπορούσε ίσως η διπλή ζώνη στα 17 kDa να αντιστοιχίζεται στα θραύσµατα 

HisN10-HrcU C199N και HrcU C199C , παρά το γεγονός ότι η ζώνη αυτή βρίσκεται σε 

µεγαλύτερο µοριακό βάρος σε σχέση µε το πραγµατικό τους. Η ταυτότητα της τρίτης 

ζώνης είναι όµως δύσκολο να προσδιορισθεί. Μια εξήγηση θα µπορούσε να είναι η 

εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης για το πλασµίδιο έκφρασης pET16b/HrcU C199: το 

γονιδιακό θραύσµα της πρωτεΐνης HrcU C199 έχει διατηρήσει το κωδικόνιο έναρξης της 

µετάφρασης. Αυτό σηµαίνει, ότι δίπλα στην αλληλουχία του φορέα που αναγνωρίζεται ως 

σηµείο πρόσδεσης στο ριβόσωµα, υπάρχουν δύο κωδικώνια έναρξης: ένα του φορέα, που 

µεταφράζει σε σύντηξη την ουρά των 10 καταλοίπων ιστιδίνης µε την ανασυνδυασµένη 
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αλληλουχία, και ένα δεύτερο, του ενθέµατος, το οποίο αναγνωριζόµενο δίνει την πρωτεΐνη 

HrcU C199 χωρίς την ουρά ιστιδινών. Τα δύο κωδικόνια έναρξης της µετάφρασης έχουν 

απόσταση 60 ζεύγη βάσεων, και θα µπορούσαν να αναγνωρίζονται και τα δύο από τους 

κυτταρικούς µεταφραστικούς παράγοντες. Εάν κάτι τέτοιο συνέβαινε, θα περίµενε κανείς 

µαζί µε τα προϊόντα HisN10-HrcU C199N και HrcU C199C και µια τρίτη ζώνη, που θα 

αντιστοιχίζεται στο προϊόν HrcU C199N και το οποίο θα είχε µέγεθος όπως 

προαναφέρθηκε 8.5 kDa. Η πρωτεΐνη αυτή θα συγκαθαρίζεται µαζί µε τα υπόλοιπα 

προϊόντα παρά το γεγονός ότι δεν φέρει ουρά ιστιδινών, µέσω της ειδικής της 

αλληλεπίδρασης µε το θραύσµα HrcU C199C, γεγονός που έχει αποδειχθεί για τις 

οµόλογες της HrcU πρωτεΐνες για το βακτηριακό µαστίγιο (FlhB) και για το TTSS της 

Yersinia spp (YscU). Ίσως µια τέτοια εξήγηση να µας αφορά στην πραγµατικότητα και να 

ρίχνει φως στην δική µας περίπτωση. 

 II) ο καθαρισµός της πρωτεΐνης HisC5-HrcU C199 δεν διαχώρισε τα δύο 

πρωτεϊνικά θραύσµατα όπως αναµενόταν (η επιπρόσθετη αλληλουχία της σύντηξης από 

τον φορέα, δηλαδή η ουρά των ιστιδινών µαζί µε την αλληλουχία που αναγνωρίζονται από 

πρωτεάσες για την αποµάκρυνση του his-tag, είναι του ίδιου µοριακού βάρους µε την 

περίπτωση της HisN10-HrcU C199: 2.5 kDa προστίθενται στην ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη 

και στις δύο περιπτώσεις). ∆ιαφοροποίησε µεν το πρότυπο ζωνώσεων σε σχέση µε την 

πρωτεΐνη HisN10-HrcU C199, αλλά όχι προς την κατεύθυνση της κατανόησης αλλά της 

περιπλοκής. Στην περίπτωση αυτή, δεν έχουµε δύο γειτονικά κωδικόνια έναρξης της 

µετάφρασης, τα δύο κωδικόνια φορέα και ενθέµατος συµπίπτουν. Οι ζώνες όµως που 

προέκυψαν ήταν µια ζώνη στα 11 kDa και µία µεταξύ 11 και 8.5 (ο µοριακός µάρτυρας 

µεγεθών που χρησιµοποιήθηκε δεν ήταν τόσο λεπτοµερειακός). Επίσης, ακόµα και το 

ολόκληρο µόριο HisC5-HrcU C199 φαίνεται ελαφρώς µετατοπισµένο προς τα πάνω σε 

σχέση µε το µόριο HisN10-HrcU C199, ίσως περίπου κατά 2 kDa µεγαλύτερο, γεγονός που 

επίσης δεν αναµένεται θεωρητικά. Τέλος, στην περίπτωση του µορίου HisC5-HrcU C199 

προστέθηκε ένας ακόµα παράγοντας δυσκολίας: η πρωτεΐνη κατακρηµνίζεται όλη σχεδόν 

στο αδιάλυτο µεµβρανικό κλάσµα. 

 Η προσέγγιση της χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης χρησιµοποιήθηκε για τον 

προσδιορισµό των φυσικών πληθυσµών που σχηµατίζει η πρωτεΐνη HisN10-HrcU C199 

υπό native συνθήκες, και για τον ακριβή προσδιορισµό των µοριακών βαρών των 

διαφόρων µορφών της πρωτεΐνης που παρατηρούνται στα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης. 

Μόνο ο πρώτος σκοπός κατορθώθηκε, καθώς λόγω τεχνικών ελλείψεων δεν ήταν δυνατή η 

βαθµονόµηση της στήλης µοριακής διήθησης µε µοριακούς µάρτυρες µεγέθους. Η 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης ανέδειξε δύο φυσικούς πληθυσµούς µορίων της 
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πρωτεΐνης. Ο ένας από αυτούς εξέρχεται νωρίς από τη στήλη και αντιστοιχίζεται σε 

µεγαλοµοριακά σύµπλοκα που σχηµατίζει το µόριο υπό native συνθήκες, και ο δεύτερος 

και ποσοτικά σηµαντικότερος εξέρχεται αργότερα, και σε σχέση µε τον πρώτο είναι 

µικροµοριακός. Ενδιαφέρουσα θα ήταν και όποια πληροφορία εξερχόταν από τα πρώτα 

βήµατα κρυστάλλωσης της πρωτεΐνης που επιχειρήθηκαν, αλλά λόγω ακατάλληλου 

σχεδιασµού του µορίου από τα πρώτα βήµατα της κλωνοποίησής του στο φορέα 

έκφρασης, δεν ήταν δυνατή η προώθηση αυτού για κρυστάλλωση. 

  

Β. Προσδιορισµός αλληλεπιδράσεων της HrcU C199 µε άλλες πρωτεΐνες του 

εκκριτικού συστήµατος τύπου ΙΙΙ, όπως και µεταξύ άλλων πρωτεϊνών. 

 

 Αξιολόγηση µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν 

 

1. Προσέγγιση χρήσης στελέχους BL21(DE3)(pPL6).: απεδείχθη ανεπαρκής κατά την 

εφαρµογή της. Η πρωτεΐνη HrcU C199 φαίνεται να συµπαρασύρεται στο αδιάλυτο 

µεµβρανικό κλάσµα µέσω αλληλεπίδρασης µε το ολόκληρο µόριο HrcU του 

κοσµιδιακού κλώνου ή µε κάποια άλλη διαµεµβρανική πρωτεΐνη που εκφράζεται 

από αυτόν. Ίσως η πρώτη υπόθεση να πλησιάζει περισσότερο την αλήθεια, καθώς 

έχει αποδειχθεί ότι το µόριο της HrcU µετά την πρωτεολυτική κοπή του στο µοτίβο 

NPTH δίνει δύο θραύσµατα που συγκρατώνται µαζί µέσω αλληλεπίδρασης. Είναι 

πιθανόν άρα το κυτταροπλασµατικό άκρο της HrcU να αλληλεπιδρά µε την 

ανασυνδυασµένη HrcU C199 και να την συµπαρασύρει µαζί της στην πελέτα 

λύσης, καθώς φέρει µαζί της και τέσσερις ισχυρά υδρόφοβες επικράτειες. Γενικά 

πρόκειται για µια µέθοδο που δεν ενδείκνυται για την ανάδειξη ζευγών 

αλληλεπιδράσεων, όταν η µία από τις δύο πρωτεΐνες είναι διαµεµβρανική ή 

εξαιρετικά υδρόφοβη. 

2. Συνέκφραση πρωτεϊνών από το ίδιο κύτταρο και συγκαθαρισµός τους από στήλη 

συγγένειας.: πρόκειται για µέθοδο πολύ συχνά εφαρµοζόµενη και αναφερόµενη σε 

πολλές ερευνητικές εργασίες. Στην προκειµένη περίπτωση, το αρνητικό 

αποτέλεσµα µάλλον δεν µπορεί να τεθεί υπόψη, διότι ο φορέας έκφρασης ευρέως 

φάσµατος που χρησιµοποιήθηκε (pDN18), παρουσίασε πολλαπλές δυσκολίες στη 

χρήση του, απεδείχθη ασταθής και διασπώµενος σε επίπεδο DNA µε την πάροδο 

του χρόνου, και επίσης υποβόσκει η αµφισβήτηση της επαρκούς και σταθερής 

έκφρασης της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης (HrcN C259) από αυτόν. 



Συζήτηση 
 

93

3. Έκφραση των δύο υποψήφιων πρωτεϊνών από διαφορετικά κύτταρα και 

συγκαθαρισµός τους από στήλη συγγένειας.:  η µέθοδος απεδείχθη εξαιρετικά 

προβληµατική, όχι από θέµα αρχής, αλλά λόγω χρήσης ακατάλληλου υλικού. Στη 

χρωµατογραφία συγγένειας όπως αυτή χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία, 

έγινε χρήση του υλικού Ni-NTA αγαρόζη. Το υλικό αυτό παρουσίασε την 

επιπλοκή της µη ειδικής πρόσδεσης σε αυτό, πρωτεϊνών που δεν φέρουν ουρά 

ιστιδινών: µε τον τρόπο αυτό ακυρώθηκαν οι αρνητικοί µάρτυρες των πειραµάτων 

συγκαθαρισµού από διαφορετικά κύτταρα. Σαν µέθοδος µε διάφορα ζεύγη 

πρωτεϊνών ως υποψήφιες αλληλεπίδρασης είναι πολυχρησιµοποιηµένη, αλλά στην 

περίπτωσή µας απεδείχθη ακατάλληλη. Και το σύστηµα της GST όµως που 

επιχειρήθηκε ως εναλλακτική µέθοδος συγγένειας για συγκαθαρισµό απεδείχθη 

οµοίως ακατάλληλη. Μέχρι τώρα δεν έχει γίνει κάποια ικανοποιητική υπόθεση, 

γιατί η πρωτεΐνη HrcN C259 -η οποία κατά βάση εµφάνισε το πρόβληµα της µη 

ειδικής πρόσδεσης- µπορεί και προσδένεται στο υλικό τόσο της Ni-NTA αγαρόζης 

όσο και στα GST beads, χωρίς να έχει το απαραίτητο tag που της δίνει την ιδιότητα 

αυτή. 

4. Native ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών & overlay.: η µέθοδος χρησιµοποιήθηκε αντί 

των όχι τόσο αξιόπιστων εξής µεθόδων, που παρ’ όλα αυτά έχουν αναφερθεί 

πολλάκις στην πρόσφατη βιβλιογραφία: α) ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, 

αποτύπωση των πρωτεϊνών σε µεµβράνη, overlay της µεµβράνης µε την πρωτεΐνη- 

στόχο και ανοσοανίχνευση για την τελευταία, και β) ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, 

αποτύπωση των πρωτεϊνών σε µεµβράνη, αποδιάταξή τους επί της µεµβράνης και 

επαναδιάταξή τους µε εκτεταµένες πλύσεις, overlay της µεµβράνης µε την 

πρωτεΐνη - στόχο και ανοσοανίχνευση για την τελευταία. Θεωρήθηκε ότι 

πρωτεύοντα ρόλο για την αξιοπιστία και την εγκυρότητα των αποτελεσµάτων µιας 

τέτοιας προσέγγισης έχει η το δυνατόν καλύτερα διαφύλαξη της δοµής των 

πρωτεϊνών που ακινητοποιούνται πάνω στη µεµβράνη, ακριβώς επειδή είναι 

άγνωστος ο βαθµός και η σηµασία της διαµεσολάβησης της τρισδιάστατης δοµής 

αυτής καθ’ αυτής στο γεγονός της αλληλεπίδρασης. Η εφαρµογή της µεθόδου δεν 

καρποφόρησε κάποιο θετικό αποτέλεσµα, για δύο λόγους ίσως: α) δεν 

χρησιµοποιήθηκε σωστό είδος µεµβράνης (χρησιµοποιήθηκε νιτροκυτταρίνη αντί 

για PVDF που συνήθως χρησιµοποιείται σε τέτοια πειράµατα – η µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης έδωσε εξαιρετικά µεγάλο θόρυβο, τέτοιο που δυνητικά να έπνιξε 

κάποιο υπαρκτό σήµα), και β) εφαρµόσθηκε για πρώτη φορά και δεν ήταν 

στανταρισµένη – για παράδειγµα, ίσως χρησιµοποιήθηκε µικρή ποσότητα 
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πρωτεΐνης σε διαλυτή φάση, ή µεγάλη συγκέντρωση µπλοκαριστικού παράγοντα 

παρουσία της πρωτεΐνης κλπ. 

5. Αποτύπωση κουκκίδας (dot blot) και overlay.: η µέθοδος δεν έδωσε κάποιο 

αποτέλεσµα αλληλεπίδρασης για τις πρωτεΐνες για τις οποίες χρησιµοποιήθηκε. 

Γενικά πάντως δεν παρουσίασε σηµαντικά τεχνικά προβλήµατα – οι συνθήκες 

κατά τις οποίες παρελήφθησαν καθαροί αρνητικοί µάρτυρες προέκυψαν σχετικά 

εύκολα. 

6. Προσέγγιση επαγωγής του ψευδοµοναδικού τύπου ΙΙΙ εκκριτικού συστήµατος και 

συγκαθαρισµού µε άλλη πρωτεΐνη µε χρωµατογραφία συγγένειας.: πρόκειται 

επίσης για µέθοδο που αναφέρεται συχνά στην βιβλιογραφία, και θα είναι 

εξαιρετικά ενδιαφέρον αν γίνει εφικτό το σταντάρισµά της. Πάντως, θα ήταν 

προτιµότερη χρήση της µεθόδου αυτής σε συνδυασµό µε αλλαγή υλικού 

χρωµατογραφίας συγγένειας, για την αποφυγή των προβληµάτων που εισήγαγε η 

χρήση του υλικού Ni-NTA αγαρόζη. 

 

 Αξιολόγηση ζευγών αλληλεπιδράσεων που εξετάστηκαν 

 

1. HrcU-HrcN.: το ζεύγος αυτό εξετάστηκε λόγω βιβλιογραφικών δεδοµένων που 

θέλουν τις οµόλογες πρωτεΐνες της Yersinia να αλληλεπιδρούν (Minamino et al., 

2000). Επιπροσθέτως, παλαιότερα αποτελέσµατα της ∆ρ. Ταµπακάκη αναφέρουν 

µια πρώτη αλληλεπίδραση µεταξύ των πρωτεϊνών HrcN µε το πρωτεϊνικό θραύσµα 

HrcU C199 (εφαρµογή µεθόδου Far western). Στην περίπτωση του ζεύγους HrcU 

C199-HrcN, έπειτα από πείραµα συγκαθαρισµού από στήλη συγγένειας, δεν 

φάνηκε κάποια αλληλεπίδραση. Στην περίπτωση του ζεύγους HrcU C199-HrcN 

Ν261, έπειτα από εφαρµογή της ίδιας µεθόδου, δεν φάνηκε παρά µόνο ένα αµυδρό 

σήµα, το οποίο δεν ελήφθη υπόψη. Για τον λόγο ότι το ζεύγος αυτό 

εγκαταλείφθηκε, δεν παρασκευάστηκε αρνητικός µάρτυρας του πειράµατος. Ίσως 

χρήζει διαλεύκανσης. Στην περίπτωση δε του ζεύγους HrcU C199-HrcN C259, 

ελήφθη σήµα, αλλά αποτύχαµε στην παρασκευή καθαρού αρνητικού µάρτυρα του 

πειράµατος. Όσον αφορά τις άλλες µεθόδους που χρησιµοποιήθηκαν για το 

τελευταίο αυτό ζεύγος, η µέθοδος της αποτύπωσης κουκίδας έδωσε αρνητικό 

αποτέλεσµα, ενώ η µέθοδος της συνέκφρασης από το ίδιο κύτταρο, έδωσε ένα µη 

ξεκάθαρο, και µε πολλά ερωτηµατικά αρνητικό αποτέλεσµα (βλέπε παραπάνω την 

αξιολόγηση της µεθόδου). 
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2. HrcU-AvrPph ORF1, HrcU-AvrPph ORF2 & HrcU-AvrPph ORF1-ORF2.: το 

ζεύγος επιλέχθηκε βάσει βιβλιογραφικών αναφορών που θέλουν τα ζεύγη 

chaperone-effector τόσο στα εκκριτικά τύπου ΙΙΙ συστήµατα παθογένειας όσο και 

στην περίπτωση της οργάνωσης του βακτηριακού µαστιγίου, να αγκυροβολούν 

στην βακτηριακή µεµβράνη µέσω αλληλεπίδρασης µε την ATPάση του 

συστήµατος, η οποία στη συνέχεια µε την υδρόλυση ATP προωθεί τη µεταφορά 

του effector µέσα από τον αγωγό του συστήµατος (Minamino et al., 2000, Gauthier 

et al., 2003, Thomas et al., 2004). Tο πρόβληµα που παρουσιάστηκε εδώ ταυτίζεται 

µε αυτό που αντιµετωπίστηκε µε το ζεύγος HrcU C199-HrcN C259. ∆ηλαδή δεν 

στάθηκε εφικτή η παρασκευή καθαρού αρνητικού µάρτυρα, ενώ οι αποτυπώσεις 

κουκίδας έδωσαν αρνητικό αποτέλεσµα. 

3. HrcU-HrpP.: το ζεύγος αυτό τέλος επελέγη βάσει πολλών βιβλιογραφικών 

αναφορών που θέλουν το οµόλογο/ανάλογο ζεύγος στο βακτηριακό µαστίγιο 

κυρίως αλλά και στη Yersinia να αλληλεπιδρούν στα πλαίσια της ρύθµισης 

αλλαγής υποστρώµατος έκκρισης κατά τη µετάβαση από τη δοµή hook στη δοµή 

filament του µαστιγίου (FlhB-FliK), και από τη δοµή του pilus στην έκκριση YopS 

στην περίπτωση της Yersinia (YscU-YscP)(Minamino et al., 2000, Lavander et al., 

2002, Edqvist et al., 2003). ∆εν υπάρχει οµόλογη της FliK ή της YscP στην 

Pseudomonas syringae, αλλά ανάλογη πρωτεΐνη, και αυτή είναι η HrpP, η οποία 

και επελέγη να εξεταστεί ως ζεύγος µε την HrcU C199 µε πείραµα συγκαθαρισµού 

µε χρωµατογραφία συγγένειας. Το αποτέλεσµα ήταν µάλλον θολό, καθώς δεν ήταν 

διαθέσιµο αρκετά καθαρό αντίσωµα για την HrpP. Έτσι, ελήφθη κάποιο σήµα, 

αλλά και πολύς θόρυβος που µειώνει την αξιοπιστία του σήµατος. Το ζεύγος 

εγκαταλείφθηκε και δεν παρασκευάστηκαν οι αρνητικοί µάρτυρές του. Ίσως χρήζει 

περισσότερης διερεύνησης µε τη χρήση πιο έγκυρων εργαλείων από αυτά που ήταν 

διαθέσιµα στην παρούσα εργασία. 
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Μελλοντικές προοπτικές 

 

Πολλές πειραµατικές προσεγγίσεις µπορούν και πρέπει να προστεθούν ώστε να 

διαλευκάνουν και να τεκµηριώσουν αιωρούµενες πειραµατικές ενδείξεις για την 

αλληλεπίδραση ή µη µεταξύ ζευγών πρωτεϊνών µε τις οποίες καταπιάστηκε η εργασία 

αυτή. Να σηµειωθεί ότι πολλές πειραµατικές διαδικασίες έµειναν στη µέση και 

παρουσιάζονται όχι καλά τεκµηριωµένα στην παρούσα εργασία ενώ άλλες διακόπηκαν για 

να γραφτεί η εργασία αυτή. Κατ’ αρχάς, θα πρέπει να βρεθούν νέες µέθοδοι συγγένειας για 

συγκαθαρισµό, διότι η χρήση του υλικού Ni-NTA αγαρόζης δεν στάθηκε τόσο 

αποτελεσµατική όσο φάνηκε αρχικά. Καθαροί αρνητικοί µάρτυρες και ξεκάθαρα θετικά 

σήµατα σε σχέση µε τους µάρτυρες αυτούς, όπως και απαραίτητοι καθαροί θετικοί 

µάρτυρες για την πιστοποίηση της πειραµατικής επιτυχίας είναι συστατικά απαραίτητα 

τέτοιων νέων προσεγγίσεων, στα οποία δεν µπορεί να γίνει ‘έκπτωση’. Οι πρωτεΐνες που 

επελέγησαν ως αντικείµενα των µελετών χαρακτηρισµού και αλληλεπίδρασης δεν είναι 

εύκολες, αλλά είναι σίγουρα πολλά υποσχόµενες καθώς φαίνεται να παίζουν κρίσιµο ρόλο 

στην δόµηση, τη ρύθµιση και τη λειτουργία του εκκριτικού συστήµατος τύπου ΙΙΙ στην 

ψευδοµονάδα. Μελέτες δύο υβριδίων µε βάση µια βιβλιοθήκη hrp θα οδηγήσουν σε 

απευθείας έγκυρη αναγνώριση αλληλεπιδράσεων όχι απλά µεταξύ πρωτεϊνών, αλλά 

µεταξύ domains πρωτεϊνών, κάτι που έχει και το µεγαλύτερο ενδιαφέρον. 
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And this was only the 
beginning…
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