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                                               ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

 

Το  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικό  σύστηµα  αποτελεί  ένα  µηχανισµό  µεταφοράς  

πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας  στα  gram-αρνητικά  βακτήρια .  Η  πρωτείνη  

HrcQb του  φυτοπαθογόνου  Pseudomonas syrinagae  αποτελεί  συντηρηµένο  

µέλος  της  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικής  µηχανής  των  gram-αρνητικών  βακτηρίων .  

Το  καρβοξυτελικό  άκρο  της  πρωτεϊνης  αυτής  (HrcQb-C), τα  79 κατάλοιπα ,  

είναι  το  τµήµα  όπου  συγκεντρώνονται  υψηλές  οµοιότητες  µε  τις  άλλες  

οµόλογες  πρωτεϊνες  που  συµµετέχουν  και  στο  µηχανισµό  βιογένεσης  του  

µαστιγίου .  Η  κρυσταλλική  δοµή  της  HrcQb-C όπως  αυτή  καθορίστηκε  από  

την  δρ .  Β .  Φαδούλογλου  είναι  ένα  επιµήκες ,  ελαφρά  κυρτωµένο  

οµοτετραµερές  µε  κύριο  στοιχείο  δευτεροταγούς  δοµής  την  β-πτυχωτή  

επιφάνεια .  

Η  προσοχή  µας  εστιάστηκε  στο  µετάλλαγµα  C23A της  HrcQb-C, κατά  πόσο  

µπορεί  να  ευοδώσει  κρυστάλλους  παρά  την  έλλειψη  του  δισουλφιδικού  

δεσµού  στο  µόριό  της .  Το  µετάλλαγµα  υπερεκφράστηκε  σε  κύτταρα  E.coli 

και  καθαρίστηκε .  Όµως  όλες  οι  προσπάθειες  κρυστάλλωσης  απέβησαν  

άκαρπες  καθώς  το  πρωτεϊνικό  αυτό  µόριο  είναι  ιδιαίτερα  ευαίσθητο  σε  

πρωτεόλυση .  

 

 

                                     SUMMARY 

 

The type III secretion system is a transporter mechanism of gram-negative 

bacterial  effectors. HrcQb of the Psudomonas syringae  is a conserved 

component of the type III secretion apparatus in gram-negative bacteria. 

The C-terminal region of this protein, the 79 residues, is the part where 

significant similarities with the homologous proteins are observed. These 

homologous proteins also participate in the export mechanism for the 

flagellum assembly. The crystal structure, as determined by Dr. V. 

Fadouloglou, of HrcQb-C is an elongated, gently curved homotetramer which 

can be characterized as an overwhelmingly beta-structure. 
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We focused on the mutation C23A of HrcQb-C, and on the impact in 

crystallization of the absence of the disulfide bond. The molecule C23A 

HrcQb-C was overexpressed in E.coli  cells and purified. Unfortunatelly, all 

the crystallization attempts were unsuccessfull as the molecule was very 

sensitive to proteolysis even in the presence of protein inhibitors at  low 

temperatures. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ    

 

Τα  gram-αρνητικά  βακτήρια  αποτελούνται  από  την  κυτοπλασµ ική  

µεµβράνη  (CM), η  οποία  ονοµάζεται  επίσης  και  εσωτερική  µεµβράνη  (ΙΜ), 

τον  περιπλασµ ικό  χώρο ,  το  στρώµα  της  πεπτιδογλυκάνης  και  την  εξωτερική  

µεµβράνη  (ΟΜ),  (εικόνα  1).  Έτσι ,  κάθε  φορά  που  ένα  βακτήριο  εξάγει  µία  

πρωτεϊνη  από  το  κυτταρόπλασµά  του  στον  εξωτερικό  χώρο ,  απαιτείται  η  

διάβαση  πολλών  φραγµών .  Γι’ αυτό  τα  gram-αρνητικά  βακτήρια  έχουν  

αναπτύξει  και  εξελίξει  ποικίλους  µηχανισµούς  για  να  µεταφέρουν  τις  

πρωτεϊνες  τους  διαµέσου  της  εσωτερικής  και  εξωτερικής  µεµβράνης  τους  

καθώς  και  της  ευκαρυωτικής  µεµβράνης  του  κυττάρου-ξενιστή  (96). 

 

 
Εικόνα  1 .  Απλουστευµένη  σχηµατική  αναπαράσταση  του  βακτηριακού  φακέλλου    

των   Gram-αρνητικών  βακτηρίων  (49).  

 

 

1.1  Μονοπάτια  πρωτεϊνικής  έκκρισης  των  gram-αρνητικών  βακτηρίων .  

 

Την  τελευταία  δεκαετία  έχουν  γίνει  σηµαντικές  πρόοδοι  στην  έρευνα  

για  τον  καθορισµό  του  µηχανισµού  έκκρισης  και  των  πρωτεϊνών ,  που  

συµµετέχουν  σ’ αυτόν  στα  βακτηριακά  κύτταρα .  Με  βάση  παλιότερες  

δηµοσιεύσεις  (12, 13, 14, 40, 44), στα  gram-αρνητικά  παθογόνα  βακτήρια  

έχουν  ταυτοποιηθεί  τέσσερα  εξειδικευµένα  µονοπάτια  έκκρισης  πρωτεϊνών  

(τύπου  I  έως  IV), (εικόνα  2). Ένα  πέµπτο  εκκριτικό  (τύπου  V) σύστηµα  έχει  
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ελάχιστα  ταυτοποιηθεί ,  και  χρησιµοποιεί  το  Sec-σύστηµα  για  να  διαπερνά  

την  εσωτερική  βακτηριακή  µεµβράνη .  

Τα  βακτήρια  καθώς  και  τα  µ ιτοχόνδρια  και  οι  χλωροπλάστες  

χρησιµοποιούν  πολλά  άλλα  ειδικά  συστήµατα  µεταφοράς  όπως  το  σύστηµα  

εξαγωγής  πρωτεϊνών  Tat (twin-arginine translocation). Το  σύστηµα  αυτό  

βρίσκεται  στην  κυτοπλασµατική  µεµβράνη  των  περισσότερων  προκαρυωτικών  

οργανισµών  και  είναι  εξειδικευµένο  στην  µεταφορά  αναδιπλωµένων  

πρωτεϊνών ,  (98). Το  Tat σύστηµα  είναι  αναγκαίο  για  λειτουργίες  όπως  ο  

ενεργειακός  µεταβολισµός ,  η  βιοσύνθεση  του  κυτταρικού  τοιχώµατος ,  η  

αζωτοδεσµευτική  συµβίωση  και  η  παθογένεση .  Το  όνοµα  του  συστήµατος  

αυτού  προέρχεται  από  την  ανάγκη  ύπαρξης  δύο  αργινίνων  στην  σηµατοδοτική  

αλληλουχία  ενεργοποίησης  του  συστήµατος .  

 

 

 

 
           Εικόνα  2 :  Μονοπάτ ια  πρωτε ϊν ικής  έκκρισης  g ram-αρνητ ικών  βακτηρίων .  

                          Όπως  αυτή  πάρθηκε  από  Henderson e t  a l ,  2004 ,  (99) .  
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Τα  µονοπάτια  αυτά  είναι  υπεύθυνα  για  την  ελευθέρωση  διαλυτών  

εξωκυττάριων  υδρολυτικών  ενζύµων  στο  περιβάλλον  µέσο  ή  για  τη  µεταφορά  

και  ειδική  στόχευση  των  πρωτεϊνών  στο  κύτταρο-ξενιστή .  Σε  ορισµένες  

περιπτώσεις ,  τα  µονοπάτια  πρωτεϊνικής  έκκρισης  είναι  παρόµοια  µε  εκείνα ,  

που  συµµετέχουν  στην  οργάνωση  των  βακτηριακών  κυτταρικών  εξαρτηµάτων  

(µαστιγίων-flagella, αγωγών-pili).   Η  επιλογή  του  µονοπατιού ,  το  οποίο  µ ια  

πρωτεϊνη  θα  χρησιµοποιήσει ,  δεν  υπαγορεύεται  µόνο  από  την  ειδική  ανάγκη  

της  να  διασχίσει  τον  µεµβρανικό  φάκελλο  στη  λειτουργική  της  µορφή ,  αλλά  

επίσης  από  την  ανάγκη  να  ελευθερωθεί  στη  σωστή  θέση  δράσης  µετά  την  

έξοδο  της  από  το  βακτηριακό  κύτταρο  (11). Τα  µονοπάτια  

κατηγοριοποιούνται  ανάλογα  µε  το  αν  η  έκκριση  γίνεται  σε  διακριτά  στάδια  

ή  είναι  µια  συνεχής  πορεία .   

Έτσι  στα  τύπου  ΙΙ  και  IV η  έκκριση  πραγµατοποιείται  σε  δύο  διακριτά  

στάδια:  (i)  µεταφορά  της  εκκρινόµενης  πρωτεϊνης  κατά  µήκος  της  

εσωτερικής  µεµβράνης  από  το  κυτταρόπλασµα  στο  περίπλασµα  του  

βακτηρίου  µέσω  του  λεγόµενου  Sec-συστήµατος  µεταφοράς  και  (ii)  µεταφορά   

κατά  µήκος  της  εξωτερικής  µεµβράνης  στο  ευκαρυωτικό  κυτταρόπλασµα .  Η  

τύπου  ΙΙ  έκκριση  είναι  το  κύριο  µονοπάτι  για  την  έκκριση  αποικοδοµητικών  

ενζύµων  από  τα  gram-αρνητικά  βακτήρια ,  (41). Το  τύπου  IV εκκριτικό  

µονοπάτι  περιλαµβάνει  µ ια  οµάδα  αυτοµεταφερόµενων  πρωτεϊνών  όπως :  η  

γονοκοκκική  ανοσοσφαιρίνη  Α  και  άλλες  πρωτεάσες ,  η  κυτταροτοξίνη  του  

H.pylori ,  πρωτεϊνες  της  εξωτερικής  µεµβράνης  της  B.pertussis  και  τις  SepA 

και  EspC εκκρινόµενες  πρωτεϊνες  της  S.flexneri  και  EPEC ,  αντίστοιχα .  Όπως  

και  στο  τύπου  ΙΙ  µονοπάτι ,  αυτές  οι  πρωτεϊνες  εξάγονται  από  το  

κυτταρόπλασµα  µέσω  του  Sec-µονοπατιού ,  µε  την  απαλοιφή  ενός  

σηµατοδοτικού  αµινοτελικού  πεπτιδίου ,  (40). Το  τύπου  Ι  εκκριτικό  σύστηµα  

χρειάζεται  τρείς  εκκριτικές  πρωτεϊνες :  µ ία  ATPase-µεταφορέα  της  

εσωτερικής  µεµβράνης ,  η  οποία  παρέχει  ενέργεια  για  πρωτεϊνική  έκκριση ,  

µ ία  πρωτεϊνη  εξωτερικής  µεµβράνης ,  η  οποία  εξάγεται  µέσω  του  Sec-

µονοπατιού  και  µ ία  µεµβρανική  συγχωνευµένη  πρωτεϊνη  αγκυροβοληµένη  

στην  εσωτερική  µεµβράνη   συνδεόµενη  µε  τον  περιπλασµικό  χώρο ,  (1).  

Το  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικό  σύστηµα  αποτελεί  ένα  µηχανισµό  µεταφοράς  

βακτηριακών  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας  (effectors) στο  κυτταρόπλασµα  

ευκαρυωτικών  ξενιστών  (ανθρώπινων ,  ζωικών  ή  φυτικών), που  απαιτεί  την  
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σύγχρονη  και  οργανωµένη  δράση  πολλών  πρωτεϊνών  (2-7, 39). Τα  

συµπτώµατα  των  µολυσµατικών  ασθενειών  όπως  η  βουβωνική  πλάκα ,  η  

σιγκέλλωση ,  η  σαλµονέλλωση ,  ο  τυφοειδής  πυρετός  και  η  παιδική  διάρροια ,  

εξαρτώνται  από  το  ρεπερτόριο  των  βακτηριακών  πρωτεϊνών  που  εκκρίνονται  

µέσω  του  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικού  συστήµατος ,  και  από  τη  δράση  της  κάθε  

πρωτεϊνης  όταν  αυτή  εισέλθει  στο  ευκαρυωτικό  κύτταρο-ξενιστή ,  (1).  Όπως  

το  σύστηµα  τύπου  Ι ,  έτσι  και  το  σύστηµα  τύπου  ΙΙΙ  έκκρισης  είναι  

ανεξάρτητο  του  Sec-συστήµατος ,  αν  και   η  συναρµολόγηση  της  εκκριτικής  

µηχανής  πιθανά  να  το  χρησιµοποιεί ,  (1).  

Στον  πίνακα  1 περιέχονται  τα  χαρακτηριστικά  των  εκκριτικών  

µονοπατιών  τύπου  I-V. 
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Πίνακας  1 .  ΕΚΚΡΙΤΙΚΑ  ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ  GRAM-ΑΡΝΗΤΙΚΩΝ  ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ -  ΓΙΑ  ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ  

ΣΤΗΝ  ΕΞΩΤΕΡΙΚΗ  ΜΕΜΒΡΑΝΗ ,  ΤΟΝ  ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΟ  ΧΩΡΟ ,  ΕΓΧΕΟΜΕΝΕΣ  ΣΤΑ  ΚΥΤΤΑΡΑ -

ΞΕΝΙΣΤΕΣ .  

   Α .  ΤΥΠΟΥ  Ι  

     1 .  Όχι  πολύ  σύνηθες  (Rtx  τοξ ίνες ,  E.col i  αιµολυσίνη )  

     2 .  Όχι  κλασσική  σηµατοδοτ ική  αλληλουχ ία ,  GEP-ανεξάρτητο  

     3 .  Άµεση  έκκριση  από  το  κυτταρόπλασµα  στο  εξωτερ ικό ,  προσπερνώντας  το     

        περ ίπλασµα .  

     4 .  Συµµετέχε ι  ο  ABC (ATP b inding casse t te )  µεταφορέας ,  µαζί  µε  πρωτε ϊνες  της   

        εξωτερ ικής  και  εσωτερ ικής  µεµβράνης  

     5 .  Η  σηµατοδοτ ική  αλληλουχ ία  βρίσκετα ι  στο  C-άκρο .  

     6 .  ∆εν  έχουν  αναγνωριστε ί  βοηθοί  πρωτε ϊνες  να  αποτρέψουν  το  δ ίπλωµα  των   

        πρωτε ϊνών .   

   Β .  ΤΥΠΟΥ  ΙΙ  (ή  GSP –  genera l  secre t ion  pa thway)  

     1 .  Ευρέος  χρησιµοποιούµενο  γ ια  πολλές  δ ιαφορετ ικές  πρωτε ϊνες  

     2 .  Οι  πρωτε ϊνες  εκκρ ίνοντα ι  στο  περ ίπλασµα  µέσω  του  GEP-  genera l  expor t  pa thway ,   

        και  µετά  εξάγοντα ι  µέσω  του  τύπου  Ι Ι  συστήµατος .  

     3 .  Το  σύστηµα  µεταφοράς  περ ιλαµβάνε ι  πολλές  πρωτε ϊνες  (>  12)  και  στ ις  δύο           

        µεµβράνες .  

     4 .  Είνα ι  οµόλογο  µε  του  τύπου  IV συνθετ ικά  συστήµατα  αγωγών  στα  g ram-αρνητ ικά   

        βακτήρια .     

   Γ .  ΤΥΠΟΥ  I II  

     1 .  Εισάγει  πρωτε ϊνες  (παράγοντες  µολυσµατ ικότητας )  στα  κύτταρα  ξεν ιστές  (φυτ ικά  ή   

        ζωικά ) .   

     2 .  Πολυπρωτε ϊν ικό  σύµπλοκο  αποτελε ί  την  εκκριτ ική  µηχανή  και  στ ις  δύο  µεµβράνες   

        (>17) .   

     3 .  Οι  εκκρινόµενες  πρωτε ϊνες  ε ίνα ι  GEP-ανεξάρτητες ,  αλλά  η  εκκρ ιτ ική  µηχανή  ε ίνα ι  

        GEP-εξαρτώµενη .  

     4 .  Οµόλογο  του  µαστ ιγ ίου .  

     5 .  Η  σηµατοδοτ ική  αλληλουχ ία  βρίσκετα ι  στο  Ν -άκρο .  

     6 .  Οι  εκκρινόµενες  πρωτε ϊνες  έχουν  ξεχωριστές  πρωτε ϊνες -βοηθούς  στο  περ ίπλασµα .  

   ∆ .  ΤΥΠΟΥ  IV 

     1 .  Πολλαπλά  παραδε ίγµατα -  τοξ ίνη  της  B.per tuss i s ,  CagA του  Hel icobac ter .  

     2 .  Υπάρχε ι  αφοσιωµένο  σύστηµα  µεταφοράς  (9  πρωτε ϊνες )  

     3 .  Οµόλογο  µε  τα  συστήµατα  µεταφοράς  DNA των  αγωγών .  

   Ε .  ΤΥΠΟΥ  V  

     1 .  Αυτοµεταφορέας -  Μία  µόνο  πρωτεϊνη  περ ιέχε ι  όλες  τ ι ς  απαραίτητες  πληροφορίες  

        γ ια  να  εκκριθε ί  έξω  από  το  κύτταρο  

     2 .  Σύστηµα  2  παρτενέρ -  Όµοιο  µε  αυτό  του  αυτοµεταφορέα -  το  ένα  τµήµα   σχηµατ ίζε ι      

πολυχωρικά  κανάλ ια  δ ιαµέσου  της  εξωτερ ικής  µεµβράνης  και  το  άλλο  µεταφέρετα ι  δ ιαµέσου  

του  καναλ ιού  έξω  από  το  κύτταρο .  

    3 .  Και  στα  δύο  συστήµατα  οι  πρωτε ϊνες  εκκρ ίνοντα ι  στο  περ ίπλασµα   µέσω  του  GEP.   
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1.2 Εισαγωγή  στο  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικό  σύστηµα  

 

Τα  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικά  συστήµατα  (TTSSs) βρίσκονται  ολοένα  και  

περισσότερο  στα  παθογόνα  gram-αρνητικά  βακτήρια  φυτών ,  σπονδυλωτών  

και  ασπόνδυλων  ζώων .  To εκκριτικό  µονοπάτι  τύπου  III είναι  υπεύθυνο  για  

την  έκκριση  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας ,  τόσο  από  βακτηριακά  παθογόνα  

ζώων  (Yersinia-Yops, Salmonella-Sips, Shigella-Ipas) όσο  και  φυτών  

(Harpins και  πρωτεϊνες  Avr) (2,14,15). Οι  S.typhimurium ,  Yersinia  spp. και  

E.coli  έχουν  δύο  TTSSs (εικόνα  3), τα  οποία  έχουν  ανάλογους  ρόλους  στα  

διαφορετικά  στάδια  της  µόλυνσης .  Η  παρουσία  των  TTSSs είναι  γεγονός  και  

σε  συµβιωτικούς  οργανισµούς  (Photorhabdus luminscens, Sodalis 

glossinidius, Sitophilus zeamais),  καθώς  επίσης  και  στον  φυτικό  συµβιωτικό  

αζωτοδεσµευτικό  βακτήριο  του  γένους  Rhizobium  (25,8),και  σε  κάποιους  µη-

παθογόνους  προκαρυώτες  (ορισµένα  στελέχη  του  Pseudomonas 

fluorescens),(35). Ορισµένοι  λοιπόν ,  συµβιωτικοί  οργανισµοί  περιέχουν  

πρωτεϊνες  που  διευκολύνουν  την  αποίκισή  τους  στον  ξενιστή  και  τα  γονίδια  

που  κωδικοποιούν  αυτές  τις  πρωτεϊνες  παρουσιάζουν  υψηλή  οµολογία  µε  

γονίδια  που  κωδικοποιούν  πρωτεϊνες  του  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικού  µηχανισµού ,  

(8).  Παρόλο  που  τα  παθογόνα  αυτά  παράγουν  διαφορετικές  πρωτεϊνες  

µολυσµατικότητας  και  προκαλούν  συµπτωµατολογικά  διαφορετικές  ασθένειες  

σε  διαφορετικούς  ξενιστές ,  χρησιµοποιούν  ένα  εξαιρετικά  συντηρηµένο  

µηχανισµό  έκκρισης ,  ο  οποίος  θεωρείται  αναγκαίος   καθοριστής  της  

παθογόνου  ικανότητας .  Η  ιδιοµορφία  του  µονοπατιού  τύπου  ΙΙΙ  σε  σχέση  µε  

τα  υπόλοιπα  µονοπάτια  έγκειται  κυρίως  στην  ικανότητα  του  να  µεταφέρει  

πρωτεϊνες  κατευθείαν  από  το  βακτηριακό  κυτταρόπλασµα  µέσα  στο  

ευκαρυωτικό  κυτταρόπλασµα  (16,17).  

Όλα  τα  εκκριτικά  συστήµατα  τύπου  ΙΙΙ  των  ζωικών  και  φυτικών  

παθογόνων  βακτηρίων  έχουν  από  κοινού  έναν  αριθµό  κύριων  δοµ ικών  

συστατικών  που  είναι  συντηρηµένα  (1).  Αυτά  τα  συστατικά  µπορούν  να  

διαχωριστούν  σε  δύο  οµάδες .  Στην  πρώτη  οµάδα  ανήκουν  οι  προβλεπόµενες  

εξωτερικές  πρωτεΐνες  της  µεµβράνης ,  συµπεριλαµβανοµένης  και  µ ιας  

πρωτεΐνης  που  παρουσιάζει  αµ ινοξική  οµοιότητα  µε  µ ια  οικογένεια  

µεταφορικών  πρωτεϊνών  καθώς  και  λιγότερες  συντηρηµένες  λιποπρωτεΐνες .  

Η  άλλη  οµάδα  αποτελείται  από  πολλές  πρωτεΐνες  πλήρους  ενσωµάτωσης  στην  
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µεµβράνη  που  παρουσιάζουν  οµοιότητες  µε  τη  συσκευή  εξαγωγής  του  

µαστιγίου  (flagella),  (εικόνα  4).   
ΚΑΘΟΛΙΚΑ  ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ  ΤΟΥ  T T S S     ( T 3 a S S )  

S e c -ανεξάρτητο  

ΑT Pάση -εξαρτώµενο  

Κοίλη  νηµατοε ι δή ς  προέκταση  από  την  εξωτερ ική  µεµβράνη  

Οι  πρωτε ϊ ν ε ς  εκκρ ί νοντα ι  δ ιαµέσου  ενός  καναλ ιού  το  οπο ίο  εκτε ί ν ε τα ι  σε  όλο  τον  κυτ .  Φάκελο  

Εννέα  συντηρηµένες  πρωτε ϊν ε ς  

 
ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ  ΤΗΣ   ΜΗΧΑΝΗΣ  ΤΟΥ  ΜΑΣΤΙΓΙΟΥ  ( T 3 b SS )  

H o o k  κα ι  f i l ame n t  του  µαστ ι γ ίου  

Περ ιστρεφόµενη  κα ι  στατ ι κή  

Χηµε ιο τακτ ι κή  

Παράγοντας  σ ίγµα  µε  εκκρ ι νόµενο  αντ ι -σ ίγµα  

 
ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ  ΜΕΤΑΦΟΡΑΣ -ΣΥΝ∆Ε∆ΕΜΕΝΗΣ  ΜΕ  ΤΟ  T T S S  ( T 3 b S S )  

Βελόνα  

Πόρος  µε ταφοράς  

Μεταφορά  µολυσµατ ι κών  πρωτε ϊ νών  στα  ευκαρυωτ ικά  κύτταρα  

Εναλλαγή  υποστρώµατος  µεσολαβούµενη  από  µ ί α  οµόλογη  της  Yo p N -T ye A  

 
Εικόνα  3 :  (α )  Σύστηµα  µε ταφοράς  T T S S  ( T 3 a S S ) .  Το  παράδε ι γµα  ε ί να ι  του  Y s c - Y o p  συστήµατος ,  το  οπο ίο  

υπάρχε ι  στα  ε ί δη  της  Y e rs in i a .  Η  µηχανή  µε ταφοράς  δεν  φαίν ε τα ι  καθώς  το  συστατ ικό  αυτό  πο ικ ίλλε ι  στη  

σύνθεσή  του  από  το  ένα  σύστηµα  στο  άλλο .  Y s c  J L NP R S T U V  µο ιράζοντα ι  οµολογ ί ε ς  µε  συστατ ι κά  του  

µαστ ι γ ίου .  (β )  Το  µαστ ί γ ιο  του  βακτηρ ίου  ( T 3 b S S ) .  H  εξαγωγή  κα ι  συναρµολόγηση  του  µαστ ι γ ίου  ( h ook  

κα ι  f i l a me n t )  βασ ί ζ ε τα ι  σε  ένα  αφοσο ιωµένο  T T S S  του  µαστ ι γ ί ου  το  οπο ίο  συνδέε τα ι  µε  το  βασ ικό  σώµα .  

F l i F H I K N P QR κα ι  F lh AB  µο ιράζοντα ι  οµολογ ία  µε  συστατ ι κά  του  µη - µαστ ι γ ι ακού  T T S S .   (Όπως  παρθηκε  

από  D es v a u x  e t  a l ,  2 0 0 6 ) ,  (78 ) .  
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Εικόνα  4 :  Απλοπο ιηµένο  σχήµα  συναρµολόγησης  του  µαστ ι γ ί ου .  Τα  βέλη  δε ί χ νουν  τα  βήµατα  

συναρµολόγησης .  

                 I M - i n ne r  me mb r a n e ,  P G -p e p t i d og l y c a n ,  O M- o u t e r  me mb r a n e ,  H A P s - h o o k - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s .  

                 (Όπως  πάρθηκε  από  B r o wn  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  (38 ) .  

 

Τα  gram-αρνητικά  φυτοπαθογόνα  βακτήρια ,  που  ανήκουν  στα  γένη  

Pseudomonas, Erwinia, Ralstonia  και  Xanthomonas ,  περιέχουν  µ ία  οµάδα  

γονιδίων ,  τα  γονίδια  hrp ,  τα  οποία  είναι  απαραίτητα  για  την  αλληλεπίδραση  

των  φυτοπαθογόνων  βακτηρίων ,  τόσο  µε  ευαίσθητες  όσο  και  µε  ανθεκτικές  

ποικιλίες  φυτών  (47). Ο  εκκριτικός  µηχανισµός  τύπου  ΙΙΙ  (3,9,10) και  τα  

σχετιζόµενα  µε  αυτόν  γονίδια  ονοµάστηκαν  Hrp και   hrp  αντίστοιχα  

(hypersensitive response και  pathogenicity) επειδή  συνδέθηκαν  εκτός  από  

την  εκδήλωση  ασθένειας  και  µε  την  εµφάνιση  µ ιας  αµυντικής  αντίδρασης ,  

της  λεγόµενης  αντίδρασης  υπερευαισθησίας  στα  φυτά  (4, 7, 50). Στη  

συνέχεια  παρατηρήθηκε  ότι  εννέα  από  τα  hrp  γονίδια  παρουσιάζουν  

σηµαντική  οµολογία  µε  γονίδια  που  συµµετέχουν  στη  συναρµολόγηση  του  

µαστιγίου  και  επιβεβαιώθηκε  ο  υψηλός  βαθµός  συντήρησής  τους  σε  όλα  τα  

βακτήρια  (φυτικά  και  ζωικά) που  περιέχουν  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικά  συστήµατα .  

Τα  γονίδια  αυτά  ονοµάστηκαν  hrc  (hrp gene conserved) και  τα  προιόντα  τους  

θεωρείται  ότι  συνθέτουν  τον  πυρήνα  της  εκκριτικής  µηχανής  (2).  Η  

συντήρηση  αυτών  των  εννέα  γονιδίων  υποθέτει  παρόµοιους  κανόνες  δόµησης  

και  µηχανισµούς  λειτουργίας  στην  έκκριση  πρωτεϊνών  µέσω  του  εκκριτικού  

συστήµατος  τύπου  ΙΙΙ  και  οργάνωσης  του  µαστιγίου  (flagellum assembly).  

O χαρακτηρισµός  των  γονιδίων  hrp  και  η  αποκάλυψη  ότι  πολλές  από  

τις  πρωτεϊνες  που  κωδικοποιούν  εµφανίζουν  οµολογία  µε  πρωτεϊνες  που  

οργανώνουν  το  εκκριτικό  σύστηµα  τύπου  ΙΙΙ  στα  ζωικά  παθογόνα ,  

υποδηλώνει  ότι  το  εκκριτικό  σύστηµα  Hrp είναι  ένα  εκκριτικό  σύστηµα  

τύπου  ΙΙΙ .  Επιπλέον ,  το  εκκριτικό  αυτό  σύστηµα  εµφανίζει  οµοιότητες   

και  µε  το  σύστηµα  βιογένεσης  του  βακτηριακού  µαστιγίου .  
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Η  µεταφορά  βακτηριακών   πρωτεϊνών  παθογένειας ,  όπως  Yops, 

κατευθείαν  µέσα  στο  ευκαρυωτικό  κυτταρόπλασµα  µέσω  του  εκκριτικού  

συστήµατος  τύπου  III,  φαίνεται  να  χαρακτηρίζει  και  το  εκκριτικό  µονοπάτι  

Hrp. O ι  οµοιότητες  του  εκκριτικού  µονοπατιού   Hrp µε  τα  υπόλοιπα  

εκκριτικά  µονοπάτια  τύπου  III επεκτείνεται  και  στον  τρόπο  µε  τον  οποίο  

ρυθµίζεται  η  έκφραση  των  γονιδίων  hrp .  Tα  γονίδια  hrp  εκφράζονται  µετά  

από  επαφή  του  βακτηρίου  µε  τους  φυτικούς  ιστούς ,  καθώς  και  σε  θρεπτικά  

µέσα  που  µ ιµούνται  τις  συνθήκες  του  αποπλάστη  των  φύλλων ,  χαµηλό  pH και  

χαµηλή  συγκέντρωση  οσµολυτών  (90), όπως  συµβαίνει  και  στη  Yersinia .  

Tέλος ,  το  γεγονός  ότι  τα  γονίδια  hrp ,  όπως  και  τα  γονίδια  που  

κωδικοποιούν  συστατικά  άλλων  εκκριτικών  συστηµάτων  τύπου  ΙΙΙ ,  είναι  

οµαδοποιηµένα  και  σε  ορισµένες  περιπτώσεις  εντοπίζονται  σε  πλασµ ίδια  και  

έχουν  διαφορετικό  ποσοστό  G-C από  εκείνο  του  βακτηριακού  ξενιστή  τους ,  

έχει  οδηγήσει  στην  άποψη  ότι  ίσως  έχουν  αποκτηθεί  µε  οριζόντια  µεταφορά  

από  άλλα  βακτήρια  (91, 92, 93). Πράγµατι  στα  φυτοπαθογόνα  βακτήρια   

Ralstonia solanacearum  και  στην  Erwinia herbicola  τα  γονίδια  hrp  

βρίσκονται  σε   πλασµ ίδια ,  όπως  και  τα  γονίδια  ysc  της  Yersinia (94, 95). 

Συµπερασµατικά ,  είναι  σήµερα  αποδεκτό  ότι  τα  εκκριτικά  συστήµατα  

τύπου  ΙΙΙ  απαιτούνται  για  την  οργάνωση  των  µαστιγίων  στα  ευβακτήρια ,  για  

την  έκκριση  πρωτεϊνών  παθογένειας  από  τα  ζωικά  παθογόνα  βακτήρια  και  

από  τα  φυτοπαθογόνα  βακτήρια  που  φέρουν  οµάδες  γονιδίων  hrp .  

Η  Pseudomonas syringae  pv. phaseolicola, όπως  και  τα  περισσότερα  

µέλη  της  οµάδας ,  προκαλεί  µ ία  από  τις  εξής  δύο  αντιδράσεις  σε  φυτά :  α) είτε  

ασθένεια  µε  χαρακτηριστικά  συµπτώµατα  κηλίδωσης ,  σε  όσα  φυτά  αποτελούν   

ξενιστές  της  (π .χ .  σε  ευπαθείς  ποικιλίες  του  Phaseolus vulgaris ,  φασολιά) ή  

β) αντίδραση  υπερευαισθησίας  (HR) σε  όλα  τα  υπόλοιπα  φυτά  µη  ξενιστές  

της ,  όπως  π .χ .  σε  ανθεκτικές  ποικιλίες  φασολιάς ,  σε  καπνό ,  ντοµάτα  κ .λ .π .  

Στην  περίπτωση  της  φασολιάς ,  τα  συµπτώµατα  της  ασθένειας  (halo blight) 

εµφανίζονται  στο  φύλλωµα  και  στους  λοβούς ,  υπό  τη  µορφή  υδατωδών  

λιπαρών  κηλίδων ,  διασυστηµατικής  χλώρωσης  και  νανισµού  των  φυτών .   

Η  εκδήλωση  της  υπερευαισθησίας  ή  η  εµφάνιση  ασθένειας  εξαρτάται  

από  την  ύπαρξη  ή  όχι  αντίστοιχα  ενός  συµπληρωµατικού  ζεύγους  γονιδίων  :  

του  γονιδίου  ανθεκτικότητας  στο  ξενιστή  (R) και  του  αµολυσµατικότητας  

γονιδίου  (avr- avirulence) στο  παθογόνο  (3). Αντίθετα ,  τα  δευτερογενή   
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συµπτώµατα  της  ασθένειας  δεν  ελέγχονται  από  το  σύµπλοκο  γονιδίων  hrp ,  

αλλά  οφείλονται  στη  δράση  µ ιας  εξωτοξίνης ,  που  παράγει  το  βακτήριο ,  της  

φασεολοτοξίνης .  

Πρωτεϊνες  που  κωδικοποιούνται  από  γονίδια  προϊόντα  ανθεκτικότητας ,  

“R” (resistance genes), ασχέτως  αν  αφορούν  ανθεκτικότητα  σε  ι ικά ,  

βακτηριακά ,  µυκητιακά  ή  φυτοπαθογόνους ,  νηµατώδεις  µοιράζονται  

παρόµοια  δοµή  (51), δηλώνοντας  ένα  συντηρηµένο  µηχανισµό  για  

αναγνώριση  παθογόνων  και  διαδικασίες  µεταγωγής  σήµατος .  Σε  αντίθεση ,  

προϊόντα  γονιδίων  µη  µολυσµατικότητας  (avirulence) µοιράζονται  χαµηλή  

οµολογία ,  αν  και  είναι  γνωστό  πως  τα  βακτηριακά  προϊόντα  των  γονιδίων  

αυτών ,  µαζί  µε  άλλες  πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  (effectors) εισέρχονται  

στο  κύτταρο-ξενιστή  µέσω  του  TTSS, το  οποίο  είναι  συντηρηµένο  ανάµεσα  

σε  φυτικά  και  ζωικά  παθογόνα .   

Οι  πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  του  P.syringae  αναφέρονται  Avr 

(avirulence) ή  Hop (Hrp outer proteins) σύµφωνα  µε  µ ία  πρόσφατη  

ονοµατολογία  (52), και  εµπλέκονται  στην  καταστολή  των  αµυντικών  

µηχανισµών  του  ξενιστή  σε  συµβατικές  αλληλεπιδράσεις  µε  φυτικούς  

ξενιστές  (53). 

Το  στέλεχος  1448 Α  της  P.syringae  pv. phaseolicola περιέχει  

τουλάχιστον  22 γονίδια  που  κωδικοποιούν  πρωτεϊνες  οι  οποίες  θα  

παραδωθούν  µέσω  του  TTSS στο  φυτικό  κύτταρο  (97). Μεταλλάξεις  σε  

αρκετά  hrp  και  hrc  γονίδια  που  κωδικοποιούν  το  Hrp του  TTSS εξαφανίζουν  

την  ικανότητα  του  P.syringae  pv. phaseolicola να  προκαλέσει  ασθένεια  ή  

αντίδραση  υπερευαισθησίας  σε  µη  ξενιστές  ή  σε  φυτά  ανθεκτικότητας  (20). 

 

 

1.3 Μοριακή  δοµή  της  οργάνωσης  του  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικού   συστήµατος  

 

Το  TTSS των  gram-αρνητικών  παθογόνων  βακτηρίων  χαρακτηρίζεται  

ως  µια  µηχανή  µεταφοράς  µε  τις  εξής  ιδιότητες:  (i)  είναι  ικανή  να  µεταφέρει  

δοµ ικά  διαφορετικά  πρωτεϊνικά  µόρια  διαµέσου  των  δύο  βακτηριακών  

µεµβρανών  και  της  ευκαρυωτικής  κυτταρικής  µεµβράνης  απευθείας  στο   

κυτταρόπλασµα  του  ευκαρυωτικού  κυττάρου ,  (ii)  ενεργοποιείται  όταν  το  

παθογόνο  έρθει  σε  επαφή  µε  τα  κύτταρα  του  ξενιστή  και  (iii) λειτουργεί   
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επίσης  in vitro  σε  κατάλληλες  συνθήκες  οι  οποίες  µ ιµούνται  το  περιβάλλον  

του  κυττάρου-ξενιστή .  

 Η  οργάνωση  του  πολύπλοκου  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικού  µηχανισµού  έχει  

κυρίως  στόχο  τη  µεταφορά  και  εναπόθεση  µολυσµατικών  πρωτεϊνών  

(effectors) στο  κυτταρόπλασµα  του  ξενιστή  (21). Το  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικό  

σύστηµα  περιλαµβάνει  µια  πλειάδα  πρωτεϊνών  που  µπορούν  να  διακριθούν  σε  

δοµ ικές ,  εκκρινόµενες  και  βοηθούς .  Οι  δοµ ικές  σχηµατίζουν :   (i)  Το  βασικό  

σώµα  της  εκκριτικής  µηχανής  που  είναι  µ ια  υπερµοριακή  δοµή ,  ένα  

πολυπρωτεϊνικό  σύµπλοκο  που  δοµείται  από  περίπου  20 πρωτεϊνες ,  που  

διαπερνά  τις  δύο  µεµβράνες  και  το  περίπλασµα  του  βακτηρίου  και  συνδέει  το  

κυτταρόπλασµα  µε  τον  εξωκυττάριο  χώρο .  (i i)  Μια  εξωκυττάρια  προέκταση  

του  βασικού  σώµατος ,  που  είναι  µια  επίµηκης ,  κυλινδρική  και  κοίλη  δοµή  

(needle complex) και  λειτουργεί  πιθανότατα  ως  αγωγός  µέσω  του  οποίου  

µεταφέρονται  οι  µολυσµατικές  πρωτεϊνες  στον  ξενιστή .  Οι  εκκρινόµενες  

πρωτεϊνες  είναι  τα  υποστρώµατα  του  εκκριτικού  µηχανισµού  και  γι’ αυτές  τις  

πρωτεϊνες  δεν  έχει  ταυτοποιηθεί  µια  αποκολλούµενη  πεπτιδική  αλληλουχία  

ικανή  να  κατευθύνει  την  έκκριση  (secretion signal).  Οι  εκκρινόµενες  

πρωτεϊνες  διακρίνονται  :  (i) Στις  µολυσµατικές  πρωτεϊνες  που  δρουν  στο  

εσωτερικό  του  ξενιστή  και  (ii) Στις  πρωτεϊνες  διάνοιξης /µεταφοράς  

(translocators) που  θεωρούνται  υπεύθυνες  για  τη  διάνοιξη  πόρου  στη  

µεµβράνη  του  ξενιστή .  Τέλος ,  υπάρχει  µ ια  οµάδα  βοηθητικών  πρωτεϊνών  

(chaperones) των  οποίων  οι  πιθανοί  ρόλοι  είναι  να  βοηθήσουν  το  εκκριτικό  

σύστηµα  για  τη  µεταφορά  των  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας ,  (21).  

Ο  διαχωρισµός  αυτός  δεν  είναι  απόλυτος  αφού  έχει  δειχτεί  ότι  οι  

δοµ ικές  πρωτεϊνες  µπορούν  να  έχουν  και  ρυθµ ιστικό  ρόλο  στην  έκφραση  

άλλων  παραγόντων  του  συστήµατος  (HrpA),(55), ενώ  σε  ορισµένες  πρωτεϊνες  

διάνοιξης/µεταφοράς  έχει  αποδοθεί  τοξική  δράση  (IpaB, SipB), (5).  

Οι  πρωτεϊνες-βοηθοί  (τσαπερόνες) του  TTSS που  έχουν  χαρακτηριστεί  

µέχρι  σήµερα  (56) είναι  µικρές  (~15 kDa), όξινες  (pI<5) πρωτεϊνες  χωρίς  

φανερή  αµ ινοξική  οµολογία  ανάµεσά  τους .  Μπορούν  να  κατηγοριοποιηθούν  

βάση  των  πρωτεϊνών  (µολυσµατικότητας  ή  µεταφοράς) των  οποίων  βοηθούν  

την  έκκριση /µεταφορά .  Μεταχειρίζονται  το  ευκαρυωτικό  κύτταρο-ξενιστή ,  

διευκολύνοντας  την  απόκτηση  θρεπτικών  ουσιών ,  και  συµβάλλουν  στην  

αύξηση  του  µεγέθους  της  αποικίας  καθώς  και  στην  εξάπλωσή  της  (23,24).  
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Μεταξύ  άλλων  εµπλέκονται  στην  ιεραρχική  έκκριση  των  υποστρωµάτων  του  

εκκριτικού  συστήµατος  και  παράλληλα  διασφαλίζουν  την  ακεραιότητα  τους  

στο  κυτταρόπλασµα  του  παθογόνου .  

Οι  πρωτεϊνες  διάνοιξης/µεταφοράς  αποτελούν  υποστρώµατα  του  τύπου  

ΙΙΙ  εκκριτικού  µηχανισµού ,  έχουν  προβλεπόµενες  διαµεµβρανικές  περιοχές ,  

έχουν  την  ιδιότητα  να  ολιγοµερίζονται ,  να  αναγνωρίζουν  µεµβράνες ,  να  

προσδένονται  σε  αυτές  και  να  τις  καταστρέφουν  δηµ ιουργώντας  πόρους  (4, 

57), µε  σκοπό  την  πρόσβαση  των  εκκρινόµενων  πρωτεϊνών  στο  

κυτταρόπλασµα  του  κυττάρου-ξενιστή .  

Οι  πρωτεϊνες  αµολυσµατικότητας  (avirulence proteins) εµφανίζουν  

κυτταροτοξικότητα  και  σε  πολλές  περιπτώσεις  τους  αποδίδεται  ενζυµ ική  

ενεργότητα  φωσφατάσης ,  κινάσης ,  τρανσφεράσης ,  κυκλάσης  ή  λιπάσης  (1, 

58). Η  δοµή  τους  αποτελείται  από  µ ία  αµ ινοτελική  περιοχή  (κατάλοιπα  1-50) 

που  παρέχει  εκκριτικό  και  µεταφορικό  σήµα ,  µ ία  περιοχή  100 καταλοίπων  

(κατάλοιπα  50-150) η  οποία  αποτελεί  την  θέση  πρόσδεσης  των  πρωτεϊνών-

βοηθών ,  και  το  υπόλοιπο  της  πρωτεϊνης  διευθύνει  την  ενεργότητα  των  

πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας .  Αν  και  οι  πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  των  

TTSS δεν  έχουν  κλασσικά  εκκριτικά  σήµατα ,  για  την  έκκρισή  τους  απαιτείται  

τουλάχιστον  µ ια  περιοχή  15 αµ ινοτελικών  καταλοίπων .  Η  έλλειψη  αµ ινοξικής  

οµολογίας  αυτής  της  περιοχής  ανάµεσα  στις  πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας   

έχει  παρακινήσει  την  έρευνα  για  τον  προσδιορισµό  της  φύσης  του  εκκριτικού   

σήµατος .  Συστηµατική  µεταλλαξιγένεση  κωδικονίων  του  αµινοτελικού  άκρου  

διαφόρων  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας  από  ζωικά  παθογόνα  και  

φυτοπαθογόνα ,  οδήγησε  στην  πρόταση  πως  τα  σήµατα  τα  οποία  ελέγχουν  την  

έκκριση  πιθανά  να  ανήκουν  στο  mRNA, παρά  στην  πρωτεϊνική  αλληλουχία ,  

(59, 60). Ωστόσο ,  αυτή  η  υπόθεση  παραµένει  αµφιλεγόµενη .   

Πρόσφατες  αναφορές  αναγνωρίζουν  κάποια  άλλα  χαρακτηριστικά  στις  

αµ ινοτελικές  περιοχές  τα  οποία  µοιράζονται  πολλές  µολυσµατικές  πρωτεϊνες  

φυτικών  και  ζωικών  παθογόνων .  Αυτά  περιλαµβάνουν  5 υδροφιλικά  

κατάλοιπα  της  αµ ινοτελικής  περιοχής ,  απουσία  όξινων  καταλοίπων  στις  

θέσεις  12 της  αµ ινοτελικής  περιοχής  επανεµφάνιση  συγκεκριµένων  

χαρακτηριστικών  όπως  η  αµφιπαθικότητα  και  η  συχνή  εµφάνιση  των   

αµ ινοξέων  Ser και  Gln, στα  πρώτα  50 κατάλοιπα  (48, 61, 62, 63).  
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Πάντως ,  όποιο  και  να  είναι  το  εκκριτικό  σήµα  φαίνεται  να  λειτουργεί  

καθολικά .  Μία  οµάδα  8-10 πρωτεϊνών  είναι  υψηλά  συντηρηµένη  ανάµεσα  σε  

όλα  τα  TTSS και  το  µαστίγιο .  Αυτές  οι  πρωτεϊνες  βρίσκονται  στην  εσωτερική  

µεµβράνη  του  βακτηρίου  ή  στο  κυτταρόπλασµά  του  και  συνεργάζονται  

χαλαρά  µε  τη  µεµβράνη .  Σχηµατίζουν  ένα  συντηρηµένο  πυρήνα  του  βασικού  

σώµατος  της  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικής  µηχανής ,  ο  οποίος  πιθανά  να  εµπλέκεται  

στην  αναγνώριση  ενός  καθολικού  εκκριτκού  σήµατος .  Αυτή  η  υπόθεση  θα  

µπορούσε  να  ερµηνεύσει  τον  ετερόκλητο  χαρακτήρα  της  συσκευής ,  όπως  

αυτός  έχει  επιβεβαιωθεί  σε  πολλές  µελέτες  (59, 64, 66). Κάποια  

παραδείγµατα  για  την  κατανόηση  του  χαρακτήρα  της  συσκευής  είναι  :  η  

YopE µολυσµατική  πρωτεϊνη  της  Yersinia  µπορεί  να  εκκριθεί  από  το  TTSS 

των  φυτοπαθογόνων  Erwinia, Xanthomonas  και  Pseudomonas ,  ενώ  το  TTSS 

της  Yersinia  µπορεί  να  εκκρίνει  τις  πρωτεϊνες  AvrB και  AvrPto του  

Pseudomonas  και  το  TTSS του  Xanthomonas  εκκρίνει  την  PopA της  

Ralstonia  και  τις  AvrB πρωτεϊνες  της  Pseudomonas .   

Οι  συντηρηµένες  πρωτεϊνες  έχουν  ταξινοµηθεί  σε  οικογένειες  

οµόλογων  (1) και  πολλές  µελέτες  ασχολούνται  µε  την  τοποθεσία  τους  στο  

κύτταρο  καθώς  και  µε  τη  λειτουργία  τους  (πίνανας  2),  (35). ∆ηλαδή ,  

εκκριτικά  υποστρώµατα  του  TTSS ενός  παθογόνου  βακτηρίου  µπορούν  να  

αναγνωριστούν  από  το  TTSS ενός  άλλου  παθογόνου  (39, 59, 66). 

Αθροίζοντας  αυτά  τα  ευρήµατα ,  το  συµπέρασµα  είναι  πως  οι  πρωτεϊνες  

µολυσµατικότητας  της  εκκριτικής  µηχανής  ενεργοποιούνται  µε  παρόµοιο  

µηχανισµό .   

Μία  οµάδα  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας  του  TTSS (AvrRxv/YopJ 

οικογένεια),  η  οποία  υπάρχει  σε  ζωικά  παθογόνα  (Y.pseudotuberculosis, 

S.enterica),  σε  φυτοπαθογόνα  (R.solanacearum, X.campestris,  P.syringae, 

E.amylovora) καθώς  επίσης  και  σε  βακτήρια  του  γένους  Rhizobium  (65), 

εµπλέκεται  στα  σηµατοδοτικά  µονοπάτια  του  ξενιστή  και  έχει  ενεργότητα  

κυστεϊνικής  πρωτεάσης .  Αυτή  η  ενεργότητα  πρωτεάσης  δεν  έχει  αποδεικτεί  

για  όλες  της  πρωτεϊνες  αυτής  της  οµάδας  και  δεν  είναι  ακόµα  γνωστό  αν  όλα  

τα  µέλη  αυτής  της  οµάδας  στοχεύουν  τα  ίδια  κυτταρικά  µονοπάτια  του  

ξενιστή .  
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  Πίνακας  2 .  Ισοδύναµε ς  (ή  υποτ ιθ έµενα  ι σοδύναµε ς )  πρωτε ϊ νε ς  από  το   T T S S s  των  

  Y e r s in i a , P . sy r i n g ae  κα ι  του  µαστ ι γ ίου .  Όπως  αυτός  πάρθηκε  από  τους  T a mp a k a k i  e t  a l  (35 ) .  

 

 

Μία  οµάδα  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας  του  TTSS (AvrRxv/YopJ 

οικογένεια),  η  οποία  υπάρχει  σε  ζωικά  παθογόνα  (Y.pseudotuberculosis, 

S.enterica),  σε  φυτοπαθογόνα  (R.solanacearum, X.campestris,  P.syringae, 

E.amylovora) καθώς  επίσης  και  σε  βακτήρια  του  γένους  Rhizobium  (65), 

εµπλέκεται  στα  σηµατοδοτικά  µονοπάτια  του  ξενιστή  και  έχει  ενεργότητα  

κυστεϊνικής  πρωτεάσης .  Αυτή  η  ενεργότητα  πρωτεάσης  δεν  έχει  αποδεικτεί  

για  όλες  της  πρωτεϊνες  αυτής  της  οµάδας  και  δεν  είναι  ακόµα  γνωστό  αν  όλα  

τα  µέλη  αυτής  της  οµάδας  στοχεύουν  τα  ίδια  κυτταρικά  µονοπάτια  του  

ξενιστή .  Κάποιες  τύπου  ΙΙΙ  πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  φυτοπαθογόνων  

φαίνεται  να  καταστέλλουν  την  άµυνα  του  ξενιστή :  οι  AvrRpm1, AvrB και  

AvrRpt2 από  το  P.syringae  προσδένονται  στον  RIN4 του  Arabidopsis ,  ένας  

πιθανός  ρυθµ ιστής  των  βασικών  αµυντικών  µηχανισµών  του  φυτού  (66, 67). 

Οι  AvrPphF Orf2, VirPphA, AvrPphC και  AvrRpt2 του  P.syringae  

εµπλέκονται  στην  αντίδραση  υπερευαισθησίας  όταν  αυτή  προκαλείται  από  

µ ία  άλλη  Avr πρωτεϊνη  (68, 69). Αξιοσηµείωτο  είναι  το  γεγονός  πως  έξι  

πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  του  P.syringae εµποδίζουν  τον  

προγραµµατισµένο  κυτταρικό  θάνατο  (ΠΚΘ) ο  οποίος  προκαλείται  από  άλλες  

πρωτεϊνες  µολυσµατικότητας  και  την  ικανότητα  της  προ-αποπτικής  πρωτεϊνης  

Bax να  επάγει  τον  ΠΚΘ  σε  φυτά  και  µύκητες ,  (73). 
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Μελέτες  ηλεκτρονικής  µικροσκοπίας ,  χαµηλής  ανάλυσης ,  φανέρωσαν  

την  µορφολογία  της  εκκριτικής  συσκευής  τύπου  ΙΙΙ  ζωικών  παθογόνων  

(Salmonella, Shigella, EPEC), ενώ  όσων  αφορά  τα  φυτικά  παθογόνα  µονάχα  

το  εξωκυτταρικό  µέρος  της  συσκευής  ήταν  ορατό ,  (26,32,45,46). Πρόκειται  

για  µ ία  κυλινδρική  δοµή  που  περιβάλλεται  από  2 ζεύγη  δακτυλίων .  Το  ένα  

ζεύγος  εντοπίζεται  στην  περιοχή  της  εξωτερικής  µεµβράνης  και  το  δεύτερο  

στην  περιοχή  της  εσωτερικής .  Η  συσκευή  απολήγει  στο  κυτταρόπλασµα  του  

βακτηρίου  σε  ένα  δακτύλιο  που  στο  µαστίγιο  ονοµάζεται  

κυτταροπλασµατικός  (C-ring).  

Έτσι ,  η  συσκευή  αποτελείται  από  δύο  διακριτά  µέρη  (εικόνα  2) :  (i)  το  

εξωκυττάριο  µέρος  του  µαστιγίου  που  είναι  µ ια  επιµήκης ,  κοίλη  δοµή  που  

αναφέρεται  ως  «needle» (βελόνα ,  στα  ζωικά  παθογόνα) και  ως  «Hrp pilus» 

(αγωγός ,  στα  φυτοπαθογόνα), (70, 71), (ii)  µια  κυλινδρική  βάση ,  όµοια  του  

βασικού  σώµατος  του  µαστιγίου  η  οποία  διανύει  τις  δύο  βακτηριακές  

µεµβράνες  και  εξασφαλίζει  τη  σταθερότητα  ολόκληρης  της  δοµής  πάνω  στον  

κυτταρικό  φάκελο  (εικόνα  5). Η  σηµαντικότερη  διαφορά  που  παρατηρήθηκε  

είναι  το  πολύ  µεγαλύτερο  µήκος  του  pilus συγκριτικά  µε  το  needle που  

µάλλον  οφείλεται  στο  ότι  το  pilus πρέπει  να  διαπερνά  όλο  το  πάχος  του  

κυτταρικού  τοιχώµατος  (>100nm) προκειµένου  να  προσεγγίσει  το  φυτικό  

κύτταρο  (65).  

Kαι  οι  δύο  δοµές ,  το  needle και  το  pilus, είναι  συνδεδεµένες  µε  το  

βασικό  σώµα  και  θεωρείται  πως  έχουν  ανάλογες  λειτουργίες .  Πιστεύεται  πως  

µέσω  αυτών  των  δοµών  εδραιώνεται  η  προσκόλληση  στην  κυτταρική  

µεµβράνη  του  ξενιστή  και  λειτουργούν  ως  οδηγοί  για  τη  µεταφορά /έκκριση  

των  µολυσµατικών  πρωτεϊνών .  Αν  και  ο  πρώτος  ρόλος  που  αναφέρθηκε  

παραµένει  αναπόδεικτος ,  δεν  συµβαίνει  το  ίδιο  και  για  τον  δεύτερο ,  για  τον  

οποίο  από  πειράµατα  in situ immunogold labeling, έδειξαν  πως  η  έκκριση  

πραγµατοποιείται   µονάχα  στις  περιοχές  του  Hrp pili  το  οποίο  εκκρίνει  

πρωτεϊνες  µόνο  από  τα  άκρα  του  (50). Μία  επιπρόσθετη  δοµή ,  η  οποία  

προεξέχει  από  την  εσωτερική  µεµβράνη  έως  το  κυτταρόπλασµα  του  

βακτηρίου ,  αναφέρεται  ως  bulb, παρατηρείται  περιστασιακά  στα  εκκριτικά  

παρασκευάσµατα  της  Shigella  (72).  
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Το  bulb είναι  ανάλογο  ενός  κυτταροπλασµατικού  συµπλόκου  του  

µαστιγίου ,  το  οποίο  αποτελείται  από  την  ATPάση  και  άλλες  πρωτεϊνες ,  και  

ένα  µέρος  του  αντιστοιχεί  στον  C-δακτύλιο  του  µαστιγίου .  

 

 

 
Εικόνα  5 :  Σχηµατ ική  αναπαράσταση  του  µαστ ιγ ίου  (Α )  και  των  τύπου  Ι Ι Ι  εκκρ ιτ ικών    µηχανών  

σε  Yersin ia  (B) ,E.co l i  (Γ )  και  P.syr ingae  (∆ ) .  Το  βασικό  σώµα  του  µαστ ιγ ίου  αποτελε ίτα ι  από  

πρωτε ϊνες  που    οργανώνουν  τους  C- ,  MS- ,  P-  και   L -  δακτυλίους .  Σε  αυτήν  την  ε ικόνα  φαίνοντα ι  

µονάχα  οι  συντηρηµένες  πρωτε ϊνες  των  TTSSs  (και  των  οµόλογων  τους  από  το  µαστίγ ιο )  και  

επ ισηµαίνοντα ι  µε  αντ ίστο ιχη  τοποθέτηση  και  χρωµατ ισµό .   (Όπως  πάρθηκε  από  Tampakaki  e t  

a l . ,  2004) ,  (35) .  

 

Σε  αναλογία  µε  το  νηµατοειδές  του  µαστιγίου ,  το  οποίο  αποτελείται  

από  πολλά  αντιγραφα  της  πρωτεϊνης  flagellin, τα  εξωκυτταρικά  εξαρτήµατα  

του  TTSS συναρµολογούνται  βήµα  προς  βήµα  από  τον  πολυµερισµό  ενός  

κυρίου  συστατικού ,  π .χ .  HrpA στο  P.syringae  και  στο  E.amylovora ,  HrpY 

στο  R.solanacearum ,  MxiH στη  Shigella ,  PrgI στη  Salmonella ,  YscF στη  

Yersinia  PscF στη  P.aeruginosa ,  EscF και  EspA στο  EPEC ,  (36, 46, 77).  
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Τα  µονοµερή  αυτά  είναι  µ ικρές  υδροφιλικές  πρωτεϊνες  µε  χαµηλή   

οµολογία .  Επιδεικνύουν  πρότυπα  των  επτά  επαναλήψεων ,  το  οποίο  γενικά  

υποδεικνύει  συνεργαζόµενες  α-έλικες .  Αυτό  επιβεβαιώνεται  µε  την  

κρυσταλλική  δοµή  της  πρωτεϊνης  flagellin και  της  δοµής  της  νηµατοειδής  

προέκτασης  του  µαστιγίου  όπως  αυτή  αποκαλύφθηκε  από  πειράµατα  

ηλεκτρονικής  κρυοµ ικροσκοπίας ,(73, 74). Οι  µηχανισµοί  που  ελέγχουν  το  

µήκος  αυτών  των  εξαρτηµάτων  δεν  είναι  πλήρως  κατανοητοί .  

 

 

1.4      Η  πρωτεϊνη  HrcQb 

 

Η  HrcQb από  το  φυτοπαθογόνο  βακτήριο  P.syringae  pv. phaseolicola  

είναι  µια  µ ικρή   (14 kDa), υδρόφιλη  πρωτείνη  µε  οµόλογες  σε  όλα  τα  

παθογόνα  που  εκφράζουν  τύπου  ΙΙΙ  εκκριτικά  συστήµατα  και  το  µαστίγιο .   

Είναι  χαρακτηριστικό  ότι  η  οµολογία  εντοπίζεται  στα  80 περίπου  κατάλοιπα  

του  καρβοξυτελικού  της  άκρου  (1).  Η  πρωτεϊνη  εκφράζεται  από  το  γονίδιο  

hrcQb  που  βρίσκεται  στο  οπερόνιο  hrpU δίπλα  στο  γονίδιο  hrcQa .  

∆εδοµένα  από  πειράµατα  κλασµάτωσης  των  Ταµπακάκη  & Πανόπουλου  

εντοπίζουν  την  πρωτεϊνη  του  παθογόνου  P.syringae  pv. phaseolicola  στο  

κυτταροπλασµατικό  και  µεµβρανικό  κλάσµα  και  όχι  στο  υπερκείµενο  

θρεπτικό  µέσο ,  οδηγώντας  µας  στο  συµπέρασµα  πως  δεν  αποτελεί  

εκκρινόµενο  συστατικό .  Τα  δεδοµένα  αυτά  που  κατ’ αρχήν  δικαιώνουν  τις  

αρχικές  υποθέσεις  µπορούν  να  ερµηνευτούν  θεωρώντας  ότι  η  πρωτεϊνη  

βρίσκεται  στο  κυτταρόπλασµα  και  αλληλεπιδρά  µε  µεµβρανικούς  παράγοντες .  

Πάντως  παραµένει  προς  διερεύνηση  η  υπόθεση  να  αποτελεί  συστατικό  

της  εκκριτικής  συσκευής  απαραίτητο  για  την  έκκριση  άλλων  παραγόντων  

αλλά  σε  κάποιο  στάδιο  της  πορείας  της  έκκρισης  µεταφέρεται  και  η  ίδια  και  

προσκολλάται  στην  εξωτερική  µεµβράνη  του  βακτηρίου  όπως  έχει  δειχτεί  για  

την  οµόλογη  της  Spa33 από  τη  Shigella  (75). 

Με  πειράµατα  γενετικής  (yeast two-hybrid system) και  βιοχηµ ική  

ανάλυση  (far western και  ανοσοκατακρήµνιση) που  έγιναν  στο  εργαστήριο  

Πανόπουλος  έδειξαν  ότι:  (i)  η  HrcQb αλληλεπιδρά  µε  την  HrcQa, η  οποία   
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κωδικοποιείται  από  ένα  γονίδιο  upstream στο  hrcQb .  (i i)  Η  HrcQb-C  (τα  79 

κατάλοιπα  του  καρβοξυτελικού  άκρου  της  HrcQb) διατηρεί  την  ιδιότητα  της  

ολόκληρης  πρωτεϊνης  να  αλληλεπιδρά  µε  την  HrcQa. (iii)  Μονάχα  το  

καρβοξυτελικό  άκρο  (62-238) της  HrcQa εµπλέκεται  στην  αλληλεπίδραση  µε  

την  HrcQb. Η  αλληλεπίδραση  των  HrcQb-HrcQa είναι  σύµφωνη  µε  την  

παρατήρηση  πως  αυτές  οι  πρωτεϊνες  εκφράζονται  ως  ένα  προϊόν ,  το  οποίο  

ονµάζεται  HrcQ (9), στις  οικογένειες  των  Erwinia, Xanthomonas και  

Ralstonia .    

Σε  πειράµατα  που  έγιναν   για  τον  υποκυτταρικό  εντοπισµό  της  HrcQb 

και  HrcQa οδήγησαν  στο  συµπέρασµα  πως  είναι  κυτταροπλασµατική  ή  

συνδέεται  χαλαρά  µε  µεµβρανικό  συστατικό ,  ενώ  η  HrcQa βρίσκεται  

αποκλειστικά  στο  µεµβρανικό  τµήµα  (27). Τα  αποτελέσµατα  αυτά  µε  

δεδοµένη  την  αλληλεπίδραση  των  δύο  πρωτεϊνών  µπορούν  να  ερµηνευτούν  αν  

θεωρήσουµε  ότι  η  HrcQb βρίσκεται  στην  κυτταροπλασµατική  πλευρά  του  

βακτηρίου  και  ότι  η  επαφή  της  µε  την  εσωτερική  µεµβράνη  επιτυγχάνεται  

µέσω  αλληλεπίδρασης  µε  την  µεµβρανική  HrcQa. Αυτά  τα  ευρήµατα  είναι  σε  

συµφωνία  µε  την  παρουσία  ενός  διαµεµβρανικού  τµήµατος  το  οποίο  

προβλέφθηκε  βασιζόµενο  σε  δεδοµένα  αλληλουχίας ,  και  µε  τον  υδρόφιλο  

χαρακτήρα  της  HrcQb.  

Με  συνέπεια  σε  αυτή  την  υπόθεση ,  παρατηρείται  επίσης  µ ια  σηµαντική  

οµολογία  (20.5% ταυτόσηµα  και  54.5% οµοιότητα) ανάµεσα  στην  HrcQb και  

στο  καρβοξυτελικό  τµήµα  της  HrcQa σύµφωνα  µε  την  προβλεπόµενη  

δευτεροταγή  δοµή ,  (33). Μια  πλήρη  σύµπτωση  βρέθηκε  ανάµεσα  στην  

προβλεπόµενη  και  στα  πειραµατικά  καθορισµένα  στοιχεία  της  δευτεροταγούς  

δοµής  για  τα  κατάλοιπα  170-185 της  HrcQa και  του  οµόλογου  τµήµατος  

HrcQb-C (κατάλοιπα  65-80), αντίστοιχα .  Αυτό  το  τµήµα  της  HrcQb-C 

περιέχει  ένα  σύµπλεγµα  καταλοίπων  πιθανά  εµπλεκόµενο  σε  

αλληλεπιδρούσες  επιφάνειες  πρωτεϊνης-πρωτεϊνης .  

Η  HrcQb πρωτεϊνη  από  το  P.syringae  ανήκει  στο  συντηρηµένο  µέρος  

του  πυρήνα  του  βασικού  σώµατος  της  εκκριτικής  µηχανής  του  TTSS. Η  

HrcQb είναι  οµόλογη  (1, 2) µε  τις  HrcQ πρωτεϊνες  των  φυτοπαθογόνων   
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βακτηρίων  Erwinia, Xanthomonas  και  Ralstonia ,  µε  την  YscQ από  τη  

Yersinia ,  µε  τη  SpaO από  τη  Salmonella ,  µε  τη  Spa33 από  τη  Shigella ,  µε  τη  

BscQ  από  τη  Bordetella  (76) και  µε  τις  FliN/Y πρωτεϊνες  του  µαστιγίου   

(77). Η  οµολογία  της  HrcQb µε  τα  οµόλογα  της  είναι  περιορισµένη  στις  

καρβοξυτελικές  περιοχές  (1).  Αυτή  η  συντήρηση  µαζί  µε  την  ποικιλότητα  της  

αµ ινοτελικής  περιοχής  οδήγησε  στην  πρόταση  πως  αυτές  οι  πρωτεϊνες  

πιθανόν  να  µεσολαβούν  στις  αλληλεπιδράσεις  ανάµεσα  στα  συντηρηµένα  και  

στα  ειδικά  του  είδους  συστατικά  των  TTSS, (1).  Στο  καρβοξυτελικό  άκρο  της  

HrcQb εντοπίζεται  η  υψηλή  αµ ινοξική  συντήρηση  ανάµεσα  στην  ΗrcQb της  

P.syringae pv. phaseolicola µε  τις  οµόλογες  από  άλλα  φυτοπαθογόνα  και  

ζωικά  παθογόνα ,  (εικόνα  6).  

 
SpaO            ---MSLRVRQIDR-REWLLAQTATECQRHGREATLEYPTRQGMWVRLSDAEKRWSAWIKP 56 
Spa33           ----MLRIKHFDANEKLQILYAKQLCERFSIQTFKNKFTGSESLVTLTSVCGDWVIRIDT 56 
FliN            ------------------------------------------------------------ 
HrcQb           ------------------------------------------------------------ 
YscQ            MSLLTLPQAKLSELSLRQRLSHYQQNYLWEEGKLELTVSEPPSSLNCILQLQWKGTHFTL 60 
                                                                             
 
SpaO            GGWLEHVSPALAGAAVSAGAEHLVVPWLAATERPFELPVPHLSCRRLCVENPVPGSALPE 116 
Spa33           LSFLKKKYEVFSGFSTQESLLHLSKCVFIESSS--VFSIPELSDKITFRITNEIQYATTG 114 
FliN            -----------------------------------------------MSDMNNPSDENTG 13 
HrcQb           -----------------------------------------MSTEDLYQEDVEMLDDYED 19 
YscQ            YCFGNDLANWLTADLLGAPFFTLPKELQLALLERQTVFLPKLVCNDIATASLSVTQPLLS 120 
                                                                             
 
SpaO            GKLLHIMSDRGGLWFE----HLPELPAVGGGRPKMLRWPLRFVIGSSDTQRSLLGRIGIG 172 
Spa33           SHLCCFSSSLGIIYFD----KMPVLRNQVS--LDLLHHLLEFCLGSSNVRLATLKRIRTG 168 
FliN            --------ALDDLWAD----ALNEQKATTN----------------KSAADAVFQQLGGG 45 
HrcQb           -------PSTEQHWSE----EDGEPSGYAT----------------AEPDDHAAQ----- 47 
YscQ            LRLSR-DNAHISFWLTSAEALFALLPARPNSERIPLPILISLRWHKVYLTLDEVDSLRLG 179 
                             :                                               
 
SpaO            DVLLIRTSRAEVYCYAKKLGHFNRVEGGIIVETLDIQHIEEENNTTETAETLPGLNQLPV 232 
Spa33           DIIIVQKLYNLLLCNQVIIGDYIVNDN--NEAKINLSESNGESEHTEVSLALFNYDDINV 226 
FliN            -------------------------------------------DVSGAMQDIDLIMDIPV 62 
HrcQb           ----------------------------------------------EEQDEPPALDSLAL 61 
YscQ            DVLLAPEGSGPNSPVLAYVGENPWGYFQLQSNKLEFIGMSHE-SDELNPEPLTDLNQLPV 238 
                                                                        .: : 
 
SpaO            KLEFVLYRKNVTLAELEAMGQQQLLSLPTNVELNVEIMANGVLLGNGELVQMNDTLGVEI 292 
Spa33           KVDFILLEKNMTINELKMYVENELFKFPDDIVKHVNIKVNGSLVGHGELVSIEDGYGIEI 286  

FliN            KLTVELGRTRMTIKELLRLTQGSVVALDGLAGEPLDILINGYLIAQGEVVVVADKYGVRI 122 
HrcQb           DLTLRCGELRLTLAELRRLDAGTILEVTGISPGHATLCHGEQVVAEGELVDVEGRLGLQI 121 
YscQ            QVSFEVGRQILDWHTLTSLEPGSLIDLTTPVDGEVRLLANGRLLGHGRLVEIQGRLGVRI 298 
                .: .   .  :    *       :. .         :  .  ::..*.:* : .  *:.* 
 
SpaO            HEWLSESGNGE---- 303 
Spa33           SSWMVKE-------- 293 
FliN            TDIITPSERMRRLSR 137 
HrcQb           TRLVTRS-------- 128 
YscQ            ERLTEVTIS------ 307 
                                
Εικόνα 6α: Αµινοξική στοίχιση της HrcQb µε οµόλογες πρωτεϊνες. Οι πρωτεϊνες που στοιχίζονται 
είναι οι: HrcQb από τη Pseudomonas syringae pv phaseolicola, η SpaO από τη Salmonella, η 
Spa33 από τη Shigella, η FliN από τη E.coli και η YscQ από τη Yersinia. Η πολλαπλή στοίχιση 
έγινε µε το πρόγραµµα CLUSTAL W. Οι ταυτότητες/οµοιότητες συσσωρεύονται εµφανώς στο 
καρβοξυτελικό τµήµα. 
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SpaO_Sfl
HrcQ_Rfr
HrpQ_Rso

YscQ_Ypt

SsaQ_Stm
SpaO_Stm

FliY_Bsu
FliN_Eco
FliM_Eco

N C

HrcQb_Pss

HrcQa_Pss
HrcQ_Eaw

 
 

Εικόνα 6β: Σχηµατική αναπαράσταση των οµολόγων περιοχών των πρωτεϊνών της οικογένειας YscQ 
και των δοµικών πρωτεϊνών του µαστιγίου. Οι οµόλογες περιοχές παρουσιάζονται µε το ίδιο χρώµα, ενώ οι 
γκρι περιοχές δεν έχουν οµολογία. Τα αµινοτελικά άκρα των πρωτεϊνών είναι στην αριστερή πλευρά (1). 
 

Έτσι ,  το  συντηρηµένο  καρβοξυτελικό  άκρο  της  HrcQb  (HrcQb-C, 50-128) 

από  το   P.syringae  pv. phaseolicola κλωνοποιήθηκε  στην  E.coli  και  η  δοµή  

του  προσδιορίστηκε  µε  κρυσταλλογραφία  ακτίνων  Χ ,   (37).  

Η  HrcQb-C ήταν  ιδιαίτερα  σταθερή  σε  σύγκριση  µε  το  πλήρους  µήκους  

µόριο .  Πρόκειται  για  ένα  επίµηκες ,  ελαφρά  κυρτωµένο  οµοτετραµερές .  Τα  

τέσσερα  µονοµερή  συναθροίζονται  σε  2 διµερή  που  πακετάρονται  µαζί  και  

σχηµατίζουν  ένα  διµερές  διµερών .  Η  δευτεροταγής  δοµή  κάθε  µονοµερούς  

αποτελείται  από  5 β-κλώνους  και  1 α-έλικα ,  (εικόνα  7).  

 Η  HrcQb παρουσιάζει  αµινοξική  ταύτιση  από  33% έως  89% µε  

το  καρβοξυτελικό  άκρο  των  οµόλογών  της  από  άλλα  φυτοπαθογόνα  βακτήρια  

και  από  29% έως  33% µε  τις  FliN πρωτεϊνες  του  µαστιγίου  και  αµ ινοξική  

οµολογία  28%-32% µε  οµόλογες  από  ζωικά  παθογόνα .  Με  τη  µέθοδο  της  

πολλαπλής  στοίχισης  φαίνονται  πολύ  καλά  συντηρηµένα  αµ ινοξέα  όπως  τα:  

Ley-77, Gly-108, Val-111, Gly-118. 

Η  πρωτείνη  FliN είναι  συστατικό  του  βακτηριακού  µαστιγίου ,  η  οποία  

υπάρχει  σε  επίπεδα  πάνω  από  100 αντίγραφα  και  σχηµατίζει  το  κύριο  µέρος  

του  C δακτυλίου ,  µ ια  δοµή  όµοια  µε  τυµπάνου  στο  εσωτερικό  άκρο  του  

βασικού  σώµατος .  

Εκτός  από  την  αµινοξική  οµολογία  της  HrcQb και  της  FliN και  τον  ίδιο  

υποκυτταρικό  εντοπισµό ,  οι  δύο  πρωτεϊνες  µοιράζονται  οµοιότητες  και  στις  

αλληλεπιδράσεις  τους  µε  άλλα  µέλη  της  εκκριτικής  µηχανής .  
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Εικόνα 7: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της HrcQb-C. Κάθε αλυσίδα είναι ξεχωριστά 
χρωµατισµένη.(Α) όψη τετραµερούς, (Β) όψη τετραµερούς µε 90 º κλίση σε σχέση µε το Α, (C) όψη διµερούς. 
(Όπως αυτό πάρθηκε από Fadouloglou et al), (37). 
 

Έτσι ,  αποτελέσµατα  έρευνας  για  το  σύστηµα  του  µαστιγίου  από  την  

Τhermotoga maritima δείχνουν  πως  :   

(i) Η  FliN/FliM πρωτεϊνες  οι  οποίες  είναι  µέρη  του  µαστιγίου ,  όµοια  

της  HrcQb/HrcQa αλληλεπιδρούν  µεταξύ  τους  (27,28,29,30).  

(i i) Το  καρβοξυτελικό  άκρο  της  FliN (οµόλογο  της  HrcQb) είναι  

επαρκές  για  τη  συναρµολόγηση  και  τη  λειτουργία  του  µαστιγίου  (28) 

 (ii i)  Το  καρβοξυτελικό  άκρο  της  FliM  είναι  επαρκές  για  την  

πρόσδεσή  της  µε  τη  FliN (29).  

(iv) Το  σύµπλοκο  FliN-FliM βρίσκεται  και  αυτό  στο  κυτταρόπλασµα .  

Η  πρόσδεσή  του  στον  MS δακτύλιο  της  εσωτερικής  µεµβράνης  

σταθεροποιείται  µέσω  της  FliM (27,28,29,30,31).  
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Το  αποτέλεσµα  αυτό  υποδεικνύει  ανάλογους  ρόλους  ανάµεσα  στην  

FliN και  HrcQa. Βασιζόµενοι  στην  αµινοξική  οµολογία  η  οποία  

παρατηρήθηκε  ανάµεσα  σε  FliN και  FliM, προτάθηκε  πως  αυτές  οι  δύο  

πρωτεϊνες  πιθανά  µοιράζονται  κάποια  κοινά  λειτουργικά  χαρακτηριστικά  που  

συµµετέχουν  στο  σχηµατισµό  του  C-δακτυλίου ,  (27,28,29,30). Όπως  η  FliN, 

έτσι  και  τα  µονοµερή  της  HrcQb συνδέονται  για  να  σχηµατίσουν  διµερή ,  

αλλά  τα  διµερή  αυτά  ενώνονται  σε  δεύτερη  φάση  για  το  σχηµατισµό  

τετραµερούς  στην  κρυσταλλική  µορφή ,  (εικόνα  8).  Σε  πειράµατα  

ιζηµατογένεσης ,  φάνηκε  πως  η  FliN και  αυτή  σχηµατίζει  τετραµερή  είτε  µε  

τον  εαυτό  της  (E.coli) είτε  µε  τη  FliM (T.maritima).  Βασιζόµενοι  στις  

εντυπωσιακές  αναλογίες  των  HrcQb/HrcQa µε  τις  FliN/FliM προτάθηκε  πως  

η  Hrp εκκριτική  µηχανή  του  P.syringae ,  η  HrcQb και  το  C-άκρο  της  HrcQa 

µάλλον  συνεργάζονται  για  το  σχηµατισµό  µ ιας  κυτοπλασµατικής  

συναρµολόγησης  ανάλογης  του  C-δακτυλίου  του  µαστιγίου .  Η  υπόθεση  αυτή  

στηρίζεται  από  πειράµατα  ηλεκτρονικής  µικροσκοπίας   (26,32) τα  οποία  

έδειξαν  µορφολογικές  οµοιότητες  ανάµεσα  στα  τύπου  ΙΙΙ  συστήµατα  των  

ζωικών  παθογόνων  και  του  µαστιγίου ,  υποδηλώνοντας  την  παρουσία  µ ιας  

κοινής  αρχιτεκτονικής  παρούσα  στα  τύπου  ΙΙΙ  συστήµατα .  

Η  FliN είναι  απαραίτητη  για  τη  συναρµολόγηση  του  µαστιγίου ,  καθώς  

απαλοιφή  του  f l iN  γονιδίου  έχει  ως  αποτέλεσµα  φαινότυπο  χωρίς  µαστίγιο .  

Οι  λειτουργίες  όσων  αφορά  την  συναρµολόγηση  δεν  φαίνεται  να  

παρεµποδίζονται  εύκολα  από  σηµειακές  µεταλλάξεις  (38). 

Οι  Irikura et al (1993), ανέλυσαν  κάποιες  µεταλλάξεις  της  FliN και  

βρήκαν  πως  η  συναρµολόγηση  του  µαστιγίου  εµποδιζόταν  µόνο  από  αλλαγή  

του  πλαισίου  ανάγνωσης  ή  πρόωρο  τερµατισµό .  Οι  περισσότερες  missense 

µεταλλάξεις  δίνουν  mot φαινότυπο ,  στον  οποίο  υπάρχει  συναρµολόγηση  

µαστιγίου  αλλά  όχι  περιστροφή .  Υπήρχε  µερική  αποκατάσταση  της  

περιστροφής  όταν  οι  mot µεταλαγµένες  πρωτείνες  υπερεκφράζονταν  ,  το  

οποίο  δηλώνει  πως  οι  µεταλλάξεις  µείωσαν  τα  επίπεδα  της  πρωτείνης  ή  

ελάττωσαν  την  ικανότητά  της  να  σχηµατίσει  πλήρως  λειτουργικούς   C-

δακτυλίους .   

Οι  Zhu et al (2004), αντικατέστησαν  µερικές  συντηρηµένες  όξινες  

υποµονάδες  της  FliN µε  αλανίνη  και  βρέθηκε  πως  καµία  δεν  ήταν  κριτική  για  

τη  συναρµολόγηση  ή  τη  λειτουργία  του  µαστιγίου .   
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Οι  θέσεις  οι  οποίες  µεταλλάχθηκαν  ήταν  οι  72,76,107,112,115,127,133 

και  141, οι  περισσότερες  εκ  των  οποίων  βρίσκονται  στις  πλευρές  του  αυχένα  

(κατακόρυφα   στο  υδροφοβικό  κοµµάτι).  Αν  και  καµία  από  τις  

αντικαταστάσεις  των  όξινων  υποµονάδων  µε  αλανίνη  δεν  παρεµπόδισε  τη  

λειτουργία  της  FliN, πολλές  από  αυτές  κατέληξαν  σε  µ ία  αύξηση  του  

επιπέδου  της  FliN το  οποίο  χρειαζόταν  για  βέλτιστη  συγκέντρωση .  Αυτό  

υποδεικνύει  πως  αυτές  οι  υποµονάδες  παίζουν  κάποιο  ρόλο  στη  

σταθεροποίηση  της  πρωτείνης  ή  στη  διευκόλυνση  της  ενσωµάτωσής  της  στον  

C-δακτύλιο .  

Έχει  παλαιότερα  προταθεί  πως  η  Spa33 (ή  οι  οµόλογες  µε  αυτήν  

πρωτεϊνες) είναι  συστατικό  του  C-δακτυλίου  της  TTSS (1,34,35,36), καµ ία  

άµεση  απόδειξη  δεν  υπήρχε  για  την  βακτηριακή  εκκριτική  µηχανή  του  τύπου  

ΙΙΙ .  Μετέπειτα  µελέτες  παρέχουν  αποδείξεις  για  να  υποστηριχθεί  αυτή  η  

υπόθεση  (37). Τα  ευρήµατα-αποδείξεις  είναι:   

(i)  µετάλλαξη  έλλειψης  του  spa33 της  Shigella   παράγει  µια  δοµή  της  

TTSM χωρίς  βελόνα ,  η  οποία  είναι  ανίκανη  να  εκκρίνει  µολυσµατικές  

πρωτεϊνες  µέσω  του  TTSS.  

(i i) Η  Spa33 βρίσκεται  κάτω  από  την  TTSM, σε  συνεργασία  µε  τα  δύο  

κύρια  συστατικά  της  TTSM της  εσωτερικής  µεµβράνης  (MxiG, MxiJ). 

 (ii i)  Αν  και  η  Spa33 είναι  ανίκανη  να  αλληλεπιδράσει  µε  συστατικά  

της  βελόνας  (MxiN, Spa32, Spa47) απαραίτητες  για  το  σχηµατισµό  της  

βελόνας .   

(iv) Η  Spa33 είναι  ικανή  να  αλληλεπιδρά  µε  πρωτεϊνες  

µολυσµατικότητας  που  εξάγονται  από  το  TTSS (IpaB, IpaC, IpgB1, VirA).  

(v) Κάποια  κατάλοιπα  του  C-άκρου  της  Spa33, τα  οποία  είναι  υψηλά  

συντηρηµένα  στις  οµόλογες  πρωτεϊνες ,  εµπλέκονται  στην  αλληλεπίδραση  µε  

την  MxiN (απαιτείται  για  τον  σχηµατισµό  της  βελόνας).   

(vi) Η  λειτουργία  της  Spa33 της  TTSM της  Shigella  δεν  υπόκεινται  σε  

εσωτερική  αλλαγή  µε  αυτές  των  άλλων  οµόλογων  της  Spa33. 

Ο  C-δακτύλιος ,  που  πιθανά  αποτελείται  από  τη  Spa33 (37) είναι  

απαραίτητος  για  το  σχηµατισµό  µ ιας  λειτουργικής  εκκριτικής  µηχανής ,  αφού  

το  spa33 µετάλλαγµα  είναι  ανίκανο  να  σχηµατίσει  τη  δοµή  της  βελόνας  ή  να  

µεσολαβήσει  στην  έκκριση  των  πρωτεϊνών  µολυσµατικότητας .   
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Ο  σχηµατισµός  του  C-δακτυλίου  θα  µπορούσε  να  συµβαίνει  µετά  το  

σχηµατισµό  του  βασικού  σώµατος ,  αφού  η  απουσία  της  Spa33 από  το  

βακτήριο  είναι  ικανή  να  σχηµατίσει  µία  ελλατωµατική  δοµή  του  βασικού  

σώµατος  εντός  του  φακέλου  (37), (εικόνα  9).  

 

 
Εικόνα  8 :  Μοντέλο  του  τετραµερούς  της  F l iN.  (A)  όψη  τετραµερούς .  Τα  υδροφοβικά  κατάλοιπα  

στην  επ ιφάνε ια  επαφής  ε ίνα ι  κίτρ ινα ,  (Β )  όψη  τετραµερούς -  η  δεξ ιά  πλευρά  της  Α  ε ικόνας ,  (C)  

σύγκριση  τετραµερών  ανάµεσα  σε  F l iN και  HrcQb-C.  Τα  κίτρ ινα  χρωµατ ισµένα  ε ίνα ι  

συντηρηµένα  υδροφοβικά  κατάλοιπα  σε  F l iN και  HrcQb-C.  (Όπως  πάρθηκε  από  Brown e t  a l . ,  

2005) , (38) .   

  

 

  

  

 

 

 

 

 

 
Εικόνα  9 :  Εκκριτ ική  µηχανή  τύπου  Ι Ι Ι  της  Shige l la .  

(Όπως  αυτή  πάρθηκε  από  Mor i ta - I shihara  e t  a l . ,  2006) ,  

(89) .  
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1.5 Σκοπός  της  εργασίας  

 

Ο  σκοπός  αυτής  της  εργασίας  ήταν  η  διερεύνηση  της  σταθερότητας  της  

δοµής  της  HrcQb-C C23A σε  σύγκριση  µε  την  αγρίου  τύπου  πρωτεϊνη .  Η  

κυστεϊνη  της  θέσης  23 αντικάταστάθηκε  από  αλανίνη ,  µε  αποτέλεσµα  ο  

δισουλφιδικός  δεσµός  να  εκλείπει  στο  µετάλλαγµα ,  (εικόνα  10). Η  αλανίνη  

επιλέχθηκε  καθώς  είναι  το  δεύτερο  απλούστερο  αµ ινοξύ ,  το  οποίο  έχει  µία  

µεθυλοµάδα  στην  πλευρική  της  αλυσίδα ,  έτσι  ώστε  να  µην  υπάρξουν  στερικές  

παρεµποδίσεις .  Η  δοµ ική  σύγκριση  µε  την  native πρωτεϊνη ,  καθώς  και  η  

αλλοστερική  επίδραση  στις  αλληλεπιδρούσες  επιφάνειες  του  τετραµερούς  της  

HrcQb-C αποτελούν  το  αντικείµενο  της  έρευνας  αυτής .  
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 Α  

  Β  
Εικόνα  10:  (Α )  Το  µόριο  της  HrcQb-C.  Τα  τέσσερα  µονοµερή  συναθροίζοντα ι  σε  2  δ ιµερή  που  

πακετάρονται  µαζ ί  και  σχηµατ ίζουν  ένα  δ ιµερές  δ ιµερών .  (Β )  Φαίνεται  µε  µπλέ  χρώµα  ο  

δ ισουλφιδ ικός  δεσµός  ο  οποίος  υπάρχε ι  κανονικά  στην  HrcQb-C αλλά  εκλε ίπε ι  από  το  

µετάλλαγµα   C23A HrcQb-C.  
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1.6   Αρχές  κρυσταλλογραφίας  

 

Ένας  κρύσταλλος  είναι  µ ια  καλά  οργανωµένη  διάταξη  µορίων  που  

σχηµατίζεται  από  την  επανάληψη   πολλών  δισεκατοµµυρίων  αντίγραφων  του  

βασικού  αντικειµένου  (π .χ .  του  πρωτεϊνικού  µορίου).  Το  πρότυπο  σκέδασης   

των  ακτίνων-Χ  από  τα  ηλεκτρόνια  των  µεµονωµένων  ατόµων  στην  

επαναλαµβανόµενη  µονάδα  η  οποία  σχηµατίζει  τον  κρύσταλλο  έχει  

προσθετικές  ιδιότητες  ,  ώστε  η  συνολική  σκέδαση  να  σχηµατίζεται  

προσθετικά  και  όλα  τα  αντίγραφα  της  µονάδας  στον  κρύσταλλο .  Η  

σκεδασµένη  ακτινοβολία  µπορεί  να  υπολογιστεί  για  να  επανασυστήσει  µια  

εικόνα  της  κατανοµής  της  πυκνότητας  των  ηλεκτρονίων  στην  

επαναλαµβανόµενη  µονάδα  (π .χ .  την  πρωτεϊνη).  

Τα  βασικά  στάδια  του  προσδιορισµού  της  δοµής  της  πρωτεϊνης  µπορούν  να  

οριστούν  ως  εξής :   

(i)  Κρυστάλλωση .  Συγκεκριµένες  συνθήκες  πρέπει  να  βρεθούν  κάτω  

από  τις  οποίες  οι  αδύναµες  διαµοριακές  δυνάµεις  µεταξύ  των  πρωτεϊνικών  

µορίων  θα  οδηγήσουν  σε  κανονικό  πακετάρισµά  τους  υπό  µορφή  κρυστάλλου  

αντί  τυχαίου  ιζήµατος .   

(i i) Συλλογή  δεδοµένων .  Γενικά  τα  δεδοµένα  συλλέγονται  µε  την  

περιστροφή  του  πρωτεϊνικού  κρυστάλλου  εντός  µονοχρωµατικής  δέσµης  των  

ακτίνων-Χ  και  καταγραφή  των  εντάσεων  των  σχηµατιζόµενων  ανακλάσεων .  

Αυτές  οι  εντάσεις  αντιστοιχούν  τα  πλάτη  των  παραγόντων  δοµής .  

Εναλλακτικά ,  στην  µέθοδο  Laue, ο  κρύσταλλος  παραµένει  στάσιµος  αλλά  τα  

δεδοµένα  συγκεντρώνονται  χρησιµοποιώντας  ένα  συνεχές  φάσµα  µηκών  

κύµατος  ακτίνων-Χ .   

(ii i)  Προσδιορισµός  φάσεων .  Το  πλάτος  και  η  φάση  ενός  παράγοντα  

δοµής  είναι  ανεξάρτητα  µεγέθη .  Επειδή  όλες  οι  πληροφορίες  για  τις  φάσεις  

των  παραγόντων  δοµής  χάνονται  κατά  τη  συλλογή  των  πειραµατικών  

δεδοµένων ,  ένας  υπολογισµός  των  τιµών  τους  πρέπει  να  αποκτηθεί  µέσω  

χρήσης  επιπλέον  πληροφοριών .  Αυτό  το  στάδιο ,  µε  εξαίρεση  την  

κρυστάλλωση ,  παραµένει  κατά  κανόνα  το  πιο  προβληµατικό  στάδιο  του  

προσδιορισµού  της  δοµής .   
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(iv) Βελτίωση  φάσεων .  Η  ποιότητα  και  κατά  συνέπεια  η  

ερµηνευσιµότητα  του  χάρτη  της  ηλεκτρονικής  πυκνότητας  εξαρτάται  από  την  

ακρίβεια  των  φάσεων .  Κάτω  από  συγκεκριµένες  ευνοϊκές  οι  αρχικές  

εκτιµήσεις  των  φάσεων  µπορούν  να  βελτιωθούν  σηµαντικά  χρησιµοποιώντας  

υπερδειγµατοληψία  στα  δεδοµένα .   

(v) Ερµηνεία  του  χάρτη  ηλεκτρονικής  πυκνότητας .  Ο  προσδιορισµός  

των  φάσεων  των  ανακλάσεων  επιτρέπει  να  υπολογιστεί  µ ία  απεικόνιση  της  

ηλεκτρονικής  πυκνότητας  στην  επαναλαµβανόµενη  µονάδα  του  κρυστάλλου .  

Αν  αυτή  η  απεικόνιση  είναι  επαρκώς  λεπτοµερής  (π .χ .  βασισµένη  σε  αρκετά  

υψηλή  διακριτική  ικανότητα  των  δεδοµένων ,  το  οποίο  συνήθως  σηµαίνει  την  

ύπαρξη  δεδοµένων  περίθλασης  διακριτικής   ικανότητας  τουλάχιστον  3.5 A), 

τότε  η  τρισδιάστατη  δοµή  της  πολυπεπτιδικής  αλυσίδας  µπορεί  να  

προσδιοριστεί .  Ένα  µοντέλο  της  πρωτεϊνικής  δοµής  µπορεί  να  κατασκευαστεί  

υπό  µορφή  ατοµ ικών  συντεταγµένων ,  εάν  η  αµ ινοξική  αλληλουχία  είναι  

γνωστή .   

(vi) Βελτίωση  δοµής .  Το  αρχικό  µοριακό  µοντέλο  βελτιώνεται  µε  βάση  

τα  πειραµατικά  δεδοµένα  λαµβάνοντας  υπόψη  τους  περιορισµούς  που  

υπαγορεύονται  από  τα  στερεοχηµ ικά  δεδοµένα  (µήκη  δεσµών ,  γωνίες ,  κτλ .)  

που  είναι  γνωστά  είτε  από  δοµές  µ ικρών  πεπτιδίων  είτε  από  βάσεις  

δεδοµένων  για  πρωτεϊνες .  
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                                      κ  ε  φ  ά  λ  α  ι  ο    2  

 

Καθαρισµός  της  πρωτείνης  HrcQb-C, Cys23Ala του  φυτοπαθογόνου  

Pseudomonas syringae  pv phaseolica NP53121. 

 

2.1 Εισαγωγή  

 

Η  C23A HrcQb-C εκφράζεται  ως  χιµαιρική  πρωτεϊνη  µε  µ ία  

αλληλουχία  έξι  ιστιδινών  και  µ ία  ενδιάµεση  αµ ινοξική  αλληλουχία  που  

αναγνωρίζεται  ειδικά  από  την  πρωτεάση  rTEV. Η  προσθήκη  της  αλληλουχίας  

των  ιστιδινών  αποσκοπεί  στη  διευκόλυνση  του  καθαρισµού  της  πρωτεϊνης  µε  

χρωµατογραφία  συγγένειας  ακινητοποιηµένου  µετάλλου ,  ενώ  η  αλληλουχία  

που  αναγνωρίζεται  από  την  πρωτεάση  επιτρέπει  την  εύκολη  αποµάκρυνση  

των  ιστιδινών  από  την  πρωτεϊνη  µετά  την  ολοκλήρωση  του  καθαρισµού .  

  

2.2  Παραγωγή  και  καθαρισµός  της  πρωτεϊνης  C23A HrcQb-C. 

 

H νουκλεοτιδική  αλληλουχία  που  κωδικοποιεί  το  υψηλά  συντηρηµένο  

καρβοξυτελικό  τµήµα  της  πρωτείνης   HrcQb κλωνοποιήθηκε  στον  

πλασµ ιδιακό  φορέα  pPROEX HTa (Life Technologies Inc.).  Η  κλωνοποίηση  

έγινε  στα  πλαίσια  συνεργασίας  µε  το  εργαστήριο  του  καθηγητή  Ν .  

Πανόπουλου  από  την  ∆ρ .  Α .Ταµπακάκη .  Η  µετάλλαξη  της  κυστεϊνης  από  

αλανίνη  στη  θέση  23 έγινε  στο  εργαστήριο  του  ίδιου  καθηγητή  από  την  Μ . 

Μπαστάκη .  Ο  φορέας  pPROEX HTa (Polayes 1996) αποτελείται  από  τον  

υποκινητή  Trc για  υψηλά  επίπεδα  έκφρασης  σε  E.coli  και  τον  καταστολέα  

lacI για  ρύθµ ιση  της  έκφρασης  µε  IPTG και  γονίδιο  ανθεκτικότητας  στην  

αµπικιλίνη  σαν  µέσο  επιλογής .  Επιλέχτηκε  γιατί  φέρει  µ ια  νουκλεοτιδική  

αλληλουχία  που  εκφράζεται  στο  αµινοτελικό  άκρο  της  κλωνοποιηµένης  

πρωτείνης  ως  έξι  διαδοχικές  ιστιδίνες .  Μεταξύ  των  ιστιδινών  και  της  

πρωτείνης  µεσολαβεί  το  επταπεπτίδιο  ENLYFQG το  οποίο  αναγνωρίζεται  

ειδικά  από  την  πρωτεάση  rTEV που  το  πρωτεολύει  στη  θέση  QG (*).  Το  

επταπεπτίδιο  επιτρέπει  την  εύκολη  αποµάκρυνση  των  ιστιδίνων  από  την   

πρωτείνη  µετά  την  ολοκλήρωση  του  καθαρισµού .Το  προϊόν  εκφράζεται  σε  

κύτταρα  E coli  της  σειράς   DH5α .   
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Η  κυστείνη  (  C ) της  θέσης  23 µεταλλάχθηκε  σε  αλανίνη  (  Α  )  στο  

εργαστήριο  του  καθηγητή  Ν .Πανόπουλο  από  την  Μ .  Μπαστάκη .  

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQ*GAMDPQDEPPALDSLALDLTLRCGEL
RLTLAELRRLDAGTILEVTGISPGHATLCHGEQVVAEGELVDVEGRLGLQI
TRLVTRS 

                                                  ↓ 
MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQ*GAMDPQDEPPALDSLALDLTLRΑGEL

RLTLAELRRLDAGTILEVTGISPGHATLCHGEQVVAEGELVDVEGRLGLQI

TRLVTRS  

Με  πλάγια  γράµµατα  φαίνονται  οι  ιστιδίνες .  Ο  αστερίσκος  δηλώνει  τη  θέση  

πρωτεόλυσης  από  την  rTEV. 

 

•  Παραγωγή  της  C23A HrcQb-C .  

 

Η  πρωτεϊνη  εκφράζεται  από  κύτταρα  E.coli  της  σειράς  DH5a που  

µεγαλώνουν  παρουσία  αµπικιλίνης  σε  πλούσιο  θρεπτικό  µέσο  (LB θρεπτικό  

µέσο ,  79). Ακολουθήθηκαν  οι  συνθήκες  καλλιέργειας  όπως  αυτές  

καθορίστηκαν  από  την  ∆ρ .Β .Φαδούλογλου ,  βάση  των  αποτελεσµάτων  σε  

πειράµατα  για  την  HrcQb-C.  20 ml από  καλλιέργεια  µεγαλωµένη  για  ~18 

ώρες  στους  30ºC, ενύονται  σε  1 lt  θρεπτικού  µέσου  που  περιέχει  100µg/ml 

αµπικιλίνη  και  επωάζονται  εκ  νέου  στους  30ºC µέχρι  η  οπτική  πυκνότητα  στα  

600 nm είναι  0.7-0.9. Η  υπερέκφραση  επάγεται  µε  0,5 mM IPTG και  η  

επώαση  διαρκεί   ~18 ώρες  στους  30 ºC.Τα  κύτταρα  διαχωρίζονται  από  το  

θρεπτικό  µέσο  µε  φυγοκέντρηση  στα  6000 rpm (φυγόκεντρο ,  Beckman, 

ρότορα .  JA-20) για  20 min στους  4 ºC. Η  κυτταρική  πάστα  συλλέγεται  και  

λύεται  αµέσως  ή  φυλάσσεται  στους  -80 ºC. 

 

 

•  Χρωµατογραφία  συγγένειας  

 
 

Σύµφωνα  µε  αυτήν  την  χρωµατογραφία  εκµεταλλευόµαστε  την  υψηλή  

συγγένεια  πολλών  πρωτεινών  για  ειδικές  χηµικές  οµάδες .  Γενικά ,  η   

χρωµατογραφία  συγγένειας  µπορεί  να  χρησιµοποιηθεί  αποτελεσµατικά  στην   
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αποµόνωση  πρωτεινών  που  αναγνωρίζουν  µ ία  οµάδα  Χ ,  ως  εξής:  

(α) οµοιοπολική  δέσµευση  του  Χ  ή  παραγώγου  του  σε  στήλη ,   

(β) προσθήκη  του  µείγµατος  της  πρωτείνης  στη  στήλη ,  που  στη  συνέχεια  

ξεπλένεται  µε  ρυθµιστικό  διάλυµα  για  να  αποµακρυνθούν  οι  πρωτείνες  που  

δεν  δεσµεύτηκαν ,   

(γ) έκλουση  της  πρωτείνης  που  επιλέγεται  µε  προσθήκη  υψηλής  

συγκέντρωσης  διαλυτής  µορφής  του  Χ .  

Το  υπόστρωµα  και  ο  προσδέτης  απότελούν  τη  στερεή  φάση  (στρώµα) 

την  οποία  διαπερνά  το  διάλυµα  της  πρωτεϊνης  (υγρή  φάση).  Η  πρωτεϊνη  

αλληλεπιδρά  µε  τον  προσδέτη  και  παραµένει  στη  στερεή  φάση  ενώ  οι  

συνοδεύουσες  πρωτεϊνες  αποµακρύνονται  από  το  στρώµα .  Η  έκλουση  της  

πρωτεϊνης  επιτυγχάνεται  εκπλένοντας  το  στρώµα  µε  διάλυµα  ουσίας 

µεγαλύτερης  συγγένειας  για  τον  προσδέτη  απ’ότι  η  πρωτεϊνη  (80). 

Στη  χρωµατογραφία  συγγένειας  ακινητοποιηµένου  µετάλλου  

(Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC) το  ρόλο  του  προσδέτη  

αναλαµβάνουν  ιόντα  µετάλλων .  Η  αλληλεπίδραση  µε  την  πρωτεϊνη  βασίζεται  

στην  ιδιότητα  ορισµένων  αµινοξέων  να  λειτουργούν  ως  δότες  ηλεκτρονίων  

και  να  προσδένουν  κατιόντα  (81, 82, 83). Ένα  τέτοιο  αµ ινοξύ  είναι  η  

ιστιδίνη .  Σε  pH µεγαλύτερο  από  6.0 προσδένει  ισχυρά  δισθενή  µεταλλικά  

ιόντα  όπως  Ni(+2) και  Cu(+2). Η  αύξηση  της  συγγένειας  µ ιας  πρωτεϊνης  για  

ιόντα  µετάλλου  επιτυγχάνεται  µε  την  προσθήκη  µ ιας  ουράς  συνήθως  έξι ,  

διαδοχικών  ιστιδινών  στο  αµινο- ή  καρβοξυτελικό  άκρο  της .   

Η  έκλουση  της  πρωτεϊνης  γίνεται  µε  µείωση  του  pH ή  µε  διάλυµα  

υψηλής  συγκέντρωσης  ιµ ιδαζολίου  (84).  Στην  αποµόνωση  της   C23A HrcQb-

C χρησιµοποιήθηκε  η  κολώνα  Ni-Nta agarose (Nickel nitrilotriacetic acid), η  

οποία  περιέχει  νικέλιο ,  το  οποίο  µπορεί  να  δεσµεύσει  πρωτείνες  που  

περιέχουν  ιστιδίνες  (His).  

 Για  να  αποφευχθεί  η  χαλαρή  µη-ειδική  δέσµευση  των  πρωτεινών  που  

έχουν  ενδογενώς  ιστιδίνες ,  στο  διάλυµα  εξισορρόπησης  της  κολώνας  (lysis 

buffer) προσθέτουµε  ιµ ιδαζόλιο  του  οποίου  ο  δακτύλιος  ανταγωνίζεται  αυτόν  

της  ιστιδίνης .  Η  έκλουση  της  πρωτείνης  γίνεται  µε  την  προσθήκη  διαλύµατος  

µε  υψηλή  συγκέντρωση  σε  ιµιδαζόλιο ,  το  οποίο  ανταγωνίζεται  ιστιδίνες .  

 

 



 37

•  Τεχνική  διαπίδυσης  

 
Συνήθως  είναι  απαραίτητη  η  αλλαγή  του  διαλύµατος  µέσα  στο  οποίο  

βρίσκεται  η  πρωτείνη  για  την  µεταβίβαση  στο  επόµενο  στάδιο  καθαρισµού .  

Κάτι  τέτοιο  µπορεί  να  επιτευχθεί  µε  την  µέθοδο  διαπίδυσης  µέσω  ηµιπερατής  

µεµβράνης ,  το  µέγεθος  των  πόρων  της  οποίας  καθορίζει  το  µέγεθος  των  

µορίων  που  θα  ανταλλαγούν .  Μόρια  µε  διαστάσεις  πολύ  µεγαλύτερες  από  

τους  πόρους  της  µεµβράνης  µένουν  εντός  αυτής ,  ενώ  τα  µικρά  µόρια  και  τα  

ιόντα  περνούν  τους  πόρους  αυτής  της  µεµβράνης  και  εµφανίζονται  στο  

διάλυµα  έξω  από  τη  µεµβράνη .  Με  αυτόν  τον  τρόπο  µπορούµε  να  αλλάξουµε  

το  ρυθµιστικό  διάλυµα  µέσα  στο  οποίο  βρίσκεται  η  πρωτείνη .  

 

•  Αποµάκρυνση  της  ουράς  ιστιδινών .  

 

Η  πρωτεάση  rTEV (πρωτεάση  του  tobacco etch virus, 85) µε  µ ια  

αλληλουχία  ιστιδινών  που  προστίθεται  στο  αµ ινοτελικό  της  άκρο  (86) 

αναγνωρίζει  την  αλληλουχία  ENLYFQG και  πρωτεολύει  µεταξύ  QG. 

Χρησιµοποιείται  ευρέως  για  την  αποµάκρυνση  της  ουράς  ιστιδινών  από  

ανασυνδιασµένες  πρωτεϊνες  γιατί  συνδυάζει  πλεονεκτήµατα  όπως  υψηλό  

βαθµό  ειδικότητας ,  έλλειψη  ευαισθησίας  στους  αναστολείς  πρωτεασών  και  

εύκολο  διαχωρισµό  από  το  µ ίγµα  της  αντίδρασης  πρωτεόλυσης  λόγω  της  

ουράς  των  ιστιδινών .  Η  ποσότητα  της  πρωτεάσης  που  απαιτείται  για  την  

πλήρη  πρωτεόλυση  του  υποστρώµατος  ποικίλλει  και  εξαρτάται  από  το  πόσο  η  

δοµή  της  πρωτεϊνης  αφήνει  εκτεθειµένη  την  αλληλουχία  που  αναγνωρίζει  και  

πρωτεολύει  η  πρωτεάση .  

 

•  Χρωµατογραφία  µοριακής  διήθησης  

 
Η  κολώνα  µοριακής  διήθησης  ακολουθεί  την  δεύτερη  στήλη  Ni-NTA 

για  το  διαχωρισµό  µορίων  πρωτεάσης  που  πιθανόν  να  εξακολουθούν  να  

συνοδεύουν  το  δείγµα  λόγω  της  µεγάλης  της  συγκέντρωσης  στο  διάλυµα  της  

αντίδρασης  πρωτεόλυσης .Σύµφωνα  µε  αυτήν  την  χρωµατογραφική  µέθοδο  ο  

διαχωρισµός  των  πρωτεινών  εξαρτάται  από  την  υδροδυναµ ική  τους  ακτίνα ,  η  

οποία  είναι  ανάλογη  του  µοριακού  βάρους  για  σφαιρικές  πρωτείνες .   
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Το  δείγµα  µπαίνει  στην  κορυφή  µιας  στήλης  που  αποτελείται  από  πορώδεις  

κόκκους  φτιαγµένους  από  αδιάλυτο  πολυµερές ,  που  µπορεί  όµως  να  

συγκρατήσει  πολύ  νερό ,  όπως  η  δεξτράνη ,  η  αγαρόζη  ή  το  πολυακρυλαµ ίδιο .   

Μικρά  µόρια  περνούν  µέσα  από  αυτούς  τους  κόκκους ,  αλλά  τα  µεγάλα  δεν 

µπορούν  να  περάσουν .  Αποτέλεσµα  είναι  ότι  τα  µ ικρά  µόρια  κατανέµονται  

στο  υδάτινο  περιβάλλον  µέσα  στους  κόκκους  και  µεταξύ  τους ,  ενώ  τα  µεγάλα  

µόρια  βρίσκονται  µόνο  µεταξύ  των  κόκκων .  Τα  µεγάλα  µόρια  περνούν  πιο  

εύκολα  µέσα  από  τη  στήλη  και  εµφανίζονται  πρώτα  γιατί  βρίσκονται  σε  

µ ικρότερο  όγκο  υγρού  (Stryer L. 1997).  

Στην  αποµόνωση  της   C23A HrcQb-C χρησιµοποιήθηκε   το  

χρωµατογραφικό  υλικό   Sepharyl S-100 της  Pharmacia. Το  Sepharyl 

παράγεται  από  ενδοµοριακή  σύνδεση  αλλυλικής  δεξτράνης  και  Ν ,Ν- 

δισακρυλαµ ιδίου  του  µεθυλενίου .  Είναι  χηµικά  σταθερό  σε  όλα  τα  συχνά  

χρησιµοποιούµενα  ρυθµ ιστικά  διαλύµατα ,  ενώ  λειτουργεί  σε  εύρος  pH 2-11. 

Το  µέγεθος  των  πόρων  ελέγχεται  επιµελώς  από  τις  κατασκευαστικές  εταιρίες .  

Στην  S-100 το  χρήσιµο  εύρος  διαχωρισµού  είναι  από  5.000 έως  75.000 

Dalton. 

 

•  Σχήµα  καθαρισµού  της  6 His- C23A HrcQb-C. 

 
Παράγονται  ~20 g κυττάρων  που  οµογενοποιούνται  µε  180 ml 20 mM 

ιµ ιδαζόλιο ,  50 mM NaCl, 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH=8.0 ( διάλυµα  Α). 

Προστίθενται  αναστολείς  πρωτεασών  σε  τελικές  συγκεντρώσεις  1 mM PMSF, 

20 µg/ml leupeptin, 150 µg/ml benzamidine και  τα  κύτταρα  διαρρηγνύονται  

µε  λυσοζύµη  (1 mg/ml, 30 min στους  4 ºC) και  υπερήχους .  To κυτταρικό   

περιεχόµενο  διαχωρίζεται  από  τα  κυτταρικά  υπολείµµατα  µε   

φυγοκέντρηση  (14000g, 60 min, 4 ºC). Το  υπερκείµενο  φορτώνεται  µε  

ταχύτητα  60 ml/h, σε  στήλη  Ni-NTA agarose QIAGEN (όγκος  κολόνας  12 

ml),  εξισορροπηµένη  µε  10 όγκους  κολόνας  διαλύµατος  Α .  Ακολουθούν  

εκπλύσεις  µε :   

(i) 50 όγκους  κολόνας  διαλύµατος  Α ,  (wash 1).  

(i i) 10 όγκους  κολόνας  20 mM ιµιδαζόλιο ,  300 mM NaCl, 50 mM   

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0, (wash 2). 

15 όγκους  κολόνας  40 mM ιµιδαζ .λιο ,  300 mM NaCl, 50 mM 

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0, (wash 3). 
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(iv) 35 όγκους  κολόνας  40 mM ιµ ιδαζ .λιο ,  50 mM NaCl, 50 mM  

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0, (wash 4). 

Η  πρωτείνη  εκλούεται  σε  κλάσµατα  των  12 ml, µε  300 mM ιµιδαζόλιο ,  50 

mM ΝaCl, 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0 (διάλυµα  Β).  Τα  βήµατα  του  

καθαρισµού  ελέγχονται  µε  SDS-PAGE, (εικόνες  2.1 και  2.2) Η  απόδοση  στο  

τέλος  αυτού  του  σταδίου  είναι  κατά  µέσο  όρο  50 mg πρωτείνης  όπως  

εκτιµάται  µε  Bradford (Βradford 1976), (εικόνα  2.3).Τα  κλάσµατα  που  

περιέχουν  την  πρωτείνη  ενώνονται  και  υποβάλλονται  σε  συνθήκες  διαπίδυσης  

έναντι  διαλύµατος  50 mM Tris/HCl pH 8.0, 0.5 mM EDTA. 

                

                                
Εικόνα  2 .1 :  ∆είγµατα  από  την  πρώτη  στήλη  Ni-NTA που  αναλύονται  σε  15% SDS-PAGE 
(Laemmli ,  βαµµένο  µε  Coomassie Blue) .  1.∆είγµα  πριν  την  επαγωγή .  2.∆είγµα  µετά  την  
επαγωγή .  3.∆είγµα  που  φορτώθηκε  στην  στήλη  Ni-NTA .  4 .∆είγµα  που  εκλούεται  κατά  το  
φόρτωµα  5.  Μάρτυρας  µοριακών  βαρών .Αρχίζοντας  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  
94.0 ,  67.0,  43.0 ,  30.0,  20.1 ,  14.  6.  Έκπλυση  µε  20  mM ιµ ιδαζ .λιο ,  50 mM NaCl,  50 mM 
Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0.  7.Έκπλυση  µε  20 mM ιµ ιδαζ .λιο ,  300 mM NaCl,  50 mM  
Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0.  8.Έκπλυση  µε  40 mM ιµ ιδαζ .λιο ,  300 mM NaCl,  50 mM 
Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0.  9.  Έκπλυση  µε  40  mM ιµ ιδαζ .λιο ,  50  mM NaCl,  50 mM 
Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0.  

 

 

                                 
Εικόνα  2 .2:  1-3,  5-7  ∆ιαδοχικά  κλάσµατα  έκλουσης  µε  300 mM ιµ ιδαζόλιο ,  50 mM NaCl,  
50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0.  4 .Μάρτυρας  µοριακών  βαρών .Αρχίζοντας  από  πάνω  
προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94.0 ,  67.0 ,  43.0 ,  30.0 ,  20.1 ,  14.    
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y = 0,0394 x + 0,031 => 0,465 = 0,0394 x + 0,031 => x = 11 mg/ml 

Εικόνα  2 .3   Εκτίµηση  της  συγκέντρωσης  της  πρωτεϊνης  (Bradford assay)  

 

Στο  δείγµα  προστίθεται  rTEV σε  αναλογία  µαζών  πρωτεάση :πρωτείνη  

1:10. Η  αντίδραση  πρωτεόλυσης  λαµβάνει  χώρα  για  6 ώρες  στους  30ºC υπό  

συνεχή  ανάδευση .Στη  συνέχεια  το  µ ίγµα  υποβάλλεται  σε  διαπίδυση  έναντι  

διαλύµατος  10 mM ιµ ιδαζολίου ,  50 mM NaCl, 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 

pH 8.0 (διάλυµα  Γ) στους  4 ºC. Ακολουθεί  η  αποµάκρυνση  της  πρωτεάσης  

από  το  διάλυµα  της  HrcQB-C. To δείγµα  φυγοκεντρείται  για  την  

αποµάκρυνση  των  στερεών  υπολειµµάτων  (κατακρηµνισµένες  πρωτείνες) που  

σχηµατίζονται  κατά  την  αντίδραση  πρωτεόλυσης  και  φορτώνεται  µε  ταχύτητα  

50 ml/h σε  δεύτερη  στήλη  Ni-NTA agarose QIAGEN (όγκου  10 ml),  

εξισορροπηµένη  µε  διάλυµα  Γ .  Η  κολόνα  εκπλένεται  µε:  (i) 30 ml διάλυµα  Γ ,  

(ii)  30 ml διάλυµα  Α ,  (iii) 50 ml διάλυµα  Β ,  (εικόνα  2.4). 
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Εικόνα  2 .4  ∆είγµατα  από  τη  δεύτερη  στήλη  Ni-NTA που  αναλ .ονται  σε  15% SDS-
PAGE (Laemmli,  βαµµ .νο  µε  Coomassie  Blue) .  1 .  Το  µ ίγµα  πρωτείνης /πρωτεάσης  που  
φορτώνεται  στη  δεύτερη  στήλη  Ni-NTA.  2 .  Το  δείγµα  που  εκλούεται  κατά  το  φόρτωµα  
της  στήλης  3 .  Έκπλυση  µε  10 mM ιµ ιδαζόλιο   4 .  Έκπλυση  µε  20 mM ιµ ιδαζόλιο   5 .  
Μάρτυρας  µοριακών  βαρών .  Αρχίζοντας  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94.0 ,  67.0 ,  
43.0 ,  30.0 ,  20.1 ,  14.4 .   6-10 ∆ιαδοχικά  κλάσµατα  έκλουσης  µε  300 mM ιµ ιδαζόλιο .  
 

H απόδοση  πρωτείνης  στο  τέλος  αυτού  του  σταδίου  είναι  20-25 mg. Η  

υπολογιζόµενη  απώλεια  µετά  την  πρωτεόλυση  µε  την  rTEV είναι  της  τάξης  

του  50%. Μετά  τη  δεύτερη  στήλη  Ni-NTA µπορεί  να  ακολουθήσει  µ ια  

κολόνα  µοριακής  διήθησης  Sephacryl S-100 για  το  διαχωρισµό  µορίων  

πρωτεάσης  που  πιθανόν  να  εξακολουθούν  να  συνοδεύουν  το  δείγµα  λόγω  της  

µεγάλης  της  συγκέντρωσης  στο  διάλυµα  της  αντίδρασης  πρωτεόλυσης .   

Η  ολιγοµερική  κατάσταση  της  πρωτείνης  σε  διάλυµα  διερευνήθηκε  µε  

χρωµατογραφία  µοριακής  διήθησης .Βρέθηκε  µε  τη  χρωµατογραφία  µοριακής  

διήθησης  µοριακό  βάρος  45 kDa. Η  τιµή  αυτή  αντιστοιχεί  σε  τετραµερές ,  9 

περίπου  kDa το  µονοµερές ,  (εικόνα  2.5). 

 

 
Εικόνα  2 .5  

 



 42

  Τα  κλάσµατα  που  συλλέχθηκαν  φαίνονται  στις  εικόνες  2.6 και  2.7. Τα  

κλάσµατα  που  περιέχουν  την  πρωτείνη  ενώνονται  και  υποβάλλονται  σε  

συνθήκες  διαπίδυσης  έναντι  διαλύµατος  50 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl pH 

7.5.  Το  δείγµα  που  χρησιµοποιείται  για  κρυσταλλώσεις  συγκεντρώνεται  µε  

Centriprep 3 (MW cutoff 3 kDa, Millipore corporation, Bedford, USA) µέχρι  

τα  8-11 mg/ml (Bradford). Αποθηκεύεται  στους  4 ºC ή  ψύχεται  απότοµα  σε  

υγρό  άζωτο  (flash cooling) και  φυλάσσεται  στους  -70 ºC.  

∆είγµα  από  το  πρωτεϊνικό  διάλυµα  όπως  προκύπτει  µε  το  παραπάνω  

σχήµα  καθαρισµού  υπέστει  διαπίδυση  έναντι  10 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 

7.5 και  συγκεντρώθηκε  µέχρι  τα  ~3 mg/ml. Ακολουθεί  gel filtration. 

                                  
Εικόνα  2 .6:   1-4,  6-10  κλάσµατα  που  συλλέχθησαν  από  το  gel  f i l t ra t ion 
5.  Μάρτυρας  µοριακών  βαρών ,  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94 .0,  67.0 ,  43 .0,  30.0 ,  
20.1 ,  14.4 .  

 

 

                         
Εικόνα  2 .7  :  1-5 ,  7-10  κλάσµατα  που  συλλέχθησαν  από  το  gel  f i l t ra t ion,  6.  Μάρτυρας  
µοριακών  βαρών .  Αρχίζοντας  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94 .0,  67.0,  43.0,  30.0,  
20.1 ,  14.4 .  
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                                       κ  ε  φ  ά  λ  α  ι  ο    3 

 
Κρυστάλλωση  της  HrcQb-C C23A του  φυτοπαθογόνου  Pseudomonas 

syringae .   

 

3.1        Προσπάθειες  κρυστάλλωσης  της  C23A HrcQb-C. 

 
Περίπου  100 mg καθαρής  πρωτεϊνης  χρησιµοποιήθηκαν  για  να  

ελεχθούν  περίπου  1000 συνθήκες  κρυστάλλωσης .  Η  µέθοδος  κρυστάλλωσης  

που  χρησιµοποιήθηκε  ήταν  η  διάχυση  ατµών  µε  την  τεχνική  της  κρεµαστής  

σταγόνας ,  (εικόνα  3.1).  

Η  µέθοδος  της  διάχυσης  ατµών  περιλαµβάνει  ένα  κλειστό  σύστηµα  δύο  

υδατικών  διαλυµάτων  µε  διαφορετικές  συγκεντρώσεις  των  συστατικών  τους .  

Τα  διαλύµατα  αυτά  εξισορροπούνται  µέσω  της  τάσης  των  ατµών  του  νερού  

και  των  τυχόν  πτητικών  ουσιών  που  περιέχουν .  2 µl του  πρωτεϊνικού  

διαλύµατος  αναµ ιγνύονται  µε  ίσο  όγκο  διαλύµατος  δεξαµενής .  Η  σταγόνα  

τοποθετείται  σε  σιλικοναρισµένη  καλυπτρίδα  που  χρησιµοποιείται  για  να  

κλείσει  αεροστεγώς  δοχείο  µε  1 ml διαλύµατος  δεξαµενής .  Το  σύστηµα  

αφήνεται  προς  εξισορρόπηση  στους  18ºC.   

Στην  κρεµαστή  σταγόνα ,  το  διάλυµα  που  περιέχει  το  βιοµόριο  

συγκρατείται  µε  δυνάµεις  συνάφειας  από  το  καπάκι  του  κλειστού  

συστήµατος .  Σε  αυτό  το  διάλυµα  περιέχονται  και  οι  απαιτούµενοι  παράγοντες  

κρυστάλλωσης  των  οποίων  οι  αρχικές  συγκεντρώσεις  είναι  τέτοιες   έτσι  ώστε  

να  µην  επιφέρουν  κορεσµό  στο  πρωτεινικό  διάλυµα .  Στο  κάτω  µέρος  του  

συστήµατος  βρίσκεται  το  µεγαλύτερο ,  σε  όγκο  διάλυµα  της  δεξαµενής ,  που  

περιέχει  τους  παράγοντες  κρυστάλλωσης  σε  διαφορετικές  συγκεντρώσεις ,  

αλλά  όχι  το  προς  κρυστάλλωση  βιοµόριο .  Αποτέλεσµα  της  εξισορρόπησης  

της  τάσης  ατµών  είναι  η  µείωση  του  όγκου  της  σταγόνας ,  έτσι  ώστε  η  

πρωτείνη  να  φτάσει  βαθµ ιαία  στον  υπερκορεσµό .   

Οι  παράγοντες  που  επηρεάζουν  την  κρυστάλλωση  είναι  κοινοί  µε  

εκείνους  της  διαλυτότητας  των  πρωτεινών ,  µε  κυριότερους  τη  συγκέντρωση  

και  την  καθαρότητα  της  πρωτείνης  στο  διάλυµα ,  τη  φύση  των  αλατιών  και  

των  οργανικών  διαλυµάτων ,  το  pH του  διαλύµατος  µέσα  στο  οποίο  βρίσκεται  

η  προς  κρυστάλλωση  πρωτείνη  και  την  θερµοκρασία  (87). 
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                                           (Εικόνα  3 .1 )   Κρεµαστή  σταγόνα              

       

 

 

Εκτός  από  τις  συνθήκες  κρυστάλλωσης  που  αναγράφονται  στον  πίνακα  

3.1, δοκιµάστηκαν  και  τα  εµπορικώς  διαθέσιµα  από  την  Hampton Research 

Grid screens PEG (6000), MPD, AS, NaCl, PEG/LiCl, και  τα  Crystal screen I 

και   II και  PEG/Ion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45

Πίνακας  3 .1  Συνθήκες  που  δοκιµάστηκαν  για  την  κρυστάλλωση  της  C23A HrcQb-C 

µε  την  τεχνική  της  κρεµαστής  σταγόνας  

    

pH, Ρυθµ ιστικό  ∆ιάλυµα           Kατακρηµνιστής :  MPD (v/v)  

50 mM Bis-Tris  pH 6   

80mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

50 mM Bis-Tris  pH 6.2   

90mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

80mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

50 mM Bis-Tris  pH 6.4   

90mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

50 mM Bis-Tris  pH 6.6   

90mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

80mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

50 mM Bis-Tris  pH 6.8   

90mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

80mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

50 mM Bis-Tris  pH 7.0   

90mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

80mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

70mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

60mM (AcO)Mg 10%,12%,14%,16%,18%,20% 

100 mM Bis-Tris  pH 6.2    

90mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

80mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

70mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

60mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

100 mM Bis-Tris  pH 6.4  Κατακρηµνιστής  :  MPD (v/v)  

90mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

80mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 
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70mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

60mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

100 mM Bis-Tris  pH 6.6    

90mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

80mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

70mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

60mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

100 mM Bis-Tris  pH 6.8    

90mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

80mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

70mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

60mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

100 mM Bis-Tris  pH 7.0    

90mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

80mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

70mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

60mM (AcO)Mg 10%,14%,18%,22%,26%,30% 

    

    

 pH,  Ρυθµ ιστικό  ∆ιάλυµα           Κατακρηµνιστής :  PEG’s 

pH 7.4,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 7.8,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 8.2,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 8.4,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 8.6,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 8.8,  0 .1 M HEPES PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

pH 6.7,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2 

pH 7.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2 

pH 8.0,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2  

pH 8.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2 

pH 8.9,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2 

pH 9.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% και  10 MgCl2 

pH 6.7,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9%  

pH 7.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9%  

pH 8.0,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% 

pH 8.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% 

pH 8.9,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% 
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pH 9.5,  0 .1 M Tris-HCl PEG 8000 (w/v) :  6%,7%,8%,9% 

100 mM Bis-Tr is  pH 6.2 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

100 mM Bis-Tr is  pH 6.6 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

100 mM Bis-Tr is  pH 7.0 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

100 mM Bis-Tr is  pH 7.5 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

100 mM Bis-Tr is  pH 8.0 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

100 mM Bis-Tr is  pH 8.5 PEG 8000 (w/v) :  5%,10%,15%,20% 

    

  pH, Ρυθµ ιστικό  ∆ιάλυµα           Κατακρηµνιστής  :  MPD (v/v)  

pH=4.0,  κιτρικό  οξύ /       κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  10%, 20%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% 

pH=4.5,  κιτρικό  οξύ  /  κιτρίκο  

νάτριο  0 .1Μ  10%, 20%, 40%, 45%, 50%, 55%,60%, 65% 

pH=5.0,  κιτρικό  οξύ /  κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% 

pH=5.0,  AcOH/AcONa 0.1M 10%, 20%, 40%, 60% 

pH=6.0,  MES 0.1M 10%, 20%, 40%, 60% 

pH=6.2,  Bis-Tr is  0 .1M 10%, 20%, 40%, 60% 

pH=7.0,  HEPES 0.1M 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30% 

pH=7.2 HEPES 0.1M 10%, 20%, 30%, 40%, 60% 

pH=7.5 HEPES 0.1M 20%, 25%, 30%, 35% 

pH=7.5 Tr is-HCl 0 .1M 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% 

pH=7.8,  HEPES 0.1M 20%, 25%, 30%, 35% 

pH=7.8,  HEPES 0.1M 2%, 5%, 10%, 20%, 25%, 30% 

pH=7.8,  HEPES 0.1M 35%, 40%, 45%, 50%, 60% 

pH=8.2 Tr is-HCl 0 .1M 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% 

pH=8.3 Tr is-HCl 0 .1M 20%, 25%, 30%, 35%, 40% 

pH=8.6 Tr is-HCl 0 .1M 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% 

pH=9.0,  Bicine 0.1M 10%,20%, 40%, 50%, 60% 

pH=9.0 Tr is-HCl 0 .1M 2%,5%,10%,15%,20%, 30%, 40% 

pH=9.0 Tr is-HCl 0 .1M 45%, 50%, 60%, 65% 

pH=9.5,  Glycine/NaOH 0.1M 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,35%, 40% 

    

pH, Ρυθµ ιστικό  ∆ιάλυµα           Κατακρηµνιστής :  PEG’s (w/v)  
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pH=5.0,  κιτρικό  οξύ  /  κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  PEG 6000: 5%, 10%, 20%, 30% 

pH=6.0,  MES 0.1M 

PEG 3350: 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 20%,25%, 

30%, 35%, 40%  

pH=6.0,  MES 0.1M PEG 6000: 5%, 10%, 20%, 30% 

pH=6.2,  Bis-Tr is  0 .1M PEG 6000: 1%, 3%, 6% 

pH=7.0,  HEPES 0.1M 

PEG 3350:  2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 20%, 25%, 

30%, 35%, 40% 

pH=7.0,  HEPES 0.1M PEG 6000: 5%, 10%, 20%, 30% 

pH=7.2,  HEPES 0.1M PEG 6000: 1%, 3%, 6% 

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M PEG 1000: 2%, 4%, 5%, 6%, 8%, 10% 

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M 

PEG 3350:2%,4%, 6%, 8%,10%, 20%, 25%, 

30%, 35%,40% 

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M PEG 4000: 2%, 4%, 5%, 6%, 8%, 10% 

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M PEG 6000: 5%, 10%, 20%, 30% 

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M PEG 8000: 2%, 4%, 6%, 8%, 10% 

pH=9.0 Tr is-HCl 0 .1M 

PEG 3350: 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 20%,25%, 

30%, 35%, 40%  

pH=9.0 Tr is-HCl 0 .1M PEG 6000: 1%, 3%, 6% 

pH=9.0,  Bicine 0.1M PEG 6000: 5%, 10%, 20%, 30% 

    

pH, Ρυθµ ιστικό  ∆ιάλυµα   Κατακρηµνιστής :  Άλατα  

pH=4.0,  κιτρικό  οξύ  /  κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  

(NH4)2SO4 (M):  0 .2 ,  0 .8 ,  1 .4 ,  1 .6 ,  2 .0 ,  2 .4 ,  2 .6,  

3 .0 ,  3 .2  

pH=5.0,  κιτρικό  οξύ  /  κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  

(NH4)2SO4 (M):  0 .2 ,  0 .8 ,  1 .4 ,  1 .6 ,  2 .0 ,  2 .4 ,  2 .6,  

3 .0 ,  3 .2  

pH=5.5,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 1 .6,  1 .8,  2 .0,  2 .2,  2 .4 ,  2 .6  

pH=6.0,  MES 0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .2 ,  0 .8 ,  1 .4 ,  1 .6 ,  2 .0 ,  2 .4 ,  2 .6,  

3 .0 ,  3 .2  

pH=6.2,  Bis-Tr is  0 .1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .05,  0 .1,  0 .15,  0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4,  

0 .5 ,  0 .8 ,  1 .1,  1 .4,  1 .6  

pH=6.5,  HEPES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 1 .6,  1 .8,  2 .0,  2 .2,  2 .4 ,  2 .6  

pH=7.0,  HEPES 0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .05,  0 .1,  0 .15,  0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4,  

0 .6 ,  0 .8 ,  1 .2,  1 .4,  2 .0,  2 .4  

pH=7.2,  HEPES 0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .05,  0 .1,  0 .15,  0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4,  

0 .5 ,  0 .8 ,  1 .1,  1 .4,  1 .7  
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pH=7.5,  HEPES 0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .05,  0 .1,  0 .15,  0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4,  

0 .6 ,  0 .8 ,  1 .2,  1 .4  

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .05,  0 .1,  0 .15,  0 .2 ,  0 .3 ,  0 .4,  

0 .5 ,  0 .8 ,  1 .1,  1 .4,  1 .6,  1 .8 ,  2 .0 ,  2 .6 ,  3 .0,  3 .2  

pH=9.0,  Bicine 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .8,  1 .6,  2 .4,  3 .2  

pH=9.0,  Tr is-HCl 0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0 .2 ,  0 .4 ,  0 .6 ,  0 .8 ,  1 .0 ,  1 .4 ,  1 .6,  

2 .0 ,  2 .4 ,  2 .6,  3 .0  

pH=4.5,  κιτρικό  οξύ  /  κιτρικό  

νάτριο  0 .1Μ  NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

pH=5.0,  AcOH/AcONa 0,1M NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

pH=6.2,  Bis-Tr is  0 .1M NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

pH=7.2,  HEPES 0.1M NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

pH=8.0 Tr is-HCl 0 .1M NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

pH=9.0 Tr is-HCl 0 .1M NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6 ,  1 .2,  2 .4  

 

 

 

 
pH, Ρυθµ ιστικό  

∆ιάλυµα     

Κατακρηµνιστής  1  :  

Άλας  Κατακρηµνιστής  2:  MPD (v/v)  

pH=5.4,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.4,Bis-Tr is  

0 .1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.6,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.6,  Bis-Tr is  

0 .1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  pH=5.7,Bis-Tr is  

0.1M  0 .2,  0 .25,  0 .3   36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.8,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.8,Bis-Tr is  

0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.0,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  pH=6.0,Bis-Tr is  

0.1M  0 .2,  0 .25,  0 .3   36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.2,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.4,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 
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pH=6.4,Bis-Tr is  

0 .1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.7,Bis-Tr is  

0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,   0 .2 ,  0 .25,  0 .3 36%, 38%, 40%, 42% 

pH=8.0,Bis-Tr is  

0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,   0 .2 ,  0 .25,  0 .3 36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.4,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.4,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.6,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.6,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.7,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.8,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=5.8,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.0,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.0,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.2,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.4,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.4,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=6.7,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH=8.0,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  36%, 38%, 40%, 42% 

pH,Ρυθµ ιστικό  

∆ιάλυµα           

Κατακρηµνιστής  1  :  

Άλας  Κατακρηµνιστής  2:  PEG’s 

pH=5.4,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.4,Bis-Tr is  

0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 
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pH=5.6,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.6,Bis-Tr is  

0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.7,Bis-Tr is  

0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

   0 .2,  0 .25,  0 .3   

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.8,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.8,Bis-Tr is  

0 .1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.0,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.0,Bis-Tr is  

0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

   0 .2,  0 .25,  0 .3   

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.2,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.4,  MES 0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.4,Bis-Tr is  

0.1M (NH4)2SO4 (M): 0 .1  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.7,Bis-

Tris0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

   0 .2,  0 .25,  0 .3   

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=8.0,Bis-Tr is  

0.1M 

(NH4)2SO4 (M):  0.05,  

0 .1 ,  0 .15,  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.6,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.7,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.8,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=5.8,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.0,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 
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pH=6.0,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.2,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.4,  MES 0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.4,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=6.7,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

pH=8.0,Bis-Tr is  

0.1M 

NaCl (M) :  0 .3 ,  0 .6,  1 .2,  

2 .4  

PEG 6000:  6%,8%, 10%, 12%, 

14%, 16% 

 

 

 

Σε  καµία  από  τις  συνθήκες  κρυστάλλωσης  της  C23A HrcQb-C δεν  

εµφανίστηκαν  κρύσταλλοι .  Με  SDS-PAGE δείχτηκε  πως  το  πρωτεϊνικό  

δείγµα  πρωτεολύθηκε  σε  σύντοµο  χρονικό  διάστηµα ,  γεγονός  που  εξηγεί  

γιατί  οι  προσπάθειες  κρυστάλλωσης  απέβησαν  άκαρπες  (εικόνα  3.2). 

 

 

                                            
Εικόνα  3 .2:  1 ,2 HrcQb fragment mutant  (  πρώτος  και  δεύτερος  καθαρισµός  αντίστοιχα)  
3.  Μάρτυρας  µοριακών  βαρών .  Αρχίζοντας  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94.0,  67.0 ,  
43.0 ,  30 .0,  20.1 ,  14 .4.  4.  HrcQb fragment mutant  (  τρίτος  καθαρισµός )   5.  Πρωτεϊν ικό  
δείγµα  της  HrcQb-C από  σταγόνες  που  εµφανίστηκαν  κρύσταλλοι  (Υλικό  της  ∆ρ .  Β .  
Φαδούλογλου ) .  
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Εικόνα  3 .3 :  1 ,2  ∆είγµατα  της  πρωτεϊνης  µε  και  χωρίς  την  ουρά  των  ιστιδινών  
αντίστοιχα .  3,  ∆είγµα  που  φορτώθηκε  στην  S-100.  4,  8  Μάρτυρας  µοριακών  βαρών  σε  
kDa (94.0 ,  67.0 ,  43.0,  30.0 ,  20.1,  14.4) .  5,  HrcQb-C C23A συµπυκνωµένη .  6,  ΗrcQb-C .  
7,  Ισόποση  ανάµειξη  HrcQb-C και  HrcQb-C C23A. 
                

                             

                                    
Εικόνα  3 .4:  1,  2   1µl  και  2µl  HrcQb-C C23A αντίστοιχα  µετά  από  10  µέρες  στους  4ºC.  3 .  
Μάρτυρας  µοριακών  βαρών .  Αρχίζοντας  από  πάνω  προς  τα  κάτω ,σε  kDa :  94.0 ,  67.0 ,  
43.0 ,  30.0 ,  20.1,  14.4.  4 ,  5  1µl  και  2µl  αντίστοιχα  της  HrcQb-C C23A η  οποία  
τοποθετήθηκε  στους  -80ºC αµέσως  µετά  τον  καθαρισµό .   
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3.2    Συζήτηση  αποτελεσµάτων  

 

Με  σκοπό  τον  προσδιορισµό  της  τρισδιάστατης  δοµής  της  C23A 

HrcQb-C και  την  σταθερότητα  αυτού  του  µορίου  σε  σύγκριση  µε  του  αγρίου  

τύπου  πρωτεϊνη ,  η  C23A HrcQb-C υπερεκφράστηκε  και  αποµονώθηκε  σε  

οµοιογένεια .  Κατά  την  διάρκεια  αυτών  των  πειραµάτων  αποδείχτηκε  πως  η  

πρωτεϊνη  είναι  ιδιαίτερα  ευαίσθητη  σε  πρωτεόλυση .  Η  πρωτεόλυση  αποτελεί  

σοβαρό  και  σχετικά  συχνό  πρόβληµα  στην  αποµόνωση  υπερεκφραζόµενων  

πρωτεϊνών  που  παράγονται  για  δοµ ικές  µελέτες  (88). H χαµηλή  θερµοκρασία  

στην  οποία  λαµβάνει  χώρα  ο  καθαρισµός  και  η  παρουσία  αναστολέων  

πρωτεασών  δεν  είναι  παράγοντες  ικανοί  να  αποτρέψουν  την  πρωτεόλυση  και  

η  πρωτεϊνη  φαίνεται  να  κόβεται  σε  δύο  σηµεία .  Αυτή  η  συµπεριφορά  της  

C23A HrcQb-C φαίνεται  να  ταιριάζει  µε  αυτή  της  HrcQb, όπως  διερευνήθηκε  

στο  εργαστήριο  του  καθηγητή  Μ .Κοκκινίδη  από  την  δρ .Β .Φαδούλογλου .  

Σε  καµία  από  τις  συνθήκες  που  δοκιµάστηκαν  δεν  µεγάλωσαν  

κρύσταλλοι ,  γεγονός  που  µπορεί  να  οφείλεται  στην  απόσπαση  του  

δισουλφιδικού  δεσµού  από  το  πρωτεϊνικό  µόριο .  Αυτή  η  υπόθεση  όµως  δεν  

είναι  σύµφωνη  µε  την  συµπεριφορά  της  οµόλογης  FliN πρωτεϊνης ,  η  οποία  

χωρίς  να  έχει  δισουλφιδικό  δεσµό  στο  µόριο  της ,  µπορεί  να  σχηµατίζει  

διµερή  και  τετραµερή  (  µε  την  FliM στην  T.maritima  και  µε  τον  εαυτό  τηε  

στην  E.coli).  
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