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τη ζωή βλέποντας το ξεκίνημα μόνο αυτής της προσπάθειας. 
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1.1 Διαμεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς  
Τα εξωτερικά και εσωτερικά «σύνορα» των κυττάρων σχηματιζονται από τις βιολογικές 

μεμβράνες, οι οποίες λειτουργούν σαν διαχωριστικές επιφάνειες επιτρέποντας τη 

διαμερισματοποίηση εντός του ίδιου του κυττάρου αλλά και τον διαχωρισμό του από τα 

υπόλοιπα κύτταρα. Οι κυτταρικές μεμβράνες δεν αποτελούν αδρανή συστήματα, αλλά 

λειτουργούν σαν ελεγχόμενοι φραγμοί διαπερατότητας, ρυθμίζοντας την κίνηση των βιομορίων 

από και προς το εσωτερικό του κυττάρου ή των οργανιδίων που οριοθετούνται στα ευκαρυωτικά 

κύτταρα. Για να εκπληρωθεί ο ρόλος των κυτταρικών μεμβρανών είναι απαραίτητη η παρουσία 

οργανωμένων πρωτεϊνικών συστημάτων στη μεμβράνη, που συγκροτούνται από τις μεμβρανικές 

πρωτεΐνες. Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες διακρίνονται σε ενσωματωμένες (integral) και σε 

περιφερικές (peripheral ή extrinsic). Οι ενδομεμβρανικές (ενσωματωμένες) πρωτεΐνες είναι 

δυνατόν να λειτουργούν σε συνέργεια με τις περιφερικές μεμβρανικές πρωτεΐνες, όπως για 

παράδειγμα στα συστήματα των μεμβρανικών υποδοχέων (integral) – πρωτεϊνικών κινασών 

(peripheral), σε έναν από τους γνωστούς μηχανισμούς μοριακής σηματοδότησης.  

Συνοπτικά, οι λειτουργίες που καταλύονται από ενσωματωμένες μεμβρανικές πρωτεΐνες 

περιλαμβάνουν μηχανισμούς μεταγωγής σήματος (signal transduction) και μεταγωγής ενέργειας 

(energy transduction), όπως είναι: (α) υποδοχείς σημάτων σε μηχανισμούς μοριακής 

σηματοδότησης, (β) έλεγχος της επικοινωνίας και των αλληλεπιδράσεων του κυττάρου με το 

περιβάλλον του ή με άλλα κύτταρα, (γ) οξειδοαναγωγικά ένζυμα στην αναπνευστική αλυσίδα, 

(δ) πρόσληψη μικρομορίων που χρησιμοποιούνται ως μεταβολικά ενδιάμεσα, ρύθμιση των 

ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων ιόντων ή απέκκριση κυτταροτοξικών ουσιών (Alberts et al., 

2000; Berg et al., 2005). 

Από τη συστηματική ανάλυση των γονιδιωμάτων τόσο των ευκαρυωτικών όσο και των 

προκαρυωτικών οργανισμών, προκύπτει ότι, κατά μέσο όρο, 30% του συνόλου των γονιδιακών 

προϊόντων είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες. Το μεγαλύτερο μέρος από αυτές τις πρωτεΐνες (5-15% 

του συνόλου των γονιδιακών προϊόντων, ανάλογα με το είδος οργανισμού) είναι πρωτεΐνες 

διαμεμβρανικής μεταφοράς (Markowitz et al., 2008; http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi) 

(Ren et al., 2004; http://www.membranetransport.org).  

Η μεταφορά μορίων, απλών οργανικών ενώσεων και ιόντων, αποτελεί τη βάση της 

επικοινωνίας μεταξύ των κυττάρων ή μεταξύ κυττάρων και περιβάλλοντος. Την ανάγκη ακριβώς 

της πρόσληψης και ανακατανομής στον οργανισμό μορίων όπως σάκχαρα, αμινοξέα, 
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νουκλεοτιδικές βάσεις, ιόντα, ορμόνες, νευροδιαβιβαστές κ.ά, εξασφαλίζουν πολλοί 

διαφορετικοί εξειδικευμένοι διαμεμβρανικοί μεταφορείς. Συνολικά, οι λειτουργίες αυτών των 

πρωτεϊνών διασφαλίζουν την αξιοποίηση των θρεπτικών πηγών άνθρακα, αζώτου, θείου, 

φωσφόρου (Diallinas et al., 1998; Abramson et al., 2003), τη ρύθμιση της ενδοκυτταρικής 

συγκέντρωσης μεταβολιτών (Lemieux et al., 2004; Yernool et al., 2004), τον έλεγχο της 

διαφοράς δυναμικού της μεμβράνης (Pebay-Peyroula et al., 2003), του pH και των συνθηκών 

λειτουργίας ενζυμικών ή άλλων μηχανισμών του κυττάρου, τη ρύθμιση των μηχανισμών 

μεταγωγής σήματος και του κύκλου λειτουργίας των νευροδιαβιβαστών, των ορμονών και 

άλλων διακυτταρικών σημάτων (Yamashita et al., 2005) και την άμυνα του οργανισμού μέσω 

της ενεργού εκροής φαρμάκων, αντιβιοτικών, αντιϊκών παραγόντων και τοξινών (Murakami and 

Yamaguchi, 2003) ή, τέλος, ρύθμιση της ανακατανομής αντιοξειδωτικών ουσιών, όπως είναι το 

ασκορβικό και το ουρικό οξύ (Tsukaguchi et al., 1999; Hediger, 2000a,b).  

 

1.1.1 Μηχανισμοί διαμεμβρανικής μεταφοράς 

Για τις πρωτεΐνες μεταφοράς έχει ήδη καθιερωθεί ένα διεθνές σύστημα φυλογενετικής-

λειτουργικής ταξινόμησης και ονοματολογίας  (Transport Commission, TC system, 1999) 

(htpp://www.tcdb.org) (Saier, 2000; Busch and Saier 2002; Chang et al., 2004, Saier et al., 

2006). Σύμφωνα λοιπόν με αυτό το σύστημα (Εικόνα 1.1), οι πρωτεΐνες μεταφοράς  

ταξινομούνται σε διαύλους (channels) (TC1) και σε μεταφορείς (carriers) (TC2, TC3, TC4), 

ενώ κατατάσσονται σε ξεχωριστές κατηγορίες οι μεταφορείς που συμμετέχουν στα συστήματα 

ροής ηλεκτρονίων (ETS), όπως στην αναπνευστική αλυσίδα (TC5), πρωτεΐνες που λειτουργούν 

σε συνεργασία με άλλους, γνωστούς μεταφορείς (TC8) και πιθανοί μεταφορείς που δεν έχουν 

χαρακτηριστεί πλήρως (TC9).  

Οι δίαυλοι (TC1) επιτελούν πάντα διευκολυνόμενη διάχυση, δηλαδή δεν συσσωρεύουν 

αλλά απλώς εξισορροπούν τις συγκεντρώσεις ιόντων ή μικρομορίων εκατέρωθεν της μεμβράνης 

(equilibrative transport) [π.χ. ο δίαυλος Κ+ (Doyle et al., 1998; Jiang et al., 2003)] και 

λειτουργούν με απλό τρόπο, εναλλάσσοντας μια ανοιχτή διαμόρφωση (open conformation) και 

μια κλειστή διαμόρφωση (closed conformation). Η εναλλαγή μεταξύ ανοιχτής και κλειστής 

διαμόρφωσης επιτυγχάνεται με ανταπόκριση είτε σε ειδικά χημικά σήματα (ligand gating) είτε 

στη διαφορά δυναμικού της μεμβράνης (voltage gating).  
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 Οι μεταφορείς (TC2, TC3, TC4) επιτελούν κυρίως αντιδράσεις ενεργού μεταφοράς, 

που επιτρέπουν «ασύμμετρη» συσσώρευση ιόντων ή μικρομορίων, προς τη μία πλευρά της 

μεμβράνης, ακόμη και ενάντια στην διαβάθμιση συγκεντρώσεών τους (concentrative transport), 

και έχουν μεγαλύτερη ευελιξία διαμορφώσεων (Εικόνα 1.2) (Saier et al., 2000). Για τις 

αντιδράσεις ενεργού μεταφοράς είναι απαραίτητη η αξιοποίηση μιας μορφής ενέργειας για την 

μεταφορά ενός υποστρώματος από τη μία πλευρά της μεμβράνης στην άλλη. Η ενέργεια αυτή 

μπορεί να προέρχεται είτε από μία «πρωτογενή» πηγή, όπως είναι το ATP, οπότε οι μεταφορείς 

ονομάζονται πρωτεΐνες ενεργού μεταφοράς πρωτογενούς τύπου (Primary-TC3 active 

transporters [π.χ η αντλία καλίου-νατρίου ή K+,Na+/ATPase (Morth et al., 2007; Shinoda et al., 

2009)] είτε, έμμεσα, από μια «δευτερογενή» πηγή ενέργειας (ηλεκτροχημική διαβάθμιση 

ιόντων), έτσι, μιλάμε για πρωτεΐνες ενεργού μεταφοράς δευτερογενούς τύπου, [Secondary-

TC2 active transporters, π.χ. ο μεταφορέας λακτόζης LacY ή περμεάση λακτόζης (Newman et 

al., 1981; Viitanen et al., 1986; Abramson et al., 2003; Guan and Kaback, 2006)].  

Στην κατηγορία των μεταφορέων δευτερογενούς τύπου κατατάσσονται μονομεταφορείς 

[uniporters, π.χ. μονομεταφορέας γλυκερόλης GlpF της E. coli (Sweet et al., 1990) και οι 

μονομεταφορείς γλυκόζης GLUT1-13 (Joost and Thorens, 2000; Zhao and Keating, 2007)], που 

καταλύουν την αντίδραση μεταφοράς ενός μόνο είδους μορίου διαμέσου της μεμβράνης, 

ανεξάρτητα από την κίνηση άλλων ειδών μορίων, επιτελώντας διευκολυνόμενη διάχυση 

(facilitated diffusion), συμμεταφορείς (symporters, π.χ. συμμεταφορέας γλυκόζης: νατρίου, 

hSGLT1 (Huntley et al., 2006; Faham et al., 2008)], που καταλύουν την αντίδραση μεταφοράς 

δύο ειδών μορίων διαμέσου της μεμβράνης, προς την ίδια κατεύθυνση, και αντιμεταφορείς 

[antiporters, π.χ. αντιμεταφορέας ATP/ADP του βοός, (Pebay-Peyroula et al., 2003)], που 

καταλύουν την αντίδραση μεταφοράς δύο ειδών μορίων διαμέσου της μεμβράνης, προς 

διαμετρικά αντίθετες κατευθύνσεις. Πολλοί μεταφορείς μπορούν να καταλύουν περισσότερες 

από μια αντιδράσεις (δηλ. συμμεταφορά και αντιμεταφορά), καθώς επίσης και σημειακές 

μεταλλάξεις μπορούν να μετατρέψουν συμμεταφορείς σε αντιμεταφορείς ή μονομεταφορείς 

(Franco and Brooker, 1994, Lolkema and Poolman, 1995; Shroers et al., 1997). 

Τέλος, μια μικρή ομάδα πρωτεϊνών ενεργού μεταφοράς που εντοπίζονται μόνο στα 

βακτήρια (Barabote and Saier, 2005) και ονομάζονται μεταφορείς ομάδας (TC4, group 

translocators) τροποποιούν τα υποστρώματά τους κατά τη διαμεμβρανική μεταφορά. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα, το σύστημα φωσφοτρανσφεράσης (PTS) της γλυκόζης που 
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χρησιμοποιεί η E. coli σαν βασικό μηχανισμό πρόσληψης γλυκόζης και τροποποιεί το 

υπόστρωμα με φωσφορυλίωση κατά την μεταφορά, ώστε να δεσμεύεται εξωκυτταρικά γλυκόζη 

αλλά στο κυτταρόπλασμα να αποδίδεται 6-φωσφορική γλυκόζη, σε μια διαδικασία που 

εξαρτάται από το φωσφοενολοπυροσταφυλικό (PEP) (Tchieu et al., 2001, Saier et al., 2005) και 

ρυθμίζεται, σε πρωτεωμικό επίπεδο, από την αλληλεπίδραση με την κεντρική 

κυτταροπλασματική περιοχή της περμεάσης λακτόζης LacY  (Seok et al., 1997; Sondej et al., 

1999; Sondej et al., 2002; Cochu et al., 2005).  

 

  

 
 
 
 
 
Εικόνα 1.1: Ταξινομικές ομάδες των πρωτεϊνών μεταφοράς με βάση το διεθνές σύστημα ταξινόμησης και 
ονοματολογίας TC (http://www.tcdb.org) 
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Εικόνα 1.2: Μηχανισμός ενεργού μεταφοράς. Έξι στάδια διαμορφωτικών αλλαγών ενός διαμεμβρανικού 
μεταφορέα που εκτελεί ενεργό μεταφορά, εξαρτώμενη από τη διαβάθμιση πρωτονίων (S, υπόστρωμα, H+, 
πρωτόνιο) 
 
 

1.2 Δομικές-κρυσταλλογραφικές μελέτες διαμεμβρανικών πρωτεϊνών 
μεταφοράς 

Η απομόνωση και καθαρισμός των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς αποτελεί ένα 

σημείο-κλειδί για τη μελέτη τους. Οι δυσκολίες, όμως, που υπάρχουν για την απομόνωση ενός 

μεταφορέα σε μεγάλη κλίμακα και, κατ’ επέκταση, τη διατήρηση της δομής του σε διαλυτή 

μορφή είναι πολλές και οφείλονται κυρίως στην πολυπλοκότητα της οργάνωσης αυτών των 

διαμεμβρανικών πρωτεϊνών, οι οποίες, καταρχήν, θα πρέπει να εξαχθούν από τη λιπιδιακή 

διπλοστοιβάδα χωρίς να αποδιαταχθεί η υδροφοβική και αμφιπαθική τους φύση. Για να 

ξεπεραστεί αυτή η δυσκολία, είναι απαραίτητη η παρουσία ενός απορρυπαντικού (ή 

απορρυπαντικού και μίγματος φωσφολιπιδίων) που να επιτρέπει διαλυτοποίηση του μεταφορέα 

και διατήρηση της λειτουργικής δομής του, όσο αυτό είναι εφικτό, σε αραιό διάλυμα 

απορρυπαντικού (Guan et al., 2006). Συνήθως χρησιμοποιούνται ήπια απορρυπαντικά, όπως το 

n-δωδεκυλο-β,D-μαλτοπυρανοσίδιο (DDM) (Seelert et al., 2000; Tlapak-Simmons et al., 1999) 
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και το Fos-choline-14 (Lewinson et al., 2008; Zeisig et al., 2003). Το DDM είναι το πιο κοινό 

απορρυπαντικό που χρησιμοποιείται σε κρυσταλλογραφικές μελέτες μεμβρανικών μεταφορέων, 

προκαρυωτικής προέλευσης (Abramson et al., 2003; Huang et al., 2003; Yernool et al., 2004; 

Yamashita et al., 2005; Weyand et al., 2008; Faham et al., 2008; Sennhauser et al., 2009). Σε in 

vitro πειράματα, μεταφορείς όπως η περμεάση λακτόζης (LacY) έχει δειχθεί ότι διατηρούν τη 

λειτουργική δομή τους μετά από απομόνωση και διαλυτοποίηση σε DDM, βάσει του ότι 

διατηρούν την ικανότητα δέσμευσης ειδικών υποστρωμάτων με διαφορές σταθερών δέσμευσης 

που αντιστοιχούν σε αυτές που προσδιορίζονται in situ (Wu  et al., 1994; Wu et al., 1995; Wu 

and Kaback, 1994; Frillingos et al., 1998). Παράλληλα, μετά την διαλυτοποίηση των 

απομονωμένων μεταφορέων, μπορεί να επιτευχθεί ανασύσταση της απομονωμένης πρωτεΐνης σε 

λιποσωμάτια (proteoliposomes). Με την ανασύσταση σε πρωτεολιποσωμάτια μπορεί να γίνει και 

λειτουργικός έλεγχος, με πειράματα ελέγχου πρόσδεσης υποστρώματος (Quick and Javitch, 

2008), ενεργού μεταφοράς μετά από τεχνητή εφαρμογή της κατάλληλης διαβάθμισης ιόντων 

(Newman et al., 1981; Viitanen et al., 1984; Ryan et al., 2009 ) ή και αντιδράσεων ανταλλαγής 

(exchange) ή εκροής (efflux) (Viitanen et al., 1984; Zomot et al., 2007).  

Η παραγωγή μεγάλης ποσότητας και καθαρότητας πρωτεΐνης, της τάξης των mg, σε 

διαλυτή μορφή, παρέχει τη δυνατότητα να εφαρμοστούν δομικές αναλυτικές τεχνικές χαμηλής ή 

υψηλότερης ευκρίνειας, όπως για παράδειγμα η κρυσταλλογραφία. Με την κρυσταλλογραφία 

μπορεί να δοθεί η δομή μιας διαμεμβρανικής πρωτεΐνης μεταφοράς σε υψηλή ανάλυση (high 

resolution), αλλά και δεδομένα για διαφορετικές διαμορφώσεις (όταν επιτευχθεί ανάλυση μιας 

σειράς δομών σε διαφορετικές συνθήκες κρυστάλλωσης ως προς την παρουσία υποστρωμάτων, 

προσδετών, pH, ή και διαφορετικών μεταλλαγμάτων του ίδιου μεταφορέα, όπως π.χ. έχει γίνει 

με την διαπεράση λακτόζης LacY και με τον μεταφορέα LeuTAa, βλ. παρακάτω, 1.2.1), την 

τοπολογία (με χαρακτηριστική περίπτωση αυτήν του μεταφορέα GltPh, για τον οποίο η 

τοπολογική οργάνωση του C-τελικού ημίσεος αποκαλύφθηκε ουσιαστικά με την κρυσταλλική 

δομή, βλ. παρακάτω, 1.2.1 και 1.5) και το κέντρο δέσμευσης του υποστρώματος (Abramson et 

al., 2003). Στη συνέχεια, αυτά τα πολύτιμα στοιχεία σε συνδυασμό και με πειραματικές  

στρατηγικές ανάλυσης ή υπολογιστικά προγράμματα μπορούν να οδηγήσουν στην ερμηνεία του 

μηχανισμού λειτουργίας, της ίδιας της πρωτεΐνης ή ομολόγων της (Kaback et al., 2007; 

Tavoulari and Frillingos, 2008; Forrest et al., 2008; Tavoulari et al., 2009). Σήμερα, λόγω της 

πολυπλοκότητας και των ιδιαίτερων δομικών χαρακτηριστικών αυτών των πρωτεϊνών, έχουν 
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αναλυθεί ελάχιστες δομές. Στη συνέχεια, αναφέρονται οι δομές που έχουν αναλυθεί μέχρι τώρα 

για πρωτεΐνες μεταφοράς δευτερογενούς τύπου. Οι δομές αυτές προέρχονται από προκαρυωτικά 

ομόλογα και σε συνδυασμό με μοντελοποίηση χρησιμοποιούνται για τη μελέτη ευκαρυωτικών 

ομολόγων: για παράδειγμα, η εξαιρετικής ευκρίνειας (1.9 Å) κρυσταλλική δομή του μεταφορέα 

LeuT από το θερμόφιλο βακτήριο Aquifex aeolicus, ομολόγου της οικογένειας συμμεταφορέων 

νευροδιαβιβαστών:Na+ (NSS family), χρησιμοποιείται για την μελέτη των ομολόγων της 

οικογένειας αυτής στον άνθρωπο [π.χ. του μεταφορέα σεροτονίνης, hSERT (Zomot et al., 2007; 

Forrest et al., 2007; Forrest et al., 2008; Tavoulari et al., 2009)]. 

 

1.2.1 Κρυσταλλικές δομές διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς δευτερογενούς τύπου 

1) Η διαπεράση της λακτόζης (LacY) 

Πρόσφατα δημοσιεύθηκε η κρυσταλλική δομή της LacY σε ευκρίνεια ανάλυσης 3.5 Å 

(Abramson et al., 2003). Η δομή αυτή έχει λυθεί παρουσία υποστρώματος (β-D-

γαλκτοπυρανοσυλο-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανοσίδιο, TDG) και χρησιμοποιώντας τη 

μεταλλαγμένη μορφή LacY-C154G (Abramson et al., 2003). Ακόμη πιο πρόσφατα, 

δημοσιεύθηκε και η δομή της φυσικού τύπου LacY (Guan et al., 2007). Στην πρώτη περίπτωση, 

επιλέχθηκε μια μεταλλαγμένη μορφή της περμεάσης (C154G) για την οποία μοριακές 

βιοχημικές και βιοφυσικές μελέτες είχαν δείξει ότι δεσμεύει το υπόστρωμα (λακτόζη ή άλλο 

γαλακτοσίδιο) με υψηλή συγγένεια, αλλά έχει αμελητέα ικανότητα μεταφοράς, ενώ, επιπλέον, 

δεν υπόκειται σε σημαντικές αλλαγές διαμόρφωσης κατά τη δέσμευση του υποστρώματος και 

έχει υψηλή θερμοσταθερότητα και μικρή τάση σχηματισμού συσσωματωμάτων (Smirnova and 

Kaback., 2003). Η κρυσταλλική δομή του μορίου εμφανίζει δύο διακριτές δομικές περιοχές 

(domains), που αντιστοιχούν σε δύο δέσμες των έξι διαμεμβρανικών α-ελίκων, μία N-τελική και 

μία C-τελική (six-helix bundles, N6 και C6): οι δύο αυτές περιοχές (N6 και C6 domains), παρά 

τον χαμηλό βαθμό ομολογίας στις αλληλουχίες τους, εμφανίζουν μεταξύ τους μια 

ψευδοσυμμετρία, που είναι ένδειξη εξέλιξης μέσω ενδομοριακού αναδιπλασιασμού (Saier, 2000; 

Poolman et al., 2007) (Εικόνα 1.3). Σε όψη παράλληλη προς τη μεμβράνη, η πρωτεΐνη 

εμφανίζει μια εσωτερική υδρόφιλη κοιλότητα ανοιχτή προς την κυτταροπλασματική πλευρά, 

όπου είναι συνδεδεμένο το υπόστρωμα (TDG): αυτό το «κέντρο» δέσμευσης υποστρώματος 
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σχηματίζεται ουσιαστικά μεταξύ των δύο δομικά ομόλογων περιοχών N6 και C6 (Abramson et 

al., 2003) (Εικόνα 1.3A). Τα ίδια γενικά δομικά στοιχεία εμφανίζει και η κρυσταλλική δομή της 

φυσικού τύπου LacY (ευκρίνεια ανάλυσης 3.6 Å) (Guan et al., 2007) (Εικόνα 1.3Γ), καθώς και 

η κρυσταλλική δομή του LacY-C154G απουσία υποστρώματος, που δόθηκε σε δύο διαφορετικά 

pH, 6.5 και 5.6, σε  ευκρίνειες ανάλυσης 2.95 Å και 3.3 Å, αντίστοιχα (Mirza et al., 2006) 

(Εικόνα 1.3B). Παρά ταύτα, οι διαφορετικές αυτές κρυσταλλογραφικές δομές δίνουν και άλλες 

σημαντικές λεπτομέρειες στην διαμόρφωση του μορίου που ερμηνεύουν (α) την προσαρμογή 

της διαμόρφωσης γύρω από το ενεργό κέντρο (έλικες IV, V και VIII) κατά την δέσμευση 

υποστρώματος (induced fit) (Mirza et al., 2006) και (β) τον «φαινότυπο» του ανενεργού 

μεταλλάγματος C154G, το οποίο δεσμεύει αλλά δεν μεταφέρει το υπόστρωμα, γιατί δεν μπορεί 

να επιτευχθούν οι κατάλληλες αλλαγές διαμόρφωσης που απαιτεί ο μηχανισμός (Kaback et al., 

2007; Guan et al., 2007).   

 

 

Εικόνα 1.3 Α: Η κρυσταλλική δομή της LacY μαζί με υπόστρωμα (TDG), σε όψη παράλληλη προς την μεμβράνη 
(Abramson et al., 2003). Οι 12 διαμεμβρανικές α-έλικες φαίνονται με διαφορετικό χρώμα η κάθε μια. Το 
υπόστρωμα TDG φαίνεται προσδεδεμένο στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης (με μαύρο χρώμα) το οποίο είναι 
ανοικτό προς την κυτταροπλασματική πλευρά της μεμβράνης. 
Β: Η κρυσταλλική δομή της LacY χωρίς συνδεδεμένο υπόστρωμα, σε όψη παράλληλη προς την μεμβράνη (Mizra et 
al., 2006). Οι 12 διαμεμβρανικές α-έλικες εμφανίζονται και πάλι οργανωμένες σε δύο ψευδοσυμμετρικές περιοχές. 
Μεταξύ της αμινο-τελικής και καρβοξυ-τελικής περιοχής α-ελίκων, δημιουργείται μια εσωτερική κοιλότητα 
ανοιχτή προς το κυτταρόπλασμα. Τα κατάλοιπα που είναι σημαντικά για τη δέσμευση του υποστρώματος (Glu126, 
Arg144 και Trp151) φαίνονται με κίτρινο χρώμα, ενώ αυτά που εμπλέκονται στη μετακίνηση του Η+ (Tyr236, 
Arg302, His322 και Glu325) φαίνονται με ροζ χρώμα. Το κατάλοιπο Glu269 που φαίνεται με γαλάζιο χρώμα 
εμπλέκεται τόσο στη δέσμευση του υποστρώματος όσο και στη μετακίνηση του Η+.  
Γ: Η κρυσταλλική δομή της φυσικού τύπου LacY (Guan et al., 2007). 
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2) Μεταφορέας GlpT 

   Πρόσφατα, στο ίδιο τεύχος του περιοδικού Science που δημοσίευσε την δομή της LacY 

(Abramson et al., 2003), δημοσιεύθηκε και η κρυσταλλική δομή (σε ευκρίνεια 3.3 Å) του 

αντιμεταφορέα τριφωσφορικής γλυκερόλης/ανόργανου φωσφόρου GlpT της E. coli (Huang et 

al., 2003), ενός ακόμη μέλους της Μείζονος Υπεροικογένειας Διευκολυνόμενης Μεταφοράς 

(MFS) (Saier, 2000). Η κρυσταλλική αυτή δομή (Εικόνα 1.4A) αφορά μια διαμόρφωση όπου η 

πρωτεΐνη είναι ανοικτή προς το κυτταρόπλασμα και παρουσιάζει δύο δομικά παρόμοιες περιοχές 

(domains) που συνδέονται μεταξύ τους με ένα μεγάλο υδρόφιλο συνδετικό τμήμα. Οι δύο 

περιοχές παρουσιάζουν συμμετρία και αποτελούνται από έξι διαμεμβρανικά τμήματα α-ελίκων η 

κάθε μία, όπως ακριβώς και στην LacY (Abramson et al., 2003) (Εικόνα 1.4B). Στο κέντρο των 

περιοχών αυτών δημιουργείται το ενεργό κέντρο δέσμευσης του υποστρώματος. Συνολικά, η 

δομή της GlpT είναι πολύ παρόμοια με αυτήν της LacY που ανήκει στην ίδια υπεροικογένεια 

(Abramson et al., 2004; Lemieux et al., 2004). 

 

             
 
Εικόνα 1.4  Α. Μεταφορέας GlpT της E. coli (Lemieux et al., 2004): Οι 12 διαμεμβρανικές α-έλικες εμφανίζονται 
και πάλι οργανωμένες σε δύο ψευδοσυμμετρικές περιοχές. Μεταξύ της N--τελικής (μπλε χρώμα) και C-τελικής 
περιοχής α-ελίκων (κόκκινο χρώμα), δημιουργείται μια εσωτερική κοιλότητα ανοιχτή προς το κυτταρόπλασμα, 
όπως και για την διαπεράση της λακτόζης. Β. Σύγκριση των δομών της LacY (κίτρινο χρώμα) και του GlpT (μπλε 
και κόκκινο χρώμα, για το Ν-τελικό και το C-τελικό άκρο αντίστοιχα). 

 

περίπλασμα 

κυτταρόπλασμα 
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3) Μεταφορέας GltPh 

Οι μεταφορείς γλουταμικού (excitatory amino acid transporters EAAT1-5 στον άνθρωπο) 

είναι ενσωματωμένες μεμβρανικές πρωτεΐνες που καταλύουν την πρόσληψη γλουταμικού από τη 

σύναψη στον ενδοκυτταρικό χώρο του προσυναπτικού νευρώνα ή των νευρογλοιακών 

κυττάρων, χρησιμοποιώντας προϋπάρχουσες διαβαθμίσεις ιόντων (Slotboom et al., 1999). Στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα, οι μεταφορείς γλουταμικού είναι ουσιώδεις για την φυσιολογική 

ανάπτυξη και λειτουργία και εμπλέκονται σε παθολογικές καταστάσεις όπως, επιληψία και 

νευροεκφυλιστικές παθήσεις, όπως η εγκεφαλική ισχαιμία (Camacho and Massieu, 2006). 

Πρόσφατα δημοσιεύθηκε η κρυσταλλική δομή, σε ευκρίνεια 3.2 Å, ενός ομολόγου των 

ευκαρυωτικών μεταφορέων γλουταμικού (GltPh) από το υπερθερμόφιλο αρχαίο Pyrococcus 

horikoshii (Yernool et al., 2004) (Εικόνα 1.5Α). Για την κρυστάλλωση χρησιμοποιήθηκε μια 

μεταλλαγμένη μορφή του GltPh με πολλαπλές σημειακές μεταλλάξεις και 7 κατάλοιπα ιστιδινών 

σε μη-συντηρημένες θέσεις των προβλεπόμενων συνδετικών τμημάτων και η οποία μπορεί να 

εκφραστεί ετερόλογα στη μεμβράνη της E. coli K-12 σε πολύ υψηλά επίπεδα. Η δομή δείχνει ότι 

ο μεταφορέας GltPh είναι ένα ομοτριμερές σε μορφή αβαθούς λεκάνης (basin) με ένα υδρόφιλο 

κοίλωμα ανοικτό προς την εξωκυτταρική πλευρά στον υδατικό διαλύτη. Στο κατώτατο όριο του 

ανοικτού αυτού κοιλώματος, δημιουργούνται τρεις διακριτές θέσεις δέσμευσης υποστρώματος 

(binding sites), μία για κάθε υπομονάδα του τριμερούς: κάθε μια από τις θέσεις δέσμευσης 

διαμορφώνεται από δύο φουρκέτες στο μέσον διαμεμβρανικών ελίκων, που προσεγγίζονται από 

αντίθετες θέσεις της μεμβράνης. Οι συγγραφείς προτείνουν ότι η μεταφορά του γλουταμικού 

επιτυγχάνεται με κινήσεις των φουρκετών αυτών, οι οποίες επιτρέπουν εναλλακτική 

προσβασιμότητα του κέντρου δέσμευσης από τις δύο πλευρές της μεμβράνης. Επίσης, 

προτείνουν ότι, επιπρόσθετα, μεταξύ των τριών υπομονάδων σχηματίζεται ένας διαμεμβρανικός 

πόρος που θα μπορούσε να λειτουργήσει ανεξάρτητα ως δίαυλος ιόντων Cl-, όπως είχε προταθεί 

για τους μεταφορείς γλουταμικού ΕΑΑΤ4 και ΕΑΑΤ5 από μελέτες ηλεκτροφυσιολογίας  (Ariza 

et al., 1997; Kavanaugh, 2004) (Εικόνα 1.5Β). Πρόσφατα έγινε λειτουργική ανάλυση του 

μεταφορέα GltPh, μελετώντας απομονωμένη πρωτεΐνη που είχε ανασυσταθεί σε λιποσωμάτια, η 

οποία υποδεικνύει ότι ο μεταφορέας GltPh είναι μεταφορέας με υψηλή εξειδίκευση για ασπαρτικό 

με Κm της τάξης των ~120 nM και παράλληλα η λειτουργία του εξαρτάται από την παρουσία 

Na+ (Ryan et al., 2009), παρά το γεγονός ότι αρχικά είχε προταθεί ότι πρόκειται για μεταφορέα 

γλουταμικού (Raunser et al., 2006). Τέλος, ένα σημαντικό αποτέλεσμα που έχει προκύψει από 
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την κρυσταλλική μελέτη του GltPh είναι ότι διαλευκάνθηκε η τοπολογική οργάνωση του C-

τελικού ημίσεος του μορίου, για την οποία οι αλγόριθμοι πρόβλεψης και τα αρχικά βιοχημικά 

πειράματα (βλ. κεφάλαιο 1.5) έδιναν αντικρουόμενα αποτελέσματα: για πρώτη φορά, σε έναν 

μεταφορέα δευτερογενούς τύπου, βρέθηκαν τόσο εκτεταμένα στοιχεία μικρών, μη 

διαμεμβρανικών, αμφιπαθικών τμημάτων (interrupted helices) και ενδιάμεσων, 

επανεισερχόμενων συνδετικών θηλειών (φουρκετών) (re-entrant loops) (Yernool et al., 2004) 

(Εικόνα 1.5Γ).  

      
   

 

 
Εικόνα 1.5 A. Μεταφορέας GltPh του Pyrococcus horikoshii (Yernool et al., 2004). Η κρυσταλλική δομή δείχνει 
ένα τριμερές σε μορφή αβαθούς λεκάνης με ένα υδρόφιλο κοίλωμα ανοικτό προς την εξωκυτταρική πλευρά στον 
υδατικό διαλύτη. Στο κατώτατο όριο του ανοικτού αυτού κοιλώματος δημιουργούνται τρεις ανεξάρτητες θέσεις 
δέσμευσης υποστρώματος (binding sites). Β. Μεταξύ των τριών υπομονάδων σχηματίζεται ένας διαμεμβρανικός 
πόρος που θα μπορούσε να λειτουργήσει ανεξάρτητα ως δίαυλος ιόντων Cl- (Kavanaugh, 2004). Γ. Η δευτεροταγής 
δομή του μεταφορέα GltPh, όπως προέκυψε μετά την λύση της κρυσταλλικής δομής, όπου φαίνονται οι δύο 
σημαντικές επανεισερχόμενες θηλειές, HP1 και HP2. 
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4) Μεταφορέας LeuTAa 

Μια ακόμη κρυσταλλική δομή ενός μεταφορέα δευτερογενούς τύπου αφορά έναν 

μεταφορέα της οικογένειας συμμεταφορέων νευροδιαβιβαστών/νατρίου (NSS). Οι μεταφορείς 

NSS στον άνθρωπο, όπως για παράδειγμα ο μεταφορέας σεροτονίνης SERT, τερματίζουν την 

μετάδοση σήματος στη σύναψη χρησιμοποιώντας ηλεκτροχημικές διαβαθμίσεις, με τις οποίες 

επιτρέπουν την επαναπρόσληψη νευροδιαβιβαστών από τη σύναψη στο κυτταρόπλασμα των 

νευρώνων και της νευρογλοίας. Οι μεταφορείς αυτοί αποτελούν στόχους πολλών θεραπευτικών 

και ψυχοτρόπων ουσιών, ενώ η δυσλειτουργία τους έχει συσχετισθεί με πολλές ασθένειες του 

νευρικού συστήματος. Η πρώτη κρυσταλλική δομή που λύθηκε για έναν μεταφορέα NSS, το 

2005, και μάλιστα σε εξαιρετικά υψηλή ευκρίνεια (1.9 Å), ασυνήθιστη για πρωτεΐνες αυτού του 

τύπου, αφορά ένα βακτηριακό ομόλογο από το θερμόφιλο βακτήριο Aquifex aeolicus (LeuTAa): 

η δομή δείχνει μια διαμόρφωση του μεταφορέα που φέρει συνδεδεμένο ένα μόριο 

υποστρώματος (λευκίνης) και δύο ιόντα νατρίου (Yamashita et al., 2005) (Εικόνα 1.6Α). Πιο 

πρόσφατα, παρουσιάσθηκαν και άλλες κρυσταλλικές δομές του ίδιου ομολόγου (LeuTAa), που 

είχαν λυθεί παρουσία των τρικυκλικών αντικαταθλιπτικών φαρμάκων (TCAs) χλομιπραμίνης 

(chlomipramine) (Singh et al., 2007) ή δεσιπραμίνης (desipramine) (Zhou, Z., et al., 2007), 

αναλόγων της ιμιπραμίνης (imipramine), τα οποία φαίνονται να δεσμεύονται σε διαφορετικές 

θέσεις από ό,τι το υπόστρωμα (Singh et al., 2007) και, ακόμη πιο πρόσφατα, λύθηκαν τρεις 

αντίστοιχες δομές του LeuTAa παρουσία των φαρμάκων σερτραλίνης (sertraline), R-

φλουοξετίνης ή S-φλουοξετίνης (fluoxetine) (Prozac), που ανήκουν στην κατηγορία των 

επιλεκτικών αναστολέων επαναπρόσληψης της σεροτονίνης (SSRIs) (Zhou, Z., et al., 2009): η 

φυσιολογική σημασία των νεώτερων αυτών δομών είναι εντόνως αμφισβητούμενη γιατί τα 

φάρμακα που δεσμεύονται και αναστέλλουν τους ομόλογους μεταφορείς νευροδιαβιβαστών 

στον άνθρωπο, όπως π.χ. τον hSERT (Tavoulari et al., 2009), δεν αναμένεται να έχουν κάποιον 

αντίστοιχο ρόλο στα βακτηριακά συστήματα μεταφορέων (Rudnick, 2007) (Εικόνα 1.6Β). 

Συνολικά, και οι 6 ανωτέρω κρυσταλλικές δομές του μεταφορέα LeuTAa παρουσιάζουν 

την ίδια γενική εικόνα: συγκεκριμένα, ο πυρήνας της πρωτεΐνης αποτελείται από τα δέκα πρώτα 

διαμεμβρανικά τμήματα, με την περιοχή των τμημάτων 6-10 να εμφανίζει ψευδοσυμμετρία προς 

αυτήν των 1-5 μέσω ενός υποθετικού άξονα συμμετρίας στο επίπεδο της μεμβράνης και, 

μάλιστα, σε ανεστραμμένη διευθέτηση (inverted repeat) (Εικόνα 1.6ΣΤ) (Forrest et al., 2008). 

Το υπόστρωμα και τα δύο ιόντα νατρίου εμφανίζονται προσδεδεμένα εντός του πυρήνα (core) 
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της πρωτεΐνης, στο μέσον της μεμβρανικής διπλοστοιβάδας, σε μια αποκλεισμένη θέση 

δέσμευσης όπου απουσιάζουν μόρια ύδατος. Το κρυσταλλωμένο πρωτεϊνικό μόριο εμφανίζεται 

ως ομοδιμερές, με δύο τέτοιες θέσεις δέσμευσης (Εικόνα 1.6Α). Οι θέσεις δέσμευσης της 

λευκίνης και των ιόντων Na+ καθορίζονται από μερικώς αποδιπλωμένες α-έλικες, με τα άτομα 

της πεπτιδικής αλυσίδας και τα δίπολα των ελίκων να έχουν κεντρικό ρόλο στην δέσμευση των 

υποστρωμάτων αυτών. Πρέπει να σημειωθεί ότι όλες αυτές οι δομές παρουσιάζουν το LeuTAa σε 

μια διαμόρφωση όπου η πρωτεΐνη είναι «κλειστή» και το υπόστρωμα «παγιδευμένο»  στο 

κέντρο δέσμευσης (substrate occluded state) (Εικόνα 1.6Δ). Ωστόσο, μια ακόμη κρυσταλλική  

δομή του LeuTAa δημοσιεύθηκε πρόσφατα (Singh et al., 2008), η οποία διαφέρει από όλες τις 

υπόλοιπες γιατί παρουσιάζει μια διαμόρφωση «ανοιχτή» προς το εξωτερικό του κυττάρου 

(«locked open»), παρουσία ενός ανταγωνιστικού αναστολέα του LeuTAa, της τρυπτοφάνης 

(Singh et al., 2008) (Εικόνα 1.6Γ,Ε). Κεντρικό ρόλο στην δέσμευση υποστρώματος και στις 7 

δομές που έχουν παρουσιασθεί έως σήμερα φαίνεται να έχουν δύο ενδιάμεσες ενδομεμβρανικές 

θηλειές που σχηματίζονται στο κέντρο των διαμεμβρανικών τμημάτων 1 και 6 διακόπτοντας τη 

συνέχεια των α-ελίκων στα τμήματα αυτά (1a + 1b, 6a + 6b): αν και το αποτέλεσμα αυτό είχε 

διαφανεί από προγενέστερες βιοχημικές μελέτες με μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης (βλ. 

κεφάλαιο 1.6), η ακριβής δευτεροταγής δομή και τοπολογία του LeuTAa δεν δόθηκε παρά μόνον 

μετά την επίλυση των κρυσταλλικών δομών (Εικόνα 1.6ΣΤ).   

Αν και οι λειτουργικές ιδιότητες του υπερθερμόφιλου ομολόγου LeuTAa δεν έχουν 

αποσαφηνιστεί πλήρως [π.χ. ως προς το υπόστρωμα που μεταφέρει: η πρώτη κρυσταλλική δομή 

είχε λυθεί παρουσία λευκίνης, που είναι ασθενές υπόστρωμα (Yamashita et al., 2005), ενώ, κατά 

τη διάρκεια άλλων μελετών, αποκαλύφθηκε ότι μεταφέρει κυρίως αλανίνη (Singh et al., 2007)], 

η σημασία της επίλυσης της δομής του σε πολύ μεγάλη ευκρίνεια ανάλυσης (1.45-1.9 Å) ήταν 

καταλυτική για τη μελέτη των γνωστών ομολόγων του μεταφορέων νευροδιαβιβαστών. 

Πράγματι, η κρυσταλλική δομή του LeuTAa έχει χρησιμοποιηθεί ευρύτατα ως μοντέλο για την 

διερεύνηση του μηχανισμού λειτουργίας των ευκαρυωτικών ομολόγων της οικογένειας 

συμμεταφορέων νευροδιαβιβαστών: Na+ (NSS family), όπως των μεταφορέων σεροτονίνης 

hSERT, και ντοπαμίνης hDAT (Singh, 2008): από τα σημαντικά στοιχεία για τους μεταφορείς 

αυτούς, τα οποία ερευνήθηκαν μετά την παρουσίαση της δομής του LeuTAa, με συνδυασμό 

βιοχημείας και βιοπληροφορικής, είναι η ανάλυση ενός κέντρου δέσμευσης ιόντων Cl-, το οποίο 

χρησιμοποιούν μόνο τα ευκαρυωτικά και όχι τα προκαρυωτικά ομόλογα NSS (Zomot et al., 
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2007; Forrest et al., 2007), η διερεύνηση του τρόπου δέσμευσης και του μηχανισμού αναστολής 

μιας σειράς γνωστών φαρμάκων που έχουν ως στόχους του μεταφορείς αυτούς, π.χ. imipramine, 

ibogaine, Prozac (Tavoulari et al., 2009), και η παρουσίαση νέων στοιχείων για την κατανόηση 

του μηχανισμού της εναλλασσόμενης πρόσβασης του κέντρου δέσμευσης (alternate access), 

μέσω του συντονισμού ελίκων που μετατοπίζονται κατά τις εναλλαγές διαμόρφωσης (rocking 

bundle) και ελίκων που παραμένουν στην ίδια θέση (scaffold) (Forrest et al., 2008).  

 

 
Εικόνα  1.6  Α. Mεταφορέας LeuTAa του Aquifex aeolicus με την παρουσία λευκίνης (Yamashita et al., 2005), (Β) 
με την παρουσία του αντικαταθλιπτικού φαρμάκου chlomipramine (Singh et al., 2007), (Γ) με την παρουσία 
τρυπτοφάνης (Singh et al., 2008). Δ. Σχηματική απεικόνιση του κέντρου δέσμευσης του LeuTAa, με διαμόρφωση 
«ανοιχτή» προς το κυτταρόπλασμα και το υπόστρωμα (λευκίνη) «αποκλεισμένο» (Yamashita et al., 2005),  
E.Σχηματική απεικόνιση του κέντρου δέσμευσης του LeuTAa, με διαμόρφωση «ανοιχτή» προς το εξωτερικό και το 
υπόστρωμα (τρυπτοφάνη) προσβάσιμο από το εξωτερικό περιβάλλον (Singh et al., 2008). 

Δ Ε 

Α Β Γ 
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Εικόνα 1.6. ΣΤ. Σχηματική απεικόνιση δευτεροταγούς δομής και τοπολογική οργάνωση του LeuTAa, όπου φαίνεται 
η ψευδοσυμμετρία των δύο τμημάτων (TMs 1-5 και TMs 6-10), με σκιασμένα τρίγωνα (ροζ και γαλάζιο) 
(Yamashita et al., 2005). 

 

5) Μεταφορέας vSGLT 

Παράλληλα έγινε γνωστή η κρυσταλλική δομή ενός μέλους της οικογένειας συμμεταφορέων 

υποστρώματος και ιόντων νατρίου (Solute:Sodium Symporters, SSS family), του συμμεταφορέα 

γαλακτόζης/γλυκόζης:Na+ από τον παθογόνο μικροοργανισμό Vibrio parahaemolyticus, vSGLT 

(Vibrio sodium-glucose transporter) (Faham et al., 2008) (Εικόνα 1.7Α). Η οικογένεια των 

μεταφορέων SSS περιλαμβάνει πρωτεΐνες που συμμεταφέρουν Na+ με σάκχαρα, αμινοξέα, ιόντα 

ή βιταμίνες. Μέλη αυτής της οικογένειας είναι σημαντικά για τη φυσιολογία του ανθρώπου 

όπως οι συμμεταφορείς Na+:γλυκόζης/γαλακτόζης (hSGLT1, hSGLT2), που ελέγχουν την 

πρόσληψη γλυκόζης από το εντερικό επιθήλιο ενώ δυσλειτουργία του hSGLT1 συσχετίζεται με 

σύνδρομα δυσαπορρόφησης γλυκόζης/γαλακτόζης  (Loo et al., 2005; Wright et al., 2007). Η 

ανάλυση της δομής του vSGLT είναι στα 3.0 Å και η πρωτεΐνη εμφανίζεται να αποτελείται από 

14 διαμεμβρανικά τμήματα με διαμόρφωση ανοιχτή προς το εσωτερικό. Σχηματίζεται ένας 

πυρήνας από 2 μονάδες των 5 διαμεμβρανικών ελίκων η κάθε μία (ΤΜ2-ΤΜ6 και ΤΜ7-ΤΜ11), 

με το υπόστρωμα (γαλακτόζη) να είναι συνδεδεμένο στο κέντρο του πυρήνα (core) 

αποκλεισμένο από το εξωτερικό περιβάλλον (Εικόνα 1.7Α1) (Faham et al., 2008). Η δομή αυτή 

παρουσιάζει ομοιότητες με τη δομή του LeuT, την ύπαρξη δηλαδή, των δύο δομικά ομόλογων 

ΣΤ 
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μονάδων ανεστραμμένης οργάνωσης (inverted repeats) (ΤΜ 2-6 και ΤΜ 7-11) (Εικόνα 1.7Α2), 

παρά το γεγονός ότι πρόκειται για διαφορετικές οικογένειες μεταφορέων. 

 

6) Μεταφορέας Mph1 

Τελευταία, δημοσιεύθηκε η κρυσταλλική δομή ενός μέλους της οικογένειας μεταφορέων 

νουκλεοτιδικών βάσεων NCS1 (Nucleobase:Cation Symporter 1 family) (Weyand et al., 2008) 

(Εικόνα 1.7Β). Πρόκειται για των μεταφορέα Mph1 από το Microbacterium liquefaciens, που 

είναι υπεύθυνος για τη μεταφορά ινδολυλο-μεθυλ- και βενζυλ-υδαντοϊνών (indolyl methyl-, 

benzyl-hydantoins). Η ανάλυση της δομής είναι σε ευκρίνεια (resolution) 2.85 Å και η πρωτεΐνη 

εμφανίζεται να αποτελείται από 12 διαμεμβρανικά τμήματα με διαμόρφωση ανοιχτή προς το 

εσωτερικό. Σχηματίζεται ένας πυρήνας από 2 μονάδες των 5 διαμεμβρανικών ελίκων η κάθε μία 

(ΤΜ1-ΤΜ5 και ΤΜ6-ΤΜ10), με το υπόστρωμα (βενζυλ-υδαντοΐνη) συνδεδεμένο στο κέντρο 

του πυρήνα αποκλεισμένο από το εξωτερικό περιβάλλον (Εικόνα 1.7Β1) (Weyand et al., 2008). 

Η δομή αυτή, επίσης παρουσιάζει την ίδια δομική οργάνωση  με τον LeuT και τον vSGLT (τις 

δύο δομικά ομόλογες μονάδες των 5 ελίκων με ανεστραμμένη ψευδοσυμμετρική οργάνωση) 

(Εικόνα 1.7Β2), παρά το γεγονός ότι πρόκειται για διαφορετικές οικογένειες μεταφορέων.  

 
Εικόνα 1.7 A. A1. Κρυσταλλική δομή του μεταφορέα vSGLT, από την οικογένεια SSS, όπου φαίνονται τα δύο 
διαμεμβρανικά τμήματα που δεν συμμετέχουν στον πυρήνα του μεταφορέα (μοβ χρώμα) και οι δύο μονάδες (ΤΜ1-
5, γαλάζιο, πράσινο, μπλε και ΤΜ 6-10 κίτρινο, πορτοκαλί, κόκκινο) που σχηματίζουν τον πυρήνα της πρωτεΐνης 
(Faham et al., 2008). A2.  Σχηματική απεικόνιση της δευτεροταγούς δομής του μεταφορέα vSGLT, όπου φαίνονται 
οι δύο δομικά ομόλογες μονάδες, ΤΜ2-6 και ΤΜ7-11, γαλάζιο και ροζ σκιασμένα τρίγωνα αντίστοιχα (Faham et 
al., 2008). 

Α1 Α2 



 
 

 

18

 

 
 
Εικόνα 1.7 Β. B1. Κρυσταλλική δομή του μεταφορέα Mph1, από την οικογένεια NCS1, όπου φαίνονται τα δύο 
διαμεμβρανικά τμήματα που δεν συμμετέχουν στο σχηματισμό του πυρήνα του μεταφορέα (λευκό χρώμα) και με 
χρώματα οι δύο μονάδες (ΤΜ1-5, γαλάζιο, πράσινο, μπλε και ΤΜ 6-10 κίτρινο, πορτοκαλί, κόκκινο) που 
σχηματίζουν τον πυρήνα της πρωτεΐνης (Weyand et al., 2008). B2. Σχηματική τοπολογία και δευτεροταγής δομή 
του μεταφορέα, όπου φαίνονται οι δύο δομικά ομόλογες μονάδες, ΤΜ1-5 και ΤΜ6-10, με γαλάζιο και ροζ τρίγωνα, 
αντίστοιχα (Weyand et al., 2008). 
 

7) Ο μεταφορέας BetP 

O μεταφορέας BetP είναι ένας μεταφορέας που λειτουργεί σαν τριμερές και είναι 

συμμεταφορέας βεταΐνης:Na+ από το Corynebacterium glutamicum. Ανήκει στην οικογένεια των 

μεταφορέων βεταΐνης/χολίνης/καρνιτίνης, που αποτελεί μια οικογένεια μεταφορέων των οποίων 

η λειτουργία ρυθμίζεται από τα επίπεδα της ενδοκυτταρικής ωσμωτικής πίεσης και περιλαμβάνει 

μεταφορείς που είναι υπεύθυνοι για τη μεταφορά ωσμωλυτικών μορίων μέσα στο κύτταρο ώστε 

να επανέλθει η ισορροπία, ανταποκρινόμενοι στο υπερωσμωτικό στρες. Πρόσφατα, αναλύθηκε 

η δομή του μονομερούς του μεταφορέα BetP σε ευκρίνεια 3.3 Å (Ressl et al., 2009), η οποία, αν 

εξαιρέσουμε το εκτενές C-τελικό άκρο, εμφανίζει τον μεταφορέα BetP με κυλινδρικό σχήμα και 

να αποτελείται από 12 διαμεμβρανικά τμήματα και μια α-έλικα με κάμψη (έλικα 7) στο 

περιπλασματικό μέρος της μεμβράνης (Εικόνα 1.8a). Παράλληλα, αποκαλύφθηκε και το κέντρο 

δέσμευσης της βεταΐνης, στο οποίο συνεισφέρουν τμήματα της 4ης, 8ης και 9ης έλικας, ενώ για 

τη δέσμευση των ιόντων νατρίου, τμήματα των ελίκων 7 και 3. Τέλος, και η δομή αυτή 

εμφανίζει ομοιότητα με τις ήδη γνωστες δομές του LeuT, Mph1 και vSGLT, καθώς 

Β1 Β2 
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περιλαμβάνει 2 διακριτές δομικές μονάδες (ΤΜ5-7 και ΤΜ10-12) με αντίστροφη 

ψευδοσυμμετρία κατά το επίπεδο της μεμβράνης  (Εικόνα 1.8b) (Ressl et al., 2009). Συνολικά, 

επομένως, τέσσερις κρυσταλλικές δομές διαφορετικών μεταφορέων που έχουν λυθεί έως σήμερα 

εμφανίζουν το ίδιο δομικό μοτίβο της αντίστροφης ψευδοσυμμετρικής ενδομοριακής οργάνωσης 

και, μάλιστα, και άλλες, εξελικτικά διακριτές οικογένειες μεταφορέων, όπως η υπεροικογένεια 

μεταφορέων αμινοξέων-πολυαμινών-οργανοκατιόντων (APC) (Vangelatos et al., 2009), 

μπορούν να μοντελοποιηθούν με επιτυχία βάσει του δομικού αυτού μοτίβου.  

 

Εικόνα 1.8 a) Η δομή του μονομερούς του μεταφορέα BetP, b) σχηματική απεικόνιση δευτεροταγούς δομής, 
τοπολογική οργάνωση του   BetP, όπου φαίνεται η ψευδοσυμμετρία των δύο τμημάτων (TMs 5-7 και TMs 10-12), 
σκιασμένα τρίγωνα (ροζ και γαλάζιο), καθώς και το κέντρο δέσμευσης του υποστρώματος (μαύρο τρίγωνο= betain) 
(Ressl et al., 2009).   

 

8) Αντιμεταφορέας ATP/ADP 

Πρόσφατα επίσης, έχει δημοσιευθεί η κρυσταλλική δομή του αντιμεταφορέα ATP/ADP του 

βοός (Pebay-Peyroula et al., 2003), που ανήκει στην μεγάλη οικογένεια μεταφορέων των 

μιτοχονδρίων (MCF). Η δομή αυτή (Εικόνα 1.9) δόθηκε σε μεγάλη αναλυτική ευκρίνεια (2.2 Å) 

χρησιμοποιώντας την μεμβρανική πρωτεΐνη συνδεδεμένη με έναν ισχυρό αναστολέα, το 

καρβοξυατρακτυλοσίδιο (carboxyatractyloside), το οποίο παγιδεύει τη διαμόρφωση προς την 

πλευρά που είναι ανοικτή στον διαμεμβρανικό μιτοχονδριακό χώρο (Berg et al., 2005). Ένα 

ομοδιμερές από δύο μόρια των έξι διαμεμβρανικών α-ελίκων διαμορφώνει μια συμπαγή 
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διαμεμβρανική περιοχή, η οποία αποκαλύπτει ένα βαθύ κοίλωμα στην επιφάνεια προς τον χώρο 

μεταξύ των δύο μιτοχονδριακών μεμβρανών. Τα υποστρώματα δεσμεύονται στο κατώτατο όριο 

του κοιλώματος αυτού, και η μεταφορά τους, κατά τους συγγραφείς, επάγεται από την παροδική 

μετάπτωση του κοιλώματος σε δίαυλο μεταφοράς νουκλεοτιδικών υποστρωμάτων. 

 
Εικόνα 1.9 Η κρυσταλλική δομή του αντιμεταφορέα ATP/ADP του βοός, που ανήκει στην μεγάλη οικογένεια 
μεταφορέων των μιτοχονδρίων (MCF) (Pebay-Peyroula et al., 2003). 

 

9) Μεταφορέας AcrB 

Ένα ακόμη παράδειγμα μεμβρανικού μεταφορέα που έχει κρυσταλλωθεί με ευκρίνεια 3.5 Å 

αποτελεί ο μεταφορέας AcrΒ της E. coli (Murakami et al., 2002) και, πιο πρόσφατα, 

κρυσταλλώθηκε παρουσία υποστρώματος σε ευκρίνεια 2.8  Å (Murakami et al., 2006). Ο 

μεταφορέας αυτός, συνεργαζόμενος με μια ακόμη ενσωματωμένη μεμβρανική πρωτεΐνη (AcrA) 

και με έναν δίαυλο της εξωτερικής μεμβράνης (TolC), καταλύει την εκροή μιας μεγάλης 

ποικιλίας τοξικών ουσιών από το εσωτερικό του κυττάρου κατευθείαν στο θρεπτικό μέσο, 

παρακάμπτοντας το περίπλασμα (Zgurskaya and Nikaido, 1999; Nikaido, 2000), και 

χρησιμοποιώντας την ηλεκτροχημική ενέργεια διαβάθμισης πρωτονίων (Thanassi et al., 1997). 

Η κρυσταλλική δομή παρουσιάζει τρία πρωτομερή AcrΒ που είναι οργανωμένα ως ομοτριμερές 

σε σχήμα «μέδουσας». Κάθε πρωτομερές αποτελείται από μια διαμεμβρανική περιοχή των 50 Å 
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και από ένα προεξέχον «κράνος» των 70 Å. Η κορυφή του κράνους ανοίγει εν είδει χοάνης, 

μέσω της οποίας το TolC ενδέχεται να αγκυροβολεί στην AcrΒ. Ένας πόρος που δημιουργείται 

από τρείς α-έλικες συνδέει τη χοάνη αυτή με μια κεντρική κοιλότητα στο βάθος του κράνους 

(Εικόνα 1.10Β). Η κοιλότητα έχει τρεις προθαλάμους στην πλευρά του κράνους που οδηγούν 

στο περίπλασμα. Στην διαμεμβρανική περιοχή, κάθε πρωτομερές έχει 12 διαμεμβρανικές α-

έλικες. Η ανάλυση της κρυσταλλικής δομής που έγινε με την παρουσία του υποστρώματος, 

υποδεικνύει ότι το υπόστρωμα συνδέεται σε ένα από τα τρια πρωτομερή και δε φαίνεται να 

υπάρχει υπόστρωμα στην κεντρική κοιλότητα του συμπλέγματος (Εικόνα 1.10Α).  

 

 
 

Εικόνα 1.10 Α. Η κρυσταλλική δομή του μεταφορέα AcrB, συνδεδεμένος με υπόστρωμα, όπου φαίνεται ο 
σχηματισμός του ως τριμερές και η θέση όπου προσδένεται  το υπόστρωμα (Murakami et al., 2006). Β. Η δομή του 
AcrB χωρις την παρουσία υποστρώματος η οποία είναι εντελώς όμοια με αυτή που αναλύθηκε με την παρουσία 
υποστρώματος αναδεικνύοντας την εγκυρότητα της δεύτερης (Murakami et al., 2002). 

 

Κλείνοντας, αξίζει να σημειωθεί ότι οι διαθέσιμες κρυσταλλικές δομές των μεταφορέων 

ενεργού μεταφοράς δευτερογενούς τύπου προέρχονται, κατά συντριπτική πλειοψηφία, από 

προκαρυωτικά ομόλογα, από βακτήρια (LacY, GlpT, LeuTAa, vSGLT, Mph1, BetP, AcrB) ή 

αρχαία (GltPh), και συχνά από θερμόφιλα ή υπερθερμόφιλα ομόλογα (LeuTAa GltPh) ή από 

θερμοσταθερά μεταλλάγματα (LacY-C154G), σε μερικές περιπτώσεις, μάλιστα, χωρίς να 

υπάρχουν επαρκή λειτουργικά δεδομένα για τις συγκεκριμένες πρωτεΐνες που κρυσταλλώθηκαν 

Α Β 
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(LeuTAa GltPh, Mph1), ενώ πληροφορίες από περισσότερες της μιας κρυσταλλογραφικές 

αναλύσεις για διαφορετικές λειτουργικές συνθήκες (π.χ. με και χωρίς υπόστρωμα ή αναστολείς) 

και/ή διαφορετικές διαμορφώσεις του μορίου, συνδυασμένες με επαρκή ανάλυση 

μεταλλαξιγένεσης και βιοχημικών μελετών, υπάρχουν σε δύο μόνο περιπτώσεις (LacY, LeuTAa). 

Όπως φάνηκε, η ανάλυση αυτών, αλλά και άλλων κρυσταλλικών δομών που θα έρθουν στο 

μέλλον, ρίχνει φως σε σημαντικά στοιχεία του μηχανισμού και των σχέσεων δομής-λειτουργίας 

των πρωτεϊνών ενεργού μεταφοράς και επιτρέπει ορθολογικότερο σχεδιασμό αναλύσεων 

μεταλλαξιγένεσης για την κατανόηση του ρόλου συγκεκριμένων περιοχών του μορίου. Από την 

άλλη πλευρά, όμως, δεν αναιρεί σε καμιά περίπτωση την αξία των προγενέστερων βιοχημικών-

βιοφυσικών αναλύσεων, αλλά την αναδεικνύει ακόμη περισσότερο (Kaback et al., 2007; Guan 

and Kaback, 2006).    
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1.3 Μεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων  

Η μεταφορά πουρινών και πυριμιδινών αποτελεί μια βασική βιολογική διεργασία τόσο 

για τους προκαρυωτικούς όσο και για τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Πρόσφατες μελέτες 

μοριακής γενετικής και φυσιολογίας αποδεικνύουν την ύπαρξη πολλών ειδικών συστημάτων 

μεταφοράς νουκλεοτιδικών βάσεων σε διάφορα είδη βακτηρίων (Andersen et al., 1995; Schultz 

et al., 2001; Xi et al., 2000; Johansen et al., 2003; Karatza and Frillingos, 2005) και μυκήτων 

(Diallinas et al., 1998; Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005, 2006; Vlanti et al., 2006; 

Pantazopoulou and Diallinas, 2007; Hamari et al., 2009). Παρόμοια βιολογικά συστήματα 

μεταφοράς είναι πλέον γνωστό ότι υπάρχουν στα περισσότερα είδη οργανισμών που 

περιλαμβάνουν είδη Φυτών (Argyrou et al., 2001; Maurino et al., 2006), Μεταζώων (Yao et al., 

2002; Kato et al., 2006), Πρωτοκτίστων (de Koning et al., 2005; Ortiz et al., 2009) αλλά και τον 

άνθρωπο.  

Στη συνέχεια εξετάζεται η σημασία των νουκλεοτιδικών βάσεων για τους οργανισμούς 

και κατ’ επέκταση η σημασία της μελέτης των συστημάτων μεταφοράς αυτών των μορίων στα 

κύτταρα. Παράλληλα, αναφέρονται οι διάφορες οικογένειες μεταφορέων νουκλεοτιδικών 

βάσεων, με μεγαλύτερη έμφαση στην οικογένεια μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων-

ασκορβικού (NAT/NCS2 family) στην οποία ανήκει ο μεταφορέας YgfO που μελετάται στην 

παρούσα διατριβή. Παρά το γεγονός ότι, σύμφωνα με το διεθνές σύστημα ταξινόμησης (TC) 

(http://www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/) (Saier, 2000), στην οικογένεια αυτή 

[http://www.tcdb.org/tcdb/, TC2.A.40 (NCS2)], έχουν καταταχθεί πολλές πιθανές πρωτεΐνες, 

ελάχιστες είναι αυτές που έχουν ταυτοποιηθεί και μελετηθεί (βλ. 1.3.3), με αποτέλεσμα να 

παραμένουν ακόμα αδιευκρίνιστοι οι μηχανισμοί λειτουργίας τους ή και ο φυσιολογικός τους 

ρόλος. 

 

1.3.1 Σημασία της μελέτης των μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων 

Οι νουκλεοτιδικές βάσεις έχουν κρίσιμο ρόλο στην επιβίωση όλων των κυττάρων. 

Εμπλέκονται σε πολλές διεργασίες της ζωής σε όλους τους οργανισμούς, κυρίως διότι 

αποτελούν απαραίτητα συστατικά για τη βιοσύνθεση των νουκλεϊκών οξέων. Η τριφωσφορική 

αδενοσίνη (ΑΤΡ), το ενεργειακό νόμισμα ελεύθερης ενέργειας στα βιολογικά συστήματα, είναι 
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ένα νουκλεοτίδιο που περιέχει την πουρίνη αδενίνη. Παράγωγα νουκλεοτιδίων συμμετέχουν σε 

βιοσυνθετικές διεργασίες, όπως για παράδειγμα η UDP-γλυκόζη στη σύνθεση του γλυκογόνου. 

Κυκλικά νουκλεοτίδια όπως η κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη (ΑΜΡ) και η κυκλική 

μονοφωσφορική γουανοσίνη (GMP), αποτελούν «αγγελιοφόρους» που μεταβιβάζουν σήματα 

τόσο εντός όσο και μεταξύ των κυττάρων (Berg et al., 2005). Η βιοχημεία των νουκλεοτιδικών 

βάσεων παιζει κεντρικό ρόλο και στην εξέλιξη των φυτών. Εκτός από τη σύνθεση του DNA και 

RNA σε όλους τους φυτικούς οργανισμούς, ιδιαίτερα στα τροπικά όσπρια, η μεταφορά και 

αποθήκευση του αζώτου με τη μορφή ουρεΐδων (αλλαντοΐνη, αλλαντoϊκό) εξαρτάται από τη 

βιοσύνθεση και καταβολισμό των νουκλεοτιδικών βάσεων (Schubert and Boland, 1990). Επίσης, 

από τις νουκλεοτιδικές βάσεις παράγονται άλλες ενώσεις όπως κυτοκινίνες, καφεΐνη και 

αλκαλοειδή, ενώ παράλληλα, η αδενίνη, γουανίνη, υποξανθίνη και ξανθίνη μπορούν να 

αποτελέσουν και μοναδικές πηγές αζώτου για το μονοκύτταρο χλωροφύκος Chlamydomonas 

reinhardii (Vogels and van der Drift, 1976).  Τέλος, στα θηλαστικά, η αδενίνη, γουανίνη, και η 

υποξανθίνη οδηγούνται στα μονοπάτια περίσωσης πουρινών για την παραγωγή 

φωσφορυλιωμένων ενώσεων υψηλής ενέργειας (ATP, GTP) και για τη σύνθεση νουκλεϊκών 

οξέων, ή οξειδώνονται καταβολικά σε ξανθίνη ή ουρικό οξύ ή ουρεΐδες (Fox and Kelley, 1978). 

Το ουρικό οξύ, ως τελικό προϊόν του μεταβολισμού των πουρινών στον άνθρωπο, έχει 

επιπρόσθετη σημασία, όχι μόνο για τη φυσιολογική λειτουργία των νεφρών αλλά και λόγω της 

ιδιότητάς του να δρά ως αντιοξειδωτικό στον ορό του αίματος (de Koning and Diallinas 2000; 

Enomoto et al., 2002a, 2002b). 

Το γεγονός ότι οι νουκλεοτιδικές βάσεις έχουν τόσο μεγάλη φυσιολογική σημασία για 

τους οργανισμούς αντανακλάται και στο ότι πολλά δομικά ανάλογά τους χρησιμοποιούνται 

εκτενώς ως αντιμικροβιακά, αντιϊκά και αντικαρκινικά φάρμακα.  

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αντικαρκινικού φαρμάκου είναι η 5-φθορουρακίλη (5- 

fluoroucil, 5-FU) η οποία αναστέλλει τη λειτουργία ενζύμων που απαιτούνται για τη βιοσύνθεση 

πυριμιδινών (Haydon, 2003) με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της σύνθεσης του DNA και, κατά 

συνέπεια, παρεμπόδιση της ταχείας διαίρεσης των καρκινικών κυττάρων, όπως για παράδειγμα 

στον καρκίνο του παχέος εντέρου (Gibbs et al., 2008), όπου, σε συνδυασμό με χορήγηση 

οξυπλατίνης, η βιωσιμότητα των ασθενών αυξάνεται εντυπωσιακά (Andre et al., 2004; Sargent 

et al., 2005). Επίσης, η (5-FU) χρησιμοποιείται ως «προφάρμακο» (prodrug) σε πρωτόκολλα 
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διαγονιδιακής θεραπείας καρκίνου, σε συνδυασμό με την απαμινάση κυτοσίνης (Hwang et al., 

2005). 

 Χαρακτηριστικό παράδειγμα αντιμικροβιακού φαρμάκου είναι η αλλοπουρινόλη, που 

χρησιμοποιείται μαζί με την οξυπουρινόλη, αναστέλλοντας τη δράση του ενζύμου οξειδάση της 

ξανθίνης (Spector and Johns, 1970; Pacher et al., 2008), με αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της 

σύνθεσης ουρικού οξέος (Pea, 2005). Χρησιμοποιείται για τη θεραπεία της ουρικής αρθρίτιδας 

(Berg et al., 2005) και της υπερουριχαιμίας (Rott and Agudelo, 2003; Terkeltaub, 2003;  Bieber 

and Terkeltaub, 2004; Schlesinger, 2004; Pea, 2005; Wortmann, 2005). Εκκινώντας από την 

δράση αναστολής της οξειδάσης της ξανθίνης, γίνονται προσπάθειες για την παραγωγή 

συνθετικών πουρινών, με δομική βάση την αλλοπουρινόλη, για πιθανή περαιτέρω εφαρμογή 

στην αντιμετώπιση και θεραπεία καρκίνων (Pacher et al., 2008).   

Τα φάρμακα acyclovir (9-μεθυλο-9Η-γουανίνη) (Gnann et al., 1983; Elion, 1993) και 

ganciclovir (διϋδροξυ-προποξυ-μεθυλο-γουανίνη) (Martin et al., 1983; Matthews and Boehme, 

1988) χρησιμοποιούνται ως αντιϊκά εναντίον ερπητοϊών αναστέλλοντας τη δράση της ιϊκής 

DNA πολυμεράσης. Επίσης λειτουργούν ως «προφάρμακα»  (prodrugs) κατά την αντιμετώπιση 

καρκίνου με γονιδιακή θεραπεία (Rosenberg et al., 2002), όταν χρησιμοποιείται το σύστημα 

κινάσης της θυμιδίνης (HSVtk) και ερπητοϊού (Altaner, 2008). Η αντιμετώπιση της ασθένειας 

προέρχεται από το γεγονός ότι καταρχήν τα φάρμακα αυτά αναστέλλουν τη δράση της DNA-

πολυμεράσης των καρκινικών κυττάρων και αφετέρου ανταγωνίζονται το νουκλεοτίδιο dGTP 

κατά τη σύνθεση του DNA, στη φάση S του κυτταρικού κύκλου (Fillat et al., 2003).  Μεταξύ 

των άλλων, έχουν χρησιμοποιηθεί και ως δείκτες αντίστροφης επιλογής (counterselection), για 

τον αποκλεισμό των περιπτώσεων εκτοπικής (ectopic) ενσωμάτωσης διαγονιδίων, κατά την 

στρατηγική γονιδιακής στόχευσης σε εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Lodish et al., 2007). 

Ωστόσο, η χρήση αυτών των φαρμάκων δεν έχει βασιστεί σε συστηματική μελέτη των 

μοριακών μηχανισμών πρόσληψής τους από τα κύτταρα στόχους με αποτέλεσμα μειωμένη 

απόδοση κατά την κλινική εφαρμογή τους: βασικότερες αιτίες μπορεί να είναι: (α) σοβαρές 

παρενέργειες λόγω κυτταροτοξικής δράσης σε δευτερογενείς στόχους, (β) μη πρόσληψη από τα 

κύτταρα-στόχους, (γ) ανεπιθύμητη δευτερογενής επαγωγή ανθεκτικότητας σε κύτταρα-στόχους. 

Κατά συνέπεια, η κατανόηση των μοριακών μηχανισμών αναγνώρισης και πρόσληψης 

νουκλεοτιδικών βάσεων θα μπορούσε να οδηγήσει σε ανακάλυψη νέων, πιο αποτελεσματικών 
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πρωτοκόλλων θεραπείας (Freeman et al., 1993; Mesnil and Yamasaki 2000; Nicholas et al., 

2003). 

 

1.3.2 Οικογένειες μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων  

Η φύση της λιπιδιακής διπλοστοιβάδας αποτελεί εμπόδιο στη διέλευση των 

νουκλεοτιδικών βάσεων. Η διαμεμβρανική μεταφορά των νουκλεοτιδικών βάσεων 

επιτυγχάνεται με την παρουσία εξειδικευμένων διαμεμβρανικών μεταφορέων. Μικρός μόνο 

αριθμός γονιδίων που αφορούν μεταφορείς πουρινών ή/και πυριμιδινών έχει κλωνοποιηθεί και 

μελετηθεί λεπτομερώς. Συγκεκριμένα, η μεταφορά των νουκλεοτιδικών βάσεων έχει μελετηθεί 

κατά κύριο λόγο στα βακτήρια των ειδών Escherichia coli και Bacillus subtilis (Andersen et al., 

1995; Schultz et al., 2001; Johansen et al., 2003; Karatza and Frillingos, 2005; Karatza et al., 

2006; Papakostas et al., 2008), στους ζυμομύκητες Saccharomyces cerevisiae και Candida 

albicans (Goudela et al., 2005, 2006; Paluszynski et al., 2006) και στον ασκομύκητα Aspergillus 

nidulans (Koukaki et al., 2005; Vlanti et al., 2006; Pantazopoulou and Diallinas 2007; 

Papageorgiou et al., 2008). Στους περισσότερους μικροοργανισμούς, η μεταβολική αξιοποίηση 

των πουρινών και των πυριμιδινών πραγματοποιείται με δύο κύριες λειτουργίες. Η μία αφορά τη 

χρήση εξωγενών βάσεων για τη βιοσύνθεση νουκλεοτιδίων και η άλλη είναι καταβολική, όπου 

οι πουρίνες μπορούν να χρησιμοποιηθούν άμεσα ως πηγές αζώτου (Vogels and van der Drift, 

1976; Scazzocchio, 1994). Μελέτες σε φυσιολογικό και γενετικό επίπεδο έχουν οδηγήσει στην 

αναγνώριση πολλών γονιδίων που κωδικοποιούν για ειδικούς μεταφορείς πουρινών και 

πυριμιδινών σε βακτήρια και μύκητες. Επίσης, υπάρχουν στοιχεία ότι είδη Αρχαίων μπορούν να 

προσλαμβάνουν νουκλεοτιδικές βάσεις από το θρεπτικό τους υλικό (Stuer-Lauridsen and 

Nygaard, 1998) και ένας μεγάλος αριθμός αλληλουχιών γονιδίων Αρχαίων με άγνωστη 

λειτουργία παρουσιάζει ομοιότητες με γνωστούς μεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων των 

Βακτηρίων και των Μυκήτων (www.membranetransport.org). 

Οι γνωστοί έως σήμερα μεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων, καθώς και οι πρωτεΐνες που 

παρουσιάζουν ομολογία με αυτούς, έχουν ταξινομηθεί σε τέσσερεις κύριες οικογένειες 

(Diallinas and Gournas 2008), ενώ υπάρχουν και δύο ακόμη οικογένειες που εντοπίζονται μόνο 

σε είδη Φυτών (Desimone et al., 2002). Η κατάταξη έγινε με βάση τρία κυρίως κριτήρια που 

είναι: (α) η υψηλή ταυτότητα (>21%) και ομοιότητα (>40%) καταλοίπων μεταξύ των 
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αλληλουχιών των μελών, (β) παρόμοια μοτίβα υδροφοβικότητας με παρουσία 10-14 

διαμεμβρανικών τμημάτων α-έλικας και (γ) συντηρημένες αλληλουχίες «μοτίβα» σε ομόλογες 

θέσεις αλληλουχίας. Η αναγνώριση τέτοιων αλληλουχιών «μοτίβων» διευκολύνει ιδιαίτερα την 

ταξινόμηση των πρωτεϊνών στις αντίστοιχες οικογένειες, ακόμα και όταν οι αλληλουχίες στο 

σύνολο τους παρουσιάζουν μικρή σχετικά ομολογία με τις αντίστοιχες των χαρακτηρισμένων 

μελών (De Koning and Diallinas, 2000).  

Οικογένεια μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων-ασκορβικού (ΝΑΤ/NCS2) 

Η πρώτη και πιο διαδεδομένη φυλογενετικά οικογένεια μεταφορέων νουκλεοτιδικών 

βάσεων είναι γνωστή ως οικογένεια Μεταφορέων Νουκλεοτιδικών βάσεων – Ασκορβικού 

(Nucleobase –Ascorbate Transporters, NAT) (de Koning and Diallinas, 2000) ή οικογένεια-2 

Συμμεταφορέων Νουκλεοτιδικών βάσεων – Κατιόντων (Nucleobase – Cation Symporters-2, 

NCS2) (TC 2.A.40, http://www.tcdb.org) (Gournas et al., 2008; Pantazopoulou and Diallinas, 

2007). Μέλη της οικογένειας ΝΑΤ απαντώνται σε όλους σχεδόν τους οργανισμούς, με εξαίρεση 

κάποια παρασιτικά πρωτόζωα και τον ζυμομύκητα Saccharomyces cerevisiae. Οι μεταφορείς 

που ανήκουν στην οικογένεια είναι συμμεταφορείς ουρικού οξέος:Η+ και/ή ξανθίνης:Η+, 

συμμεταφορείς ουρακίλης:Η+ (βακτήρια, μύκητες, φυτά) (Diallinas and Gournas, 2008) και 

συμμεταφορείς L-ασκορβικού οξέος:Na+ (θηλαστικά) (Tsakaguchi et al., 1999; Savini et al., 

2008). Τα καλύτερα μελετημένα μέλη της οικογένειας όσον αφορά τις σχέσεις δομής 

λειτουργίας, είναι οι μεταφορείς ουρικού οξέος:Η+ UapA και ουρικού οξέος/πουρινών:Η+ UapC 

από τον ασκομύκητα Aspergillus nidulans (Diallinas et al., 1989; Gorfinkiel et al., 1993; 

Diallinas et al., 1995; Papageorgiou et al., 2008) και ο μεταφορέας ξανθίνης:Η+ YgfO από το 

εντεροβακτήριο E. coli (Karatza and Frillingos, 2005; Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 

2008). Για την οικογένεια αυτή θα μιλήσουμε αναλυτικά στην επόμενη παράγραφο (1.3.3). 

Οικογένεια μεταφορεών πουρινών AzgA   

Η δεύτερη οικογένεια, η οποία αναγνωρίστηκε πρόσφατα, ονομάζεται οικογένεια 

Μεταφορέων Πουρινών AzgA (Purine Transporters, AzgA) και ανήκει στην Μείζονα 

Υπεροικογένεια Διευκολυνόμενης Μεταφοράς (Major Facilitator Superfamily, MFS) (TC 2.A.1) 

(http://www.tcdb.org). Η οικογένεια (TC 2.A.1.40) αντιπροσωπεύεται από τον μεταφορέα AzgA 

του ασκομύκητα Aspergilus nidulans που μεταφέρει τις νουκλεοτιδικές βάσεις αδενίνη-

υποξανθίνη-γουανίνη (Cecchetto et al., 2004; Goudela et al., 2006, 2008), καθώς και δύο 

μεταφορείς που χαρακτηρίσθηκαν εντελώς πρόσφατα, AtAzg1 και AtAzg2, από το φυτό 
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Arabidopsis thaliana (Mansfield et al., 2009). Ένας ακόμη μεταφορέας που έχει ταξινομηθεί 

στην οικογένεια αυτή προέρχεται από το Gram-θετικό βακτήριο B. subtilis και είναι ο PbuG που 

μεταφέρει υποξανθίνη και γουανοσίνη (Johansen et al., 2003). Η οικογένεια AzgA περιλαμβάνει 

επίσης μεταφορείς άγνωστης λειτουργίας από διάφορους οργανισμούς όπως αρχαία, βακτήρια, 

μύκητες και φυτά (Neurospora crassa, S. pombe, P. abyssi, Trichodesmium erythaeum, 

Staphylococcus sp., Pseudomonas sp.), ενώ φαίνεται ότι δεν υπάρχει στα Μετάζωα. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι ο AzgA δεν παρουσιάζει σημαντικές ομολογίες στην αλληλουχία του με 

κανέναν άλλο χαρακτηρισμένο μεταφορέα νουκλεοτιδικών βάσεων από τις άλλες 5 γνωστές 

οικογένειες (Cecchetto et al., 2004). Η προβλεπόμενη τοπολογία των μεταφορέων AzgA είναι 

συμβατή με την ύπαρξη 10-12 διαμεμβρανικών τμημάτων α-έλικας (Cecchetto et al., 2004; 

Goudela et al., 2006).  

Οικογένεια συμμεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων-κατιόντων 1 (NCS1) 

Η τρίτη οικογένεια, γνωστή ως οικογένεια Μεταφορέων Σχετιζόμενων με Πουρίνες 

(Purine Related Transporters, PRT) (de Koning & Diallinas, 2000) ή οικογένεια-1 

Συμμεταφορέων Νουκλεοτιδικών βάσεων – Κατιόντων (Nucleobase – Cation Symporters-1, 

NCS1) (Saier et al., 2006). (TC 2.A.39, http://www.tcdb.org), αποτελείται από πάνω από 200 

πρωτεΐνες προερχόμενες από Gram-αρνητικά και Gram-θετικά βακτήρια, μύκητες, αρχαία και 

φυτά. Η οικογένεια περιλαμβάνει συμμεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων:Η+ από 

προκαρυωτικούς οργανισμούς, μύκητες και φυτά. Μέλη αυτής της οικογένειας με γνωστή 

λειτουργία, είναι οι μεταφορείς ουρακίλης Fur4 του εκβλαστητικού σακχαρομύκητα S. 

cerevisiae και του σχιζοσακχαρομύκητα S. pombe (Jund et al., 1988), ο μεταφορέας αλλαντοΐνης 

Dal4 του S. cerevisiae (Yoo et al., 1992) οι μεταφορείς αδενίνης-γουανίνης-υποξανθίνης-

κυτοσίνης Fcy2 του S. cerevisiae (Weber et al., 1990) και Fcy21p του ζυμομύκητα C. albicans 

(Goudela et al., 2006), ο μεταφορέας κυτοσίνης CodB της E. coli (Danielsen et al., 1992) και ο 

μεταφορέας αλλαντοΐνης PucI του B. subtilis (Schultz et al., 2001). Αλληλουχίες άγνωστης 

λειτουργίας που έχουν καταταχθεί στην οικογένεια αυτή έχουν εντοπισθεί σε διάφορους 

οργανισμούς, όπως S. cerevisiae, S. pompe, E. coli, A. nidulans, B. subtilis, Streptococcus sp., 

Pseudomonas sp., P. abyssi και Aeropyrum pernix (de Koning and Diallinas, 2000) 

(www.membranetransport.org). Οι μεταφορείς αυτοί αποτελούνται συνήθως από 10-12 

διαμεμβρανικά τμήματα α-ελίκων (Danielsen et al., 1995; De Montigny et al., 1998) και έχει 

δειχθεί ότι εκτελούν συμμεταφορά του υποστρώματός τους με πρωτόνια (Pinson et al., 1997). 
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Πρόσφατα έχει αναλυθεί η κρυσταλλική δομή ενός μέλους (Mph1) της οικογένειας από το 

Microbacterium liquefaciens σε ευκρίνεια 2.85 Å (Weyand et al., 2008) (βλέπε παραπάνω, 

εδάφιο 1.2.1, δομή 6). Πρόκειται για τη μόνη οικογένεια μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων 

για την οποία διαθέτουμε ήδη ένα μοντέλο δομικής οργάνωσης που στηρίζεται σε 

κρυσταλλογραφικά δεδομένα. Από την άλλη πλευρά, όμως, η μελέτη των σχέσεων δομής-

λειτουργίας στην οικογένεια NCS1 με βιοχημικά και μοριακά γενετικά πειράματα δεν έχει 

προχωρήσει σε σημαντικό βαθμό (Goudela et al., 2006). 

 

Οικογένεια μεταφορεών εξισορρόπησης συγκεντρώσεων νουκλεοσιδίων (ΕΝΤ) 

Η τέταρτη οικογένεια, γνωστή ως οικογένεια Μεταφορέων Εξισορρόπησης 

συγκεντρώσεων Νουκλεοσιδίων (Equilibrative Nucleoside Transporters, ENT) (TC 2.A.57, 

http://www.tcdb.org) περιλαμβάνει μεταφορείς που μεταφέρουν νουκλεοσίδια και 

νουκλεοτιδικές βάσεις. Πολύ καλά μελετημένοι είναι οι ENT μεταφορείς στον άνθρωπο, 

hENT1, hENT2 (Griffiths et al., 1997), hENT3 και hENT4 (Baldwin et al., 2005; Hyde et al., 

2001), (Acimovic and Coe, 2002; Kong et al., 2004 ; Engel and Wang, 2005 ; Baldwin et al., 

2005, 2006; Chen et al., 2006; Zhou, M., et al., 2007; Young et al., 2008) και οι ομόλογοι τους 

στον επίμυ rENT1 και rENT2 (Yao et al., 1997). Επίσης, έχουν μελετηθεί και οι ομόλογοι ΕΝΤ 

μεταφορείς στον ποντικό, mENT1, mENT2 (Kiss et al., 2000) και mENT3 (Baldwin et al., 

2005). Ομόλογά τους υπάρχουν σε μύκητες, πρωτόζωα, νηματώδεις σκώληκες και θηλαστικά 

(de Koning and Diallinas, 2000; Hyde et al., 2001; Landfear et al., 2004; de Koning et al., 2005). 

Πρόκειται για ευρείας εξειδίκευσης μεταφορείς πουρινικών και πυριμιδινικών νουκλεοσιδίων 

και των κυτταροτοξικών αναλόγων τους που χρησιμοποιούνται ως αντικαρκινικά και αντιϊικά 

φάρμακα. Ο hENT2 μεταφέρει επιπλέον πουρίνες (υποξανθίνη, αδενίνη, γουανίνη) και 

πυριμιδίνες (θυμίνη, ουρακίλη) και αποτελεί τον πρώτο μεταφορέα νουκλεοτιδικών βάσεων που 

χαρακτηρίσθηκε στα θηλαστικά (Hyde et al., 2001; Yao et al., 2002), ενώ ο hENT3 μεταφέρει 

αδενίνη (Baldwin et al., 2005). Ιδιαίτερα καλά μελετημένοι είναι και οι μεταφορείς ΕΝΤ στα 

παρασιτικά πρωτόζωα και, ιδιαίτερα, στα είδη της Leishmania. Στα παρασιτικά πρωτόζωα δεν 

υπάρχουν μηχανισμοί σύνθεσης πουρινών de novo  (Arastu-Kapur et al., 2003; Stein et al., 

2003). Η εξασφάλιση πουρινών επιτυγχάνεται με πρόσληψή τους μέσω μεταφορέων της 

οικογένειας ΕΝΤ (www.bioparadigms.org/slc/intro.asp). Η Leishmania major περιέχει 6 μέλη 

της οικογένειας ΕΝΤ, εκ των οποίων οι ΝΤ1.1, ΝΤ1.2 και ΝΤ2 μεταφέρουν νουκλεοσίδια 
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(Vasudevan et al., 1998; Carter et al., 2000), οι ΝΤ3 και ΝΤ4 μεταφέρουν πουρίνες (Sanchez et 

al., 2004; Ortiz et al. 2007, 2009) και ο LmU1 μεταφέρει ουρακίλη (Papageorgiou et al., 2005). 

Από τους μεταφορείς πουρινών, ο NT3 από την L. major μεταφέρει υποξανθίνη, αδενίνη, 

γουανίνη και ξανθίνη, ενώ ο ΝΤ4 μεταφέρει μόνο αδενίνη  (Sanchez et al., 2004). Mελέτες 

απολοιφής (knock out) των αντίστοιχων γονιδίων έδειξαν θνησιμότητα των οργανισμών στην 

περίπτωση απαλοιφής του ΝΤ4, ενώ, στην περίπτωση απαλοιφής του ΝΤ3, δεν παρατηρήθηκε 

καμία επίπτωση στη βιωσιμότητα (Ortiz et al., 2007). Μεταφορείς νουκλεοσιδίων και 

νουκλεοτιδίων έχουν ταυτοποιηθεί και στα πρωτόζωα Trypanosoma brucei και Leishmania 

donovani. Η L. donovani έχει τρεις μεταφορείς ENT (LdNT1.1 και LdNT1.2, μεταφορείς 

αδενοσίνης και πυριμιδινών και LdNT2, μεταφορέας ινοσίνης και γουανοσίνης) (Vasudevan et 

al., 1998; Carter et al., 2000b; Liu et al., 2006) οι οποίοι έχει δειχθεί ότι λειτουργούν ως 

συμμεταφορείς χρησιμοποιώντας την ηλεκτροχημική διαβάθμιση πρωτονίων (Stein et al., 2003), 

ενώ, στο Trypanosoma brucei brucei, έχουν χαρακτηρισθεί οι μεταφορείς τύπου P1 (TbNT2, 

μεταφορέας αδενοσίνης, ινοσίνης, γουανοσίνης) και τύπου P2 (TbAT1, μεταφορέας αδενοσίνης 

και αδενίνης) (Sanchez et al., 1999; Maser et al., 1999; Landfear et al., 2004; de Koning et al., 

2005) καθώς και ο ΝΒΤ1 που μεταφέρει νουκλεοτιδικές βάσεις (αδενίνη, υποξανθίνη, ξανθίνη, 

γουανίνη), νουκλεοσίδια (γουανοσίνη και ινοσίνη) και αλλοπουρινόλη (Burchmore et al., 2003). 

Μεταφορείς ENT έχουν επίσης εντοπισθεί και στα γονιδιώματα των S. cerevisiae, Drosophila 

melanogaster, C. elegans και A. thaliana (Vickers et al., 2000), Plasmodium falciparum (PfNT1, 

μεταφορέας νουκλεοσιδίων/αναλόγων, αδενίνης, υποξανθίνης) (Carter et al., 2000a) και 

Toxoplasma gondii [TgAT, μεταφορέας αδενοσίνης και πιθανός μεταφορέας υποξανθίνης και 

γουανίνης) (Chiang et al., 1999)]. Η τοπολογία τους χαρακτηρίζεται από την παρουσία 10-11 

διαμεμβρανικών α-ελίκων με το N-τελικό τους άκρο να εντοπίζεται κυτταροπλασματικά 

(Sundaram et al., 2001, Hyde et al., 2001).  

Οικογένειες μεταφορέων οργανοκατιόντων & πρόσληψης νουκλεοτιδικών βάσεων των φυτών 

Οι δύο επόμενες οικογένειες απαντώνται μόνο στα Φυτά. Πρόκειται για τις οικογένειες 

των Διαπερασών Οργανοκατιόντων των Φυτών (Plant Organocation Permease, POP) (TC 

2.A.7.14, http://www.tcdb.org) και των Μεταφορέων Πρόσληψης Νουκλεοτιδικών βάσεων 

(Nucleobase Uptake Transporters, NBUT) (TC 2.A.7.19). Η οικογένεια POP περιλαμβάνει 

μεταφορείς υποστρωμάτων σχετιζόμενων με πουρίνες. Ο μόνος μεταφορέας της οικογένειας 

αυτής που έχει χαρακτηρισθεί λειτουργικά είναι ο AtPUP1 της A. thaliana, εξειδικευμένος 
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μεταφορέας νουκλεοτιδικών βάσεων (αδενίνη, κυτοσίνη) ο οποίος εκτελεί συμμεταφορά των 

υποστρωμάτων του με πρωτόνια (Gillissen et al., 2000). Ανάλογα πουρινών (π.χ. υποξανθίνη), 

φυτοορμόνες (π.χ. κυτοκινίνες) και αλκαλοειδή (π.χ. καφεΐνη) αποδείχθηκαν ισχυροί αναστολείς 

της πρόσληψης αδενίνης και κυτοσίνης από τον μεταφορέα AtPUP1, υποστηρίζοντας ότι μπορεί 

να είναι υποστρώματα του (Gillissen et al., 2000; Burkle et al., 2003). Η οικογένεια αυτή επίσης 

περιλαμβάνει 15 παράλογα της A. thaliana και αρκετές αλληλουχίες από άλλα φυτά. Η 

οικογένεια NBUT αποτελείται από μεταφορείς που έχουν ως υποστρώματα ουρεΐδες, κυτοσίνες 

και άλλα ανάλογα υποστρώματα. Αντιπροσωπευτικά μέλη της οικογένειας NBUT είναι οι 

μεταφορείς αλλαντοΐνης AtUPS1 και AtUPS2 της A. thaliana. Πρόκειται για τους πρώτους 

μεταφορείς αλλαντοΐνης που έχουν εντοπιστεί και χαρακτηρισθεί λειτουργικά σε φυτά. 

Μεταφέρουν επίσης ουρικό οξύ και ξανθίνη (Desimone et al., 2002). Ενδιαφέρον παρουσιάζει 

επίσης ότι οι μεταφορείς αυτοί βρέθηκε να μεταφέρουν ουρακίλη, καθώς και 5-φθοροουρακίλη, 

όταν εκφράζονται ετερόλογα σε μύκητες ή ωοκύτταρα Xenopus (Schmidt et al., 2004). Οι 

μεταφορείς AtUPS αποτελούνται από 10 πιθανά διαμεμβρανικά τμήματα με μία εκτενή κεντρική 

κυτταροπλασματική περιοχή (Desimone et al., 2002). Ένας ακόμη μεταφορέας της οικογένειας 

NBUT που παρουσιάζει 75% ταυτότητα καταλοίπων με τον AtUPS1 της A. thaliana 

ταυτοποιήθηκε πρόσφατα στον φασίολο, Phaseolus vulgaris. Πρόκειται για τον μεταφορέα 

PvUPS1 που έχει ως βασικό υπόστρωμα την αλλαντοΐνη αλλά δεσμεύει και τις οξειδωμένες 

πουρίνες ουρικό και ξανθίνη (Pelissier et al., 2004). 

Τέλος, στα θηλαστικά, υπάρχουν και άλλες διακριτές οικογένειες μεταφορέων, 

διαφορετικές από όλες τις παραπάνω, όπου περιλαμβάνονται πρωτεΐνες μεταφοράς ουρικού 

οξέος (Diallinas and Gournas, 2008), όπως είναι ο μεταφορέας URAT1 (ανταλλάκτης 

ουρικού/ανιόντων) του νεφρικού επιθηλίου (Enomoto et al., 2002),  οι μεταφορείς UAT, Oat1, 

Oat3, MRP2, MRP4 και Oatv1 (Bakhiya et al., 2003; Jutabba et al., 2003; Leal-Pinto et al., 

1997; Sekina et al., 1997; Van Aubel et al., 2005) και ο ανταλλάκτης ουρικού/γλυκόζης SLCA9 

(ή GLUT9) του νεφρικού επιθηλίου (Caulfield et al., 2008; Zhao and Keating, 2007). 

 

1.3.3 Η οικογένεια μεταφορέων NAT/NCS2 και το μοτίβο «υπογραφή» ΝΑΤ 

 

Η οικογένεια μεταφορέων NAT/NCS2 είναι η μεγαλύτερη και πιο συντηρημένη 

οικογένεια νουκλεοτιδικών βάσεων. Περιλαμβάνει περισσότερα από 900 μέλη από όλα σχεδόν 
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τα είδη οργανισμών όπως Gram-θετικά και Gram-αρνητικά βακτήρια, αρχαία, μύκητες, φυτά και 

θηλαστικά, εξαιρουμένων μόνο των γονιδιωμάτων ορισμένων ζυμομυκήτων, παρασιτικών 

πρωτοζώων και ενδοπαρασιτικών βακτηρίων (de Koning and Diallinas, 2000). Τα μέλη της 

οικογένειας αυτής, που προέρχονται από μικροοργανισμούς ή φυτά, είναι ειδικοί μεταφορείς 

νουκλεοτιδικών βάσεων (πουρινών ή πυριμιδινών) (de Koning and Diallinas, 2000; Gournas et 

al., 2008). Ωστόσο, τα αντίστοιχα μέλη της οικογένειας που προέρχονται από θηλαστικά, είναι 

ειδικοί μεταφορείς L-ασκορβικού (Tsukaguchi et al., 1999). Η οικογένεια NAT/NCS2 έχει 

απομακρυσμένη μόνο συγγένεια με την οικογένεια NCS1 (κεφάλαιο 1.3.2), ένα μέλος της 

οποίας κρυσταλλώθηκε πρόσφατα (Weyand et al., 2008) (http://www.tcdb.org/tcdb/).  

   

 
 
Εικόνα 1.11 Διαχωρισμός της οικογένειας ΝΑΤ σε τρεις ομάδες ανάλογα με το υπόστρωμα που μεταφέρουν και τα 
καλύτερα μελετημένα μέλη της κάθε ομάδας . Μεταφορείς οξειδωμένων πουρινών (ξανθίνης και/ή ουρικού οξέος, 
YgfO και UapA αντίστοιχα), μεταφορείς ουρακίλης (UraA) και μεταφορείς L-ασκορβικού (SVCT1 και SVCT2). 
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Παρά τον μεγάλο αριθμό μελών που απαρτίζουν την οικογένεια μεταφορέων 

NAT/NCS2, ελάχιστα μέλη έχουν κλωνοποιηθεί και μελετηθεί σε γενετικό και μοριακό επίπεδο 

έως σήμερα. Έχουν χαρακτηρισθεί λειτουργικά οι μεταφορείς του ασκομύκητα A. nidulans 

UapA (μεταφορέας ουρικού και ξανθίνης) (Diallinas & Scazzocchio 1989; Gorfinkiel et al., 

1993; Diallinas et al., 1995, 1998; Meintanis et al., 2000; Amillis et al., 2001, 2004) και UapC 

(μεταφορέας πουρινών με ευρύτερη εξειδίκευση) (Diallinas et al., 1995), οι μεταφορείς ξανθίνης 

της E. coli YgfO και YicE (Karatza and Frillingos, 2005), οι οποίοι πρόσφατα μετονομάστηκαν 

σε XanQ και XanP αντίστοιχα (EcoGene database, www.ecogene.org) [οι τελικές ονομασίες των 

λειτουργικά χαρακτηριζόμενων πρωτεϊνών της E. coli δίνονται σύμφωνα με τη λειτουργία των 

πρωτεϊνών αυτών (π.χ. XanP = Xanthine Permease) και την φυλογενετική τους ανάλυση (π.χ. η 

XanQ = Xanthine Permease, αποδιδόμενη σε γεγονός οριζόντιας μεταφοράς γονιδίου, 

διακρίνεται από την XanP, που αποτελεί ορθόλογο μιας σειράς άλλων πιθανών μεταφορέων 

ξανθίνης των Gram-αρνητικών βακτηρίων)] (Kenneth E. Rudd, προσωπική επικοινωνία), καθώς 

και ο μεταφορέας ουρικού οξέος YgfU (Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα) 

οι μεταφορείς ουρικού/ξανθίνης Lpe1 της Zea mays (Argyrou et al., 2001), Xut1 του 

ζυμομύκητα C. albicans (Goudela et al., 2005), AfUapC του παθογόνου ασκομύκητα A. 

fumigatus (Goudela et al., 2006), οι μεταφορείς ξανθίνης PbuX και ουρικού PucJ και PucK του 

Gram-θετικού βακτηρίου B. subtilis (Christiansen et al., 1997, Schultz et al., 2001), oι 

μεταφορείς ουρακίλης UraA της E. coli (Andersen et al., 1995) και PyrP του Lactococcus lactis 

(Turner et al., 1994, Martinussen et al., 2001), και οι μεταφορείς ασκορβικού οξέος SVCT1 και 

SVCT2 των θηλαστικών (Tsukaguchi et al., 1999).  

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι τα μέλη της οικογένειας NAT/NCS2 μπορούν να 

διακριθούν σε τρεις ομάδες μεταφορέων ανάλογα με το υπόστρωμα τους. Μεταφορείς 

οξειδωμένων πουρινών (ξανθίνης και/ή ουρικού οξέος), μεταφορείς ουρακίλης και μεταφορείς 

L-ασκορβικού (βιταμίνης C), που συναντάμε μόνο στα θηλαστικά (Εικόνα 1.11). Εκτός από 

τους μεταφορείς SVCT1 και SVCT2 που λειτουργούν ως συμμεταφορείς ασκορβικού:Na+ 

(Tsukaguchi et al., 1999), οι μόνοι εκτενώς μελετημένοι μεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων της 

οικογένειας ΝΑΤ είναι ο UapA του ασκομύκητα A. nidulans (Diallinas et al., 1995, 1998; 

Meintanis et al., 2000; Amillis et al., 2001, 2004), που λειτουργεί ως συμμεταφορέας 

ουρικού:H+ ή ξανθίνης:H+, και ο μεταφορέας YgfO, ειδικός συμμεταφορέας ξανθίνης:H+, από το 

εντεροβακτήριο E. coli. Από τα υπόλοιπα μέλη, αρκετές αλληλουχίες πρωτεϊνών που ανήκουν 
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στην οικογένεια ΝΑΤ έχουν αναγνωρισθεί με in silico αναλύσεις σε συνδυασμό με γενετική-

φυσιολογική ανάλυση βακτηριακών οπερονίων (Xi et al., 2000; Schultz et al., 2001; Loh et al., 

2006) και περιορισμένη ή και καθόλου βιοχημική ανάλυση, και οι λειτουργίες τους παραμένουν 

σε μεγάλο βαθμό αδιευκρίνιστες. Για παράδειγμα, ο RutG (YcdG) της E. coli, πλησιέστερο 

ομόλογο (παράλογο) του μεταφορέα ουρακίλης UraA (Andersen et al., 1995; Karatza and 

Frillingos, 2005), έχει προταθεί ως πιθανός μεταφορέας πυριμιδινών βάσει συμμετοχής του 

γονιδίου rutG στο οπερόνιο b1012 γονιδίων rutA-G που ενέχονται σε μια εναλλακτική πορεία 

καταβολισμού ουρακίλης ή θυμίνης (pyrimidine utilization) (Loh et al., 2006). Στα Φυτά, 

εξάλλου, έχουν αναγνωρισθεί 12 μέλη της οικογένειας NAT/NCS2 από την Arabidopsis 

thaliana (AtNAT1-12) βάσει λεπτομερούς φυλογενετικής-γονιδιωματικής ανάλυσης και 

αναλύσεων έκφρασης (με χίμαιρες GFP) για ορισμένα από αυτά, χωρίς να υπάρχουν καθόλου 

λειτουργικά δεδομένα ή φαινότυποι από μία σειρά στελεχών με απαλοιφές (knock-out) των 

AtNAT που εξετάσθηκαν (Maurino et al., 2006). Τέλος, μεταξύ των ασπονδύλων ζώων, στη 

Drosophila melanogaster υπάρχει ένα μόνο ομόλογο της οικογένειας ΝΑΤ, το οποίο πιθανόν να 

λειτουργεί ως μεταφορέας ουρικού (Gournas and Diallinas, 2008 και Gournas et al., 

αδημοσίευτα δεδομένα) καθώς και 5 ομόλογα με πιθανές λειτουργίες μεταφοράς ουρικού στον 

νηματώδη C. elegans (G. Diallinas, προσωπική επικοινωνία).  
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Εικόνα 1.12 Φυλογενετικό δενδρόγραμμα της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2, που τονίζει τα ευκαρυωτικά ομόλογα 
(Gournas et al., 2008). Σε γαλάζιο πλαίσιο φαίνονται οι μεταφορείς ασκορβικού οξέος και σε κόκκινα πλαίσια οι 
καλύτερα μελετημένοι μεταφορείς όσον αφορά τις σχέσεις δομής λειτουργίας (YgfO, UapA). 
 

Φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών αυτών (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) δείχνει 

την ύπαρξη μιας αρχικής τριχοτόμησης, όπου η μια διακλάδωση περιλαμβάνει τους λειτουργικά 

γνωστούς μεταφορείς Φυτών και Θηλαστικών, η δεύτερη τους μεταφορείς των Βακτηρίων και 

του Aspergillus και η τρίτη τα ομόλογα των Αρχαίων (Εικόνα 1.12) (de Koning and Diallinas, 

2000; Gournas et al., 2008). Τα μικροβιακά μέλη της οικογένειας, από Βακτήρια και από 

Μύκητες, έχουν μεγαλύτερη ομοιότητα μεταξύ τους (ταυτότητα καταλοίπων 30-35%) παρά με 

ομόλογα από Φυτά και από Μετάζωα (ταυτότητα 22-24%). Τα ομόλογα και οι μεταφορείς ΝΑΤ 

από Μετάζωα έχουν μεταξύ τους ταυτότητα καταλοίπων 35-40% και 25% σε σχέση με ομόλογα 

των Φυτών. Με βάση αυτήν την ανάλυση, προτείνεται ότι οι εξειδικευμένοι για τη μεταφορά 

νουκλεοτιδικών βάσεων μεταφορείς ΝΑΤ είναι ευρέως διαδεδομένοι από τα Προκάρυα μέχρι 
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τους Ιχθύες, αλλά απουσιάζουν πιθανόν από πολλά είδη Θηλαστικών και δεν υπάρχουν καθόλου 

στα Πρωτεύοντα (Gournas et al., 2008). Από την άλλη πλευρά, μεταφορείς ΝΑΤ που είναι 

ειδικοί για μεταφορά L-ασκορβικού οξέος φαίνεται να υπάρχουν στους Ιχθύες, στα Αμφίβια, 

στα Μαρσιποφόρα και σε άλλα Θηλαστικά, συμπεριλαμβανομένων των Πρωτευόντων. Η 

παρατήρηση αυτή οδηγεί στην υπόθεση ότι οι μεταφορείς ΝΑΤ L-ασκορβικού των Θηλαστικών 

προέρχονται πιθανόν από την εξέλιξη των μεταφορέων ουρικού οξέος και ξανθίνης των 

κατώτερων Ευκαρύων, αν και ουρικό οξύ και ξανθίνη έχουν εντελώς διαφορετική χημική δομή 

από το L-ασκορβικό.  Αξίζει, πάντως, να σημειωθεί ότι το ασκορβικό και το ουρικό έχουν 

παρόμοιες και συμπληρωματικές λειτουργίες στα θηλαστικά. Είναι, και οι δύο, βασικές 

αντιοξειδωτικές ουσίες που απαλλάσσουν το πλάσμα του αίματος από δραστικές μορφές 

(ελεύθερες ρίζες) οξυγόνου (Ames et al., 1981; Frei et al., 1989; Nyyssonen et al., 1997). Το 

ασκορβικό οξύ, επιπρόσθετα, είναι απαραίτητο για αρκετές ενζυμικές αντιδράσεις, όπου 

διατηρεί τα ιόντα μεταλλικών συμπαραγόντων στην ανηγμένη τους μορφή και απομακρύνει τις 

ελεύθερες ρίζες, προφυλάσσοντας τους ιστούς από οξειδωτική καταστροφή. Επιπλέον, το 

ουρικό σταθεροποιεί το ασκορβικό οξύ στα βιολογικά υγρά (Sevanian et al., 1991). Η 

σπουδαιότητα του ουρικού οξέος ως αντιοξειδωτικού, είναι ιδιαίτερα εμφανής σε είδη που δεν 

μπορούν να συνθέσουν ασκορβικό οξύ. Κατά πόσον το γεγονός αυτό είναι σύμπτωση ή έχει 

παίξει κάποιο ρόλο στην εξέλιξη του μεταφορέα ασκορβικού των θηλαστικών από έναν 

μεταφορέα ουρικού παραμένει άγνωστο (Hediger, 2002a, b).  

Εν γένει, κοινά χαρακτηριστικά στοιχεία μεταξύ των μελών της οικογένειας ΝΑΤ και 

κριτήρια για την κατάταξη μιας άγνωστης πρωτεΐνης στην οικογένεια αυτή θεωρούνται ότι είναι: 

το μέγεθος να κυμαίνεται από 450-600 αμινοξέα, η τοπολογική διευθέτηση να εμπεριέχει 12-14 

διαμεμβρανικά τμήματα α-έλικας (TMSs) συνδεόμενα μεταξύ τους με μικρές υδρόφιλες 

περιοχές αλληλουχίας (loops), με το N-τελικό και το C-τελικό άκρο προσανατολισμένα προς το 

κυτταρόπλασμα, και να απαντώνται δύο τουλάχιστον χαρακτηριστικά μοτίβα αλληλουχίας, τα 

οποία εμφανίζουν υψηλό βαθμό συντήρησης μεταξύ των μεταφορέων NAT, πρώτον, το 

λεγόμενο μοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας ΝΑΤ (Diallinas et al., 1998) 324[Q/E/P]-N-X-G-

X-X-X-X-T-[R/K/G]333 (η αρίθμηση αφορά την αλληλουχία του ομολόγου YgfO, από την E. 

coli), που εντοπίζεται ακριβώς πριν την αρχή του 9ου διαμεμβρανικού τμήματος (Koukaki et al., 

2005; Karatza et al., 2006) και, δεύτερον, ένα μοτίβο Q30H31 (η αρίθμηση αφορά την 

αλληλουχία του ομολόγου YgfO, της E. coli) στο μέσον του 1ου διαμεμβρανικού τμήματος 
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(Pantazopoulou and Diallinas, 2006; Karena and Frillingos, 2009). Στο επόμενο εδάφιο (1.3.3.1), 

γίνεται εκτενέστερη ανάλυση της σημασίας του μοτίβου «υπογραφή» 324-333 (NAT signature 

motif).  

Παρά την σπουδαιότητα των μεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ, οι μελέτες που έχουν 

γίνει για τις σχέσεις δομής – λειτουργίας αφορούν κατά κύριο λόγο δύο μόνο μέλη 

(περιγράφονται αναλυτικά στα εδάφια 1.3.3.2 και 1.3.3.3), τον εξειδικευμένο συμμεταφορέα 

ουρικού/ξανθίνης:Η+ UapA, από τον ασκομύκητα Α. nidulans (Diallinas et al., 1998; Meintanis 

et al., 2000; Amilis et al., 2001; Koukaki et al., 2005; Vlanti et al., 2006; Pantazopoulou and 

Diallinas, 2006, 2007; Papageorgiou et al., 2008) και τον εξειδικευμένο συμμεταφορέα 

ξανθίνης:Η+ YgfO (ή XanQ), από το εντεροβακτήριο Ε. coli (Karatza and Frillingos, 2005; 

Goudela et al., 2005; Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008; Karena and Frillingos, 2009). 

Αν και δεν υπάρχει διαθέσιμο κάποιο αναλυτικό μοντέλο τριτοταγούς δομής, προσπάθειες 

κρυστάλλωσης και κρυσταλλογραφικής ανάλυσης τόσο του YgfO (Stroud et al., 2009) (H. 

Ronald Kaback και Vladimir Mokhonov, UCLA, προσωπική επικοινωνία) όσο και του UapA 

(Bernadette Byrne, Imperial College, London) βρίσκονται σε εξέλιξη. Επίσης, σε σχετικά μικρό 

βαθμό έχουν μελετηθεί ο μηχανισμός και οι σχέσεις δομής-λειτουργίας στα ομόλογα hSVCT1 

και hSVCT2 του ανθρώπου, που είναι συμμεταφορείς L-ασκορβικού:Na+ (Sotiriou et al., 2002; 

Gogoy et al., 2007; Varma et al., 2008, 2009; Carpile et al., 2009). Συνοπτικά, σημαντικά 

ερωτήματα που αφορούν την τοπολογία, τριτοταγή δομή, κέντρο δέσμευσης υποστρώματος και 

μηχανισμό μεταφοράς των υποστρωμάτων των μεταφορέων ΝΑΤ εξακολουθούν να παραμένουν 

αναπάντητα, έως σήμερα. Ακολουθεί μια αναλυτική περιγραφή των εως τώρα δεδομένων από τα 

δύο καλύτερα μελετημένα ομόλογα της οικογένειας ΝΑΤ (YgfO και UapA). 
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1.3.3.1 Το μοτίβο «υπογραφή» ΝΑΤ  
 

Ανάλυση της κωδικοποιούσας αλληλουχίας των χαρακτηρισμένων μελών της οικογένειας 

ΝΑΤ/NCS2 (Εικόνα 1.13), έδειξε μια 10πεπτιδική αλληλουχία με υψηλό βαθμό συντήρησης, η 

οποία περιλαμβάνεται σε μια ευρύτερη περιοχή που ανακαλύφθηκε από πειράματα ανάλυσης 

χιμαιρικών πρωτεϊνών UapA/UapC (Diallinas et al., 1998). Η αλληλουχία αυτή [324(Q/E/P-N-

X/N-G-X-X-X/Q-X-T-(K/R/G)333] (αρίθμηση βάσει του μεταφορέα YgfO, όπου Χ υδρόφοβο 

αμινοξύ) ονομάστηκε μοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας μεταφορέων νουκλεοτιδικών 

βάσεων-ασκορβικού (NAT signature motif) (Diallinas et al., 1998; Amillis et al., 2000). Τα 

κατάλοιπα Ν325, G328 και Τ332 είναι απόλυτα συντηρημένα σε όλα τα μέλη που έχουν 

χαρακτηριστεί λειτουργικά καθώς και στην συντριπτική πλειοψηφία όλων των ομολόγων, από 

τα βακτήρια έως τον άνθρωπο, που προβλέπονται βάσει της αλληλουχίας 

(http://www.membranetransport.org). Το κατάλοιπο-324 παρουσιάζει υψηλή συντήρηση μεταξύ 

όλων των μελών, είτε ως γλουταμίνη (Q) στους μεταφορείς ξανθίνης, ουρικού ή ουρικού και 

ξανθίνης, του A. nidulans (UapA, UapC), του A. nidulans (AfUapC), της C. albicans (Xut1), του 

B. subtilis (PbuX, PucJ) και της Ε. coli (YgfO, YicΕ), είτε ως γλουταμικό (Ε) στους μεταφορείς 

ουρακίλης από βακτήρια (UraA, PyrP) και στον μεταφορέα πουρινών (ουρικού/ξανθίνης) της 

Ζea mays (Lpe1), είτε ως προλίνη (Ρ) στους μεταφορείς L-ασκορβικού του ανθρώπου (hSVCT1, 

hSVCT2). Το κατάλοιπο-333, επίσης, συντηρείται είτε ως λυσίνη (Κ) ή αργινίνη (R) στους 

μεταφορείς ακορβικού (hSVCT1, hSVCT2), ουρακίλης (UraA, PyrP), ουρικού (PucJ, YgfU), ή 

ουρικού και ξανθίνης (UapA, UapC, AfUapC, Xut1, Lpe1) είτε ως γλυκίνη (G) στους 

μεταφορείς ξανθίνης της Ε. coli (YgfO, YicΕ) και στον μεταφορέα ξανθίνης του B. subtilis 

(PbuX): βάσει αυτού του μοτίβου συντήρησης, έχει προταθεί συμμετοχή του καταλοίπου 

G/R/K333 στον καθορισμό της εξειδίκευσης ως προς την διάκριση υποστρωμάτων μεταξύ 

ουρικού και ξανθίνης και μεταξύ αναγνώρισης ή μη υποκαταστάσεων στη θέση 8 του 

πουρινικού δακτυλίου (Goudela et al., 2005; Karatza et al., 2006). Ο ρόλος του μοτίβου 

«υπογραφή» ΝΑΤ έχει μελετηθεί αναλυτικά στους μεταφορείς UapA και YgfO, όπως 

παρουσιάζεται παρακάτω (εδάφια 1.3.3.2 και 1.3.3.3). 
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Εικόνα 1.13 Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τμήματος των αλληλουχιών της περιοχής του μοτίβου 
«υπογραφή», 324QNXGXXXXTG333, των 17 χαρακτηρισμένων μεταφορέων της οικογένειας NAT/NCS2: E. coli 
YgfO (P67444), YicE (P0AGM9) και UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK (O32140) και PucJ 
(O32139), Clostridium perfringens YcpX (BAB80103), Lactococcus lactis PyrP (AAK05701), Aspergillus nidulans 
UapA (Q07307) και UapC (P487777), Aspergillus fumigatus AfUapC (XP748919), Candida albicans Xut1 
(AAX2221), Zea mays Lpe1 (AAB17501), Homo sapiens SVCT1 (SLC23A1) (AAH50261) και SVCT2 
(SLC23A2) (Q9UGH3) και 2 μεταφορέων που μελετώνται αυτή τη στιγμή στο εργαστήριο μας, των YgfU 
(Q46821) (Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα) και  MoorT (Moth_2478) (Mermelekas, 
Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα). Η ανάλυση στοίχισης των αλληλουχιών έγινε με το 
πρόγραμμα ClustalW.  
 
 

1.3.3.2 Ο μεταφορέας ουρικού/ξανθίνης UapA του ασκομύκητα A. nidulans  

Ο πολυκυτταρικός ασκομύκητας A. nidulans είναι ικανός να προσλαμβάνει πουρίνες και 

πυριμιδίνες από το περιβάλλον του. Στο σύστημα του Aspergillus, oι πουρίνες, σε αντίθεση με 

τις πυριμιδίνες, μπορούν να καταβολιστούν πλήρως και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

μοναδικές πηγές αζώτου. Στον μύκητα αυτό, η πρόσληψη των πουρινών πραγματοποιείται από 

τρείς πρωτεΐνες μεταφορείς: UapA, UapC και AzgA (Scazzocchio, 1994; Diallinas et al., 1995). 

Ο UapA είναι υψηλής συγγένειας (Km 7-8 μΜ) μεταφορέας ουρικού και ξανθίνης, καθώς και 

των αναλόγων τους 2-θειουρικού, 2-θειοξανθίνης, αλλοπουρινόλης και οξυπουρινόλης 

(Diallinas and Scazzocchio, 1989; Gorfinkiel et al., 1993). Ο UapC είναι ένας ευρύτερης 
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εξειδίκευσης μεταφορέας πουρινών, υψηλής συγγένειας για ξανθίνη (Κm 5 μΜ), χαμηλότερης 

συγγένειας για ουρικό όξύ (Κm 130 μΜ) και πολύ μικρής συγγένειας για άλλες πουρίνες ή 

ανάλογα πουρινών (Diallinas et al., 1995). Ο AzgA, τέλος, είναι ένας υψηλής συγγένειας 

μεταφορέας αδενίνης, γουανίνης και υποξανθίνης (Cecchetto et al., 2004, Goudela et al., 2006). 

Οι δύο από αυτές τις πρωτεΐνες (UapA, UapC) ανήκουν στην οικογένεια NAT/NCS2, ενώ ο 

AzgA ανήκει στην Μείζονα Υπεροικογένεια MFS, οικογένεια AzgA (εδάφιο 1.3.2). Ως προς τις 

σχέσεις δομής-λειτουργίας τους, έχει μελετηθεί ιδιαίτερα ο μεταφορέας UapA. Πρόκειται για 

έναν υψηλής συγγένειας (Km 7-8 μΜ) συμμεταφορέα ουρικού/ξανθίνης: Η+, αλλά με 

περιορισμένη ικανότητα πρόσληψης και αναλόγων πουρινών, όπως 2-θειουρικού, 2-

θειοξανθίνης, 3-μεθυλοξανθίνης, και των φαρμάκων αλλοπουρινόλη και οξυπουρινόλη 

(Diallinas et al., 1998; Meintanis et al., 2000; Goudela et al., 2005).  

Το γονίδιο uap ήταν το πρώτο γονίδιο ενός μεταφορέα της οικογένειας NAT που 

κλωνοποιήθηκε (Diallinas and Scazzocchio, 1989) και προσδιορίστηκε ως προς την αλληλουχία 

του (Gorfinkiel et al., 1993). H πρώτη προσπάθεια για την αναγνώριση σημαντικών περιοχών 

για τη λειτουργία του μεταφορέα UapA έγινε με πειράματα ανάλυσης χιμαιρικών πρωτεϊνών 

μεταξύ UapA και του ευρύτερης εξειδίκευσης μεταφορέα ΝΑΤ του A. nidulans, UapC, που 

παρήχθησαν με τυχαιακό τρόπο, βάσει ενός πρωτοκόλλου λειτουργικής συμπλήρωσης in vivo 

(in vivo complementation) (Diallinas et al., 1998). Στη συνέχεια, έγινε εντοπισμός των 

σημαντικών καταλοίπων σε συνδυασμό με πειράματα μεταλλαξιγένεσης σημειακής στόχευσης 

και κατασταλτικών μεταλλαγών δεύτερης θέσης (second-site suppressor mutations) επιλεγμένων 

μεταλλαγμάτων της UapA (Diallinas et al., 1998; Meintanis et al., 2000; Amilis et al., 2001; 

Koukaki et al., 2005; Vlanti et al., 2006; Papageorgiou et al., 2008). Τα πειράματα αυτά 

εντόπισαν μια ευρεία περιοχή 70 περίπου καταλοίπων του UapA που θεωρήθηκε κρίσιμη για την 

αναγνώριση των διαφορετικών υποστρωμάτων και την εξειδίκευση των μεταφορέων του 

Aspergillus (Diallinas et al., 1998). Η περιοχή αυτή εντοπίζεται μεταξύ του 8ου και 9ου 

διαμεμβρανικού τμήματος στο τοπολογικό μοντέλο των 12 διαμεμβρανικών τμημάτων. Προς 

επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων που προέκυψαν από την ανάλυση των χιμαιρικών πρωτεϊνών, 

κατασκευάστηκε, με στοχευμένη πλέον μεταλλαξιγένεση, μια ακόμη χιμαιρική πρωτεΐνη η 

οποία αποτελείται από την πλήρη αλληλουχία του UapA, όπου όμως η περιοχή των 70 

καταλοίπων είχε αντικατασταθεί από την αντίστοιχη αλληλουχία του UapC. Η χιμαιρική αυτή 

πρωτεΐνη συμπεριφέρθηκε λειτουργικά όπως ο μεταφορέας UapC, εμφάνισε δηλ. την ευρύτερη 
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εξειδίκευση ως προς τις πουρίνες που έχει ο μεταφορέας UapC (Diallinas et al., 1998). Ανάλυση 

της κωδικοποιούσας αλληλουχίας των μελών της οικογένειας NAT/NCS2 (Εικόνα 1.12) έδειξε 

ότι η περιοχή των 70 καταλοίπων περιλαμβάνει μια χαρακτηριστική υποπεριοχή αλληλουχίας, 

10 περίπου καταλοίπων, με πολύ υψηλή συντήρηση [408(Q/E/P)NXGXXXXT(K/R/G)417], που 

ονομάστηκε μοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας ΝΑΤ (Εικόνα 1.13). Μεταγενέστερες μελέτες 

μεταλλαξιγένεσης ανέδειξαν τη λειτουργική σχέση της περιοχής αυτής με την δέσμευση και 

μεταφορά υποστρώματος στον UapA (Meintanis et al., 2000; Amillis et al., 2001; Koukaki et 

al., 2005; Papageorgiou et al., 2008). Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν τα εξελικτικά συντηρημένα 

κατάλοιπα της περιοχής του μοτίβου-«υπογραφή» Q408, N409, G411, T416 και R417 (Koukaki 

et al., 2005). Σε πειράματα ανάπτυξης του ασκομύκητα με μοναδική πηγή αζώτου ουρικό ή 

ξανθίνη ή και άλλες πουρίνες, οι μεταλλαγές των Q408 ή Ν409 είχαν τις σοβαρότερες 

επιπτώσεις, δείχνοντας ότι αυτά τα κατάλοιπα είναι ουσιαστικής σημασίας για τη λειτουργία του 

UapA. Αντίθετα, μεταλλαγές στα υψηλά συντηρημένα κατάλοιπα του μοτίβου G411 και Τ416 

(G411A, G411P, T416N) βρέθηκε ότι αλλάζουν την εξειδίκευση του μεταφορέα, με τέτοιο 

τρόπο ώστε, εκτός από ξανθίνη και ουρικό οξύ, να αναγνωρίζει, με μικρότερη συγγένεια, 

υποξανθίνη και αδενίνη (Koukaki et al., 2005), ενώ η μεταλλαγή R417G οδηγεί σε αδυναμία 

αναγνώρισης αναλόγων ξανθίνης/ουρικού με υποκαταστάσεις στον ιμιδαζολικό δακτύλιο της 

πουρίνης (8-αζαξανθίνη, 9-μεθυλοξανθίνη) (Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005). 

 Παράλληλα, τα αποτελέσματα των μελετών οδήγησαν στην πρόταση ότι τα κατάλοιπα 

Q408 και Ν409 είναι απαραίτητα για την δέσμευση και την μεταφορά του υποστρώματος, 

αντίστοιχα. Πειράματα ανταγωνισμού με ανάλογα πουρινών έδειξαν ότι το μετάλλαγμα Q408Ε 

μπορεί να εμπλέκεται άμεσα στη δέσμευση υποστρώματος σχηματίζοντας δεσμό υδρογόνου με 

το πρωτονιωμένο άζωτο Ν9-Η των πουρινών 7-δεαζαξανθίνης, υποξανθίνης ή γουανίνης 

(Koukaki et al., 2005) ή με την κετοομάδα C8=O του ουρικού οξέος (Koukaki et al., 2005; 

Goudela et al., 2005). Τέλος, μια πρόσφατη μελέτη τυχαίας μεταλλαξιγένεσης έδειξε ότι στην 

ευρύτερη περιοχή αλληλουχίας μεταξύ των διαμεμβρανικών τμημάτων 8 και 9 (Diallinas et al., 

1998) εμπεριέχονται δύο ακόμα υψηλά συντηρημένα κατάλοιπα, Glu356 και Asp388, που είναι 

ουσιαστικά για τη λειτουργία του μεταφορέα UapA (Papageorgiou et al., 2008).  

Εκτός της περιοχή του μοτίβου «υπογραφή», έχουν μελετηθεί και άλλες περιοχές του 

UapA όπως η περιοχή του δωδέκατου διαμεμβρανικού τμήματος, για την οποία βρέθηκε ότι 

αντικατάσταση της Phe-528, στο μέσον της διαμεμβρανικής αυτής έλικας, με κάποιο αμινοξύ 
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μικρού μεγέθους (Ser, Ala) οδηγεί στην αναγνώριση και μεταφορά, με χαμηλή συγγένεια, μιας 

νέας σειράς πουρινών (όπως υποξανθίνη, γουανίνη), χωρίς όμως να επηρεάζεται η υψηλή 

συγγένεια του UapA για τα φυσιολογικά του υποστρώματα (ουρικό oξύ, ξανθίνη, οξυπουρινόλη) 

(Amillis et al., 2001; Vlanti et al., 2006). Αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η Phe-528 

λειτουργεί ως μοριακό «φίλτρο» για την αναγνώριση των κατάλληλων πουρινών στον UapA και 

τον αποκλεισμό των πουρινών που δεν είναι υποστρώματα, χωρίς όμως να αποτελεί, sensu 

strictu, τμήμα του ενεργού κέντρου του μορίου (Vlanti et al., 2006). Ακολούθως, βρέθηκε ότι 

και τα κατάλοιπα Τ526 και Q113, το πρώτο στο 12ο διαμεμβρανικό τμήμα και το δεύτερο στο 

συνδετικό τμήμα μεταξύ των διαμεμβρανικών τμημάτων 1 και 2 «χαλαρώνουν» την εξειδίκευση 

του μεταφορέα UapA, αλλά και πάλι χωρίς να επηρεάζεται η υψηλή συγγένεια του UapA για 

ουρικό οξύ και ξανθίνη (Papageorgiou et al., 2008). Μελετήθηκε, επίσης, ο ρόλος του μοτίβου 

Q85H86 στο μέσον του 1ου διαμεμβρανικού τμήματος του UapA, καθώς και ενός μοτίβου 

«επανάληψης λευκινών» (leucine zipper) που υπάρχει μόνο στον UapA και όχι σε άλλους 

μεταφορείς NAT και αποτελείται από τρία κατάλοιπα λευκίνης (L77, L84, L91) που εμπίπτουν 

διαδοχικά στην μία όψη της προβλεπόμενης διαμεμβρανικής α-έλικας (Pantazopoulou and 

Diallinas, 2006). Τα αποτελέσματα υπέδειξαν ότι το μοτίβο επανάληψης λευκινών παίζει ρόλο 

στην προσαρμογή του διαμεμβρανικού τμήματος 1 με άλλα διαμεμβρανικά τμήματα του UapA 

για το καταλληλότερο πακετάρισμα της δομής, η συντηρημένη Q85 είναι σημαντική για τη 

συγγένεια δέσμευσης και την εξειδίκευση του μεταφορέα, ενώ η συντηρημένη Η86 παίζει ρόλο 

στην έκφραση και την ορθή στόχευση του μεταφορέα στην πλασματική μεμβράνη και όχι στη 

λειτουργία του UapA αυτή καθαυτή (Pantazopoulou and Diallinas, 2006).  

Πρόσφατα, ο συνδυασμός μελετών στοχευμένης μεταλλαξιγένεσης και κατασταλτικών 

μεταλλαγών που απομονώθηκαν επιλέγοντας για στελέχη του ασκομύκητα με ικανότητα 

αύξησης σε αδενίνη, οδήγησε την ερευνητική ομάδα του Γ. Διαλλινά να προτείνει ένα μοντέλο 

λειτουργικής αλληλεπίδρασης μεταξύ των περιοχών του διαμεμβρανικού τμήματος 1, 

διαμεμβρανικού τμήματος 12 και της ευρύτερης περιοχής του μοτίβου-«υπογραφή» μεταξύ των 

τμημάτων 8 και 9, κατά το οποίο η αλληλεπίδραση αυτή καθορίζει την συγγένεια δέσμευσης και 

την εξειδίκευση του UapA για το ουρικό οξύ, που αποτελεί το κυρίως υπόστρωμα του 

μεταφορέα UapA (Papageorgiou et al., 2008). 

Μέχρι σήμερα, ο μεταφορέας UapA αποτελεί το εκτενέστερα μελετημένο παράδειγμα 

ενός ευκαρυωτικού μέλους της οικογένειας μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων – ασκορβικού 
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(NAT/NCS2 family). Οι μελέτες του UapA μας δίνουν μια σημαντική βάση σύγκρισης για την 

κατανόηση των διαφορών αναγνώρισης υποστρωμάτων και εξειδίκευσης, σε σχέση με τον άλλο 

πολύ καλά μελετημένο μεταφορέα NAT, από ένα πρότυπο βακτηριακό σύστημα, τον YgfO 

(XanQ), ο οποίος παρουσιάζεται στη συνέχεια.   

 

1.3.3.3 Ο μεταφορέας ξανθίνης YgfO του εντεροβακτηρίου E. coli  

Το γονιδίωμα της E. coli K-12 περιέχει 10 γονίδια που κατατάσσονται στην οικογένεια 

NAT/NCS2 (www.membranetransport.org), εκ των οποίων 5 διατηρούν καθαρά την αλληλουχία 

του μοτίβου-«υπογραφή» Q/E-N-X-G-X-X-X-X-T-G/R/K, ομαδοποιούνται στην υποοικογένεια 

COG2233 και τα γονιδιακά τους προϊόντα έχουν χαρακτηρισθεί, οι YgfO (ή XanQ) και YicE (ή 

XanP) ως ειδικοί μεταφορείς ξανθίνης (Karatza and Frillingos, 2005), o UraA ως μεταφορέας 

ουρακίλης (Anderesen et al., 1995), o YgfU (ή PbuX), πρόσφατα, ως μεταφορέας ουρικού 

(Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα) και ο RutG (ή YcdG), ως χαμηλής 

συγγένειας μεταφορέας ξανθίνης (Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα), αν 

και, βάσει φυλογενετικής και γονιδιωματικής ανάλυσης, είχε προταθεί (Luh et al., 2006) ότι 

μπορεί να λειτουργεί ως πιθανός μεταφορέας πυριμιδινών (θυμίνης ή ουρακίλης). Τα υπόλοιπα 5 

NAT γονίδια δεν διατηρούν το χαρακτηριστικό μοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας (Karatza 

and Frillingos, 2005), ομαδοποιούνται σε διακριτή υποοικογένεια (COG2252) και πρόσφατες 

μελέτες του εργαστηρίου μας έδειξαν ότι τα αντίστοιχα γονιδιακά προϊόντα είτε δεν 

εκφράζονται σε επαρκή επίπεδα στη μεμβράνη (YicO) είτε δεν μπορούν να μεταφέρουν κανένα 

από τα τρία πιθανότερα υποστρώματα, ουρικό, ξανθίνη ή ουρακίλη (YbbY, YgfQ, YjcD, PurP) 

(Papakostas and Frillingos, αδημοσίευτα αποτελέσματα). Σε σχέση με την φυσιολογική σημασία 

της μεταφοράς των νουκλεοτιδικών αυτών βάσεων στα εντεροβακτήρια, η E. coli είναι γνωστό 

ότι δεν μπορεί να χρησιμοποιήσει άλλες πουρίνες εκτός από αδενίνη (ή αδενοσίνη) σαν 

μοναδικές πηγές αζώτου κατά την αερόβιο αύξησή της, αντίθετα με Gram-θετικά βακτήρια όπως 

ο Bacillus subtilis (Schultz et al., 2001), αλλά μπορεί να χρησιμοποιεί υποξανθίνη, γουανίνη 

(γουανοσίνη), ή ξανθίνη (ξανθοσίνη) ως επικουρικές πηγές αζώτου για την αερόβιο αύξησή της, 

όταν ως βασική πηγή αζώτου υπάρχει αμμώνιο ή ασπαρτικό (Xi et al., 2000; Karatza and 

Frillingos, 2005). Η χρήση της ξανθίνης ή υποξανθίνης (όχι, όμως, και του ουρικού) ως 

επικουρικής πηγής αζώτου κατά την αύξηση της E. coli K-12 (Karatza and Frillingos, 2005) 

μπορεί να οφείλεται είτε σε αναβολισμό τους μέσω της οδού περίσωσης πουρινών (purine 
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salvage pathway) (Zalkin and Nygaard, 1996) είτε σε μερικό καταβολισμό τους προς αλλαντοΐνη 

ή αλλαντοϊκό (Xi et al., 2000).       

Έως σήμερα, από τα 10 ομόλογα της E. coli, οι σχέσεις δομής-λειτουργίας έχουν 

μελετηθεί εκτενώς με μεταλλαξιγένεση στον μεταφορέα YgfO (Karatza and Frillingos, 2005; 

Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008; Karena and Frillingos, 2009). Πρόκειται για έναν 

υψηλής συγγένειας συμμεταφορέα ξανθίνης:Η+ (Κm 4-5 μΜ) (Karatza and Frillingos, 2005). 

Παρά το γεγονός ότι η E. coli δεν χρησιμοποιεί πουρίνες (εκτός αδενίνης) ως μοναδική πηγή 

αζώτου και δεν μπορούν να εφαρμοσθούν πρωτόκολλα δοκιμασιών αύξησης (growth assays) σε 

ξανθίνη, υποξανθίνη ή ουρικό, όπως στο σύστημα του A. nidulans (Papageorgiou et al., 2008), 

υπάρχει η δυνατότητα εφαρμογής άλλων μεθοδολογιών, μοριακής βιολογίας, βιοχημείας και 

βιοφυσικής, κυρίως, που προσφέρουν σημαντικά πλεονεκτήματα στο βακτηριακό σύστημα. Τα 

μεθοδολογικά πλεονεκτήματα μπορούν να συνοψισθούν ως εξής: 

 (1) Τα βακτηριακά μέλη της οικογένειας ΝΑΤ περιέχουν μικρό σχετικά αριθμό καταλοίπων 

κυστεΐνης (π.χ. 5 στον YgfO και 4 στον YicE, έναντι 18 στον UapA), πράγμα που επιτρέπει 

ευχερέστερη εφαρμογή των μεθόδων της μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning 

mutagenesis) (Frillingos et al., 1998), μετά από κατασκευή λειτουργικών μεταφορέων 

ελεύθερων κυστεϊνών (Cys-less permeases), όπως έχει γίνει με πολλές άλλες βακτηριακές 

πρωτεΐνες αυτού του τύπου (van  Iwaarden et al., 1991; Weissborn et al., 1997; Jung et al., 1998; 

Sahin-Toth et al., 2000; Slotboom et al., 2001; Culham et al., 2003; Tavoulari and Frillingos, 

2008). Αντίθετα, για την εφαρμογή των μεθοδολογιών κυστεϊνικής σάρωσης (κεφάλαιο 1.6, 

παρακάτω) σε ευκαρυωτικούς μεταφορείς που περιέχουν συχνά μεγάλο αριθμό καταλοίπων Cys 

και, μάλιστα, πολλές φορές με σημαντικούς ρόλους π.χ. μέσω σχηματισμού δι-σουλφιδικών 

δεσμών που είναι σημαντικοί για την στόχευση στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, δομική 

σταθερότητα ή, ακόμη, και λειτουργικό ολιγομερισμό (Dorn et al., 2009), χρησιμοποιούνται 

κατ’ ανάγκη μεταφορείς που έχουν απαλλαχθεί από ορισμένες μόνο και όχι όλες τις εγγενείς 

(native) κυστεΐνες (μεταφορείς απεμπλουτισμένοι κυστεϊνών, Cys-depleted) (Huntley et al., 

2004; Sato et al., 2004), εκτός λίγων εξαιρέσεων, για μεταφορείς με 3-8 εγγενή κατάλοιπα Cys, 

όπως σε περιπτώσεις μεταφορέων από ζυμομύκητες (Berhe et al., 2001; Hatanaka et al., 2001) ή 

ασκομύκητες (Unkles et al., 2005; Kafasla et al., 2007). Πλήρως λειτουργικοί μεταφορείς 

ελεύθεροι κυστεϊνών έχουν ήδη κατασκευασθεί και ελεγχθεί λειτουργικά στο εργαστήριό μας 
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τόσο για τον μεταφορέα YgfO (XanQ) όσο και για τον YicE (XanP) και ο Cys-less YgfO 

χρησιμοποιείται για πειράματα μεταλλαξιγένεσης (Karatza et al., 2006). 

 (2) Η υπερέκφραση και απομόνωση μεμβρανικών πρωτεϊνών από ένα βακτηριακό σύστημα 

είναι πιο προσιτή τεχνικά, όπως μαρτυρά και η σχεδόν καθολική επικράτηση βακτηριακών 

ομολόγων μεταξύ των κρυσταλλικών δομών των μεταφορέων που έχουν λυθεί (κεφάλαιο 1.2). Η 

δυνατότητα να έχουμε τα αντίστοιχα βακτηριακά ομόλογα των μεταφορέων σε καθαρή μορφή, 

είτε μετά από ανασύσταση σε πρωτεολιποσωμάτια είτε σε κατάλληλα διαλύματα ήπιων 

απορρυπαντικών, επιτρέπει την εφαρμογή αναλυτικών βιοφυσικών τεχνικών με σημαντική 

συνεισφορά στην κατανόηση των σχέσεων δομής-λειτουργίας (Frillingos et al., 1998; Guan and 

Kaback, 2006), όπως αναφέρθηκε συνοπτικά στην εισαγωγική παράγραφο του κεφαλαίου 1.2. 

(3) Υπάρχει επίσης η ευχέρεια μελέτης συγκεκριμένων συνιστωσών του μηχανισμού 

λειτουργίας τόσο σε πρωτεολιποσωμάτια όσο και σε μεμβρανικά κυστίδια ορθού 

προσανατολισμού (right-side-out membrane vesicles, ή ghost cells) ή σε σφαιροπλάστες 

(sphaeroplasts), όπου μπορούν να μετρηθούν σταθερές δέσμευσης υποστρωμάτων ή προσδετών 

υψηλής συγγένειας, ενεργότητες ανταλλαγής (exchange), αντιρροπιστικής ροής (counterflow) ή 

εκροής (efflux) υποστρώματος καθώς και η επίδραση συνιστωσών της ηλεκτροχημικής 

διαβάθμισης ιόντων (ΔpH, ΔΨ), αντισωμάτων, ή ειδικών αναστολέων, και να μετρηθούν 

καλύτερα οι επιδράσεις υδρόφιλων αλκυλιωτικών αντιδραστηρίων όπως του MTSES- (βλ. 

κεφάλαιο 1.6) (Frillingos et al., 1998; Guan and Kaback, 2006; Kaback et al., 2007).   

 Η συστηματική σημειακή μεταλλαξιγένεση και μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης 

του μεταφορέα YgfO, που βρίσκεται σε εξέλιξη στο εργαστήριό μας, ανέδειξε μερικές 

σημαντικές περιοχές αλληλουχίας και κατάλοιπα κρίσιμης σημασίας για τη λειτουργία του YgfO 

(Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008; Karena and Frillingos, 2009).  

Μια αρχική σειρά μελετών εστιάστηκε στην μεταλλαξιγένεση της περιοχής του μοτίβου 

«υπογραφή» NAΤ, η οποία στον YgfO περιλαμβάνει τα κατάλοιπα 324-333 (QNNGVIQMTG), 

και μικρών περιοχών αλληλουχίας ανοδικά (GSLPLTTFA) και καθοδικά (VASRYVG) του 

μοτίβου αυτού (Karatza et al., 2006). Η ανάλυση καταρχήν των υψηλά συντηρημένων 

καταλοίπων του μοτίβου, Q324, N325, G327, T332 και G333, έδωσε αποτελέσματα (Karatza et 

al., 2006) που είναι αξιοπρόσεκτα όμοια με την γενική εικόνα των αποτελεσμάτων για τα 

αντίστοιχα κατάλοιπα του UapA (Koukaki et al., 2005). Συγκεκριμένα, φαίνεται ότι τα 

κατάλοιπα Q324 και Ν325 είναι απολύτως απαραίτητα (αναντικατάστατα) για τη μεταφορά 
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υποστρώματος (ξανθίνης) και, μάλιστα, η Q324 φαίνεται ότι χρειάζεται για την δέσμευση και 

μεταφορά υποστρώματος με υψηλή συγγένεια (high affinity) εφόσον τα μεταλλάγματα Q324E 

και Q324N έχουν εξαιρετικά χαμηλή συγγένεια μεταφοράς (15 φορές μεγαλύτερη Km από τον 

φυσικού τύπου YgfO) και δεν αναγνωρίζουν κανένα από τα ανάλογα ξανθίνης που 

χρησιμοποιήθηκαν ως προσδέτες (ligands) (Karatza et al., 2006). Επίσης, αντικατάσταση των 

καταλοίπων T332 και G333, ενώ δεν οδηγεί σε απενεργοποίηση, προκαλεί σημαντικές αλλαγές 

στην εξειδίκευση αναγνώρισης αναλόγων ξανθίνης, π.χ. το μετάλλαγμα G333R «χαλαρώνει» 

τους περιορισμούς για την αναγνώριση υποκαταστάσεων στις θέσεις 7 και 8 του ιμιδαζολικού 

δακτυλίου και επιτρέπει δέσμευση 7-μεθυλοξανθίνης και 8-μεθυλοξανθίνης, οι οποίες δεν 

αναγνωρίζονται από τον φυσικού τύπου μεταφορέα (Karatza et al., 2006; Goudela et al., 2005).  

Η αντικατάσταση του G327 με Pro, Cys, ή Ala οδηγεί σε αύξηση της Vmax κατά 2-3 φορές, χωρίς 

άλλη σημαντική επίπτωση στην κινητική μεταφοράς ξανθίνης ή στην εξειδίκευση αναγνώρισης 

πουρινών (Karatza et al., 2006). Στη συνέχεια, η μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης και 

ανάλυση της ευαισθησίας σε απενεργοποίηση από το ειδικό SH–αντιδραστήριο Ν-

αιθυλμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ) έδειξε ότι όλες οι θέσεις καταλοίπων στην περιοχή του μοτίβου-

υπογραφή είναι προσβάσιμες σε αλκυλίωση από το NEM και ορισμένες από αυτές είναι 

ευαίσθητες σε απενεργοποίηση του αντίστοιχου μεταλλάγματος κυστεϊνης (single-Cys mutant) 

μετά από τροποποίηση με το ΝΕΜ, γεγονός που υποδεικνύει συμμετοχή των θέσεων αυτών 

στον μηχανισμό λειτουργίας: αυτές οι ευαίσθητες-σε-απενεργοποίηση θέσεις εντοπίζονται σε 

συνεχόμενα κατάλοιπα της αλληλουχίας του μοτίβου-υπογραφή (323-329) και σε μία πλευρά α-

έλικας στην αλληλουχία καθοδικά του μοτίβου-υπογραφή (332, 333, 336, 339) (Karatza et al., 

2006). Επίσης, βρέθηκαν δύο κατάλοιπα με πιθανώς σημαντικό ρόλο στη δομική σταθερότητα 

του μορίου του YgfO στη μεμβράνη, ένα πριν (Pro318) και ένα μετά (Gly340) το μοτίβο-

υπογραφή, εφόσον η μεταλλαξιγένεση των καταλοίπων αυτών οδηγούσε συστηματικά σε 

μεταλλάγματα με μηδενική ή ελάχιστη έκφραση στη μεμβράνη της E. coli (Karatza et al., 2006).    

 Σε νεότερα πειράματα, η μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης της αλληλουχίας 419-

450, όπου εμπεριέχεται το 12ο διαμεμβρανικό τμήμα του YgfO (Papakostas et al., 2008) 

ανέδειξε το ρόλο δύο ακόμη σημαντικών θέσεων, στο μέσον περίπου της προβλεπόμενης 

διαμεμβρανικής α-έλικας, που είναι οι Ile432 (Phe528 στον μεταφορέα UapA) και Asn430 

(Thr526 στον UapA). Χωρίς να είναι αναντικατάστατα για τη λειτουργία του YgfO, τα δύο αυτά 

κατάλοιπα φαίνεται να καθορίζουν σε σημαντικό βαθμό την εξειδίκευση και την κινητική του. 
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Πιο συγκεκριμένα, αντικατάσταση της Ile432 με μικρότερου μεγέθους αμινοξέα, οδήγησε σε 

μηδενική ικανότητα μεταφοράς ξανθίνης, ενώ αντικατάσταση με αμινοξέα παρεμφερούς όγκου 

van der Waals οδήγησε σε μεταλλάγματα υψηλής ενεργότητας, αλλά με σημαντική μείωση στη 

συγγένεια μεταφοράς υποστρώματος (αυξημένη Κm) και στη συγγένεια αναγνώρισης αναλόγων 

ξανθίνης (Papakostas et al., 2008). Από την άλλη πλευρά, μεταλλαξιγένεση της Asn-430 έδωσε 

την διαπεράση Ν430C, που έχει υψηλή ενεργότητα αλλά είναι πολύ ευαίσθητη σε 

απενεργοποίηση από αλκυλίωση με ΝΕΜ (IC50 10 μΜ), ενώ μπορεί να προστατευθεί πλήρως 

από την απενεργοποίηση με δέσμευση της 2-θειοξανθίνης, ενός υψηλής συγγένειας αναλόγου 

του υποστρώματος (ξανθίνης) (Papakostas et al., 2008). Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι η 

Asn-430 εντοπίζεται πλησίον του κέντρου δέσμευσης και η δέσμευση υποστρώματος ασκεί 

στερεοχημική παρεμπόδιση στην αλκυλίωση του N430C (steric hindrance), ενώ η Ιle-432 έχει 

έμμεσο ρόλο στο κέντρο δέσμευσης, βελτιστοποιώντας τη συγγένεια δέσμευσης υποστρώματος 

και αναλόγων του (optimal binding) (Papakostas et al., 2008). Ως προς τον ρόλο της Ile-432, 

είναι αξιοπρόσεκτο ότι το αντίστοιχο κατάλοιπο του μεταφορέα UapA στον ασκομύκητα A. 

nidulans (Phe-528) μπορεί να θεωρηθεί ότι έχει παρόμοιο ρόλο, εφόσον φαίνεται να λειτουργεί 

ως μοριακό «φίλτρο» για την αναγνώριση πουρινών, χωρίς όμως να ανήκει στο ενεργό κέντρο 

δέσμευσης του UapA (Vlanti et al., 2006)  . 

Πρόσφατα, τέλος, μια συστηματική ανάλυση μεταλλαξιγένεσης των πολικών και πιθανά 

φορτισμένων καταλοίπων αμινοξέων του YgfO που προβλέπεται ότι βρίσκονται σε 

διαμεμβρανικά τμήματα του μορίου οδήγησε στην αποκάλυψη δύο ακόμα αναντικατάστατων 

καταλοίπων για τη λειτουργία του μεταφορέα, του Glu-272, στο κυτταροπλασματικό άκρο της 

8ης διαμεμβρανικής έλικας, και του Asp-304, που εντοπίζεται 20 κατάλοιπα πριν από την 

αλληλουχία του μοτίβου-υπογραφή, καθώς και δύο καταλοίπων που παίζουν σημαντικό ρόλο 

στην εξειδίκευση του YgfO, της His-31, στο μέσον της 1ης διαμεμβρανικής έλικας, και της Asn-

93, στο μέσον της 3ης διαμεμβρανικής έλικας (Karena and Frillingos, 2009). Τόσο ο  χημικός 

χαρακτήρας της πλευρικής αλυσίδας όσο και ο λειτουργικός ρόλος των τεσσάρων αυτών 

καταλοίπων φαίνεται να είναι γενικά συντηρημένος κατά την εξέλιξη, μεταξύ των ομολόγων 

μεταφορέων της οικογένειας NAT/NCS2, βάσει της εκτενούς βιοπληροφορικής ανάλυσης που 

έγινε (Karena and Frillingos, 2009) και της σύγκρισης με ενδεικτικά δεδομένα που υπάρχουν για 

άλλους χαρακτηρισμένους μεταφορείς της οικογένειας αυτής (Pantazopoulou and Diallinas, 

2006; Papageorgiou et al., 2008; Varma et al., 2008).    
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Συνοπτικά, ο μεταφορέας YgfO (ΧanQ) αποτελεί πλέον παράδειγμα αναλυτικής 

εξέτασης των σχέσεων δομής-λειτουργίας για ένα βακτηριακό ομόλογο της οικογένειας 

NAT/NCS2, με μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης, και από την παράλληλη σειρά μελετών 

που γίνεται σε ένα βακτηριακό (YgfO) και σε ένα ευκαρυωτικό (UapA) μέλος της οικογένειας 

αυτής, προκύπτουν σημαντικά συμπεράσματα για την λειτουργική ομολογία των δύο 

συστημάτων. Δεδομένου ότι YgfO και UapA διαφέρουν με συγκεκριμένο τρόπο ως προς τη 

συγγένεια και την εξειδίκευση του ουρικού οξέος, της ξανθίνης και των άλλων αναλόγων 

πουρινών (Goudela et al., 2005) και ότι τα μέχρι τώρα αποτελέσματα από τα δύο συστήματα 

μεταφορέων συμφωνούν σε πολύ σημαντικό βαθμό (Diallinas and Gournas, 2008), η συγκριτική 

ανάλυση των δύο συστημάτων δίνει μια ισχυρή μοριακή βάση για τη μελέτη των σχέσεων 

δομής-λειτουργίας των μεταφορέων ΝΑΤ. Παρ’ όλα αυτά, δεν υπάρχει ακόμα σαφής εικόνα για 

την τοπολογική οργάνωση, τη θέση του κέντρου δέσμευσης υποστρώματος ή τον μηχανισμό 

λειτουργίας των μεταφορέων ΝΑΤ, καθώς δεν υπάρχουν ακόμη διαθέσιμα και 

κρυσταλλογραφικά δεδομένα (Stroud et al., 2009), και πολλά απομένει ακόμη να εξετασθούν 

για την κατανόηση της λειτουργίας τους, όπως περιγράφεται και στα παρακάτω εδάφια.  
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1.4 Διαμεμβρανική τοπολογία των μεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2 

Όπως είπαμε, δεν υπάρχουν μέχρι σήμερα ασφαλή πειραματικά δεδομένα για την 

τοπολογική οργάνωση των μεταφορέων της οικογένειας NAT/NCS2. Με βάση αλγόριθμους 

πρόβλεψης από διάφορα υπολογιστικά προγράμματα (βλ. εδάφιο 1.5.1), η γενικά προβλεπόμενη 

τοπολογία στα μέλη της οικογένειας ΝΑΤ θεωρεί την ύπαρξη 12 διαμεμβρανικών τμημάτων α-

έλικας (TMs) τα οποία συνδέονται μεταξύ τους με υδρόφιλα συνδετικά τμήματα με το N-τελικό 

άκρο και το C-τελικό άκρο να εντοπίζονται κυτταροπλασματικά. Ένα ενδιαφέρον στοιχείο, 

ωστόσο, είναι ότι το συνδετικό τμήμα μεταξύ 8ης και 9ης διαμεμβρανικής έλικας, το οποίο 

περιλαμβάνει και το μοτίβο-«υπογραφή» NAT (εδάφιο 1.3.3.1) έχει αμφισβητούμενη 

τοπολογική διευθέτηση και προβλέπεται από ορισμένα προγράμματα ότι περιέχει και ένα 

επιπλέον, πιθανώς διαμεμβρανικό, τμήμα, με έντονο αμφιπαθικό χαρακτήρα (Εικόνα 1.14). 

Πειραματικά δεδομένα για την τοπολογία της περιοχής αυτής δεν υπάρχουν στη βιβλιογραφία. 

Θα πρέπει ωστόσο να σημειωθεί ότι (1) υπάρχει πειραματική επιβεβαίωση για την διευθέτηση 

του C-τελικού άκρου του YgfO προς το κυτταρόπλασμα, από πειράματα με χίμαιρες GFP (βλ. 

εδάφιο 1.5.2.1), τόσο από τη δική μας ομάδα (Αποτελέσματα, Κεφάλαιο 3.2, εδάφιο 3.2.2) όσο 

και, ανεξάρτητα, από την ομάδα του von Heijne, στη Σουηδία, που έκανε μια ολιστική (global) 

τοπολογική προσέγγιση για την οργάνωση του C-τελικού άκρου όλων των μεμβρανικών 

πρωτεϊνών της E. coli K-12 και ένας από τους στόχους ήταν να βελτιώσει τις προβλέψεις του 

αλγορίθμου TMHMM, τον οποίο οι ίδιοι ανέπτυξαν (Granseth et al., 2005). (2) Εντελώς 

πρόσφατα, δημοσιεύθηκε μια τοπολογική μελέτη για τον μεταφορέα hSVCT1 (ομόλογο της 

οικογένειας NAT από τον άνθρωπο, βλ. εδάφιο 1.3.3 και Εικόνα 1.11), η οποία όμως 

περιορίζεται σε μικρό μέρος της αλληλουχίας, μεταξύ των διαμεμβρανικών τμημάτων 3 και 6, 

χρησιμοποιώντας αναλύσεις N-γλυκοζυλίωσης (βλ. εδάφιο 1.5.2.2) και περιοριστική 

πρωτεόλυση με τρυψίνη, και δεν αναφέρεται καθόλου στο «επίμαχο» θέμα της τοπολογίας της 

περιοχής του μοτίβου-«υπογραφή» ΝΑΤ (Velho and Jarvis, 2009).  
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1.4.1 Το πρόβλημα στις προβλέψεις τοπολογίας των μεταφορέων ΝΑΤ 

Όπως φαίνεται ενδεικτικά στην Εικόνα 1.14, η γενική εικόνα από τις προβλέψεις 

τοπολογίας που δίνουν οι αλγόριθμοι για τους μεταοφρείς της οικογένειας NAT/NCS2 έχει δύο 

χαρακτηριστικά. (Α) Μέχρι και το 8ο διαμεμβρανικό τμήμα (TM8), όλοι οι αλγόριθμοι 

συμφωνούν εν γένει τόσο στον αριθμό όσο και στα όρια των προβλεπόμενων TMs και για 

όλους, τους χαρακτηρισμένους τουλάχιστον, μεταφορείς ΝΑΤ. (Β) Μετά το TM8, δηλ. στο C-

τελικό τρίτο του μορίου, τόσο οι διαφορετικοί αλγόριθμοι (βλ. Καρενά, 2007) όσο και ο κάθε 

αλγόριθμος εφαρμοζόμενος σε διαφορετικά ομόλογα μεταφορέων (βλ. Αποτελέσματα, 

Κεφάλαιο 3.2) δίνει αρκετά διαφορετικές προβλέψεις, κυρίως γιατί υπάρχει αβεβαιότητα στην 

ανάλυση της εκτενούς συνδετικής περιοχής μεταξύ 8ου και 9ου ΤΜ. Αναλύοντας, για 

παράδειγμα, την τοπολογία των δύο γνωστότερων μεταφορέων NAT, YgfO και UapA, με το 

πρόγραμμα ΤΜΗΜΜ (http://www.sbc.su.se/PRODIV-TMHMM), διακρίνουμε αμέσως μια 

σημαντική διαφορά στην πρόβλεψη τοπολογίας της περιοχής αυτής: για τον UapA, το ΤΜΗΜΜ 

δίνει το μοτίβο-«υπογραφή» ως κυτταροπλασματικό υδρόφιλο τμήμα, ενώ για τον YgfO, το 

δίνει με μεγαλύτερη πιθανότητα ως περιπλασμικό υδρόφιλο τμήμα και εν μέρει διαμεμβρανικό 

(Εικόνα 1.14). Εκτενέστερη ανάλυση του σημείου αυτού δίνεται στο Κεφάλαιο 3.2 

(Αποτελέσματα). 
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Εικόνα 1.14: Πρόβλεψη διαμεμβρανικής τοπολογίας των μελών της οικογένειας ΝΑΤ, YgfO και UapA, βάσει του 
αλγορίθμου TMHMM (http://www.sbc.su.se/PRODIV-TMHMM). Τα διαγράμματα αποδίδουν την στατιστική 
πιθανότητα πρόβλεψης διαμεμβρανικού τμήματος (άξονας των y) για κάθε περιοχή αλληλουχίας της υπό μελέτη 
πρωτεΐνης όπως υποδεικνύεται με τους αντίστοιχους αριθμούς καταλοίπων αμινοξέων (άξονας των x). Η 
αλληλουχία του μοτίβου «υπογραφή» ΝΑΤ σημειώνεται με πλαίσιο. 
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1.5 Στρατηγικές μελέτης της τοπολογίας διαμεμβρανικών μεταφορέων 
 

Η γνώση της δομής των διαμεμβρανικών μεταφορέων αποτελεί βασικό σημείο για την 

κατανόηση των μηχανισμών λειτουργίας τους. Δυστυχώς όμως, λόγω της δομικής 

ιδιαιτερότητας που παρουσιάζουν είναι δύσκολο να αναλυθούν σε κρυσταλλογραφικό επίπεδο 

(Κεφάλαιο 1.2), γι’ αυτό και μέχρι σήμερα υπάρχουν ελάχιστες κρυσταλλικές δομές για 

διαμεμβρανικούς μεταφορείς, παρά τον εκπληκτικά μεγάλο αριθμό τέτοιων πρωτεϊνών που 

μελετάται (Abramson and Wright, 2009; Forrest et al., 2008; Kaback et al., 2007; van Geest and 

Lolkema 2000). Συνέπεια του γεγονότος αυτού είναι, εν μέρει, και η έλλειψη ικανοποιητικών 

μοντέλων για την τοπολογική οργάνωση των πρωτεϊνών αυτών σε σχέση με το μεμβρανικό τους 

περιβάλλον και για τα επιμέρους στοιχεία δευτεροταγούς δομής τους. Τόσο τα υπολογιστικά 

προγράμματα πρόβλεψης (εδάφιο 1.5.1) όσο και οι πειραματικές στρατηγικές μελέτης της 

τοπολογίας (εδάφιο 1.5.2) των πολυτοπικών μεμβρανικών πρωτεϊνών δεν μπορούν να δώσουν 

με ακρίβεια ένα μοντέλο τοπολογικής οργάνωσης, παρά μόνο μετά από επίπονες, ενδελεχείς και 

πολύπλευρες μελέτες, με σύγκλιση δεδομένων από πολλές διαφορετικές προσεγγίσεις. 

Χαρακτηριστικά είναι τα παραδείγματα της περμεάσης λακτόζης LacY, όπου ένα ικανοποιητικό 

μοντέλο τοπολογίας δόθηκε μετά από ανάλυση μιας πολύ μεγάλης σειράς μεταλλαγμάτων και 

χιμαιρικών κατασκευών, με αρκετές ενδιάμεσες αναθεωρήσεις επί πολλά χρόνια (Kaback et al., 

2001) και του μεταφορέα γλουταμικού GltPh του οποίου η κρυσταλλική δομή διαλεύκανε τον 

«γρίφο» της τοπολογικής διάταξης του C-τελικού ημίσεος των ομόλογων μεταφορέων 

γλουταμικού στο ΚΝΣ των θηλαστικών, που δεν είχε λυθεί ούτε από τις υπολογιστικές 

προβλέψεις ούτε από τις πειραματικές βιοχημικές προσεγγίσεις επί πολλά χρόνια (Yernool et al., 

2004).    

Η δομική οργάνωση, πάντως, των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών ενεργού μεταφοράς 

διέπεται γενικά από κάποιες κοινές αρχές. Στις πολυτοπικές αυτές πρωτεΐνες, τα τμήματα που 

εντοπίζονται μέσα στη μεμβράνη αποτελούνται κατά κανόνα από διαδοχικές α-έλικες των 20-25 

καταλοίπων αμινοξέων, που συνδέονται μεταξύ τους με εξωμεμβρανικά υδρόφιλα συνδετικά 

τμήματα. Κρυσταλλογραφικές και βιοφυσικές μελέτες δείχνουν ότι οι α-έλικες είναι συχνά 

αμφιπαθικές και «πακετάρονται» σε σφικτή διευθέτηση μέσα στη μεμβράνη, με την πιο πολική 

πλευρά της κάθε έλικας να προσανατολίζεται προς το εσωτερικό του μορίου και την λιγότερο 

πολική προς τα λιπίδια (Petsko and Rees, 1989). Σε μερικές, βέβαια, περιπτώσεις, η οργάνωση 
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περιπλέκεται με αμφιπαθικά τμήματα ελίκων που δεν διαπερνούν ολόκληρη τη μεμβράνη και με 

συνδετικά τμήματα που επανεισέρχονται στο επίπεδο της μεμβράνης (reentrant loops): οι 

ιδιαίτερες αυτές περιοχές τοπολογίας συσχετίζονται συνήθως με κάποιο σημαντικό ρόλο στον 

μηχανισμό αναγνώρισης και μεταφοράς υποστρώματος, όπως φάνηκε χαρακτηριστικά με τις 

κρυσταλλικές δομές των ομολόγων των μεταφορέων  των νευροδιαβιβαστών γλουταμικού 

(Yernool et al., 2004) και σεροτονίνης / βιογενών αμινών (Yamashita et al., 2005).  

Παρά τις δυσκολίες στην παραγωγή δομών σε υψηλή ευκρίνεια ανάλυσης, βασικά 

στοιχεία της γενικής δομής μιας πολυτοπικής μεμβρανικής πρωτεϊνης όπως η τοπολογική της 

οργάνωση, ο αριθμός των διαμεμβρανικών τμημάτων (TMs) και ο προσανατολισμός τους στη 

μεμβράνη, μπορούν να προβλεφθούν με υπολογιστικά προγράμματα και να εξετασθούν 

πειραματικά με μια πλειάδα μοριακών-βιοχημικών τεχνικών (von Heijne, 1992). Οι 

υπολογιστικές στρατηγικές (αλγόριθμοι πρόβλεψης) βασίζονται στο ότι οι περιοχές α-έλικας 

εμφανίζουν υψηλότερο βαθμό υδροφοβικότητας ενώ τα συνδετικά τμήματα παρουσιάζουν 

υδροφιλικότητα και, κατά συνέπεια, αναλύοντας την υδροφοβικότητα της αμινοξικής 

αλληλουχίας μπορεί να γίνει πρόβλεψη για τον αριθμό των διαμεμβρανικών τμημάτων και του 

γενικότερου προσανατολισμού του μορίου της πρωτεΐνης (Zampighi et al., 1984; von Heijne 

1992; Traxler et al., 1993; Claros and von Heijne, 1994). Έχουν επίσης αναπτυχθεί εναλλακτικές 

στρατηγικές αναγνώρισης της σχετικής υδροφοβικότητας των διαφορετικών περιοχών του 

μορίου, όπως, πιο πρόσφατα, αυτή που στηρίζεται στην συχνότητα χρήσης της νουκλεοτιδικής 

βάσης ουρακίλη (U), η οποία, ως γνωστόν, συσχετίζεται χαρακτηριστικά με τα κωδικόνια των 

πιο υδρόφοβων αμινοξέων στον γενετικό κώδικα (Prilusky and Bibi, 2009). Οι βιοχημικές 

τεχνικές, οι οποίες είναι απαραίτητες όχι μόνο για την επαλήθευση ή μη ενός θεωρητικού 

τοπολογικού μοντέλου αλλά και για την αποκάλυψη πιθανών περιοχών ιδιαίτερης τοπολογίας 

όπου οι αλγόριθμοι πρόβλεψης συχνά αποτυγχάνουν (π.χ. reentrant loops, βλ. παραπάνω), 

βασίζονται συνήθως σε τροποποίηση του πρωτεϊνικού μορίου, με στοχευμένη μεταλλαξιγένεση 

και κατασκευή χιμαιρικών πρωτεϊνών (van Geest and Lolkema 2000). Παρακάτω, δίνεται μια 

επισκόπηση των συνηθέστερων θεωρητικών (εδάφιο 1.5.1) και πειραματικών προσεγγίσεων 

(εδάφιο 1.5.2), που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση της διαμεμβρανικής τοπολογίας. 

     



 
 

 

54

1.5.1 Υπολογιστικά προγράμματα ανάλυσης της τοπολογίας μεμβρανικών πρωτεϊνών 

 
Τα τελευταία χρόνια, η πληροφορική έχει προσφέρει σημαντικά στην μελέτη της τοπολογίας 

των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών με την ανάπτυξη προγραμμάτων υπολογιστικών αλγορίθμων 

(Bernsel et al., 2008; Melén et al., 2003). Τα προγράμματα αυτά βασίζονται σε απλές κλίμακες 

υδροφοβικότητας, με πιο κλασική αυτή των Kyte και Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982), και 

σε στατιστικά δεδομένα που έχουν προκύψει κυρίως από πολλαπλές στοιχίσεις αλληλουχιών 

(Persson and Argos, 1997; Nilsson et al., 2000), τα οποία «ερμηνεύονται» με βάση γνωστές 

πρότυπες δομές ή τοπολογίες μεμβρανικών πρωτεϊνών, χρησιμοποιώντας σύνθετα μαθηματικά 

μοντέλα ανάλυσης (Nilsson et al., 2002; Melén et al., 2003). Σε ορισμένες περιπτώσεις, 

επιχειρήθηκε βελτιστοποίηση των μοντέλων πρόβλεψης με ενσωμάτωση πειραματικών 

δεδομένων από σφαιρικές πρωτεωμικές προσεγγίσεις, όπως για την πειραματική ανάλυση του 

προσανατολισμού των C-τελκών άκρων στο μεμβρανικό πρωτέωμα της E. coli (Daley et al., 

2005) και του σακχαρομύκητα S. cerevisiae (Kim et al., 2006) (πρόγραμμα TMHMM), ή  με 

συνεισφορά απλών κανόνων τοπολογικής πρόβλεψης, όπως του κανόνα «υπερίσχυσης των 

θετικών φορτίων στις εσωτερικές περιοχές» (positive-inside rule), που θεωρεί ότι το αλγεβρικό 

άθροισμα πιθανών φορτίων αμινοξέων στις εσωτερικές συνδετικές περιοχές της μεμβρανικής 

πρωτεΐνης θα πρέπει να είναι μεγαλύτερο από αυτό των πιθανών φορτίων στις εξωτερικές 

συνδετικές περιοχές, για λόγους δομικής σταθερότητας κατά την είσοδο στη μεμβράνη (von 

Heijne, 1992; Rapp et al., 2006) (πρόγραμμα TopPred II). Πρόσφατα, εξάλλου, έχουν 

αναπτυχθεί και άλλες στρατηγικές ανάλυσης της σχετικής υδροφοβικότητας (hydropathy 

profile), που δεν βασίζονται στις αρχές της βιοφυσικής (Bernsel et al., 2008) αλλά  σε 

γονιδιωματικά κριτήρια, όπως αυτό της συχνότητας χρήσης της βάσης ουρακίλης (U) στην 

κωδικοποιούσα περιοχή των μεμβρανικών πρωτεϊνών (Prilusky and Bibi, 2009). 

Από τα γνωστά προγράμματα, αυτά που χρησιμοποιήσαμε και εμείς για αρχικές προβλέψεις 

της τοπολογίας των μεταφορέων NAT σε αυτήν και σε άλλες (Καρενά, 2007) μελέτες, είναι τα 

εξής: Tmpred (Hoffman and Stoffel, 1993) (http://www.ch.embnet.org/), TopPred II (Claros 

and von Heijne, 1994), DAS (Cserzo et al., 1997) (http://sbc.su.se/~miklos/DAS/maindas.html), 

TMAP (Persson and Argos, 1997), MEMSAT 2 (PSIPRED) (Jones et al., 1994; McGuffin et 

al., 2000), PRED –TMR2 (Pasquier et al. 1998), SOSUI (Hirokawa et al., 1998) 

(http://bp.nuap.nagiya-u.ac.jp/), HMMTOP 2.0 (Tusnady and Simon, 2001) 
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(www.enzim.hu/hmmtop/), SPLIT 3.5 (Juretic et al., 1998), TM Finder (Deber et al., 2001), 

TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001; Möller et al., 2001) (http://www.sbc.su.se/PRODIV-

TMHMM) (Melén et al., 2003), ΗΜΜ-ΤΜ (http://bioinformatics.biol.uoa.gr/HMM-TM), 

PRED-CLASS (http://biol.uoa.gr/PRED-CLASS) (Bagos et al., 2006). 
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1.5.2 Πειραματικές προσεγγίσεις μελέτης της τοπολογίας μεμβρανικών πρωτεϊνών 
 

Για την επιβεβαίωση, απόρριψη, ή αναθεώρηση ενός προβλεπόμενου (θεωρητικού) 

μοντέλου διαμεμβρανικής τοπολογίας (1.5.1) θα πρέπει να χαρακτηριστεί πειραματικά η 

παρουσία όλων των πιθανών διαμεμβρανικών περιοχών, καθώς και τα υδρόφιλα συνδετικά 

τμήματα που τις συνδέουν. Για το σκοπό αυτό έχουν αναπτυχθεί μια μεγάλη σειρά πειραματικών 

προσεγγίσεων. Οι πειραματικές αυτές προσεγγίσεις μπορούν να διακριθούν σε δύο κατηγορίες: 

(α) Σύντηξης γονιδίων (gene fusion analysis), όπου ένα γονίδιο αναφοράς, όπως π.χ. αυτό της 

αλκαλικής φωσφατάσης (PhoA), της β-γαλακτοσιδάσης, της β-λακταμάσης ή της πράσινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP), «επισυνάπτεται» σε μια (προβλεπόμενη ως) υδρόφιλη περιοχή 

αλληλουχίας της πρωτεΐνης και οι προκύπτουσες χιμαιρικές πρωτεΐνες, που αποτελούνται από 

μέρος της πρωτεΐνης μελέτης και την πρωτεΐνη αναφοράς ως C-τελικό πρόσθεμα, αναλύονται ως 

προς τις ιδιότητες του μορίου αναφοράς (π.χ ενζυμική ενεργότητα ή έκφραση συγκεκριμένου 

επιτόπου): το κατά πόσον το μόριο αναφοράς δίνει ή όχι έκφραση και ενεργότητα εξαρτάται 

αποκλειστικά από την διευθέτησή του, αν είναι δηλ. προσανατολισμένο προς την εσωτερική ή 

προς την εξωτερική πλευρά της μεμβράνης, και αυτό δείχνει αμέσως και τον τοπολογικό 

προσανατολισμό της θέσης της πρωτεΐνης μελέτης όπου έγινε η γονιδιακή σύντηξη (von Heijne, 

2006). (β) Ελέγχου προσβασιμότητας (accessibility analysis): στηρίζονται στην αρχή ότι, in vivo, 

η μεμβράνη αποτελεί φραγμό διαπερατότητας για υδρόφιλα μόρια και τα μέρη μιας πρωτεΐνης 

που εντοπίζονται σε διαφορετικές πλευρές της μεμβράνης (εσωτερική, δηλ. σχετικά 

αποκλεισμένη από το εξωτερικό υδατικό περιβάλλον, ή εξωτερική, δηλ. εκτεθειμένη στο 

εξωτερικό υδατικό περιβάλλον) έχουν διαφορετική προσβασιμότητα σε διάφορους υδρόφιλους 

παράγοντες. Συνήθως, οι στρατηγικές αυτές συνδυάζονται με σημειακή μεταλλαξιγένεση, κατά 

την οποία εισάγονται συγκεκριμένες θέσεις-στόχοι, π.χ. θέσεις γλυκοζυλίωσης, κατάλοιπα 

κυστεΐνης, επίτοποι αντισωμάτων, θέσεις πρωτεόλυσης, σε επιλεγόμενες περιοχές του μορίου, 

και ελέγχεται η προσβασιμότητα των θέσεων αυτών με κατάλληλα, υδρόφιλα, αντιδραστήρια ή 

ένζυμα, π.χ. γλυκοσιδάσες, SH-αλκυλιωτικούς παράγοντες, αντισώματα, πρωτεάσες, από την 

μία ή και την άλλη πλευρά της μεμβράνης (van Geest and Lolkema, 2000). 
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1.5.2.1 Στρατηγικές σύντηξης γονιδίων (gene fusion analysis) 

Η εφαρμογή των στρατηγικών αυτών ξεκίνησε κυρίως με τις πρώτες συστηματικές μελέτες 

σύντηξης του γονιδίου της αλκαλικής φωσφατάσης, από το εργαστήριο του Colin Manoil 

(Calamia and Manoil, 1990). Οι στρατηγικές σύντηξης γονιδίων έχουν εφαρμοσθεί ευρέως για 

την ανάλυση της διαμεμβρανικής τοπολογίας βακτηριακών μεταφορέων, κατά κανόνα σε Gram-

αρνητικά βακτήρια και, μάλιστα, έχουν συνδυαστεί και με «ολιστικές» πρωτεωμικές αναλύσεις, 

υψηλού ρυθμού επεξεργασίας δειγμάτων (high throughput), που δίνουν μια ένδειξη για τον 

τοπολογικό προσανατολισμό όλων των μεμβρανικών πρωτεϊνών της E. coli (Daley et al., 2005). 

Παρά το βασικό τους μειονέκτημα, που είναι ότι «αλλοιώνεται» πολύ η δομή της πρωτεΐνης 

μελέτης, αφού οι γονιδιακές χίμαιρες (gene fusions) που εξετάζονται περιλαμβάνουν μέρος μόνο 

της αλληλουχίας της μεμβρανικής πρωτεΐνης και φέρουν μεγάλα «ετερόλογα» τμήματα 

αλληλουχιών από τα γονίδια των ενζύμων αναφοράς, οι στρατηγικές σύντηξης μπορούν να 

δώσουν γρήγορα μια γενική εικόνα για την τοπολογική διευθέτηση των υδρόφιλων συνδετικών 

τμημάτων και να επιβεβαιώσουν ή όχι την θεωρητική πρόβλεψη ενός μοντέλου τοπολογίας.     

 

1.5.2.1.1 Συντήξεις με αλκαλική φωσφατάση ή β-λακταμάση αποκαλύπτουν θέσεις εκτεθειμένες 

προς το περίπλασμα  

Το μόριο αναφοράς που έχει χρησιμοποιηθεί περισσότερο στην τοπολογική ανάλυση 

προκαρυωτικών πρωτεϊνών μεταφοράς με στρατηγική σύντηξης γονιδίων είναι η αλκαλική 

φωσφατάση που κωδικοποιείται από το γονίδιο phoΑ της Ε. coli. Η αλκαλική φωσφατάση 

(PhoA) είναι ένα μεταλλο-ένζυμο που αποτελείται από δύο όμοιες υπομονάδες (ομοδιμερές), 

που φέρουν από δύο ενδομοριακές δισουλφιδικές γέφυρες. Το ένζυμο αποκτά λειτουργικότητα 

μόνο όταν βρίσκεται στο περίπλασμα ως διμερές (Akiyama and Ito, 1993; Derman et al., 1993).  

Στις μελέτες τοπολογίας, εισάγεται η αλκαλική φωσφατάση, χωρίς την σηματοδοτική 

αλληλουχία της, σε συγκεκριμένη θέση αλληλουχίας του μεταφορέα υπό μελέτη, ώστε να 

αποτελέσει C-τελικό πρόσθεμα στην χιμαιρική πρωτεΐνη που θα προκύψει. Έτσι, αν το τμήμα 

της μεμβρανικής πρωτεΐνης όπου εισήχθη η αλκαλική φωσφατάση εντοπίζεται φυσιολογικά στο 

κυτταρόπλασμα, το ένζυμο παραμένει ανενεργό, ενώ, αντίθετα, όταν το τμήμα της πρωτεΐνης 

μελέτης όπυ έγινε η σύντηξη εδράζεται στο περίπλασμα, η αλκαλική φωσφατάση 

ενεργοποιείται. Ο έλεγχος ενεργότητας της αλκαλικής φωσφατάσης είναι αυτό που δίνει την 
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πληροφορία για το που εδράζεται το αντίστοιχο τμήμα της πρωτεΐνης μελέτης στην κάθε 

γονιδιακή χίμαιρα. Η ενεργότητα αλκαλικής φωσφατάσης μπορεί να ελεγχθεί είτε απλά με 

καλλιέργεια σε θρεπτικό υλικό με XP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate) είτε ποσοτικά, με 

φασμοτοφωτομετρική ενζυμική ανάλυση (Michaelis et al., 1983). Τοπολογικές αναλύσεις με 

χρήση αλκαλικής φωσφατάσης έχουν εφαρμοσθεί εδώ και δύο περίπου δεκαετίες, κυρίως σε 

βακτηριακές πρωτεΐνες-μεταφορείς (Calamia and Manoil 1990; Derman et al., 1993; Ujwal et 

al., 1995), αλλά και σε ευκαρυωτικές πρωτεΐνες με ετερόλογη έκφραση σε βακτήρια (Gafvelin 

and von Heijne, 1994; Lee et al., 1996). 

Ένα άλλο ένζυμο που έχει χρησιμοποιηθεί ως μόριο αναφοράς, σε περιορισμένο όμως 

βαθμό, για αναλύσεις τοπολογίας περιοχών που «βλέπουν» προς το περίπλασμα, είναι η β-

λακταμάση. Η λογική που χρησιμοποιείται είναι η ίδια όπως και για την αλκαλική φωσφατάση: 

χαρακτηριστική ιδιότητα της β-λακταμάσης είναι ότι όταν εκφράζεται στο περίπλασμα αποδίδει 

ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά β-λακτάμης, όπως αμπικιλλίνη ή κεφαλοσπορίνη, γιατί μόνο τότε 

εκφράζεται η ενεργότητα του ενζύμου αυτού, δηλ. ενεργότητα διάσπασης του χαρακτηριστικού 

δεσμού στον δακτύλιο της β-λακτάμης. Κύτταρα που εκφράζουν χιμαιρικές πρωτεϊνες με την β-

λακταμάση «εγκλωβισμένη» στο κυτταρόπλασμα δεν αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό που 

περιέχει μεγάλη συγκέντρωση αμπικιλλίνης, ενώ το αντίθετο συμβαίνει σε κύτταρα που 

εκφράζουν χιμαιρικές πρωτεϊνες με την ενεργότητα β-λακταμάσης να εκφράζεται στο 

περίπλασμα (Broom-Smith et al., 1986).  

  

1.5.2.1.2 Συντήξεις με β-γαλακτοσιδάση ή GFP αποκαλύπτουν θέσεις προσανατολισμένες προς το 

κυτταρόπλασμα 

Το ένζυμο που έχει χρησιμοποιηθεί κυρίως ως μόριο αναφοράς για την τοπολογική 

ανάλυση θέσεων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών που «βλέπουν» προς το κυτταρόπλασμα είναι η β-

γαλακτοσιδάση. Μάλιστα, είναι το πρώτο ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε σε στρατηγικές 

γονιδιακής σύντηξης για τη μελέτη μεμβρανικών μεταφορέων (Shuman, 1980; Griesser et al., 

1983). Σε αντίθεση με την αλκαλική φωσφατάση, η β-γαλακτοσιδάση είναι κυτταροπλασματικό 

ένζυμο και είναι λειτουργική μόνο όταν το τμήμα της μεμβρανικής πρωτεΐνης στο οποίο έχει 

συντηχθεί εντοπίζεται κυτταροπλασματικά. Η ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης μπορεί να 

ανιχνευθεί απλά με ανάπτυξη των κυττάρων σε θρεπτικό υλικό με X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-



 
 

 

59

indolyl-β-D-galactoside) (η ενεργότητα του ενζύμου διασπά τον β-γαλακτοσιδικό δεσμό στο 

υπόστρωμα X-Gal και οδηγεί σε αποχρωματισμό του, οπότε μπλε αποικίες σημαίνουν 

γαλακτοσιδάση ανενεργή και άσπρες αποικίες γαλακτοσιδάση ενεργή) είτε ποσοτικά, με 

φασματοφωτομετρία (Froshauer et al., 1988). Στις αρχικές μελέτες τοπολογικής ανάλυσης των 

διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς, χρησιμοποιήθηκαν στρατηγικές σύντηξης που 

συνδύαζαν τη χρήση β-γαλακτοσιδάσης και αλκαλικής φωσφατάσης (Calamia and Manoil, 

1990) για την εξέταση τόσο των κυτταροπλασματικών όσο και των περιπλασματικών περιοχών 

του μορίου. 

Μια άλλη πρωτεΐνη που χρησιμοποιήθηκε, πιο πρόσφατα, σαν μόριο αναφοράς σε 

μελέτες τοπολογικής οργάνωσης μεμβρανικών πρωτεϊνών με σύντηξη γονιδίων είναι η πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP). Στις αντίστοιχες γονιδιακές χίμαιρες, η GFP αποδίδει σήμα 

φθορισμού (μέγιστο στα 508 nm) μόνο όταν εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα (von Heijne, 1992; 

Drew et al., 2001, 2002), ενώ, αντίθετα, όταν εντοπίζεται στο περίπλασμα δεν αποδίδει σήμα 

φθορισμού (Feilmeier et al., 2000). Επομένως, και η πρωτεΐνη αυτή, ως μόριο αναφοράς, μπορεί 

να εντοπίσει περιοχές ενός διαμεμβρανικού μεταφορέα που βλέπουν προς το κυτταρόπλασμα. 

Γονιδιακές χίμαιρες με την GFP ως αντικαταστάτη του C-τελικού άκρου χρησιμοποιήθηκαν 

πρόσφατα, σε μια σειρά μελετών για τον έλεγχο και/ή βελτιστοποίηση των προβλέψεων του 

τοπολογικού μοντέλου TMHMM, καταρχήν πιλοτικά, σε 12 συγκεκριμένες μεμβρανικές 

πρωτεΐνες της E. coli (Drew et al., 2002) και, στη συνέχεια, σε σφαιρικό πρωτεωμικό επίπεδο 

(Daley et al., 2005; Granseth et al., 2005). Στις μελέτες αυτές, η χρήση της GFP συνδυάστηκε 

και πάλι με τη χρήση της αλκαλικής φωσφατάσης, ως δείκτη μεμβρανικών πρωτεϊνών που το C-

τελικό τους άκρο εντοπίζεται περιπλασματικά.      

 

1.5.2.1.3 Μια εναλλακτική προσέγγιση: συντήξεις με τον τομέα δέσμευσης βιοτίνης  

Μια εναλλακτική προσέγγιση που έχει χρησιμοποιηθεί σε μεθόδους τοπολογικής 

ανάλυσης είναι η χρήση του τομέα δέσμευσης βιοτίνης (biotin acceptor domain, BAD) από την 

αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού (Consler et al., 1993) ως μορίου αναφοράς σε γονιδιακές 

χίμαιρες. Εφόσον το ένζυμο που καταλύει την βιοτινυλίωση του τομέα αυτού είναι 

κυτταροπλασματικό (λιγάση της βιοτίνης, biotin ligase), η βιοτινυλίωση in vivo (που μπορεί να 

ανιχνευθεί, στη συνέχεια, με δέσμευση του χιμαιρικού μορίου σε σφαιρίδια αβιδίνης) θα 
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συμβαίνει μόνο όταν η αλληλουχία του τομέα BAD εισάγεται σε κυτταροπλασματικές περιοχές 

της διαμεμβρανικής πρωτεΐνης υπό μελέτη και όχι στην περίπτωση που ο τομέας BAD «βλέπει» 

προς το περίπλασμα. Η αρχή αυτή εφαρμόσθηκε, με περιορισμένη επιτυχία, στην τοπολογική 

ανάλυση του μεταφορέα λακτόζης LacY, αποκαλύπτοντας δύο κυτταροπλασματικές συνδετικές 

περιοχές (loops) του μορίου αυτού (Zen et al., 1995). 

 

1.5.2.1.4 Συνδυασμοί δύο γονιδίων αναφοράς  

Μεγάλος αριθμός τοπολογικών μοντέλων για μεμονωμένες πρωτεΐνες (μεταφορείς) 

έχουν ελεγχθεί σε ικανοποιητικό βαθμό με συνδυασμό μελετών γονιδιακής σύντηξης με 

αλκαλική φωσφατάση και β-γαλακτοσιδάση (Eitinger and Friedrich, 1994; LeBlanc and Beatty, 

1996; Haardt and Bremer, 1996; Jung, 1998; Jung et al., 1998; Wu et al., 1992), ενώ 

συνδυασμός αλκαλικής φωσφατάσης και GFP έχει χρησιμοποιηθεί κυρίως για ενδεικτική 

ανάλυση της τοπολογικής πρόβλεψης πολλών πρωτεϊνών ταυτόχρονα, σε ολιστικού τύπου 

εφαρμογές (high-throughput) (Daley et al., 2005; Rapp et al., 2006, 2007).   

 

1.5.2.1.5 Ολιστικές πρωτεωμικές προσεγγίσεις 

Στρατηγικές γονιδιακής σύντηξης, με συνδυασμό GFP και αλκαλικής φωσφατάσης ως 

μορίων-δεικτών της κυτταροπλασματικής και περιπλασμικής τοπολογίας, αντίστοιχα, του C-

τελικού άκρου, εφαρμόσθηκαν πρόσφατα σε όλο το μεμβρανικό πρωτέωμα της E. coli K-12 

(Daley et al., 2005). Τα αποτελέσματα των αναλύσεων αυτών, εκτός του ότι έδωσαν 

πειραματική μαρτυρία για την τοποθέτηση του C-τελικού άκρου ενός μεγάλου αριθμού 

πολυτοπικών μεμβρανικών πρωτεϊνών της E. coli και βακτηριακών ομολόγων τους (Granseth et 

al., 2005), έδειξαν και την ύπαρξη διαφορετικών τύπων πρωτεϊνών, όπως των πρωτεϊνών διπλής 

τοπολογίας (dual topology) (Rapp et al., 2006) και παρείχαν σημαντικές ενδείξεις για την 

εξέλιξη των πολυτοπικών διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μέσω διπλασιασμών και γονιδιακής 

απόκλισης (Rapp et al., 2007).     
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1.5.2.2 Στρατηγικές ελέγχου προσβασιμότητας (accessibility analysis)  

Οι στρατηγικές προσβασιμότητας εκμεταλλεύονται τις ελάχιστες έως μηδαμινές τιμές 

συντελεστών διαμερισμού (partition coefficients) υδρόφιλων μορίων στο περιβάλλον της 

μεμβράνης, ώστε να ελεγχθεί η διευθέτηση των εξωτερικών ή εσωτερικών περιοχών μιας 

διαμεμβρανικής πρωτεΐνης βάσει της προσβασιμότητάς τους σε υδρόφιλα αντιδραστήρια. Κατά 

κανόνα, αυτές οι στρατηγικές συνδυάζονται με στοχευμένη μεταλλαξιγένεση, η οποία εισάγει 

κατάλληλα αμινοξέα ή αλληλουχίες-στόχους, π.χ. σήματα Ν-γλυκοζυλίωσης, κατάλοιπα 

κυστεΐνης, επιτόπους αντισωμάτων, ή αλληλουχίες αναγνώρισης πρωτεολυτικών ενζύμων,  που 

μπορούν να αναγνωρισθούν από ειδικά υδρόφιλα αντιδραστήρια, π.χ. γλυκοσιδάσες, υδρόφιλα 

μηλεϊμίδια, αντισώματα, ή πρωτεολυτικά ένζυμα. Η στρατηγική προσβασιμότητας που έχει 

εφαρμοσθεί συστηματικότερα στην τοπολογική ανάλυση διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς 

είναι η Ανάλυση Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών (Substituted Cysteine 

Accessibility Method, SCAM) η οποία βασίζεται στη χρήση μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνών και 

υδρόφιλων MTS-αντιδραστηρίων (Akabas et al., 1992).    

 

1.5.2.2.1 Χαρτογράφηση γλυκοζυλίωσης 

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, φαινόμενα Ν-γλυκοζυλίωσης απαντώνται στον αυλό του 

ενδοπλασματικού δικτύου, όπου το ένζυμο ολιγοσακχαριτική τρανσφεράση (OST) προσθέτει 

ολιγοσακχαρίτες στην αμινομάδα των καταλοίπων ασπαραγίνης (Asn) της συναινετικής 

αλληλουχίας Asn-X-Thr/Ser (Welply et al., 1983). H Ν-γλυκοζυλίωση είναι μια κοινή 

διαδικασία για τις ευκαρυωτικές μεμβρανικές πρωτεΐνες που συντελείται μόνον εφόσον η 

συναινετική αλληλουχία-σήμα γλυκοζυλίωσης είναι προσανατολισμένη προς τον αυλό του ΕΔ 

δηλ. «εξωκυτταρικά». Επομένως, έλεγχος της εξωτερικής ή εσωτερικής εντόπισης μεγάλων 

υδρόφιλων συνδετικών περιοχών (loops) ευκαρυωτικών μεταφορέων μπορεί να γίνει με 

εισαγωγή σημάτων N-γλυκοζυλίωσης και διαγνωστικό έλεγχο με γλυκοσιδάση. Xαρτογράφηση 

γλυκοζυλίωσης έχει χρησιμοποιηθεί, μεταξύ άλλων, σε μια ολιστική τοπολογική ανάλυση του 

προσανατολισμού των C-τελικών άκρων του μεμβρανικού πρωτεώματος του σακχαρομύκητα C. 

serevisiae (Kim et al., 2006) καθώς και σε αρκετές ευκαρυωτικές πρωτεΐνες μεταφοράς, μεταξύ 

των οποίων, πρόσφατα, στον μεταφορέα hSVCT1 (ομόλογο της οικογένειας NAT/NCS2 από 
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τον άνθρωπο, βλ. εδάφιο 1.3.3) (Velho and Jarvis, 2009). Η εφαρμογή των αναλύσεων 

γλυκοζυλίωσης δεν μπορεί να δώσει από μόνη της μια διεξοδική εικόνα της τοπολογίας γιατί 

περιορίζεται στην ανάλυση ορισμένων μόνο, σχετικά μεγάλων συνδετικών περιοχών. Επίσης, 

εφαρμόζεται μόνο σε ευκαρυωτικές πρωτεΐνες.   

 

1.5.2.2.2 Επίτοποι αντισωμάτων 

 

Σε ορισμένες πειραματικές διαδικασίες ανάλυσης της τοπολογίας μιας διαμεμβρανικής 

πρωτεΐνης, χρησιμοποιούνται αντιγονικοί επίτοποι που εισάγονται σε συγκεκριμένες θέσεις της 

αλληλουχίας με στοχευμένη μεταλλαξιγένεση και εξετάζονται ως προς την προσβασιμότητά 

τους στα αντίστοιχα ειδικά αντισώματα. Αντιγονικοί επίτοποι που έχουν χρησιμοποιηθεί σε 

τέτοιες αναλύσεις είναι ο επίτοπος της αιμαγλουτινίνης του ιού της γρίπης (Kast et al. 1996), ο 

επίτοπος FLAG (Lewis et al., 2001) και ο επίτοπος Myc (Chang and Bush, 1997). Ως 

χαρακτηριστικά παραδείγματα, ο επίτοπος της αιμαγλουτινίνης έχει χρησιμοποιηθεί για την 

ανάλυση της διαμεμβρανικής τοπολογίας της Na+/K+–ATPάσης (Canfield et al., 1996), και ο 

επίτοπος FLAG για την ανάλυση της τοπολογίας της πρωτεΐνης-1, ενός μεταφορέα λιπαρών 

οξέων (Eckhardt et al., 1999). Η μέθοδος αυτή έχει περιορισμούς, κυρίως λόγω περιπτώσεων 

μειωμένης αντιδραστικότητας μεταξύ αντιγονικού επιτόπου και αντισώματος, μπορεί ωστόσο να 

βελτιωθεί με την εισαγωγή πολλαπλών αντιγράφων του επιτόπου στη σειρά (in tandem) μέσα 

στη μεμβρανική πρωτεΐνη. Το ίδιο ισχύει σε γενικές γραμμές και για την μέθοδο της εισαγωγής 

αλληλουχιών αναγνώρισης πρωτεασών, όπως του παράγοντα Xa (Sahin-Tόth et al., 1995a), που 

αναφέρεται στη συνέχεια.    

 

1.5.2.2.3 Περιοριστική πρωτεόλυση 

Όπως όλες οι πρωτεΐνες, έτσι και οι μεμβρανικές διαθέτουν εγγενείς θέσεις αναγνώρισης 

πρωτεολυτικών ενζύμων, όπως π.χ. τρυψίνης. Πρωτεολυτικά ένζυμα που προστίθενται εξωγενώς 

δεν μπορούν να διαπεράσουν τη μεμβράνη: επομένως, θέσεις αναγνώρισης που βρίσκονται σε 

κυτταροπλασματικά τμήματα προστατεύονται από την πρωτεολυτική σχάση, ενώ αυτές που 

εκτίθενται προς το εξωτερικό του κυττάρου είναι προσβάσιμες. Η απλούστερη εφαρμογή της 



 
 

 

63

αρχής αυτής για τοπολογική ανάλυση θα ήταν η δοκιμασία πρωτεολυτικής διάσπασης με κοινά 

ένζυμα, π.χ. τρυψίνη, για τα οποία αναμένεται να υπάρχουν εγγενείς θέσεις αναγνώρισης μέσα 

στην πρωτεΐνη και, στη συνέχεια, ανάλυση της αλληλουχίας των πρωτεολυτικών θραυσμάτων 

(π.χ. με φασματομετρία μαζών). Ωστόσο, τέτοιου είδους εφαρμογές δίνουν ασαφή 

αποτελέσματα γιατί προκύπτουν αρκετά πρωτεολυτικά τμήματα λόγω των πολλών θέσεων 

αναγνώρισης και η ευαισθησία στην πρωτεάση ποικίλλει ανάλογα με την τοπική δομή γύρω από 

τη θέση αναγνώρισης (Fimmel et al., 1989). Σε μελέτες τοπολογίας, έχει χρησιμοποιηθεί κυρίως 

περιοριστική πρωτεόλυση με ειδικές πρωτεάσες (π.χ. θρομβίνη ή παράγοντα Xa), μετά από 

εισαγωγή με μεταλλαξιγένεση των αντίστοιχων θέσεων αναγνώρισης (π.χ. του τετραπεπτιδίου 

Ile-Glu-Gly-Arg για αναγνώριση από τον παράγοντα Xa) στις υπό εξέταση περιοχές 

αλληλουχίας. Κοινό πρόβλημα από την εφαρμογή τοπολογικών αναλύσεων με στοχευμένη 

περιοριστική πρωτεόλυση είναι η περίπτωση μειωμένης ευαισθησίας της εισαγόμενης θέσης 

αναγνώρισης σε πρωτεολυτική διάσπαση, το οποίο μπορεί να αντιμετωπισθεί με εισαγωγή 

πολλαπλών αντιγράφων της θέσης αναγνώρισης στη σειρά (in tandem) (Sahin-Tόth et al., 

1995a). Η μέθοδος της περιοριστικής πρωτεόλυσης εφαρμόζεται συνήθως συμπληρωματικά με 

άλλες μεθόδους τοπολογικής ανάλυσης (π.χ., Velho and Jarvis, 2009) και σε λίγες περιπτώσεις 

έχει χρησιμοποιηθεί πιο συστηματικά και διεξοδικά, όπως στην περίπτωση της 

βακτηριοροδοψίνης (Luecke et al., 1999; Fimmel et al., 1989).  

 

1.5.2.2.4 Ανάλυση Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών (SCAM) 

Η Μέθοδος ελέγχου Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών (Substituted Cysteine 

Accessibility Method, SCAM) συνδυάζεται άρρηκτα με την Μεταλλαξιγένεση Κυστεϊνικής 

Στόχευσης ή Κυστεϊνικής Σάρωσης (Cysteine-scanning Mutagenesis). Εισήχθη με συστηματικό 

τρόπο από την ερευνητική ομάδα του Arthur Karlin το 1990 και συνδέεται αρχικά με τη χρήση 

των ειδικών υδρόφιλων SH-αντιδραστηρίων MTSES-, MTSEA+ και MTSET+ τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν για πρώτη φορά για την ανάλυση του υδρόφιλου πόρου του διαύλου-

υποδοχέα ακετυλοχολίνης AchR (Akabas et al., 1992) και, στη συνέχεια, για την ανάλυση της 

περμεάσης λακτόζης LacY (Dunten et al., 1993; Frillingos and Kaback, 1996a; Kwaw et al., 

2001). Ως στρατηγική τοπολογικής ανάλυσης, η μέθοδος SCAM έχει εμφανή πλεονεκτήματα, 

που αφορούν κυρίως τη δυνατότητα εφαρμογής τοπολογικής μελέτης με την ελάχιστη δυνατή 
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τροποποίηση του εγγενούς μακρομορίου (σημειακή μεταλλαξιγένεση για εισαγωγή μοναδικών 

καταλοίπων Cys σε συγκεκριμένες θέσεις) και την ευελιξία εφαρμογών καθώς μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν πολλοί συνδυασμοί υδρόφιλων SH-αντιδραστηρίων. Για τους λόγους αυτούς, 

έχει εξελιχθεί σε μέθοδο επιλογής για την τοπολογική ανάλυση μεμβρανικών πρωτεϊνών, 

ιδιαίτερα όταν μπορεί να συνδυαστεί με κατασκευή λειτουργικών μακρομορίων χωρίς εγγενείς 

Cys (Cys-less transporters) και με άλλες αναλύσεις κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning 

analysis). Πράγματι, έχει εφαρμοσθεί έως σήμερα για την τοπολογική ανάλυση πολλών 

μεμβρανικών μεταφορέων (ενδεικτικά, Akabas et al., 1992; Yan and Maloney, 1993; Loo and 

Clarke, 1995; Karlin and Akabas, 1998; van Geest and Lolkema, 2000; Ding and Wilson, 2001; 

Culham et al., 2003; Cao and Matherly, 2004; Yagur-Kroll and Amster-Choder, 2005; Nanatani 

et al., 2009). Στις αρχές της μεθόδου SCAM καθώς και στην μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής 

σάρωσης θα αναφερθούμε αναλυτικότερα στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο. 
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1.6 Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning mutagenesis) και 

Ανάλυση Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών (Substituted 

Cysteine Accessibility Method, SCAM) 

Η ειδική χημική τροποποίηση των σουλφυδρυλικών ομάδων των καταλοίπων κυστεϊνών 

(Cys) με SH-αντιδραστήρια αποτελεί μια δυναμική τεχνική για δομικές-λειτουργικές αναλύσεις 

στις μεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς, η οποία, εκτός από μελέτες τοπολογίας, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την χαρτογράφηση του ενεργού κέντρου δέσμευσης, την ανάλυση του 

μικροπεριβάλλοντος της κάθε θέσης ή περιοχής καταλοίπων με συστοιχία διαφορετικών 

προσεγγίσεων (π.χ. λειτουργικές δοκιμασίες ενεργού μεταφοράς, ανοσοαποτύπωση, 

αυτοραδιογραφία, φθορισμομετρία, ηλεκτρονικό παραμαγνητικό συντονισμό, φασματοσκοπία 

υπερύθρου FTIR) και των αλλαγών διαμόρφωσης που επάγει η δέσμευση υποστρώματος ή 

άλλες αλλαγές συνθηκών (pH, ηλεκτροχημικό δυναμικό της μεμβράνης, δέσμευση 

αντισωμάτων, κλπ.), αλλά και για την εξέταση της σχετικής διευθέτησης ή «πακεταρίσματος» 

των διαμεμβρανικών ελίκων στην τριτοταγή δομή του μεταφορέα μέσω του ελέγχου της 

διασύνδεσης (cross linking) ζευγών Cys (Frillingos et al., 1998). Αυτή η συστοιχία εφαρμογών 

είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με την στρατηγική της μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής στόχευσης ή 

κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning mutagenesis), η οποία έχει εφαρμοσθεί με επιτυχία στη 

μελέτη πολλών πρωτεϊνών διαμεμβρανικής μεταφοράς. Όπως έχει φανεί καθαρά με το κλασικό 

παράδειγμα της περμεάσης λακτόζης LacY, η στρατηγική της κυστεϊνικής σάρωσης μπορεί να 

αποδειχθεί πολύ αποδοτική και να οδηγήσει σε χρήσιμα μοντέλα δομής-λειτουργίας (Frillingos 

et al., 1998; Kaback et al., 2001), που παραμένουν ικανοποιητικά ακόμη και μετά τις πιο 

πρόφατες αναλύσεις των κρυσταλλικών δομών του μορίου (Guan and Kaback, 2006; Kaback et 

al., 2007). 

Η βέλτιστη εφαρμογή της μεθόδου της κυστεϊνικής σάρωσης απαιτεί ως υπόστρωμα τη 

δημιουργία λειτουργικών μορίων μεταφορέα χωρίς κατάλοιπα κυστεϊνών (μεταφορείς ελεύθεροι 

κυστεϊνών, Cys-less) (Frillingos et al., 1998). Παρ’ όλα αυτά, έχει αναφερθεί εφαρμογή της 

στρατηγικής κυστεϊνικής σάρωσης και με υπόστρωμα μεταφορείς που έχουν απαλλαχθεί από 

ορισμένες μόνο, όχι όλες, τις εγγενείς (native) κυστεϊνες (μεταφορείς απεμπλουτισμένοι 

κυστεϊνών, Cys-depleted), ιδιαίτερα για ευκαρυωτικούς μεταφορείς, που περιέχουν πολλά 

κατάλοιπα Cys, όπως ο συμμεταφορέας γλυκόζης-νατρίου hSGLT1 (Huntley et al., 2004) και ο 
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μεταφορέας σεροτονίνης hSERT (Sato et al., 2004). Τα συστήματα αυτά υστερούν, καθώς η 

ακριβής ερμηνεία των δεδομένων από πειράματα χημικής τροποποίησης των κυστεϊνών 

δυσχεραίνεται από την παρουσία των εγγενών καταλοίπων Cys. Ωστόσο, η κατασκευή πλήρως 

λειτουργικών μεταφορέων ελεύθερων κυστεϊνών είναι ευχερέστερη στα προκαρυωτικά 

βακτηριακά συστήματα, καθώς τα πολλά εγγενή κατάλοιπα Cys των ευκαρυωτικών μεταφορέων 

έχουν συχνά σημαντικούς ρόλους (Dorn et al., 2009) και δεν μπορούν να απαλειφθούν όλα 

χωρίς σημαντική απώλεια της ενεργότητας (βλ. και εδάφιο 1.3.3.3). Κατ’ εξαίρεση, λειτουργικά 

μεταλλάγματα ελεύθερα κυστεϊνών (Cys-less) έχουν αναφερθεί για έξι ευκαρυωτικούς 

μεταφορείς, δύο από τον σακχαρομύκητα S. cerevisiae (Berhe et al., 2001; Hatanaka et al., 

2001), δύο από τον πολυκυτταρικό ασκομύκητα A. nidulans (Unkles et al., 2005; Kafasla et al., 

2007), και δύο μεταφορείς του ανθρώπου με φαρμακολογικό/βιοϊατρικό ενδιαφέρον, την P-

γλυκοπρωτεΐνη (MDR1) (Loo and Clarke, 1995) και την πρωτεΐνη της κυστικής ίνωσης (CFTR) 

(Cui et al., 2006; Loo and Clarke, 2006).      

Παράλληλα με την στρατηγική της μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης, 

αναπτύχθηκε και η μέθοδος ανάλυσης προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM), 

που σχεδιάστηκε και πρωτοεφαρμόσθηκε με συστηματικό τρόπο από την ομάδα του Arthur 

Karlin (Akabas et al., 1992; Karlin and Akabas, 1998; Karlin, 2001) (βλ. και εδάφιο 1.5.2.2.4). 

Η μέθοδος SCAM συνδέεται με τη χρήση υδρόφιλων SH-αντιδραστηρίων, που δεν διαπερνούν 

τη μεμβράνη, για την εξέταση όχι μόνο της γενικής τοπολογικής οργάνωσης των μεταφορέων 

που εξετάζονται (εδάφιο 1.5.2.2.4) αλλά και για την χαρτογράφηση των υδρόφιλων πόρων ή 

θυλάκων (clefts) μέσα στη μεμβράνη που είναι προσβάσιμοι από το υδρόφιλο περιβάλλον, η 

οποία άλλωστε ήταν και μία από τις αρχικές της εφαρμογές (Akabas et al., 1992; Ye and 

Maloney, 1993). Τα υδρόφιλα SH-αντιδραστήρια που πρωτοχρησιμοποιήθηκαν για τις 

αναλύσεις SCAM ήταν τα MTSES-, MTSEA+ και MTSET+ (Akabas et al., 1992; Dunten et al., 

1993). Πρόκειται για αντιδραστήρια που αλκυλιώνουν τα κατάλοιπα Cys δημιουργώντας μικτά 

δισουλφίδια μέσω της ομάδας του μεθανοθειοσουλφονικού (MTS) που είναι η ενεργός τους 

ομάδα (Toronto Research Chemicals; http://www.trc-canada.com). Συγχρόνως, φέρουν τις 

θετικά ή αρνητικά φορτισμένες ομάδες αιθυλοσουλφονικού (ES-), αιθυλαμμωνίου (EA+) ή 

αιθυλ-τριμεθυλαμμωνίου (ET+) που προσδίδουν τον ισχυρά πολικό, υδρόφιλο χαρακτήρα τους. 
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1.6.1 Αρχές της μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης και της μεθόδου SCAM  

Η μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης βασίζεται στην δημιουργία μεταλλαγμάτων 

μοναδικής κυστεΐνης σε συγκεκριμένες θέσεις του υπό εξέταση μορίου, ειδική χημική 

τροποποίησή τους με κατάλληλα SH-αντιδραστήρια και έλεγχό τους με βιοχημικές ή βιοφυσικές 

τεχνικές. Η μεγάλη ανάπτυξη των μεθοδολογιών κυστεϊνικής σάρωσης για εφαρμογές σε 

πολυτοπικές διαμεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς στηρίζεται  (1) στην διαθεσιμότητα ολοένα 

και περισσότερων λειτουργικών μεταλλαγμάτων μεταφορέων ελεύθερων κυστεϊνών (Cys-less), 

(2) στην διαθεσιμότητα μιας πληθώρας εναλλακτικών SH-αντιδραστηρίων που μπορούν να 

εξυπηρετήσουν πολλές διαφορετικές εφαρμογές, τα οποία διατίθενται ως βασική ομάδα 

προϊόντων από γνωστές εταιρείες (π.χ. Molecular Probes, Toronto Research Chemicals), (3) 

στην ανάπτυξη μιας συστοιχίας πολλών διαφορετικών τεχνικών προσεγγίσεων «σημειακής 

στόχευσης» (site-directed techniques) τα τελευταία χρόνια (Guan and Kaback, 2006), (4) στην 

μικρή παραγωγή κρυσταλλικών δομών υψηλής ευκρίνειας για διαμεμβρανικούς μεταφορείς, ένα 

κενό που «συμπληρώθηκε» ουσιαστικά, σε σημαντικό βαθμό, από τις αναλύσεις κυστεϊνικής 

σάρωσης (Kaback et al., 2001, 2007). Οι αναλύσεις με την στρατηγική αυτή μπορούν να δώσουν 

πολύ σημαντικά δεδομένα για την δομή, τις σχέσεις δομής-λειτουργίας και την δυναμική των 

διαμορφώσεων του εξεταζόμενου μεταφορέα (Frillingos et al., 1998; Guan and Kaback, 2006), 

γι αυτό και υπερτερούν έναντι άλλων προσεγγίσεων συστηματικής μεταλλαξιγένεσης, όπως 

είναι η μεταλλαξιγένεση σάρωσης αλανινών (Ala-scanning mutagenesis) (Cunningham and 

Wells, 1989; Morrison and Weiss, 2001).     

Στα πλαίσια της στρατηγικής των αναλύσεων κυστεϊνικής σάρωσης, αναπτύχθηκαν τα 

τελευταία 15-20 χρόνια πολλές διαφορετικές μέθοδοι ανάλυσης που αφορούν στοχευμένες 

τροποποιήσεις κυστεϊνών για την εξέταση διαφορετικών «πλευρών» των σχέσεων δομής-

λειτουργίας των διαμεμβρανικών μεταφορέων. Για παράδειγμα, αναπτύχθηκαν εφαρμογές 

φθορισμομετρίας σημειακής στόχευσης (site-directed fluorescence spectroscopy) που 

χρησιμοποιούν το αντιδραστήριο MIANS για εξέταση του μικροπεριβάλλοντος μιας 

συγκεκριμένης κυστεΐνης μέσα στο μόριο (Wu and Kaback, 1994) ή το μηλεϊμίδιο πυρενίου 

(pyrene maleimide) για εξέταση της αλληλεπίδρασης μεταξύ ζευγών κυστεϊνών (Jung, K., et al., 

1993), εφαρμογές ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού (EPR) μετά από σημειακή 

στόχευση με σήματα ιδιοστροφορμής (σπιν) (site-directed spin labeling, SDSL) για την εξέταση 

της δυναμικής και της τοπικής δευτεροταγούς δομής σε συγκεκριμένες θέσεις κυστεϊνών (Voss 
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et al., 1996, 1997), απλοποιημένες εφαρμογές χημικής διασύνδεσης κυστεϊνών (site-directed 

cross linking) για εξέταση του «πακεταρίσματος» των διαμεμβρανικών ελίκων (Wu and Kaback, 

1996; Sorgen et al., 2002) και εφαρμογές ραδιενεργού σήμανσης in situ (site-directed labeling) 

για την εξέταση της διαμόρφωσης και της ανταπόκρισης συγκεκριμένων θέσεων κυστεϊνών στη 

δέσμευση υποστρώματος (Frillingos and Kaback, 1996a; Guan and Kaback, 2007). Η αρχική, 

ωστόσο, μεθοδολογία σημειακής στόχευσης που αναπτύχθηκε και η οποία ουσιαστικά 

«εγκαινίασε» την εισαγωγή των αναλύσεων κυστεϊνικής σάρωσης στις μεμβρανικές πρωτεΐνες 

είναι η Μέθοδος ανάλυσης της Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών (Substituted 

Cysteine Accessibility Method, SCAM), για την εξέταση της τοπολογικής οργάνωσης και της 

τοπογραφίας υδρόφιλων και υδρόφοβων περιοχών του μεμβρανικού μορίου, με χρήση ιδιαίτερα 

πολικών, υδρόφιλων SH-αντιδραστηρίων που δεν διαπερνούν τη μεμβράνη (Akabas et al., 1992) 

(εδάφιο 1.5.2.2.4). Θα πρέπει να διευκρινιστεί ότι ο όρος SCAM αφορά τη χρήση σημειακής 

αλκυλίωσης κυστεϊνών με υδρόφιλα και μόνο SH-αντιδραστήρια, όπως τα MTSES-, MTSEA+ 

και MTSET+ (Akabas et al., 1992; Dunten et al., 1993; Ye and Maloney, 1993), ή συνδυασμό 

των υδρόφιλων αντιδραστηρίων με άλλα (π.χ. ραδιενεργό [14C]NEM ή το φθορίζον OGM) που 

είναι απαραίτητα για την αποκάλυψη του ειδικού αλκυλιωτικού σήματος με ηλεκτροφόρηση και 

αυτοραδιογραφία, φθορισμομετρία ή ανοσοαποτύπωση. Σε κάθε περίπτωση, στόχος της SCAM 

είναι η αποκάλυψη της σχετικής προσβασιμότητας περιοχών της μεμβρανικής πρωτεΐνης από το 

υδρόφιλο περιβάλλον. Όπως και οι άλλες αναλύσεις σημειακής στόχευσης, η μέθοδος SCAM 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε ακέραια κύτταρα (Dunten et al., 1993; Loo and Clarke, 1995; van 

Geest and Lolkema, 2000; Bogdanov et al. 2002; Sato et al., 2004), σε μεμβρανικά κυστίδια 

ορθού ή ανεστραμμένου προσανατολισμού (Frillingos and Kaback, 1996a; Olami et al., 1997; 

Lutsenko et al., 1997; Meuller and Rydstrom, 1999; Bogdanov et al., 2005; Nie et al., 2007), σε 

απομονωμένα οργανίδια από κύτταρα (π.χ μιτοχόνδρια) (Joseph-Liauzun et al., 1998; Wang et 

al., 1999), ή και σε απομονωμένες πρωτεΐνες αναδιατεταγμένες σε λιποσώματα (Knol et al., 

1996; Fu and Maloney, 1998; Wang et al., 2002).   
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1.6.1.1 Ειδικά –SH-αντιδραστήρια και σήμανση κυστεϊνών 

Ξεκινώντας από το Ν-αιθυλομηλεϊμίδιο (ΝΕΜ), που πρωτοχρησιμοποιήθηκε για την 

κατανόηση της λειτουργίας της περμεάσης λακτόζης της E. coli (Fox, C. and Kennedy, 1965; 

Kaback, 1983) ή από τα MTS-αντιδραστήρια που πρωτοχρησιμοποιήθηκαν για μελέτες SCAM 

του διαύλου-υποδοχέα ακετυλοχολίνης (Akabas et al., 1992; Karlin, 2001), έχουμε σήμερα μια 

ανεξάντλητη σειρά ειδικών SH-αντιδραστήριων για σήμανση κυστεϊνών που μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σε πολύπλευρες μελέτες  κυστεϊνικής σάρωσης και σημειακής στόχευσης. Τα 

αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για τις αναλύσεις σε διαμεμβρανικούς μεταφορείς 

ανήκουν κυρίως σε δύο χημικές κατηγορίες, τα μηλεϊμίδια (maleimides) (Εικόνα 1.15) και τα 

αντιδραστήρια μεθανοθειοσουλφονικού (MTS-reagents) (Εικόνα 1.16) (Molecular Probes, 

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook.html) 

(Toronto Research Chemicals; http://www.trc-canada.com). Τα μηλεϊμίδια αντιδρούν με την 

ιοντισμένη μορφή της σουλφυδρυλομάδας σχηματίζοντας θειοαιθέρες (Molecular Probes) 

(Εικόνα 1.15A), ενώ τα MTS-αντιδραστήρια (Toronto Research Chemicals), όπως και τα 

ιωδοακεταμίδια (Molecular Probes), σχηματίζουν μικτά δισουλφίδια (Εικόνα 1.16).  

Μηλεϊμίδια (maleimides) 

Είναι τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα SH-αντιδραστήρια. Μία σειρά από μηλεϊμίδια έχουν 

χρησιμοποιηθεί για ειδική σήμανση κυστεϊνών σε αναλύσεις σχέσεων δομής-λειτουργίας 

μεμβρανικών μεταφορέων. Αυτά ποικίλλουν ως προς τον υδρόφιλο/υδρόφοβο χαρακτήρα τους, 

τον όγκο της χημικής ομάδας, την ευελιξία της αλυσίδας, την ιδιαίτερη σήμανση π.χ. με 

ραδιενέργεια, φθορισμό, σήματα ιδιοστροφορμής (spin), κλπ. Μηλεϊμίδια έχουν χρησιμοποιηθεί 

σε φασματοσκοπικές εφαρμογές, όπως φθορισμομετρία σημειακής στόχευσης (site-directed 

fluorescence spectroscopy) (Wu and Kaback, 1994; Jung, K., et al., 1993) ή ηλεκτρονικό 

παραμαγνητικό συντονισμό (EPR) (site-directed spin labeling, SDSL) (Voss et al., 1996), σε 

εφαρμογές χημικής διασύνδεσης ζευγών κυστεϊνών (site-directed cross linking) (Wu and 

Kaback, 1996), ραδιενεργού σήμανσης in situ (site-directed labeling) (Frillingos and Kaback, 

1996a), αλλά ακόμη και σε αναλύσεις τοπολογίας με μεθόδους SCAM (Falke et al., 1988; Loo 

and Clarke, 1995; Valiyaveetil and Fillingame, 1998; Bogdanov et al., 2005; Zhou, Υ., et al., 

2008). 
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. 

 
 
Εικόνα 1.15 Μηλεϊμίδια. Α) Η αντίδραση αλκυλίωσης ενός μηλεϊμιδίου Β) Η δομή του βιοτινυλιωμένου 
μηλεϊμιδίου ΜΡΒ (Bogdanov et al., 2005). Το MPB έχει χρησιμοποιηθεί σε μελέτες προσβασιμότητας με ανίχνευση 
σε ανάλυση Western με αβιδίνη-HRP. 
 

 

 
 
Εικόνα 1.16 MTS-αντιδραστήρια. Η αντίδραση του MTS-SL [που φέρει σήμα ιδιοστροφορμής (spin label, SL) 
στην ομάδα νιτροξειδίου] με την πρωτεΐνη στόχο. Το MTS-SL χρησιμοποιείται σε αναλύσεις SDSL με EPR. 
 

 



 
 

 

71

Για τοπολογικές μελέτες χρησιμοποιούνται μηλεϊμίδια που είναι αφενός ανιχνεύσιμα 

(π.χ. με κατάλληλο αντίσωμα) και αφετέρου δεν διαπερνούν τη μεμβράνη, ή τουλάχιστον είναι 

ικανά να τη διαπεράσουν αλλά με πολύ αργό ρυθμό διαμερισμού (partition). Τέτοια μηλεϊμίδια 

είναι κυρίως ορισμένα μηλεϊμίδια συνδεδεμένα με βιοτίνη, όπως το 3-(Ν-maleimidylpropionyl) 

biocytin (MPB ή BM) (Εικόνα 1.15Β) και το (+)-biotinyl 3-3-maleimidopropionomidyl-3,6-

dioxaoctanediamine (MPEOB). Δεν διαπερνούν σε σημαντικό βαθμό τη μεμβράνη και, 

παράλληλα, είναι εύκολα ανιχνεύσιμα μετά από SDS-PAGE και ανάλυση Western με αβιδίνη-

HRP (Loo and Clarke, 1995; Matos et al., 1996). Tα αντιδραστήρια ΜΡΒ και ΜΡΕΟΒ έχουν 

χρησιμοποιηθεί π.χ. για τη μελέτη του προσανατολισμού της PheP σε συνδυασμό με αλλαγές 

στη σύσταση των λιπιδίων στη μεμβράνη της E. coli (Zhang et al., 2003) ή του γενικού 

προσανατολισμού των διαμεμβρανικών τμημάτων της περμεάσης λακτόζης (LacY) (Wang et al., 

2002). Το ΜΡΒ είναι πιο υδρόφιλο από το ΜΡΕΟΒ και έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς σε μελέτες 

τοπολογίας (Loo and Clarke, 1995; Jung et al., 1998; Fann et al., 1998; Gotoh et al., 1999; 

Grunewald et al.. 2002; Cao and Matherly, 2004). Ωστόσο, η χρήση του MPB δεν ήταν συχνά 

επαρκής από μόνη της για την ανάλυση της τοπολογίας αλλά συνδυάστηκε με τη χρήση άλλων 

μηλεϊμιδίων, όπως του 4-Acetamido-4’-maleimidylstilbene-2,2’-disulfonic acid (AMS ή SM), 

που είναι αρκετά υδρόφιλο, ογκώδες, και αρνητικά φορτισμένο και δεν φαίνεται να διαπερνά 

την βακτηριακή κυτταροπλασματική μεμβράνη ή την μεμβράνη των ευκαρυωτικών κυττάρων 

(van Geest and Lolkema, 2000; Jung et al., 1998; Leng et al., 1999; Fujihiri et al., 2002; Long et 

al., 2002).  

Μια άλλη κατηγορία μηλεϊμιδίων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε τοπολογικές 

μελέτες είναι φθορίζοντα μηλεϊμίδια, όπως το μηλεϊμίδιο φλουορεσεΐνης (FM, fluoresceine 

maleimide) (Valiyaveetil and Fillingame, 1998; Meuller et al., 1999; Poelarends and Konings, 

2002): το πλεονέκτημα του FM είναι ότι εκπέμπει ενέργεια φθορισμού που μπορεί να εντοπιστεί 

άμεσα μετά από ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. Έχει δειχθεί ότι κυστεΐνες σε διαμεμβρανικά 

τμήματα δεν σημαίνονται, ενώ αντίθετα κυστεΐνες σε υδρόφιλα τμήματα των πρωτεϊνών 

σημαίνονται  από το FM (Poelarends and Konings 2002; Valiyaveetil and Fillingame, 1998). 

Ένα ακόμα φθορίζον ειδικό αντιδραστήριο που έχει χρησιμοποιηθεί σε μελέτες 

προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) είναι το πράσινο μηλεϊμίδιο του 

Όρεγκον (OGM 488 Oregon Green Maleimide) (Fu and Maloney, 1998; Ye et al., 2001; Culham 

et al., 2003; Yagur-Kroll and Amster-Choder, 2005; Nanatani et al., 2009), το οποίο, ωστόσο, 
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χρησιμοποιείται συνήθως συμπληρωματικά με άλλα SH-αντιδραστήρια (Yagur-Kroll and 

Amster-Choder, 2005; Karatza et al., 2006). Επίσης, τελευταία, αναπτύχθηκε ένα νέο 

πρωτόκολλο SCAM, που χρησιμοποιεί το φθορίζον αντιδραστήριο TMRM, και 

χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη προσβασιμότητας του κέντρου δέσμευσης της περμεάσης 

λακτόζης LacY (Zhou, Υ., et al., 2008).  

Η επιλογή των μηλεϊμιδίων για τοπολογικές αναλύσεις προσβασιμότητας (SCAM) έχει 

συχνά αμφισβητηθεί, γιατί τα μηλεϊμίδια που αναφέρθηκαν παραπάνω είναι δυνατόν να 

διαπερνούν τη μεμβράνη, όταν χρησιμοποιούνται σε μεγάλες συγκεντρώσεις και μεγάλους 

χρόνους επώασης. Συνήθως, ιδανικότερη επιλογή είναι τα αντιδραστήρια MTSES-, MTSEA+ και 

MTSET+ που ανήκουν στην ομάδα των MTS-αντιδραστηρίων (βλ. παρακάτω) και δεν 

διαπερνούν τη μεμβράνη καθόλου, ιδίως το MTSES- (Kwaw et al., 2001). Βασικό μειονέκτημα, 

όμως, των MTS-αντιδραστηρίων είναι ότι δεν μπορούν να ανιχνευθούν απευθείας, παρά μόνον 

έμμεσα. Επομένως, και σε αυτές τις περιπτώσεις εφαρμογής της μεθοδολογίας SCAM, για την 

ανίχνευση του ειδικού SH-σήματος χρησιμοποιούνται συμπληρωματικά ορισμένα μηλεϊμίδια 

που είναι εύκολα ανιχνεύσιμα (π.χ. FM, MPB, OGM ή ραδιενεργά σεσημασμένο ΝΕΜ), μετά 

από επώαση σε κατάλληλες συνθήκες, π.χ. υψηλή συγκέντρωση αντιδραστηρίου ή αποδιάταξη 

των μεμβρανικών πρωτεϊνών, ώστε να σημανθούν όλες οι κυστεΐνες που έχουν απομείνει 

ελεύθερες (δεν έχουν δεσμεύσει το αντιδραστήριο MTS) (Frillingos and Kaback, 1996a; Olami 

et al., 1997; Jung et al., 1998; van Geest and Lolkema, 2000; Yagur-Kroll and Amster-Choder, 

2005; Karatza et al., 2006; Guan and Kaback, 2007). Ένα γενικό πρωτόκολλο για τέτοιου είδους 

μελέτη φαίνεται σχηματικά στην Eικόνα 1.17.  

Αν και δεν έχουν άμεσα χρησιμοποιηθεί σε τοπολογικές αναλύσεις, ορισμένα μηλεϊμίδια 

μπορούν να δώσουν επίσης μια αδρή χαρτογράφηση της σχετικής προσβασιμότητας των 

κυστεϊνικών καταλοίπων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το Ν-αιθυλoμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ) 

που μπορεί να διαπερνά τη λιπιδιακή διπλοστοιβάδα αλλά αντιδρά ταχύτερα με τις κυστεΐνες 

που είναι εκτεθειμένες σε υδρόφιλο περιβάλλον, ιδιαίτερα αυτές που σκιαγραφούν το κέντρο 

δέσμευσης και μεταφοράς υποστρώματος (Frillingos et al., 1997a,b; Frillingos and Kaback, 

1996a,b, 1997; Nie et al., 2007; Kaback et al., 2007). Η εφαρμογή συστηματικών αναλύσεων 

ελέγχου της προσβασιμότητας και της ευαισθησίας σε απενεργοποίηση μεταλλαγμάτων 

κυστεϊνών από το αντιδραστήριο NEM έχει οδηγήσει σε πολύ σημαντικά αποτελέσματα, τόσο 

για την περμεάση λακτόζης όπου πρωτοεφαρμόσθηκε (Frillingos et al., 1998; Kaback et al., 
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2007), όσο και για μια σειρά άλλων μεταφορέων δευτερογενούς ενεργού μεταφοράς (Tamura et 

al., 2001; Grunewald et al., 2002; Karatza et al., 2006; Tavoulari and Frillingos, 2008). 

 

 

 
 
Εικόνα 1.17  Σχηματική απεικόνιση πρωτοκόλλου μελέτης προσβασιμότητας κυστεϊνών σε βακτηριακές 
μεμβρανικές πρωτεΐνες. (A) κυστεΐνη που εδράζεται περιπλασματικά και  (B) κυστεΐνη που εδράζεται 
κυτταροπλασματικά, σε ακέραια κύτταρα. Τα κύτταρα επωάζονται αρχικά με ένα μη ανιχνεύσιμο –SH-ειδικό 
αντιδραστήριο που δεν διαπερνά τη μεμβράνη, και στη συνέχεια γίνεται επώαση με ένα διαπερατό και ανιχνεύσιμο 
αντιδραστήριο (van Geest and Lolkema, 2000).   
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Από τα μηλεϊμίδια που έχουν χρησιμοποιηθεί σε άλλες εφαρμογές, αξίζει να σημειωθεί η 

χρήση του φθορίζοντος αντιδραστηρίου 2-[(4’-maleimidyl)anilino]naptaphthaline-6-sulfonic 

acid  (MIANS) για φθορισμομετρική ανάλυση του μικροπεριβάλλοντος των κυστεϊνών σε 

παρασκευάσματα απομονωμένων μεμβρανικών μεταφορέων: το MIANS προσδίδει εξωγενώς 

ένα φθορίζον σήμα στο κατάλοιπο κυστεϊνης που εξετάζεται, το οποίο είναι ιδιαίτερα ευαίσθητο 

στις αλλαγές πολικότητας του πρωτεϊνικού μικροπεριβάλλοντος (Molecular Probes), και μπορεί 

να ανιχνεύσει τόσο την περίπτωση θέσεων καταλοίπων που βρίσκονται στο κέντρο δέσμευσης 

(Wu and Kaback, 1994) όσο και την περίπτωση σημαντικών αλλαγών διαμόρφωσης που επάγει 

η δέσμευση υποστρώματος και αντανακλώνται με την μετατόπιση συγκεκριμένων θέσεων προς 

περισσότερο ή λιγότερο πολικό περιβάλλον (Wu et al., 1994, 1995; Frillingos et al., 1997c). Αν 

και οι μελέτες αυτές έγιναν σε απομονωμένη μεμβρανική πρωτεΐνη και, μάλιστα, σε διαλυτή 

μορφή δηλ. σε αραιό διάλυμα απορρυπαντικού (n-δωδεκυλομαλτοσιδίου, DDM), τα 

αποτελέσματα ήταν πλήρως συμβατά με την εικόνα των δεδομένων in vivo ή in situ, δηλ. από 

τις αναλύσεις του μεμβρανικού μεταφορέα στο φυσικό του περιβάλλον (Wu et al., 1995; Wang  

et al., 1997; He and Kaback, 1998; Smirnova and Kaback, 2003; Smirnova et al., 2006, 2008).  

 

Αντιδραστήρια μεθανοθειοσουλφονικού (MTS-reagents) 

Τα αντιδραστήρια MTS (MTS-reagents) σχεδιάστηκαν και πρωτοχρησιμοποιήθηκαν για μελέτες 

SCAM διαμεμβρανικών μεταφορέων (εδάφιο 1.5.2.2.4) και, αρχικά, για την χαρτογράφηση του 

υδρόφιλου πόρου του διαύλου-υποδοχέα ακετυλοχολίνης, AchR (Akabas et al., 1992). Αν και οι 

πιο γνωστές εφαρμογές τους αφορούν τις τοπολογικές αναλύσεις προσβασιμότητας (SCAM) με 

τα ισχυρά πολικά και υδρόφιλα sodium 2-sulfonatoethyl methanethiosulfonate (MTSES-) (Ye 

and Maloney, 1993; Frillingos and Kaback, 1996a; Kwaw et al., 2001), 2-aminoethyl 

methanethiosulfonate bromide (MTSEA+) (Fujinaga et al., 1998; Ding and Wilson, 2001; Dodier 

et al., 2004; Dodd and Christie 2005) και 2-trimethylaminoethyl methanethiosulfonate bromide 

(MTSET+) (Fu and Maloney, 1998; Poelarends et al., 2002; Culham et al., 2003), αλλά και 

παραλλαγές τους όπως το Ν-biotinylaminoethyl methanothiosulfonate (MTSEA-Biotin) (Jones 

et al., 1996; Chen et al., 1998; Hu and Kaplan, 2000), υπάρχουν και πολλές άλλες εφαρμογές 

που χρησιμοποιούν σχετικά υδρόφοβα MTS-αντιδραστήρια για ειδικότερες δομικές αναλύσεις, 

όπως π.χ. το 1-Οξυλ-2,2,5,5-τετραμεθυλ-πυρολινο-αιθυλο-μεθανοθειοσουλφονικό (MTS-SL) 

που χρησιμοποιείται  σε φασματοσκοπία ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού (EPR) ως 
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αντιδραστήριο σημειακής στόχευσης κυστεϊνών που τους προσδίδει σήμα ιδιοστροφορμής 

(σπιν) (site-directed spin labeling, SDSL) (Εικόνα 1.16). Οι εφαρμογές SDSL και EPR με χρήση 

του αντιδραστηρίου MTS-SL (οι οποίες ουσιαστικά μετρούν την σχετική ελευθερία κίνησης του 

σπιν σε κάθε εξεταζόμενη θέση) έχουν δώσει πολύ σημαντικά στοιχεία για την τοπική 

δευτεροταγή δομή, την δυναμική διαμορφώσεων και την τοπολογία συγκεκριμένων 

διαμεμβρανικών περιοχών αλλά ακόμη και για την αλληλεπίδραση μεταξύ διαφορετικών 

περιοχών του μορίου του εξεταζόμενου μεταφορέα: τέτοιες εφαρμογές έγιναν αρχικά στην 

περμεάση λακτόζης (Wu et al., 1994; Voss et al., 1995a, 1996, 1997; Wang et al., 1998; Sun et 

al., 1999;  Zhao et al., 1999a,b), αλλά και σε αρκετές άλλες πρωτεΐνες, στη συνέχεια, όπως στην 

Τ4 λυσοζύμη (Voss et al., 1995b; Klug et al., 1997), στη ροδοψίνη (Altenbach et al., 1996), 

στον μεταφορέα προλίνης/Na+ (Jung, 1998), ή στην απολιποπρωτεΐνη Α (Oda et al., 2003). 
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1.6.2 Πλεονεκτήματα και περιορισμοί της μεθόδου SCAM και της μεταλλαξιγένεσης 

κυστεϊνικής σάρωσης  

Όπως και στις άλλες μεθόδους προσδιορισμού της τοπολογίας μεμβρανικών πρωτεϊνών, 

έτσι και στην ανάλυση προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) (εδάφιο 

1.5.2.2) υπάρχουν περιορισμοί στη χρήση της. Η βασικότερη προϋπόθεση είναι ότι πρέπει να 

είναι διαθέσιμο ένα μετάλλαγμα που δεν περιέχει κυστεΐνες και είναι πλήρως λειτουργικό (Cys-

less version), ώστε να είναι εφικτή η κατασκευή μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεΐνης. Έχει 

επίσης αναφερθεί εφαρμογή της μεταλλαξιγένεσης σάρωσης κυστεϊνών και της SCAM με 

υπόστρωμα μεταφορείς που έχουν απαλλαχθεί από ορισμένες μόνο και όχι όλες τις εγγενείς 

(native) κυστεΐνες (Cys-depleted versions) ιδιαίτερα για ευκαρυωτικούς μεταφορείς, όπως ο 

συμμεταφορέας γλυκόζης:νατρίου SGLT1 (Huntley et al., 2004) και ο μεταφορέας σεροτονίνης 

SERT (Sato et al., 2004). Τα συστήματα όμως αυτά υστερούν, καθώς η ακριβής ερμηνεία των 

δεδομένων από πειράματα τροποποίησης κυστεϊνών δυσχεραίνεται από την παρουσία των 

εγγενών κυστεϊνών (εδάφιο 1.6.1). Παράλληλα, υπάρχουν περιορισμοί και στη χρήση των –SH-

ειδικών αντιδραστηρίων τα οποία μπορεί να μην σημαίνουν ικανοποιητικά για τους παρακάτω 

λόγους: (α) λόγω χωροδιαταξικής παρεμπόδισης από τη δευτεροταγή δομή της πρωτεΐνης, (β) 

λόγω εσωτερικεύσεως του αντιδραστηρίου στον πυρήνα της πρωτεΐνης, (γ) λόγω της ύπαρξης 

περιοχών με φορτίο όμοιο με το αντιδραστήριο που οδηγούν σε ηλεκτροστατική άπωση, (δ) 

λόγω απώλειας ιοντισμού της σουλφυδρυλομάδας (βλ. Εικόνα 1.15Α), εξ αιτίας υδρόφοβου 

μικροπεριβάλλοντος, ή (ε) λόγω αυξημένου pKa της σουλφυδρυλομάδας, που οδηγεί σε απώλεια 

του ιοντισμού σε ουδέτερο pH (Εικόνα 1.15Α), εξ αιτίας αρνητικά φορτισμών γειτονικών 

καταλοίπων (Bogdanov et al., 2005). 

Παρ’ όλα αυτά όμως, τα πλεονεκτήματα της μεθόδου SCAM είναι πολλά και την 

καθιστούν συχνά την πλέον κατάλληλη για μελέτες τοπολογικής οργάνωσης και σχέσεων δομής 

λειτουργίας. Συνοπτικά τα πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι : 1) η ανάλυση γίνεται σε 

ολόκληρη την πρωτεΐνη, 2) η εισαγωγή της μιας κυστεΐνης είναι η μικρότερη δυνατή αλλαγή στο 

μόριο και εύκολα μπορεί να γίνει αποδεκτή από το μόριο, διατηρώντας την τοπολογία και τη 

λειτουργικότητά του, 3) η ανάλυση γίνεται με μελέτη προσβασιμότητας από μια ποικιλία 

ειδικών αντιδραστηρίων με διαφορετικές φυσικοχημικές ιδιότητες, 4) η ανίχνευση των 

τροποποιημένων κυστεϊνών είναι απλή, 5) απαιτείται μικρή ποσότητα πρωτεΐνης, 6) δεν 

απαιτούνται περίπλοκες μέθοδοι απομόνωσης της πρωτεΐνης, 7) η χημική τροποποίηση μπορεί 



 
 

 

77

να γίνει είτε σε ακέραια κύτταρα, είτε σε σφαιροπλάστες, είτε σε μεμβρανικά κυστίδια ορθού ή 

ανεστραμμένου προσανατολισμού (Bogdanov et al., 2005). 

Γενικότερα, τώρα, τα ίδια βασικά πλεονεκτήματα και περιορισμοί ισχύουν και για την 

συνολική στρατηγική της κυστεϊνικής σάρωσης, στη μελέτη των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών 

μεταφοράς. Η στρατηγική των αναλύσεων κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning analysis) έχει 

αποδειχθεί ότι μπορεί να δώσει πολύ σημαντικά αποτελέσματα για τις σχέσεις δομής-

λειτουργίας του εξεταζόμενου μεταφορέα, τα οποία αφενός προέρχονται από πολλές 

διαφορετικές πηγές τεχνικών και μεθόδων ανάλυσης (πολυσυλλεκτικά) και αφετέρου 

παραμένουν σε ισχύ ακόμη και μετά από τις πιο πρόσφατες κρυσταλλογραφικές αναλύσεις και 

βοηθούν, σε κάθε περίπτωση, στην ανάπτυξη ουσιαστικότερων μοντέλων για τον μηχανισμό 

λειτουργίας: αυτό φάνηκε ιδιαίτερα σε δύο περιπτώσεις: στην περμεάση λακτόζης LacΥ 

(Frillingos et al., 1998; Guan and Kaback, 2006; Kaback et al., 2007; Smirnova et al., 2008) και 

στους μεταφορείς νευροδιαβιβαστών όπως τον SERT (Zomot et al., 2007; Forrest et al., 2007, 

2008; Tavoulari et al., 2009). Είναι αναμφισβήτητο, επίσης, ότι η ανάλυση κυστεϊνικής σάρωσης 

υπερτερεί έναντι άλλων προσεγγίσεων συστηματικής μεταλλαξιγένεσης, όπως είναι η 

μεταλλαξιγένεση σάρωσης αλανινών (Ala-scanning mutagenesis) (Cunningham and Wells, 

1989; Morrison and Weiss, 2001), καθώς συνδυάζεται με πολυδύναμες χημικές τροποποιήσεις 

της εισαγόμενης ομάδας αμινοξέος (Cys) και με μια συστοιχία περαιτέρω αναλύσεων των 

αρχικών μεταλλαγμάτων, εμβαθύνοντας στη μελέτη των σχέσεων δομής-λειτουργίας για τις 

διαμεμβρανικές πρωτεΐνες.  
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1.7 Σκοπός της εργασίας 

Η οικογένεια των μεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων – ασκορβικού (NAT/NCS2), παρά 

την εμφανή σημασία της, δεν έχει μελετηθεί επαρκώς σε επίπεδο μηχανισμού λειτουργίας και 

ανάλυσης των δομών των αντίστοιχων μακρομορίων. Κατά την έναρξη της παρούσας διατριβής, 

είχε ήδη αναπτυχθεί στο εργαστήριό μας ένα πρότυπο βακτηριακό σύστημα ανάλυσης των 

σχέσεων δομής-λειτουργίας της οικογένειας NAT, με βάση την μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής 

σάρωσης του μεταφορέα ξανθίνης YgfO (XanQ) (Καρατζά, 2006). Ωστόσο, δεν είχαν ακόμη 

διερευνηθεί βασικά στοιχεία της δομικής και τοπολογικής οργάνωσης του μεταφορέα YgfO 

καθώς και του ρόλου της ευρύτερης περιοχής γύρω από την αλληλουχία του μοτίβου-

«υπογραφή» της οικογένειας NAT η οποία φαίνεται να εμπλέκεται στον καθορισμό της 

εξειδίκευσης του κέντρου δέσμευσης πουρινών (Karatza et al., 2006). Στην παρούσα εργασία, 

κατά συνέπεια, εστιαστήκαμε σε δύο κεντρικούς στόχους, που είναι:  

1. Αρχικός δομικός και τοπολογικός χαρακτηρισμός του μεταφορέα YgfO (XanQ) :  

Α. υπερέκφραση και απομόνωση του μεταφορέα YgfO, σε διάλυμα απορρυπαντικού, που θα 

επέτρεπε αρχικό δομικό χαρακτηρισμό του μορίου σε καθαρή μορφή, μέσω βιοφυσικών 

μεθόδων (φθορισμομετρίας, κυκλικού διχρωισμού, ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού) 

καθώς και δοκιμασίες κρυστάλλωσης στα πλαίσια της συνεργασίας μας με την ερευνητική 

ομάδα του H. R. Kaback (UCLA) (Stroud et al., 2009).  

B. γενική τοπολογική ανάλυση του μεταφορέα YgfO με στρατηγικές προσβασιμότητας, και, 

συγκεκριμένα, με την Μέθοδο ελέγχου Προσβασιμότητας Υποκατεστημένων Κυστεϊνών 

(SCAM), που βασίστηκε στα μοριακά εργαλεία της Μεταλλαξιγένεσης Κυστεϊνικής Σάρωσης 

του YgfO που διαθέταμε στο εργαστήριο (Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008).     

2. Ανάλυση του ρόλου της ευρύτερης περιοχής πριν από το μοτίβο-«υπογραφή» ΝΑΤ : 

Α. ανάλυση προσβασιμότητας της αλληλουχίας του μοτίβου-«υπογραφή» σε υδρόφιλα 

αντιδραστήρια και μελέτη της επίδρασης της υποστρώματος (ξανθίνης) για να αποκαλυφθούν 

πιθανές θέσεις δέσμευσης ή ενεργού ανταπόκρισης στη δέσμευση υποστρώματος. 

Β. ανάλυση μεταλλαξιγένεσης στην περιοχή της αλληλουχίας πριν από το μοτίβο-«υπογραφή» 

που περιλαμβάνει όλη την ευρύτερη περιοχή που είχε συσχετισθεί με τον καθορισμό της 

εξειδίκευσης από τις αρχικές μελέτες στον μεταφορέα UapA (μεταξύ TM8 και TM9) (Diallinas 

et al., 1998) καθώς και δύο τουλάχιστον επιπλέον σημαντικά κατάλοιπα στον YgfO (τα Glu272 

και Asp304), όπως είχαν διαπιστωθεί από άλλη μελέτη του εργαστηρίου μας (Καρενά, 2007).    
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2.1  Όργανα 

Κατά την εκπόνηση αυτής της διδακτορικής εργασίας χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα όργανα:  

Συσκευή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, Foster City, California),  

Eπιτραπέζια μικροφυγόκεντρος Eppendorf Centrifuge 5415 D.  

Φυγόκεντρος Heraeus Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory products GmbH, Hanau, Germany), 

Συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών, Protean II xi Cell (Bio-Rad, Hercules, California), 

Συσκευή ηλεκτροφορητικής μεταφοράς Mini Trans-Blot transfer (Bio-Rad, Hercules, 

California),  

Φυγόκεντρος Sorval RC-5B (Du Pont Instruments, Newton, Connecticut), 

Φυγοκεντρικός συμπυκνωτής κενού (Speedvac concentrator) (Savant Instruments, Hicksville, 

New York),  

Mετρητής υγρού σπινθηρισμού σωματιδίων β (Liquid ScintiLLation Counter) (Packard 

Instruments, Meriden, Conecticut), ο οποίος είναι εγκατεστημένος στο χώρο του εργαστηρίου 

Φαρμακολογίας της Ιατρικής Σχολής,  

Συσκευή ταχείας διήθησης (glass filter holder assembly) (Fischer Scientific, Pittsburg, PA), 

Συσκευή θραύσης κυττάρων French Press FA 078 E1-2FA003 του οίκου Polytec, Germany. 

Συσκευή υπερήχων, digital sonifier model 250-D (Branson Ultrasonics, Danberry, Connecticut), 

η οποία ήταν εγκατεστημένη στο χώρο του Ινστιτούτου Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων 

(Ι.Β.Ε.Ι), 

Υπερφυγόκεντρος Beckman OptimaTM ULtracentrifuge (Beckman Instruments, Palo Alto, 

California),  

Φασματοφωτόμετρο Ultraspec-2001 (Biochrom, Cambridge, England),  
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Φασματοπολωσίμετρο (Jasco J-815 CD Spectropolarimeter), από τα οριζόντια δίκτυα οργάνων 

του Πανεπιστημίου Ιωννίνων, του οποίου την εγκατάσταση και ευθύνη λειτουργίας έχει το 

Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας (επιστημονικά υπεύθυνος, Επ. Καθηγήτρια Αναστασία 

Πολίτου), 

Φθορισμόμετρο (Hitachi, τύπου F-2500 Fluorescence Spectrophotometer), του οποίου την 

εγκατάσταση και ευθύνη λειτουργίας έχει το Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας (επιστημονικά 

υπεύθυνος, Επ. Καθηγήτρια Αναστασία Πολίτου) αλλά ανήκει οργανικά στο Ινστιτούτο 

Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων (Ι.Β.Ε.Ι). 

Φασματοσκόπιο JEOL X-band, για τα πειράματα ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού 

(Electon Paramagnetic Resonance, EPR), που έγιναν στο συνεργαζόμενο ερευνητικό εργαστήριο 

του John C. Voss (Department of Biochemistry and Molecular Medicine, UCDavis, Davis, 

California) 
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2.2 Χημικά αναλώσιμα 

Κατά την εκπόνηση της διατριβής χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω χημικά αναλώσιμα: 

Η ραδιενεργός [8-3Η] ξανθίνη (18 Ci/mmol) ήταν από την εταιρεία Moravek Biochemicals 

(Brea, California) και οι φυσικές νουκλεοτιδικές βάσεις (αδενίνη, γουανίνη, θυμίνη, κυτοσίνη, 

ουρακίλη, ξανθίνη) από την Sigma (St. Louis, Missouri). 

Τα ολιγο-δεοξυριβονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν ως εκκινητές (primers) στις 

αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction) συντέθηκαν κατά 

παραγγελία από την εταιρεία BioSpring GmbH (Frankfurt, Germany). 

Ένζυμα κλωνοποίησης- ανασυνδυασμού του DNA : Στην αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε η 

Phusion High Fidelity DNA πολυμεράση (Phusion High Fidelity PCR system) από την εταιρεία 

Tools for Molecular Biology- FINNZYMES (Espoo, Finland). Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

BamHI, ApaI, η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4, που χρησιμοποιήθηκε στις αντιδράσεις 

ανασύνδεσης (ligation) και η αλκαλική φωσφατάση [για την αποφωσφορυλίωση των 

πλασμιδιακών φορέων (vectors)] ήταν είτε της εταιρείας MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, 

Germany) είτε της εταιρείας Takara (BIO INC, Japan). 

Αντισώματα (antibodies) : Το αντίσωμα έναντι της αλληλουχίας των ιστιδινών (anti-PentaHis- 

HRP) είναι της εταιρείας Qiagen (West Sussex, UK). Το σύζευγμα πρωτεΐνης Α –υπεροξειδάσης  

ραπανιού [horseradish peroxidase (HRP)-conjugated protein A], που χρησιμοποιήθηκε ως 

δεύτερο αντίσωμα, καθώς και το σύζευγμα αβιδίνης-υπεροξειδάσης ραπανιού (avidin-HRP) 

ήταν της εταιρείας Amersham Pharmacia Bio-Tech (Upsala, Sweden). Το αντίσωμα έναντι του 

πράσινου μηλεϊμιδίου του Oregon (βλ. παρακάτω) ήταν από την Molecular Probes (Eugene, 

Oregon). 

Απορρυπαντικά (detergents) : Για την εκχύλιση των μεμβρανικών πρωτεϊνών από μεμβρανικά 

παρασκευάσματα ή κυστίδια της E. coli χρησιμοποιήθηκαν τα ήπια απορρυπαντικά n-δωδεκυλο-

β,D-μαλτοπυρανοσίδιο (DDM), της εταιρείας Sigma (St, Louis, Missuri), ή Fos-choline-14, από 

την εταιρεία Anatrace Affymetrix (Maumee, Ohio).    

Δείκτες πρότυπων μοριακών βαρών : Χρησιμοποιήθηκαν οι GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder 

plus ready to use, της Fermentas (St. Leon-Rot, Germany), για ηλεκτροφορήσεις DNA, και 
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Prestained SDS-PAGE Standards, Low-Range Bio-Rad Laboratories (Hercules, California) για 

ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών. 

Συσκευασίες υλικών (kits) : (1) Για απομόνωση DNA: Συσκευασία υλικών καθαρισμού 

τμημάτων DNA από δείγματα πήγματος αγαρόζης Nucleospin Extract II Macherey-Nagel 

(Duren, Germany), Συσκευασία απομόνωσης πλασμιδιακού DNA Nucleospin Plasmid 

Macherey-Nagel (Duren, Germany). (2) Για απομόνωση πρωτεϊνών: Σφαιρίδια δισθενούς 

νικελίου, Ni-IDA ProbondTM Purification, της εταιρείας Invitrogen. (3) Για αποτύπωση Western: 

Συσκευασία πρωτοκόλλου ενισχυμένης χημειοφωταύγειας ECLTM Western BLotting Detection 

Reagents Amersham GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). 

SH- αντιδραστήρια (thiol- reactive reagents) : To N-αιθυλμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ) ήταν της εταιρείας 

Sigma (St. Louis, Missouri). To μεθανο-θειο-σουλφονικό αιθυλσουλφονικό (άλας νατρίου) 

(MTSES-) ήταν από την εταιρεία Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada). Το πράσινο 

μηλεϊμίδιο του Oregon (Oregon Green 488 Maleimide, OGM) από την εταιρεία Molecular 

Probes (Eugene, Oregon). To ειδικό SH-αντιδραστήριο, σεσημασμένο με ελεύθερο spin 

ηλεκτρονίων για τα πειράματα ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού (MTS-SL, (1-Οξυλ-

2,2,5,5-τετραμεθυλ-πυρολινο-αιθυλο-μεθανοθειοσουλφονικό), υπήρχε στο εργαστήριο του Dr. J. 

C. Voss και το είχαν προμηθευτεί από τον Dr K Hideg (University of Pecs, Hungary). 

 

Τα υπόλοιπα χημικά αναλώσιμα που χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή των διάφορων 

διαλυμάτων ήταν της υψηλότερης απαιτούμενης καθαρότητας και κατά κύριο λόγο 

αγοράσθηκαν από την εταιρεία Sigma (St. Louis, Missouri). 
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2.3 Βακτηριακά στελέχη και πλασμίδια 

 E. coli TOP10F΄ (F΄{LacLq, Tn10 (TetR)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mrcBC) 

φ80LacZΔM15 ΔLacX74 deoR recA1araD139 Δ(ara-Leu)7697 gaLU gaLK rpsL(StrR) 

endA1 nupG) (Invitrogen): χρησιμοποιήθηκε για την αναπαραγωγή των 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων (μετά από την αντίδραση λιγάσης (Ligation) σε μεγάλη 

κλίμακα λόγω του μεγάλου βαθμού επιδεκτικότητας (competence efficiency) που 

διαθέτει. 

 E. coli Τ184 (LacL+ O+ Z- Y- (A), prsL, met-, thr-, recA, hsdM, hsdR/F-, Laclq, O+, ZD118 

(Y+, A+) (Teather et al., 1980): χρησιμοποιήθηκε για την υπερέκφραση των διαπερασών 

YgfO εξωχρωμοσωμικά, μέσω του υποκινητή/χειριστή του οπερονίου της λακτόζης, 

LacZ(p/o), υπό το μεταγραφικό έλεγχο του ισοπρόπυλο-β, D-θειογαλακτοσιδίου (IPTG). 

To γονιδίωμα του στελέχους T184 δεν περιέχει ενδογενή γονίδια που να επάγονται από 

IPTG(Lac Z- Y-). 

 E. coli XL1-Blue (endA1 gyrA96(naLR) thi-1 recA1 reLA1 Lac gLnV44 F'[ Tn10 

proAB+ LacIq Δ(LacZ)M15] hsdR17(rK
- mK

+) (Stratagene): χρησιμοποιήθηκε για να 

ελεγχθούν τα επίπεδα έκφρασης της διαπεράσης ΥgfΟ(wt)–His10 (φυσικού τύπου YgfO), 

ώστε να χρησιμοποιηθεί για απομόνωση σε μεγάλη κλίμακα, καθώς επίσης και για τον 

έλεγχο της έκφρασης της ομόλογης πρωτεΐνης  MoorT από το θερμόφιλο βακτήριο 

Moorella thermoacetica. 

 E. coli DH5α (F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 reLA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ–) (Gibco-BRL): χρησιμοποιήθηκε για τον ίδιο 

σκοπό όπως το στέλεχος E. coli XL1-Blue. 

 E. coli BW25113 (∆ (araD-araB) 567, ∆LacZ4787 (rrnB-3), Lambda-, rph-1, ∆(rhaD-

rhaB)568, hsdR514) (Datsenko and Wanner, 2000): το στέλεχος αυτό υπήρχε στο 

εργαστήριο καθώς είχε χρησιμοποιηθεί για τα πειράματα απαλοιφής των ενδογενών 

γονιδίων ygfO (xanQ) (Καρατζά, 2006). Στην παρούσα διατριβή, χρησιμοποιήθηκε για 

τον ίδιο σκοπό όπως το στέλεχος E. coli XL1-Blue. 

 E. coli BL21 (DE3) (F– ompT gaL dcm Lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [LacI LacUV5-T7 

gene 1 ind1 sam7 nin5]) (Invitrogen): χρησιμοποιήθηκε για τον ίδιο σκοπό όπως το 

στέλεχος E. coli XL1-Blue. 
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 E. coli BL21 (DE3) pLysS (F- ompT gaL dcm Lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3) pLysS(cmR) 

(Invitrogen): χρησιμοποιήθηκε για τον ίδιο σκοπό όπως το στέλεχος E. coli XL1-Blue. 

 E. coli BL21-CodonPlus-RIPL (F– ompT hsdS(rB
– mB

–) dcm+ Tetr gal (DE3) endA Hte 

[argU prol Camr]* [argU ileY LeuW Strep/Specr]**) (Invitrogen): στέλεχος που έχει 

αναπτυχθεί για την επαύξηση της πιθανότητας επιτυχίας ετερόλογης έκφρασης 

πρωτεϊνών στην E. coli K-12. Μας παραχωρήθηκε από τον Υποψήφιο (τότε) Διδάκτορα 

Σταμάτιο Λιοκάτη και την Επ. Καθηγήτρια Αναστασία Πολίτου. Στην παρούσα 

διατριβή, χρησιμοποιήθηκε για τον ίδιο σκοπό όπως το στέλεχος E. coli XL1-BLue. 

Τα αρχικά πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν ήταν: 

 pT7-5 : φορέας κλωνοποίησης των υπό μελέτη γονιδίων με στόχο την υπερέκφρασή τους 

μέσω του υποκινητή/χειριστή του οπερονίου της λακτόζης, lacZ(p/o) [πρόκειται για 

πλασμίδιο μετρίου αριθμού αντιγράφων ανά κύτταρο (medium copy number), βλ. Sahin-

Toth et al., 1995b]. 

 pT7-5/ygfO-Cys-less-His10 (Karatza et al., 2006): ανασυνδυασμένο pT7-5 που φέρει το 

γονίδιο  (ygfO) του YgfO με αλλαγμένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-less), 

υπο τον μεταγραφικό έλεγχο του lacZ(p/o) και αλληλουχία 10 συνεχόμενων καταλοίπων 

ιστιδίνης (His10) (Smirnova and Kaback, 2003) στο C-τελικό άκρο. 

 pT7-5/ygfO-His10 (Karatza and Frillingos, 2005): ανασυνδυασμένο pT7-5 που φέρει το 

γονίδιο  (ygfO) του YgfO φυσικού τύπου (wt), υπο τον μεταγραφικό έλεγχο του 

lacZ(p/o) και αλληλουχία 10 συνεχόμενων καταλοίπων ιστιδίνης (His10) (Smirnova and 

Kaback, 2003) στο C-τελικό άκρο. 

 pT7-5/melY-BAD (Frillingos and Kaback, 2001): ανασυνδυασμένο pT7-5 που φέρει το 

γονίδιο (melY) της διαπεράσης μελιβιόζης ΜelΥ του Enterobacter cloacae (Tavoulari 

and Frillingos, 2008) υπο τον μεταγραφικό έλεγχο του lacZ(p/o) και την περιοχή 

δέσμευσης βιοτίνης (Biotin Acceptor Domain) της οξαλοξικής αποκαρβοξυλάσης της 

Klebsiella pneumoniae (Consler et al., 1993) ακολουθούμενη από το C-τελικό 12-

πεπτίδιο της LacY (LSLLRRQVNEVA) (Carrasco et al., 1984) στο C-τελικό του άκρο. 

 pT7-5/LacY-C154G-His10 (Smirnova and Kaback, 2003; Abramson et al., 2003): 

ανασυνδυασμένα pT7-5 που φέρει το γονίδιο (lacY) της διαπεράσης λακτόζης (LacY) 
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της E. coli με αλλαγμένη την Cys-154 σε Gly [μετάλλαγμα που είχε χρησιμοποιηθεί για 

την αρχική κρυστάλλωση της LacY διότι δεσμεύει με υψηλή συγγένεια αλλά χωρίς να 

μεταφέρει το υπόστρωμα, εμφανίζει σημαντικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης και 

αυξημένη θερμοσταθερότητα (Smirnova and Kaback, 2003)] και με την αλληλουχία 10 

συνεχόμενων καταλοίπων ιστιδίνης (His10) το C- τελικό άκρο. 

 

Ανασυνδυασμένα πλασμίδια που κατασκευάσθηκαν και/ή χρησιμοποιήθηκαν για τα 

πειράματα μεταλλαξιγένεσης του μεταφορέα YgfO ήταν: 

 pT7-5/ygfO-Cys-less-X#C-His10, ανασυνδυασμένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο  (ygfO) 

του YgfO με αλλαγμένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-less), και ένα επιπλέον 

κατάλοιπο κυστεΐνης (single-Cys mutant, διαπεράση μοναδικής κυστεΐνης) στη θέση # 

και αλληλουχία 10 συνεχόμενων καταλοίπων ιστιδίνης (His10) στο C-τελικό άκρο. 

Τέτοιου τύπου κλασμίδια κατασκευάσθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για την τοπολογική 

ανάλυση, για τον καθαρισμό μεγάλης κλίμακας που ακολουθήθηκε από πειράματα SDSL 

και για τον καθαρισμό μικρής κλίμακας που εφαρμόσθηκε στα πειράματα σήμανσης με 

MTSES τόσο στην ανάλυση του μοτίβου-υπογραφή όσο και στην τοπολογική ανάλυση.   

 pT7-5/ygfO-Cys-less-X(323-339)C-His10: πρόκειται για ανασυνδυασμένα pT7-5 που 

υπήρχαν ήδη στο εργαστήριό μας (Karatza et al., 2006). 

 pT7-5/ygfO-Cys-less-X#C-BAD, ανασυνδυασμένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο  (ygfO) 

του YgfO με αλλαγμένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-less), και ένα επιπλέον 

κατάλοιπο κυστεΐνης (single-Cys mutant, διαπεράση μοναδικής κυστεΐνης) στη θέση # 

και αλληλουχία της περιοχής δέσμευσης βιοτίνης ακολουθούμενη από το C-τελικό 12-

πεπτίδιο της LacY (BAD-tag, Karatza and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο. 
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2.4 Τεχνικές ανασυνδυασμένου DNA 

Οι τεχνικές ανασυνδυασμένου DNA (τεχνικές κλωνοποίησης DNA ή γενετικής 

μηχανικής) χρησιμοποιούνται για την παραγωγή πολλών αντιγράφων από επιλεγμένα τμήματα 

DNA μέσω μιας διαδοχικής σειράς in vivo και in vitro σταδίων, δηλ. παραγωγή πολλών κλώνων 

DNA (DNA cloning) καθώς επίσης και ανασυνδυασμό αυτών των προς μελέτη τμημάτων με 

την τελική εισαγωγή τους σε κατάλληλους πλασμιδιακούς φορείς (DNA recombination). Το 

σύνολο των σχετικών τεχνικών αναφέρεται ως τεχνολογία ανασυνδυασμένου DNA (recombinant 

DNA technology) όπου χρησιμοποιούνται ιδιαίτερα μοριακά εργαλεία και μέθοδοι.. 

 

2.4.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction - PCR)  

Για την κλωνοποίηση του γονιδίου moorΤ (MoorT or Moth_2118, gene ID: 3833269) , 

ομολόγου του ygfO (xanQ), χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της PCR ενός σταδίου με υπόστρωμα 

(εκμαγείο) ολικό γονιδιωματικό DNA του θερμόφιλου Gram-θετικού βακτηρίου Moorella 

thermoacetica (Drake and Daniel, 2004). Το γονιδιωματικό DNA της M. thermoacetica μας 

παραχωρήθηκε ευγενώς από τον Stephen Ragsdale, του Πανεπιστημίου της Nebraska (Lincoln, 

Nebraska). Οι εκκινητές για την αντίδραση σχεδιάστηκαν ώστε να εισαχθούν οι περιοριστικές 

θέσεις των BamHI και ApaI στο 5΄και 3  ́άκρο του γονιδίου, αντίστοιχα, και να επιτραπεί στη 

συνέχεια ένθεση (insertion) του προϊόντος PCR στην αλληλουχία του πλασμιδίου pT7-5 (Sahin-

Tόth et al., 1995b), με αντικατάσταση του περιοριστικού θραύσματος BamHI/ApaI στον φορέα 

(vector) pT7-5/melY-BAD (βλ. ανωτέρω). Οι δύο εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται 

πιο κάτω, στον Πίνακα 2.4. 

 

2.4.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) δύο σταδίων (overlap/extension) 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων για τα μεταλλάγματα του YgfO 

(μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης, μεταλλάγματα μοναδικής τρυπτοφάνης, ή σημειακά 

μεταλλάγματα σε υπόστρωμα φυσικού τύπου) χρησιμοποιήθηκε η PCR δύο σταδίων (Εικόνα 

2.1).  
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Κατά την PCR δύο σταδίων (Ho et al., 1989, Frillingos et al., 1994, Karatza et al., 2006), 

χρησιμοποιούνται κατάλληλα συμπληρωματικά oλιγονουκλεοτίδια ως εκκινητές (primers) για 

να δημιουργηθούν, από τα γονίδια-στόχους, τμήματα DNA με επικαλυπτόμενα άκρα (1ο στάδιο) 

(Εικόνα 2.1). Τα προϊόντα του 1ου σταδίου συνδυάζονται και χρησιμοποιούνται στο 2ο στάδιο 

ως υποστρώματα (εκμαγεία), όπου λόγω των επικαλυπτόμενων άκρων τους υβριδίζουν και, με 

τη χρήση των ίδιων εξωτερικών ολιγονουκλεοτιδίων, όπως στο 1ο στάδιο, επεκτείνονται και 

δίνουν ένα προϊόν που αποτελείται από την συνεχόμενη συνθετική αλληλουχία (contig) όλων 

των προηγούμενων τμημάτων (2ο στάδιο) (Εικόνα 2.1). Η παραπάνω μεθοδολογία, που συνήθως 

περιγράφεται ως PCR επικάλυψης/επέκτασης (overlap/extension) (Ho et al., 1989) αποτελεί 

μέθοδο εκλογής, μεταξύ των άλλων, για την κατασκευή χιμαιρικών γονιδίων, in vitro 

μεταλλαξιγένεση και δημιουργία γονιδίων χωρίς κωδικόνια Cys (Cys-less) με συνδυαστική 

μεταλλαξιγένεση σε πολλές θέσεις (Frillingos and Kaback, 2001; Karatza et al., 2006; Tavoulari 

and Frillingos, 2008). Στο τέλος κάθε σταδίου, τα προϊόντα της PCR διαχωρίζονται με 

ηλεκτροφόρηση σε 1% πήγμα αγαρόζης και ανακτώνται με το πακέτο υλικών καθαρισμού DNA 

από πήγμα αγαρόζης Nucleospin Extract II Macherey-Nagel (Duren, Germany). 

Αναλυτικά σε κάθε στάδιο PCR στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν: 

 100 ng πλασμιδιακού DNA ή αντίστοιχες ποσότητες προϊόντων PCR μετά από 

ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης και καθαρισμό. 

 10 μΜ από κάθε εκκινητή 

 5Χ ρυθμιστικού διαλύματος αντίδρασης (Physion HF polymerase buffer) που περιέχει  

7.5 mM MgCl2. 

 2.5 mM από κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) 

 1 U/μL DNA πολυμεράση (Phusion HF) 

 Αποστειρωμένο ddH2O από στήλη millipore μέχρι τελικό όγκο 100 μL. 

 

Κατά κανόνα, η PCR εφαρμόσθηκε σε 30 κύκλους, με τις εξής εναλλαγές θερμοκρασίας : 
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Για το πρώτο στάδιο       94 oC  για 5 min                Για το δεύτερο σταδιο  94 oC  για 5 min 

                                          94 oC  για 1 min                                                         94 oC  για 1 min     

                                          50 oC  για 1 min                                                         50 oC  για 2 min                                                                                                                                     

                  72 oC  για 1.5 min                                                      72 oC  για 2 min                                                          

                   72 oC  για 7 min                                                       72 oC  για 7 min       

 

 

 

 

Εικόνα 2.1: Σχεδιαγραμματική απεικόνιση της μεθόδου PCR δύο σταδίων. 

(αποδιάταξη δίκλωνου DNA) 

(πρόσδεση εκκινητών) 

(επιμήκυνση του DNA) 
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Οι δύο εξωτερικοί εκκινητες που χρησιμοποιήθηκαν σε όλες τις αντιδράσεις PCR είναι: 

LacZ (p/o) sense   5΄- ATGATTACGGATTCACTGGCCGTC - 3΄  

ΥK(pT7-5) – His10 antisense  5΄- GACGGGGAGTCAGGCAACTATGG - 3΄ 

Οι εσωτερικοί εκκινητες που σχεδιάστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν στις αντίστοιχες αντιδράσεις 

PCR φαίνονται στους Πίνακες 2.1-2.3. Οι εκκινητές για μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης σε 

επιλεγμένες θέσεις του YgfO (single – Cys mutants) παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.1, για την 

κατασκευή του μεταλλάγματος του YgfO που δεν περιέχει τρυπτοφάνη (Trp-less) καθώς και για 

τα μεταλλάγματα μοναδικής τρυπτοφάνης (single-Trp mutants), στον Πίνακα 2.2, και για 

σημειακά μεταλλάγματα σε σημαντικές θέσεις αμινοξέων (276-281) ανοδικά του μοτίβου 

«υπογραφή» ΝΑΤ, στον Πίνακα 2.3. Τέλος, οι εκκινητές PCR για την κλωνοποίηση της 

ομόλογης περμεάσης MoorT από το θερμόφιλο βακτήριο M. thermoacetica (εδάφιο 2.4.1) 

φαίνονται στον Πίνακα 2.4.   

Πίνακας 2.1 Ανασυνδυασμένα πλασμίδια που περιλαμβάνουν την αλληλουχία του ελεύθερου κυστεϊνών (Cys-less) 
ygfO με εισαγωγή νέων κωδικονίων κυστεΐνης σε επιλεγμένες θέσεις και οι εσωτερικοί εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή τους. Τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης S284C, S295C, A366C, 
R394C, I419C είχαν κατασκευαστεί από τη Σωτηρία Λιμπανοβνού κατά τη διάρκεια της διπλωματικής της εργασίας 
για το Tμήμα Βιολογικών Eφαρμογών και Tεχνολογιών (2006). Με έντονα υπογραμμισμένα γράμματα φαίνονται οι 
τριπλέτες βάσεων που εισάγουν την αλλαγη στη θέση του αμινοξέος με κυστεΐνη. 

Αλληλουχία εκκινητή νοηματικού κλώνου 

(sense primer sequence) 

Προϊόν ανασυνδυασμού DNA 

5΄-CGTGGGTTGTGCTTTACAGCTTTC- 3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-Α48C- His10 

5΄-CAAGTAAACTGCTACGGCATCGTC-3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-R78C- His10 

5΄-GCAGCATGAAATTGCGACGGTTTTC-3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-S109C- His10 

5΄-GCCCTATTGCCGTCGTGTTATTAC-3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-L142C- His10 

5΄-GGAGGATTTGCATGCAAAAGCAGC-3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-A176C- His10 

5΄-CTCTTCTCGTTGTCCTTTGCTACG-3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-S206C- His10 

5΄-CGTTAATCTGCATCCCGCATC-3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-T243C- His10 

5΄-GCAATGGTTTGTCGTCGTCCCATTC -3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-S284C- His10 

5΄-GAAGAGTATCAGTGCCGGCTGAAAG-3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-S295C- His10 

5΄- GTTCATTACCATGCACCACGTTTGC- 3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-L319C- His10 
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5΄-CATTCCCTCTTGTGTTCTGGGAG-3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-A366C-His10 

5΄-CCAACGGTTTAAAGTGCCGTGAAACAC-3  ́ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-R394C-His10 

5 -́CGAAATTTTCAAGTGCTTGCCAGCCTC -3΄ pT7-5/ ygfO (Cys-less)-I419C-His10 

 

 

Πίνακας 2.2 Ανασυνδυασμένα πλασμίδια που περιλαμβάνουν την αλληλουχία του φυσικού τύπου ygfO με 
αντικατεστημένο το εγγενές κωδικόνιο τρυπτοφάνης στη θέση 73 (Τrp-73) με κωδικόνιο φαινυλαλανίνης (Phe) ή 
και εισαγωγή νέων καταλοίπων τρυπτοφάνης σε επιλεγμένες θέσεις, και οι εσωτερικοί εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή τους. Με έντονα υπογραμμισμένα γράμματα φαίνονται οι τριπλέτες βάσεων 
που εισάγουν την αλλαγή στη θέση του αμινοξέος με φαινυλαλανίνη (W-less) ή με τρυπτοφάνη (single-W YgfOs). 

 

 

Πίνακας 2.3 Ανασυνδυασμένα πλασμίδια που περιλαμβάνουν την αλληλουχία του φυσικού τύπου ygfO με 
εισαγωγή νέων κωδικονίων αμινοξέων σε επιλεγμένες θέσεις και οι εσωτερικοί εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 
για την κατασκευή τους. [Τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης που αποκάλυψαν τη σημαντικότητα αυτών των 
θέσεων είχαν κατασκευαστεί και ελεγχθεί από τον Αλέξανδρο Καλλή κατά τη διάρκεια της μεταπτυχιακής του 
εργασίας για το μεταπτυχιακό πρόγραμμα (ΠΜΣ) Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων (2009).] Με 
έντονα υπογραμμισμένα γράμματα φαίνονται οι βάσεις που εισάγουν την αντίστοιχη αλλαγη κωδικονίου. 

Αλληλουχία εκκινητή νοηματικού κλώνου 

(sense primer sequence) 

Προϊόν ανασυνδυασμού DNA 

5’-GAAGCAGTTGGCGAAATCACCGC-3’            pT7-5/ ygfO(wt)-D276E- ABH  

5’-GAAGCAGTCGGCAATATCACCGC-3’   pT7-5/ ygfO(wt)-D276N- ABH  

5’-GCGATCTTACCGCTACGGCAATG-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-I277L- ABH  

Αλληλουχία εκκινητή νοηματικού κλώνου 
(sense primer sequence) 

Προϊόν ανασυνδυασμού DNA 

5΄-CAAATACGGCTTGGAGCTTTAGCTTC-3΄ pT7-5/ ygfO (W-less)-F252W- His10 

5΄-CGATTTATCTTTGGAGCGTGCTGG -3΄ pT7-5/ ygfO (W-less)-L268W- His10 

5΄-GAAAGGCGGTGTTTGGGCAGATG -3  ́ pT7-5/ ygfO (W-less)-L302W- His10 

5΄-GTTCATTACCATGGACCACGTTTG -3΄ pT7-5/ ygfO (W-less)-L319W- His10 

5΄-CTTCACGTTTGGTTGGTCGAACCATC -3  ́ pT7-5/ ygfO (W-less)-Y338W- His10 

5΄-GGCGGCTTTTGGACAACCATTC -3  ́ pT7-5/ ygfO (W-less)-F360W- His10 

5΄-CCTCTATTTACTGGCTGGTCGAAAAC -3  ́ pT7-5/ ygfO (W-less)-V426W- His10 



 
 

 

92

5’-GCGATGTTACCGCTACGGCAATG-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-I277V- ABH  

5’-GATATCGCCACCGCGACAATGGTTTC-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-TATA(278-281)ATAT-ABH 

5’-GATATCAGCGCCACGGCAATGG-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-T278S- ABH  

5’-GATATCAACGCCACGGCAATGG -3’ pT7-5/ ygfO(wt)-T278N- ABH  

5’-GATATCACCTCCACGGCAATG-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-A279S- ABH  

5’-GATATCACCGGAACGGCAATG-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-A279G- ABH  

5’-GATATCACTGCCTCGGCAATGGTTTC-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-T280S- ABH  

5’-GATATCACCGCCAACGCAATGCTTTC-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-T280N- ABH  

5’-GATATCACCGCTACGTCAATGCTTTC-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-A281S- ABH  

5’-GATATCACCGCTACGGGAATGCTTTC-3’ pT7-5/ ygfO(wt)-A281G- ABH  

 

 

Πίνακας 2.4 Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο που περιλαμβάνει την αλληλουχία του moorT και οι εκκινητές που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή του. Υπογραμμισμένες και με έντανα γράμματα φαίνονται οι αλληλουχίες 
που εισάγουν τις περιοριστικές θέσεις για τα ένζυμα ApaI (GGGCCC) και BamHI (GGATCC). 

Προϊόν ανασυνδυασμού DNA που 
επιδιώχθηκε 

Αλληλουχία εκκινητών 

(primer sequence) 

 

pT7-5/ moorT-BAD  

ή  

pT7-5/ moorT-His10 

MoorT sense: 

5 -́TCGGTTGGATCCATGTTACCGACCGGAC-3΄ 

MoorT antisense: 

5 -́AGAGGAACCGGGGCCCTTAGTGAAAGAC -3΄ 
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2.4.3 Κατασκευή ανασυνδυασμένου DNA (περιοριστική πέψη-ανασυνδυασμός) 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων, επωάστηκαν μέχρι πλήρους 

πέψης ο πλασμιδιακός φορέας pT7-5/ygfO-His10 (από μεγάλης κλίμακας παρασκεύασμα maxi – 

prep, 1 μg/μL) και τα προς ένθεση (insertion) προϊόντα DNA, που είχαν προκύψει από τις 

αντιδράσεις PCR, με τη χρήση των περιοριστικών ενζύμων ApaI και BamHI (Εικόνα 2.2). Τα 

ένζυμα αυτά αναγνωρίζουν μοναδικές και επακριβώς αντίστοιχες περιοριστικές θέσεις τόσο 

στον πλασμιδιακό φορέα pT7-5/ygfΟ-His10 όσο και στα προϊόντα PCR που κατασκευάζονται με 

εκμαγείο τα pT7-5/ygfΟ-His10 ή pT7-5/ygfΟ-Cysless-His10.  

 
ApaI   5΄…GGGCCC…3΄                    BamHI   5΄…GGΑΤCC…3΄ 
           3΄…CCCGGG…5΄                                      3΄…CCTAGG…5΄ 

 

Εικόνα 2.2. Περιοριστικές θέσεις αλληλουχίας για τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες ApaI και BamHI. 

Στο τέλος της περιοριστικής πέψης έγινε αποφωσφορυλίωση με αλκαλική φωσφατάση στα 

ελέυθερα 5  ́ άκρα του φορέα (vector), για την αποφυγή ανεπιθύμητης ανασύνδεσης των 

ανοιχτών άκρων του pT7-5 πριν την αντίδραση με το insert DNA. Τα δείγματα 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγμα αγαρόζης (1%), απομονώθηκαν και ανασυνδέθηκαν με τη χρήση 

Τ4 DNA λιγάσης. Η αντίδραση λιγάσης έγινε στους 4 oC, 15 h, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 

μL, με ποσότητες ενθέματος (insert) και φορέα (vector) σε μοριακή αναλογία 3:1.  

Στην περίπτωση του MoorT (εδάφιο 3.1.1) ως φορέας κλωνοποίησης χρησιμοποιήθηκε το 

πλασμίδιο pT7-5/melY-BAD και ως εκμαγείο στην αντίδραση PCR ολικό γονιδιωματικό DNA 

από το βακτήριο M. thermoacetica (εδάφιο 2.4.1).  

Επίσης, για την κατασκευή, έκφραση και χρήση της «περμεάσης» P318G(wt)-GFP σε 

μικροσκοπία φθορισμού (εδάφιο 3.2), κατασκευάστηκε το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο pT7-

5/ygfO-P318G-GFP, χωρίς PCR, αλλά με απλή αντικατάσταση περιοριστικών θραυσμάτων 

ApaI/BamHI (cut-and-paste) μεταξύ των πλασμιδίων pT7-5/ygfO-GFP (Καρατζά, 2006) και 

pT7-5/ygfO-P318G-BAD (Karatza et al., 2006). 
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2.4.4 Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων 

Διαλύματα 

Πλήρες θρεπτικό υλικό (LB) 

Πεπτόνη 1% (w/v) 

Εκχύλισμα ζύμης 0.5% (w/v) 

NaCl 1% (w/v) 

 

SOB                                                                                                           ΤΒ 

Εκχύλισμα ζύμης 0.5 % 

Τρυπτόνη 

(βακτηριακής προέλευσης) 

2% 

NaCl 10 mM 

KCl 2.5 mM 

MgCl2 10 mM 

MgSO4 10 mM 

                                                                     

Κύτταρα από όλα τα κυτταρικά στελέχη E. coli (κεφάλαιο 2.3) προετοιμάστηκαν ώστε 

να γίνουν επιδεκτικά μετασχηματισμού (competent) με βάση το πρωτόκολλο των Inoue et al. 

(1990). Στα πειράματα αρχικού μετασχηματισμού των προϊόντων ανασυνδυασμού DNA 

(ligation products) χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα E. coli Top10F΄. Μετά την επιβεβαίωση της 

αλληλουχίας των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων (εδάφιο 2.4.5), για τα πειράματα έκφρασης-

λειτουργικής ανάλυσης των μεταλλαγμάτων του YgfO χρησιμοποιήθηκαν τα E. coli T184, ενώ 

για τα πειράματα έκφρασης και απομόνωσης σε μεγάλη κλίμακα του YgfO και του MoorT 

(εδάφιο 3.1.1) χρησιμοποιήθηκαν τελικά τα E. coli T184 και XL1-blue, αλλά δοκιμάστηκαν και 

όλα τα άλλα στελέχη που αναφέρονται στο κεφάλαιο 2.3.     

Η προετοιμασία των επιδεκτικών κυττάρων έγινε, όπως είπαμε, με το πρωτόκολλο των 

Inoue et al. (1990). Συγκεκριμένα, αρχικά γίνεται καλλιέργεια των βακτηριακών κυττάρων σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό LB (10 mL) στους 37 oC για 16 h. Στη συνέχεια, η καλλιέργεια 

Pipes 10 mM 

MnCl2 55 mM 

CaCl2 15 mM 

KCL 250 mM 
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αραιώνεται σε θρεπτικό διάλυμα SOB μέχρι τελικού όγκου 250 mL. Αν κάποιο κυτταρικό 

στέλεχος έχει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιωτικό (π.χ. Τ184 σε στρεπτομυκίνη) τότε η 

ανάπτυξη γίνεται παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής. Ακολουθεί ανάπτυξη των κυττάρων 

στους 37 oC υπό αερόβιες συνθήκες και υπό ανάδευση μέχρι η οπτική πυκνότητα (OD600) να 

φτάσει σε τιμή 0.6. Μετά από επώση για 10 min στον πάγο, τα κύτταρα συλλέγονται με 

φυγοκέντρηση στις 4000 rpm (4 oC, 10 min) και αναδιαλύονται σε 80 mL ψυχρού διαλύματος 

ΤΒ. Επαναλαμβάνεται το τελευταίο βήμα της διαδικασίας με επαναιώρηση σε 20 mL TB που 

περιέχει 7% (v/v) διμέθυλο-σουλφοξείδιο (DMSO) και τα κύτταρα είναι πλέον επιδεκτικά σε 

μετασχηματισμό με πλασμίδια ή με προϊόντα της αντίδρασης ανασύνδεσης (ligation products). 

Τα επαναιωρημένα κύτταρα αποθηκεύονται στους - 80 oC. 

 

2.4.5 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων και απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

Επιδεκτικά κύτταρα που λαμβάνονται από τους - 80 oC αφήνονται να επανέλθουν αργά 

στον πάγο (0-4 oC). Στη συνέχεια, πλασμιδιακό DNA από προϊόντα της αντίδρασης λιγάσης ή 

από απομόνωση DNA (mini ή maxi-prep) προστίθεται σε αυτά και ακολουθεί επώση για 5 min 

στον πάγο (0-4 oC). Τέλος, τα μετασχηματισμενα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία 

προθερμασμένα στους 37 oC, με θρεπτικό μέσο επιλογής LB-άγαρ (1.5 %) που περιέχει 

αμπικιλλίνη (100 μg/mL). Μονές αποικίες από την στερεή καλλιέργεια λαμβάνονται μετά από 

16 h επώασης (37 oC) και αναπτύσσονται περαιτέρω, σε υγρή καλλιέργεια μικρής κλίμακας (2-3 

mL), παρουσία αμπικιλλίνης.  

Στη συνέχεια, γίνεται απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα, σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο του πακέτου απομόνωσης DNA Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel (Duren, 

Germany). Ακολουθεί έλεγχος αλληλούχισης (sequencing), προς επιβεβαίωση της σωστής 

επιθυμητής αλληλουχίας ανάμεσα στις περιοριστικές θέσεις BamHI και ApaI, σε αυτόματο 

αναλυτή αλληλουχίας, από την εταιρεία MWG-Biotech (Ebersberg, Germany). Ακολουθεί εκ 

νέου μετασχηματισμός κυττάρων, συνήθως E. coli T184 (κεφάλαιο 2.5), με το (επιβεβαιωμένο 

πλέον) πλασμιδιακό DNA και αποθήκευση των μετασχηματισμένων κυττάρων σε LB που 

περιέχει 30% γλυκερόλη στους  - 80 oC. 
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2.5 Ανάπτυξη βακτηριακών κυττάρων 

Ανάπτυξη σε μικρή κλίμακα (10 mL): 

(για Παρασκευή κλάσματος μεμβρανών, Δοκιμασία διαμεμβρανικής μεταφοράς σε ακέραια 

κύτταρα, ή Απομόνωση YgfO σε μικρή κλίμακα) 

Ε. coli T184 που φέρουν τα κατάλληλα πλασμίδια αναπτύσσονται αρχικά σε καλλιέργεια 

3 mL πλήρους θρεπτικού μέσου LB, που περιέχει αμπικιλλίνη (0.1 mg/mL) και στρεπτομυκίνη 

(0.01 mg/mL), για 16 h, στους 37 oC, υπό αερόβιες συνθήκες και υπό ανάδευση. Κατόπιν γίνεται 

αραίωση σε LB (1 mL πλήρους καλλιέργειας + 9 mL νέου LB) και ανάπτυξη στις ίδιες συνθήκες 

για 2 h (μέχρι το μέσο της λογαριθμικής καμπύλης αύξησης), προστίθεται ισοπροπυλο-θειο- 

β,D-γαλακτοπυρανοσίδιο (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.5 mΜ, για την επαγωγή της 

έκφρασης του YgfO ή MoorT, και η ανάπτυξη συνεχίζεται για 2 h ακόμη.  

 

Aνάπτυξη σε μεγάλη κλίμακα (1 L): 

(για Παρασκευή μεμβρανικών κυστιδίων, ή Απομόνωση YgfO σε μεγάλη κλίμακα)  

Ε. coli T184 ή XL1-blue που φέρουν τα κατάλληλα πλασμίδια αναπτύσσονται αρχικά σε 

καλλιέργεια 10 mL πλήρους θρεπτικού μέσου LB, που περιέχει αμπικιλλίνη (0.1 mg/mL), και, 

στην περίπτωση των T184, αμπικιλλίνη και στρεπτομυκίνη (0.01 mg/mL), στις ίδιες συνθήκες 

όπως στη μικρή κλίμακα. Κατόπιν, γίνεται αραίωση σε LB δύο δοχεία (5 mL πλήρους 

καλλιέργειας + 495 mL νέου LB) και ανάπτυξη στις ίδιες συνθήκες για 3.5 h (μέχρι το μέσο της 

λογαριθμικής καμπύλης αύξησης), προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 0.3 mΜ για την 

επαγωγή της έκφρασης του YgfO, και η ανάπτυξη συνεχίζεται για 2.5 h ακόμη.  
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2.6 Δοκιμασίες διαμεμβρανικής μεταφοράς (Transport assays)  

2.6.1 Δοκιμασία διαμεμβρανικής μεταφοράς σε ακέραια κύτταρα 

Διαλύματα 

Ρυθμιστικό διάλυμα KPi (pH 7.5)                                Διάλυμα τερματισμού (pH 5.5) 

KH2PO4/ K2HPO4 0.1 M 

 

 

Υγρό σπινθηρισμού 

Τολουόλιο 66% (v/v) 

Triton-X 33% (v/v) 

2,5-διφαινυλ-οξαζολη (ΡΡΟ) 4% (w/v) 

1,4-δις(5-φαινυλοξαζολ-2-υλ)βενζόλιο (ΡΟΡΟΡ) 0.04% (w/v) 

 

Η πειραματική διαδικασία ξεκινάει με ανάπτυξη των μετασχηματισμένων με τα 

επιθυμητά πλασμίδια κυττάρων E. coli T184, σε μικρή κλίμακα (10 mL καλλιέργειας). Στη 

συνέχεια, τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση 6000 rpm στους 4 oC για 10 min  και 

επαναιωρούνται σε 10 mL ρυθμιστικού διαλύματος KPi, το βήμα αυτό επαναλαμβάνεται και 

τελικά τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 mL KPi. Ακολούθως, γίνεται εξισορρόπηση των 

συγκεντρώσεων των δειγμάτων με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD420) και προστίθεται 

κατάλληλος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος ώστε η τελική τιμή OD420 να είναι 10. Η τιμή αυτή 

ισοδυναμεί με συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.7 mg/mL βάσει αντίστοιχης καμπύλης αναφοράς 

(Frillingos et al., 1994; Karatza and Frillingos, 2004). 

Η δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3Η] ξανθίνης (18 Ci/mmol) γίνεται με επώαση με το 

ραδιενεργό υπόστρωμα ( τελική συγκέντρωση 1 μΜ) σε 50 μL κυττάρων (35 μg ολικής 

πρωτεΐνης), για διάφορους χρόνους (5 sec ως 10 min) (βλ. Karatza and Frillingos 2005). Ο 

τερματισμός της αντίδρασης γίνεται με 2x 3 mL διαλύματος τερματισμού, με ταχεία διήθηση 

υπό κενό (rapid filtration), σε ηθμό διήθησης Watman GF/C, 25 mm-circle, με διάμετρο πόρων 

1.2 μm (Frillingos et al., 1994). Μετά τη διήθηση, ο ηθμός μεταφέρεται σε σωληνάρια 

KPi 0.1 M 

LiCl 0.1 M 
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σπινθηρισμού (scintiallation vials) που περιέχουν 6 mL υγρού σπινθηρισμού (scintillation fluid) 

και αφήνεται να επωασθεί για 24 h. Τα [3Η] δείγματα μετρώνται σε μετρητή υγρού 

σπινθηρισμού σωματιδίων β (β counter). 

 

2.6.1.1 Δοκιμασία ενεργού μεταφοράς σε ακέραια κύτταρα και επίδραση ΝΕΜ 

Για τα πειράματα επίδρασης Ν-αιθυλμηλεϊμιδίου (ΝΕΜ) (Εικόνα 2.3) στην ικανότητα 

πρόσληψης ξανθίνης, τα κυτταρικά δείγματα προετοιμάστηκαν όπως και παραπάνω και στη 

συνέχεια προεπωάστηκαν με διάφορες συγκεντρώσεις NEM για 10 min στους 25 oC και η 

αντίδραση τερματίστηκε με την προσθήκη διθειοθρεϊτόλης (DTT) σε 10πλάσια μοριακή 

συγκέντρωση έναντι του μηλεϊμιδίου. Η δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3Η]ξανθίνης έγινε με 

την παρουσία μεθοσουλφονικού φαινιζινίου (phenazine methosulfate, PMS 0.2 mM) και 

ασκορβικού καλίου (20 mM) (Konings et al., 1971; Karatza and Frillingos, 2005).  

 
Εικόνα 2.3: Αντίδραση του Ν-αιθυλμηλεϊμιδίου (ΝΕΜ) με τις SH-ομάδες των κυστεϊνών (από Molecular Probes, 

www.probes.invitrogen.com) 

 

2.6.1.2 Δοκιμασία ενεργού μεταφοράς και επίδραση ΝΕΜ παρουσία ή απουσία μη ραδιενεργού 

υποστρώματος (ξανθίνης) 

Η πειραματική διαδικασία ξεκινάει με ανάπτυξη των μετασχηματισμένων με τα 

επιθυμητά πλασμίδια κυττάρων E. coli T184, σε μικρή κλίμακα (10 mL καλλιέργειας). Τα 

κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση 6000 rpm στους 4 oC για 10 min  και επαναιωρούνται σε 

10 mL ρυθμιστικού διαλύματος KPi, το βημα αυτό επαναλαμβάνεται και τελικά τα κύτταρα 
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επαναιωρούνται σε 1 mL KPi. Ακολούθως γίνεται εξισορρόπηση των συγκεντρώσεων των 

δειγμάτων με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD420) και προστίθεται κατάλληλος όγκος 

ρυθμιστικού διαλύματος ώστε η τελική τιμή OD420 να είναι 10. Η τιμή αυτή ισοδυναμεί με 

συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.7 mg/mL βάσει αντίστοιχης καμπύλης αναφοράς (βλ. ανωτέρω). Στη 

συνέχεια χωρίζονται 4 δείγματα των 500 μL κυτταρικού εναιωρήματος: στα δύο από αυτά 

προστίθεται μη ραδιενεργή ξανθίνη τελικής συγκέντρωσης 1 mM και στα άλλα δύο ΚΟΗ σε 

τελική συγκέντρωση 1 mM. Τα δείγματα προεπωάζονται για 10 min, στους 25 oC, και, στη 

συνέχεια, προστίθεται ΝΕΜ σε τελική συγκέντρωση από 20 μΜ έως 1 mM, ανάλογα με το 

μετάλλαγμα και την επιθυμητή εφαρμογή (βλ. Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008). Η 

αντίδραση του ΝΕΜ τερματίζεται με την προσθήκη 10πλάσιας μοριακής συγκέντρωσης DTT 

έναντι του ΝΕΜ. Στη συνέχεια ακολουθούν δύο φυγοκεντρικές εκπλύσεις με 40 mL διαλύματος 

KPi και 3 φυγοκεντρικές εκπλύσεις με 1 mL διαλύματος KPi. Τέλος, μετά από νέα εξισορρόπηση 

των συγκεντρώσεων των δειγμάτων με μέτρηση οπτικής πυκνότητας (OD420), ώστε η τιμή OD420 

σε όλα τα δείγματα να είναι 10, ακολουθεί  δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3Η] ξανθίνης (1 

μΜ), παρουσία PMS (0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mM) (Konings et al., 1971; 

Papakostas et al., 2008).  

 

2.6.2 Δοκιμασία διαμεμβρανικής μεταφοράς (Transport assay) σε μεμβρανικά κυστίδια  

Τα μεμβρανικά κυστίδια ορθού προσνατολισμού (right-side-out, RSO) μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για δοκιμασίες διαμεμβρανικής μεταφοράς εφόσον έχουν ακέραιη την 

εσωτερική (κυτταροπλασματική) μεμβράνη των αρχικών κυττάρων, όπου εκφράζεται ο 

εξεταζόμενος μεταφορέας ή μεταλλάγματά του και, παράλληλα, έχουν ακέραιη την συσκευή της 

αναπνευστικής αλυσίδας στο εσωτερικό αυτής της μεμβράνης. Για να γίνει δοκιμασία ενεργού 

μεταφοράς (active transport assay) σε κυστίδια RSO για μεταφορείς δευτερογενούς τύπου, που 

εξαρτώνται από την ηλεκτροχημική διαβάθμιση πρωτονίων, όπως είναι και ο YgfO (Karatza and 

Frillingos, 2005), απαιτείται ενεργοποίηση της αναπνευστικής αλυσίδας, με τεχνητούς δότες 

ηλεκτρονίων υπό συνθήκες καλής οξυγόνωσης (Konings et al., 1971). Η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε στη συγκεκριμένη διατριβή είναι η εξής: 
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Διάλυμα μεμβρανικών κυστιδίων (για την παρασκευή των κυστιδίων, βλ. παρακάτω, 

κεφάλαιο 2.11), που λαμβάνονται από την κατάψυξη (-80 oC), αραιώνεται 10 φορές σε διάλυμα 

0.1 Μ KPi pH 7.5, 10 mM MgSO4. Η δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3Η]ξανθίνης (18 

Ci/mmol) γίνεται με επώαση με το ραδιενεργό υπόστρωμα (τελική συγκέντρωση 1 μΜ) σε 50 

μL κυστιδίων για διάφορους χρόνους (5 sec ως 2 min). Η υπόλοιπη διαδικασία είναι όπως στα 

ακέραια κύτταρα (εδάφιο 2.6.1) με τη διαφορά ότι στην περίπτωση των κυστιδίων η διαδικασία 

γίνεται πάντοτε παρουσία μεθοσουλφονικού φαινιζινίου (PMS, 0.2 mM) και ασκορβικού καλίου 

(20 mM), τα οποία χρησιμοποιούνται ως τεχνητοί δότες ηλεκτρονίων (e-) για την ενεργοποίηση 

της αναπνευστικής αλυσίδας στο σύμπλοκο της κυτοχρωμικής οξειδάσης (Konings et al., 1971). 

Για τα πειράματα επίδρασης μεθανοθειοσουλφινικο(MTS)-αιθυλσουλφονικού νατρίου 

(MTSES-) στην ικανότητα πρόσληψης ξανθίνης (εδάφιο 3.3.3), τα δείγματα προεπωάστηκαν με 

0.2 mM MTSES- για 10 min στους 25 oC και ακολούθησε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-
3Η]ξανθίνης (1 μΜ) παρουσία PMS (0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mM). 
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2.7 Παρασκευή κλάσματος μεμβρανών 

Διαλύματα 

Διάλυμα επαναιώρησης                                     Διάλυμα σακχαρόζης   

                                                           

 

 

 

Κλάσματα μεμβρανών από την εσωτερική (κυτταροπλασματική) μεμβράνη της Ε. coli 

παρασκευάστικαν με τη μέθοδο συνδυασμού οσμωτικού σοκ, επώασης με EDTA/ λυσοζύμη και 

κατεργασίας με υπερήχους (Konings et al., 1971, Frillingos et al., 1994). Αναλυτικότερα, μετά 

την ανάπτυξη κυττάρων σε μικρή κλίμακα ακολουθεί συλλογή τους και έκπλυση με 10 mL 

διαλύματος επαναιώρησης. Μετά από νέα φυγοκέντρηση γίνεται επαναιώρηση σε 1 mL του 

ίδιου διαλύματος και φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια φυγόκεντρο eppendorf (13000 rpm, 5 min) 

και το κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 1 mL διαλύματος σακχαρόζης. Μετά από επώση στον 

πάγο (0-4 °C) για 20 min, συλλέγεται το κυτταρικό ίζημα, όπως παραπάνω, και ακολουθεί 

επαναιώρηση σε 0.8 mL ddH2O και επώαση στον πάγο για 10 min. Στη συνέχεια ακολουθεί 

προσθήκη λυσοζύμης (0.125 mg/mL τελική συγκέντρωση) και επώαση για 30 min στον πάγο (0-

4 °C). Ακολούθως, γίνεται ομοιογενοποίηση του κυτταρολύματος με υπερήχους (συσκευή 250-

D της Branson Ultrasonics), όπου εφαρμόζονται 2 ώσεις των 15 sec σε ένταση 40%. Μετά από 

φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια φυγόκεντρο eppendorf (13000 rpm, 5 min) για την απομάκρυνση 

των άθραυστων κυττάρων (cell debris), ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση (Optima Ultracentrifuge, 

90000 rpm, 20 min) όπου συλλέγεται το ίζημα των μεμβρανών. Το κλάσμα των μεμβρανών 

επαναδιαλυτοποιείται σε 40 μL ddH2O και φυλάσσεται στους 4 oC, για περαιτέρω χρήση μέσα 

στις επόμενες 24 h (ηλεκτροφορητική ανάλυση και ανοσοαποτύπωση ή μελέτη για 

προσβασιμότητα αλκυλιωτικών αντιδραστηρίων). 

 

Tris-HCl pH 8 25 mM 

Σακχαρόζη 45% (w/v) 

Na2EDTA 1 mM 

Tris-HCl pH 8 50 mM 

NaCl 100 mM 

Na2EDTA 1 mM 
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2.8 Αναλύσεις πρωτεϊνών 

2.8.1 Προσδιορισμός ολικής πρωτεΐνης με τη μέθοδο BCA 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός της ολικής πρωτεΐνης έγινε με βάση το πρωτόκολλο του 

πακέτου BCA Protein Assay Reagent kit (της Pierce). Το πρωτόκολλο βασίζεται στο συνδυασμό 

της αναγωγής του Cu2+ σε Cu+ σε αλκαλικό περιβάλλον, με την υψηλής ευαισθησίας 

χρωματομετρική ανίχνευση του κατιόντος χαλκού (Cu+), σε μήκος κύματος 562 nm, 

χρησιμοποιώντας δις-κιγχονικό οξύ (bichichonic acid). Κατασκευάζεται καμπύλη αναφοράς για 

γνωστές συγκεντρώσεις αλβουμίνης και σύμφωνα με αυτή, υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις των 

δειγμάτων.  

 

2.8.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα SDS-πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE) 

Διαλύματα 

Διάλυμα διαχωρισμού pH 8.8                                    Διάλυμα επιστοίβαξης pH 6.8 

                                                                               

 

 

30% Ακετυλαμίδιο/Bis 37.5:1 (Biorad) 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης                                                                Διάλυμα φόρτωσης 4Χ 

        

                                                                                  

 

 

Διάλυμα υπερθειϊκού αμμωνίου (APS) 

 

 

 

Tris – HCl  1.5 M 

SDS 0.4% (w/v) 

Tris – HCl  0.5 M 

SDS 0.4% (w/v) 

Tris-HCl pH 6.8 250 mM 

SDS 9.2 % (w/v) 

Μπλε της βρωμοφαινόλης 0.2 % (w/v) 

Γλυκερόλη 40% (v/v) 

DTT 100 mM 

Tris-HCl pH 8.3 0.025 M 

Γλυκίνη 0.192 Μ 

SDS 0.1% (w/v) 

APS 10% (w/v) 
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Πήκτωμα διαχωρισμού (100 mL)                                                  Πήκτωμα επιστοίβαξης (30 mL) 

 

                                                                                                          

 

 

 

 

 

 

Για την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE ακολουθήθηκε η κλασική διαδικασία όπως περιγράφεται 

από τον Laemni (1970). Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν πηκτώματα 12% (w/v) ως 

πήκτωμα διαχωρισμού (running gel) και 3% (w/v) ως πήκτωμα επιστοίβαξης (stacking gel). 

Πριν από την ηλεκτροφόρηση, προστίθεται στα δείγματα διάλυμα φόρτωσης (loading buffer) 

από διάλυμα 4x. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Protean II xi Cell 

(Bio-Rad, Hercules, California). Ως δείκτης πρότυπων μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκε ο 

Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range, της εταιρείας Bio-Rad Laboratories.  

 

2.8.3 Ανοσοαποτύπωση (Western blotting) 

Διαλύματα 

Διάλυμα μεταφοράς                                  Διάλυμα Western TBST 10X 

 

                

                                

                                                                         

30% ακρυλαμίδιο 42 mL 

Διάλυμα διαχωρισμού 25mL 

dH2O 32 mL 

10% SDS 1 mL 

10% APS 1 mL 

TEMED 0.05 mL 

30% ακρυλαμίδιο 4.5 mL 

Διάλυμα διαχωρισμού 7.5 mL 

dH2O 17.4 mL 

10% SDS 0.3 mL 

10% APS 0.3 mL 

TEMED 0.03 mL 

Tris-HCl pH 7.4 0.1 mM 

NaCl 1.5 M 

Triton-X 2% (v/v) 

Tris-HCl pH 8.3 25 mM 

Γλυκίνη 192 mM 

Μεθανόλη 20% (v/v) 
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Μετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό, γίνεται ηλεκτροφορητική μεταφορά των 

διαχωρισμένων πλέον πρωτεϊνών σε μεμβράνη πολυ-βινυλιδενικού διφθοριδίου (polyvinylidene 

difluoride, PVDF) (Pall Corporation, Ann Arbor, Missouri) σε διάλυμα μεταφοράς, για 4 h στα 

400 mA. Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται για 16 h σε διάλυμα TBST-5% αλβουμίνης ορού 

βοός (BSA) (blocking buffer) για τη δέσμευση των κενών θέσεων. 

Στη συνέχεια ακολουθεί ανοσοαποτύπωση με τα εξής αντισώματα ή πρωτεΐνες: 

 Επώαση με αντίσωμα έναντι της αλληλουχίας των 10 ιστιδινών συζευγμένο με 

υπεροξειδάση (anti-PentaHis-HRP) σε αραίωση 1:5000 σε TBST-5% BSA για 1 h, 

γίνονται 5 εκπλύσεις με 1Χ TBST και στη συνέχεια ανίχνευση του σήματος. 

 Για τις βιοτινυλιωμένες διαπεράσες (YgfO-BAD) χρησιμοποιείται σύζευγμα αβιδίνης 

υπεροξειδάσης (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000 σε TBST-5% BSA για 1 h και στη 

συνέχεια 8 εκπλύσεις με TBST. 

 Στην περίπτωση των πειραμάτων ανάλυσης σήμανσης κυστεϊνών in situ (κεφάλαιο ) 

γίνεται ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι του πράσινου μηλεϊμιδίου του Oregon 

(Anti-OGM) σε αραίωση 1:3000 σε TBST-5% BSA, ακολουθούν 8 εκπλύσεις με TBST 

και στη συνέχεια προσθήκη δεύτερου αντισώματος, που είναι το σύζευγμα πρωτεΐνης-Α-

υπεροξειδάσης (HRP-labeled protein A) σε αναλογία 1:50000 για 1 h.  

 

2.8.4 Χρώση με νιτρικό άργυρο (silver staining) 

Επίσης, προσδιορισμός πρωτεΐνης έγινε και με την τεχνική πρωτεϊνικής χρώσης νιτρικού 

αργύρου μετά από ηλεκτροφόρηση (Silver Staining). Η τεχνική της πρωτεϊνικής χρώσης με 

διάλυμα νιτρικού αργύρου εμφανίζει υψηλή ευαισθησία ανάλυσης (της τάξης του ενός μg και 

λιγότερο). Το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου επωάζεται σε διάλυμα νιτρικού αργύρου (silver 

nitrate, AgNO3) και, στη συνέχεια, προστίθεται ένας αναγωγικός παράγοντας (π.χ. 

διθειοθρεϊτόλη, DTT) για να προκαλέσει αναγωγή των δεσμευθέντων ιόντων Ag+ σε μεταλλικό 

άργυρο (Ag0). Ο μεταλλικός άργυρος (Ag) καθιζάνει επί των πρωτεϊνών του πήγματος 

οδηγώντας σε εμφάνιση μελανόχροων πρωτεϊνικών ζωνών. Αναλυτικά η διαδικασία είναι η 

εξης: 
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 το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου επωάζεται σε υδατικό διάλυμα (50% μεθανόλη – 10% 

οξικό οξύ) σε ανακινούμενη βάση ανάδευσης επί 1 h.  

 Ακολουθούν επαναλαμβανόμενες  εκπλύσεις  με ddH2O για 1 h.  

 Στη συνέχεια, ακολουθεί ανάδευση σε διάλυμα DTT (5μg/mL) για 1 h.  

 Στη συνέχεια, το πήκτωμα επωάζεται σε αμμωνιακό διάλυμα νιτρικού αργύρου (AgNO3, 

0.1% w/v), σε ανακινούμενη βάση ανάδευσης επί 30 min.  

 Μετά την ολοκλήρωση του σταδίου χρώσης, το πήκτωμα επωάζεται σε διάλυμα 

ανάπτυξης που περιέχει (3% w/v Na2CO3, 0.0185% v/v HCHO),σε ανακινούμενη βάση 

ανάδευσης επί 5-15 min έως ότου εμφανισθούν οι εχρωσμένες ζώνες πρωτεϊνών.  

 Η εμφάνιση τερματίζεται με την προσθήκη 5% οξικού οξέος. 

 Τέλος το πήκτωμα φυλάσσεται σε ddH2O.  

 Για την καταγραφή της εικόνας της χρώσης, το πήκτωμα περιτυλίγεται σε διαφανή 

μεμβράνη και σκαννάρεται σε ηλεκτρονικό επεξεργαστή.   

 

2.9 Απεικονιστική ανάλυση του YgfO με μικροσκοπία φθορισμού GFP 

Κύτταρα Ε. coli T184 που περιέχουν το πλασμίδιο pT7-5/ygfO-GFP ή pΤ7-5/ygfO-

P31G-GFP, αναπτύχθηκαν σε αερόβιες συνθήκες στους 37˚ C, σε πλήρες θρεπτικό μέσο, και 

έγινε επαγωγή της έκφρασης των περμεασών με 1 mM IPTG για 1.5 h. Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα συνελέγησαν, έγινε μια έκπλυση με διάλυμα PBS (phosphate buffered saline) και 

ακολούθησε επώση για 20 min σε καλυπτρίδα με πολυ-L-λυσίνη (PLL). Το σήμα φθορισμού της 

GFP ανιχνεύθηκε σε συνεστιακό μικροσκόπιο (Leica TCS-SP confocal scanning microscope). 
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2.10 Απομόνωση του μεταφορέα YgfO-His10  

2.10.1 Σε μικρή κλίμακα (10 mL κυτταρική καλλιέργεια) 

 

Διαλύματα 

Ρυθμιστικό διάλυμα NaPi pH 7.5, 

20% (w/v) n-δωδεκυλο-β, D-μαλτοπυρανοσίδιο (n-dodecyl maltopyranoside DDM), 

3 Μ Ιμιδαζόλιο (imidazole) pH 6.0,  

1M MgSO4,  

1.43 M β-μερκαπτοαιθανόλη (β-mercaptoethanol) 

1 M NaCl 

 

Στη συγκεκριμένη διατριβή αναπτύχθηκε ένα πρωτόκολλο για την απομόνωση της πρωτεΐνης 
YgfO, χρησιμοποιώντας χρωματογραφία συγγένειας Ni2+. Αναλυτικά το πρωτόκολλο: 

 Παρασκευάζεται κλάσμα μεμβρανών (βλ. κεφάλαιο 2.7) 

 Στη συνέχεια γίνεται διαλυτοποίηση των μεμβρανών σε διάλυμα που περιέχει 

50mM NaPi pH 7.5  και προσθήκη DDM (τελική συγκέντρωση 2% w/v) σε τελικό όγκο 100 

μL και ακολουθεί ανάδευση για 30 min στους 4 oC. 

 Το μίγμα των διαλυτοποιημένων μεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφέρεται σε 50 

μL προεξισορροπημένα σφαιρίδια νικελίου (Ni2+ IDA Probond) που βρίσκονται σε 300 μL 

διαλύματος σύνδεσης  (50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 30mM imidazole και 150mM 

NaCl) και γίνεται ανάδευση  για 1 ώρα στους 4 oC. 

 Ακολούθως, απομακρύνεται το υπερκείμενο και γίνονται εκπλύσεις με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου:  

1.5 mL (30 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 30mM imidazole 

και 150mM NaCl. 

0.2 mL (4 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 100mM imidazole 

και 150mM NaCl. 

0.3 mL (6 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 150mM imidazole 

και 150mM NaCl 
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0.2 mL (4 όγκοι στήλης)  διαλύματος 50 mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 200mM imidazole 

και 150mM NaCl. 

Συλλέγονται κλάσματα για κάθε δύο όγκους στήλης διαλύματος.  

 Τέλος η πρωτεΐνη εκλούεται με συνολικά 0.2 mL (4 όγκοι στήλης) διαλύματος 

έκλουσης (50 mM NaPi pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.02% DDM, και 400mM imidazole). 

  Στη συνέχεια 100 μL από κάθε κλάσμα από τις εκπλύσεις καθώς και από την 

τελική έκλουση της πρωτεΐνης YgfO, ηλεκτροφορούνται σε 12% SDS-PAGE, ακολουθεί 

ηλεκτροφορητική μεταφορά και ανοσοαποτύπωση και πρωτεϊνική χρώση με διάλυμα 

νιτρικού αργύρου (silver staining). 

Η εφαρμογή αυτή συνδυάστηκε κυρίως με την μεθοδολογία ελέγχου προσβασιμότητας 

κυστεϊνών (κεφάλαιο 2.13) κατά την οποία, ωστόσο, τελική έκλουση γίνεται μετά από σήμανση 

με OGM, υπό αποδιατακτικές συνθήκες, και δεν χρησιμοποιείται ιμιδαζόλιο (βλ. εδάφιο 2.13.2). 
 

Σημείωση: Η προ-εξισορρόπηση των σφαιριδίων Ni-IDA γίνεται με δύο διαδοχικές εκπλύσεις με ddH2O και 4 εκπλύσεις με 
διάλυμα 50mM NaPi pH 7.5, 150mM NaCl και τέλος μια έκπλυση με διάλυμα σύνδεσης (binding buffer) 50mM NaPi pH 7.5, 
0.02% DDM, 30mM imidazole και 150mM NaCl. 

 

2.10.2 Σε μεγάλη κλίμακα (1L κυτταρική καλλιέργεια) 

Διαλύματα 

Ρυθμιστικό διάλυμα NaPi, pH 7.5      

20% (w/v) n-δωδεκυλο-β,D-μαλτοπυρανοσίδιο (n-dodecyl maltopyranoside DDM) 

3 Μ ιμιδαζόλιο (imidazole), pH 6.0 

1 M MgSO4,  

1.43 M β-μερκαπτοαιθανόλη (β-mercaptoethanol) 

1 M NaCl 

Στη συγκεκριμένη διατριβή αναπτύχθηκε ένα πρωτόκολλο για την απομόνωση της πρωτεΐνης 
YgfO και σε μεγάλη κλίμακα, χρησιμοποιώντας χρωματογραφία συγγένειας Ni2+. Αναλυτικά, το 
πρωτόκολλο: 

 Γίνεται ανάπτυξη κυττάρων E. coli, του στελέχους Τ184 (ή, εναλλακτικά, του 

XL1-blue), που εκφράζουν τον φυσικού τύπου YgfO-His10 ή μεταλλάγματα του YgfO που 

περιέχουν την ουρά των 10 ιστιδινών (His10), σε μεγάλη κλίμακα (1 L) (κεφάλαιο 2.4). 
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 Στη συνέχεια συλλέγονται τα κύτταρα με φυγοκέντρηση (8500 rpm, 20 min, 4 
oC, Beckmann JA-14)  

 Κατόπιν  γίνονται 2 εκπλύσεις με 500 mL (50 mM NaPi pH 7.5 , 10 mM 

MgSO4) 

 Για την παρασκευή κλάσματος μεμβρανών, επαναδιαλυτοποιούμε τα κύτταρα 

σε διάλυμα 50mM NaPi pH 7.5, 10mM MgSO4, 0.5mM Pefabloc, 30μg/mL Dnase και 

10mM β-μερκαπτοαιθανόλη (β-mercaptoethanol) σε τελικό όγκο 15mL.   

 Στη συνέχεια γίνεται θραύση των κυττάρων με υψηλή πίεση χρησιμοποιώντας 

french press (2 φορές 18000 psi). 

 Τα κλάσματα μεμβρανών φυγοκεντρούνται (Heraeus 6000rpm, 15min, 4oC). 

 Συλλέγεται το υπερκείμενο και γίνεται υπερφυγοκέντρηση (Ο/Ν στα 100000xg 

στους   4oC). 

 Ακολουθεί επαναιώρηση του ιζήματος με διάλυμα NaPi (50mM NaPi pH 7.5) 

και προσθήκη διαλύματος ουρίας (5Μ ουρία, 0.5mM pefabloc και 10mM β-

mercaptoethanol) σε τελικό όγκο 16mL. 

 Έπειτα ακολουθεί φυγοκέντρηση (16 h , στα 100000xg στους   4oC). 

 Μετά τη φυγοκέντρηση γίνεται διαλυτοποίηση των μεμβρανών σε διάλυμα που 

περιέχει 50mM NaPi pH 7.5  και προσθήκη DDM (τελική συγκέντρωση 2% w/v) σε τελικό 

όγκο 1mL και ακολουθεί ανάδευση για 1 ώρα στους 4oC. 

 Στη συνέχεια ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση  (45000rpm, 30min,  4oC. Beckman 

OptimaTM ULtracentrifuge) 

 Κατόπιν συλλέγεται το υπερκείμενο και προστίθεται μαζί με 1mL 

εξισορροπημένων beads Ni+2 και 6 mL διαλύματος σύνδεσης (50mM NaPi pH 7.5, 0.02% 

DDM, 30mM imidazole και 150mM NaCl) και γίνεται ανάδευση  για 2 ώρες στους 4oC. 

 Στη συνέχεια απομακρύνεται το υπερκείμενο και ακολουθούν εκπλύσεις με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου:  

30 mL (30 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 30mM imidazole         

και 150mM NaCl. 

4 mL (4 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 100mM imidazole και 

150mM NaCl. 
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6 mL (6 όγκοι στήλης) διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 150mM imidazole και 

150mM NaCl 

4 mL (4 όγκοι στήλης)  διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% DDM, 200mM imidazole και 

150mM NaCl. 

Συλλέγονται κλάσματα για κάθε δύο όγκους στήλης διαλύματος.  

 Τέλος η πρωτεΐνη εκλούεται με συνολικά 8 mL (8 όγκοι στήλης) διαλύματος 

έκλουσης (50 mM NaPi pH 7.5, 150mM NaCl, 0.02% DDM, και 400mM imidazole). 

 Στη συνέχεια 100 μL από κάθε κλάσμα από τις εκπλύσεις καθώς και από την 

τελική έκλουση της πρωτεΐνης YgfO, ηλεκτροφορούνται σε 12% SDS-PAGE, ακολουθεί 

ηλεκτροφορητική μεταφορά και ανοσοαποτύπωση και πρωτεϊνική χρώση με διάλυμα 

νιτρικού αργύρου (silver staining). 

Το δείγμα της καθαρισμένης πρωτεΐνης (8 mL) συμπυκνώνεται σε τελικό όγκο 1 mL σε 

μεμβράνη (Sigma, VIVASPIN 20) με cutoff 30 kDa και υφίσταται διαπίδυση σε μεμβράνη 

SnakeSkin (Pierce) με cutoff 3500 Da, έναντι διαλύματος 50 mM NaPi pH 7.5 που περιέχει 

0.01% DDM (συνολικά 1 L): στη συνέχεια γίνεται μέτρηση ολικής πρωτεΐνης με τη μέθοδο 

BCA, χρησιμοποιώντας 10 μL από το τελικό δείγμα και κατάλληλη ρύθμιση της συγκέντρωσης 

για τις αναλύσεις δομικού χαρακτηρισμού (κεφάλαιο 2.11).  

Σημείωση: Η προ-εξισορρόπηση των σφαιριδίων Ni-IDA γίνεται με δύο διαδοχικές εκπλύσεις με ddH2O και 4 εκπλύσεις με 
διάλυμα 50mM NaPi pH 7.5, 150mM NaCl και τέλος μια έκπλυση με διάλυμα σύνδεσης (binding buffer) 50mM NaPi pH 7.5, 
0.02% DDM, 30mM imidazole και 150mM NaCl. 
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2.11 Τεχνικές δομικού χαρακτηρισμού του YgfO σε διάλυμα απορρυπαντικού 

(DDM) 

2.11.1 Ηλεκτρονικός παραμαγνητικός συντονισμός (EPR) 

Στη συγκεκριμένη εργασία έγιναν μετρήσεις σε φασματοσκόπιο JEOL X-band 

(UCDavis). Για τις μετρήσεις σε θερμοκρασία (20-22°C), χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα 

δείγματα περμεασών μοναδικής κυστεΐνης τα οποία είχαν προεπωαστεί με MTS-SL. Η 

διαδικασία απομόνωσης και καθαρισμού των μεταλλαγμάτων του YgfO ήταν αυτή που 

περιγράφεται παραπάνω με τη διαφορά ότι, πριν την έκλουση από τη στήλη, έγινε σήμανση με 

το MTS-SL (0.2 mM), διοχετεύοντας στη στήλη 4 mL διαλύματος 50mM NaPi pH 7.5, 0.02% 

DDM, 100mM imidazole, 150mM NaCl, 0.2 mM MTS-SL. Ελήφθησαν φάσματα  για 60 sec, σε 

πεδίο 100 G με ισχύ μικροκυμάτων 2 mW. Εξετάστηκε κυρίως η μορφολογία και η ένταση του 

σήματος και  ο παράγοντας δ, που αποτελεί το πρώτο εμφανές κριτήριο για τον εντοπισμό 

διαφορών ανάμεσα σε διαφορετικά δείγματα. Το δ, είναι η οριζόντια απόσταση μεταξύ του 

μέγιστου και του ελάχιστου της κεντρικής κορυφής του φάσματος και είναι αντιστρόφως 

ανάλογο της κινητικότητας του ελεύθερου spin ηλεκτρονίων (Εικόνα 2.4). 

  
 

Εικόνα 2.4. (αριστερά) Χημική δομή και αντίδραση του MTS-SL (1-Οξυλ-2,2,5,5-τετραμεθυλ-πυρολινο-αιθανο-
θειοσουλφονικού) με την σουλφυδρυλομάδα, (δεξιά) Παραδείγματα διαφορετικών φασμάτων EPR ανάλογα με την 
κινητικότητα του ελεύθερου spin ηλεκτρονίων (από Hubbell et al., 2000). 

δ 
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2.11.2 Κυκλικός διχρωϊσμός (Circular Dichroism, CD) 

Η ανάλυση φασματοσκοπίας κυκλικού διχρωισμού έγινε σε όργανο Jasco J-815 CD 

Spectropolarimeter. Καταγράφηκαν φάσματα απομονωμένης YgfO (1 μΜ, σε διάλυμα 50 mM 

NaPi pH 7.5 με 0.01% DDM) σε θερμοκρασία 20 οC και 10 οC, και σε μήκη κύματος 250-190 

nm. Σε ένα τυπικό φάσμα δομής α-έλικας (Compton and Johnson, 1986), η ελλειπτικότητα στα 

222 nm, θ222 (mdeg), χρησιμοποιήθηκε για τον υπολογισμό της μέσης μοριακής ελλειπτικότητας 

των καταλοίπων της πρωτεΐνης (mean residue ellipticity), σύμφωνα με τον μαθηματικό τύπο 

[θ222] = θ222/10 l n Cp / 0.1 cm (το πλάτος της κυψελίδας χαλαζία), n=466 (ο αριθμός των 

καταλοίπων της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του YgfO (Karatza and Frillingos, 2005), Cp η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε Μ. Τέλος, υπολογίστηκε προσεγγιστικά το % ποσοστό α-έλικας 

της πρωτεΐνης σύμφωνα με τον τύπο : % alpha-helix = (-[θ222] + 3000) / 39000 (Morrow et al., 

2000). 

 

2.11.3 Φθορισμομετρία τρυπτοφανών 

 Η φθορισμομετρική ανάλυση έγινε σε φθορισμόμετρο Hitachi τύπου F-2500. Δείγμα 

απομονωμένης YgfO (1 μΜ, σε διάλυμα 50 mM NaPi pH 7.5 με 0.01% DDM) εξετάσθηκε ως 

προς το φάσμα φθορισμού της εγγενούς τρυπτοφάνης στην περιοχή 300-400 nm, μετά από 

διέγερση στα 295 nm. Οι μετρήσεις έγιναν στους 25 οC, σε κυψελίδα 0.1 x 1cm, (όγκος 

δείγματος 150 μL). Χρησιμοποιήθηκε εσωτερική σχισμή των 5 mm (για την διέγερση) και των 

10 mm (για την εκπομπή). Η επίδραση υποστρώματος (ξανθίνης) ή άλλων προσδετών (ανάλογα 

ξανθίνης και ουρικού) ελέγχθηκε μετά από εξισορρόπηση του δείγματος με 1 μM έως 0.2 mM 

προσδέτη (ligand). Σε όλες τις περιπτώσεις, οι μετρήσεις διορθώθηκαν βάσει 

του αντίστοιχου συντελεστή αραίωσης. Επίσης η προσβασιμότητα της Trp73 (μοναδικής 

εγγενούς τρυπτοφάνης της YgfO) σε περισσότερο ή λιγότερο υδρόφιλα πολικά αντιδραστήρια 

(ιωδιούχο κάλιο, ακρυλαμίδιο), τα οποία μπορούν να προκαλέσουν απόσβεση του σήματος, 

ελέγχθηκε μετά από επώαση του δείγματος με 0.05 M έως 0.5 M αντιδραστηρίου, και 

προσδιορίστηκε η σταθερά Stern-Volmer (KSV) από τον τύπο: F0/F = 1+ KSV [Q], όπου F0 η 

αρχική ένταση του σήματος στο βέλτιστο μήκος κύματος, F η ένταση σήματος στο βέλτιστο 
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μήκος κύματος μετά από την επίδραση του πολικού αντιδραστηρίου (quencher) και [Q], η 

συγκέντρωση του πολικού αποσβεννύοντος μορίου (Q, quencher) (Wu et al., 1994, 1995; Tyagi 

et al., 2007).  
Σημείωση για τα πειράματα επίδρασης υποστυρώματος/προσδετών: Προκαταρτικά πειράματα με μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις προσδέτη, 0.5 έως 1 mM, έδειξαν ισχυρή μη-ειδική απόσβεση του σήματος στο φάσμα της 

τρυπτοφάνης (inner-filter effect), λόγω απορρόφησης ενέργειας στην περιοχή του μήκους κύματος διέγερσης, και 

δεν χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω. Επίσης, δεν χρησιμοποιήθηκε καθόλου το ουρικό, το οποίο απορροφά βέλτιστα 

στην περιοχή ακριβώς του μήκους κύματος διέγερσης (292 nm) και εμφανίζει ισχυρό inner-filter effect, ακόμη και 

σε μικρές συγκεντρώσεις, της τάξης των μΜ. 
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2.12 Παρασκευή μεμβρανικών κυστιδίων (RSO membrane vesicles) 

Διαλύματα 

1 Μ KPi pH 6.6, 1M MgSO4, 0.5 Μ Κ2EDTA pH 7.0, 30% σακχαρόζη, 1 Μ Tris-HCl pH 8  

Τα μεμβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισμού (right-side-out, RSO) αποτελούν ένα 

εξαιρετικό εργαλείο για την μελέτη μεμβρανικών πρωτεϊνών in situ. Στην ουσία πρόκειται για 

βακτηριακά κύτταρα στα οποία εχει αφαιρεθεί αφενός το κυτταρικό τοίχωμα και η εξωτερική 

μεμβράνη, και αφετέρου τα εσωτερικά συστατικά του κυτταροπλάσματος, διατηρώντας στο 

ακέραιο την εσωτερική (κυτταροπλασματική) μεμβράνη (Kaback, 1974; Konings et al., 1971). 

Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε στη συγκεκριμένη εργασία αποτελεί προσαρμογή 

γνωστών πρωτοκόλλων απομόνωσης κυστιδίων (Kaback, 1971; Frillingos and Kaback, 1996), 

όπως παρουσιάζεται αναλυτικά παρακάτω: 

 Γίνεται ανάπτυξη κυττάρων E.coli, του στελέχους Τ184, που εκφράζουν τα υπό εξέταση 

μεταλλάγματα του YgfO, σε μεγάλη κλίμaκα (κεφάλαιο 2.4) 

 Στη συνέχεια συλλέγονται τα κύτταρα με φυγοκέντρηση (6000 rpm, 10 min, 4oC, 

Beckmann JA-14) 

 Γίνεται έκπλυση με διάλυμα 0.1 Μ KPi pH 6.6 και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση (6000 

rpm, 10 min, 4 oC, Beckmann JA-14). 

 Το κυτταρικό ίζημα αναδιαλυεται σε διάλυμα 30 mM Tris-HCl pH 8, 30% σακχαρόζη σε 

αναλογία 100 mL διαλύματος/ g κυττάρων. 

 Στη συνέχεια προστίθεται λυσοζύμη σε τελική συγκέντρωση 50 μg/ mL και Κ2EDTA σε 

τελική συγκέντρωση 10 mM, ακολουθεί αργή ανάδευση για 1 h. 

 Για τη συλλογή του προϊόντος της κυτταρικής λύσης γίνεται φυγοκέντρηση (6000 rpm, 

30 min, 25 oC, Beckmann JA-14) 

 Το ίζημα επαναιωρείται σε 10 mL διαλύματος 0,1 Μ KPi pH 6.6, 20 mM MgSO4, 30% 

σουκρόζη, 30 μg/mL DNAase. Το εναιώρημα μεταφέρεται σε 1000 mL προθερμασμένου 

(37oC) 50 mM KPi pH 6.6 και επωάζεται υπό ανάδευση για 15 min στους 37 oC. 
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 Προσθήκη Κ2EDTA pH 7.0 σε τελική συγκέντρωση 10 mM συνεχίζεται η επώαση για 

άλλα 15 min και στη συνέχεια προστίθεται MgSO4 σε τελική συγκέντρωση 15 mM για 

ακόμη 15 min.  

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση (8500 rpm, 1 h, 4 oC, Beckmann JA-14) 

 Επαναιώρηση του ιζήματος σε 88 mL παγωμένου διαλύματος 0,1 Μ KPi pH 6.6, 10 mM 

Κ2EDTA. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση (2500 rpm, 30 min , 4 oC, Beckmann JA-20) 

 Συλλέγεται το υπερκείμενο, και το ίζημα αναδιαλύεται σε 44 mL διαλύματος 0,1 Μ KPi 

pH 6.6, 10 mM Κ2EDTA και γίνεται νέα φυγοκέντρηση (2500 rpm, 30 min , 4 oC, 

Beckmann JA-20), συλλέγεται πάλι το υπερκείμενο. 

 Φυγοκέντρηση των υπερκειμένων για τη συλλογή των μεμβρανικών κυστιδίων (15000 

rpm, 30 min , 4 oC, Beckmann JA-20). 

 Το ίζημα, που περιέχει τα μεμβρανικά κυστίδια, αναδιαλύεται σε 44 mL διαλύματος 0.1 

Μ KPi pH 7.5, 10 mM MgSO4 και νέα φυγοκέντρηση (15000 rpm, 30 min, 4 oC, 

Beckmann JA-20). 

 Το τελικό ίζημα των κυστιδίων διαλυτοποιείται σε 500 μL διαλύματος 0.1 Μ KPi pH 7.5, 

10 mM MgSO4 και φυλασσονται στους -80 oC αφού πρώτα καταψυχθούν σε υγρό άζωτο. 

 Ακολουθεί μέτρηση ολικής πρωτεΐνης με τη μέθοδο BCA (εδάφιο 2.7.1) 

 

Τα μεμβρανικά κυστίδια RSO χρησιμοποιήθηκαν τόσο σε δοκιμασίες ενεργού μεταφοράς 

(εδάφιο 2.6.2) όσο και σε δοκιμασίες προσβασιμότητας κυστεϊνών (εδάφιο 2.13.1) 
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2.13 Δοκιμασία προσβασιμότητας κυστεϊνών (cysteine accessibility assay)  

2.13.1 Σε μεμβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισμού 

Διαλύματα 

1 Μ KPi pH 7.5, 1 M MgSO4, 1 M NaPi pH 7.5, 20% DDM, 

Διάλυμα αποδιάταξης (100 mM NaPi pH 7.5, 6 M Urea, 0.5% SDS) 

0.5 Μ Na2EDTA, pH 8.0 

 

Με τη μέθοδο αυτή πραγματοποιείται έλεγχος των κυστεϊνών από ειδικά αντιδραστήρια 

σουλφυδρυλομάδων σε μεμβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισμού (RSO). Η μέθοδος 

αποτελεί προσαρμογή άλλων πρωτοκόλλων που χρησιμοποιούν φθορίζοντα SH-αντιδραστήρια 

(Yagur-Kroll and Amster-Choder, 2005; Nie et al 2007) και είναι η πρώτη φορά που 

εφαρμόζεται σε αυτό το σύστημα στο εργαστήριό μας, αν και είχε εφαρμοσθεί με επιτυχία σε 

προηγούμενη εργασία, σε ακέραια κύτταρα (Karatza et al., 2006). Στη συγκεκριμένη εργασία, 

χρησιμοποιήθηκε κυρίως το ειδικό SH-αντιδραστήριo μεθανοθειοσουλφινικο αιθυλσουλφονικό 

(MTSES- ) (Eικόνα 2.5), πρόκειται για ένα υδρόφυλο αντιδραστήριο με αρνητικό φορτίο, που 

δεν μπορεί να διαπεράσει τη μεμβράνη του κυττάρου (Akabas et al., 1992) (βλ. και Εισαγωγή, 

κεφάλαιο 1.6).  Η διαδικασία του πειράματος είναι η εξής: 

 

Εικόνα 2.5. MTSES- Sodium(2-sulfonatoethyl)methane thiosulfonate)                                                                                  

 

Μεμβρανικά κυστίδια RSO (κεφάλαιο 2.12) σε τελική συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης 4 

mg/mL, επωάζονται παρουσία ή απουσία 50 μΜ MTSES- , παρουσία ή απουσία υποστρώματος 

(ξανθίνη 1 mM) για 10 min στους 25 oC, και, κατόπιν, εκπλένονται 2 φορές με 1 mL διαλύματος 

0.1 Μ KPi pH 7.5, 10 mM MgSO4 και 1 φορά με 1 mL διαλύματος 100mM NaPi pH 7.5. Στη 
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συνέχεια, γίνεται διαλυτοποίηση των κυστιδίων σε 100 μL διαλύματος 100 mM NaPi pH 7.5 που 

περιέχει 2% w/v n-δωδεκυλο-β-D-μαλτοπυρανοσιδίου (DDM) (Wu et al., 1994, Wu and 

Kaback, 1994) και ακολουθεί επώαση για 30 min στους 4 oC για την εκχύλιση των μεμβρανικών 

πρωτεϊνών από τη μεμβράνη. Σε κάθε δείγμα μεμβρανικού εκχυλίσματος προστίθενται 300 μL 

διαλύματος εξισορρόπησης (100mM NaPi pH 7.5, 150 mM NaCl, 30 mM ιμιδαζόλιο, 0,02% 

DDM) που επιπλέον περιέχει 50 μL προ-εξισορροπημένων σφαιριδίων Ni-IDA (Probond) και το 

μίγμα αναδεύεται για 1 h στους 4 oC. Μετά το πέρας της επώασης γίνεται έκπλυση με 600 μL 

διαλύματος 100 mM NaPi pH 7.5, 150 mM NaCl, που περιέχει 100 mM ιμιδαζόλιο και 0.02% 

DDM, και προστίθεται 1 mL διαλύματος αποδιάταξης (διάλυμα ουρίας/SDS) για 10 min υπό 

ανάδευση. Ακολουθεί επώαση με 100 μL του ίδιου διαλύματος που περιέχει και 0.2 mM OGM 

(Eικόνα 2.6) για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. Η δράση του OGM 

τερματίζεται με την προσθήκη 300 μL διαλύματος αποδιάταξης που περιέχει 5 mM β-

μερκαπτοαιθανόλη για 3 min. Η έκλουση των πρωτεϊνών από τα σφαιρίδια Ni-IDA 

επιτυγχάνεται με την προσθήκη 50 μL διαλύματος φόρτωσης (1Χ) (βλ. εδάφιο 2.8.2) που 

περιέχει 0.07 Μ Na2EDTA, pH 8.0 και επώαση για 10 min στους 37 oC: το στάδιο έκλουσης 

επαναλαμβάνεται μία φορά και τα δύο εκλούσματα συλλέγονται και αναλύονται με 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση με Anti-OGM και PentaHis-HRP (βλ. 

κεφάλαιο 2.8). Η διαδικασία φαίνεται σχηματικά στην Eικόνα 2.7. 

 Εικόνα 2.6: Η δομή του πράσινου μηλεϊμιδίου του Oregon (OGM)                                                                                 
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Εικόνα 2.7: Δοκιμασία προσβασιμότητας κυστεϊνών (cysteine accessibility assay) σε μεμβρανικά κυστίδια 

 

Σημείωση: Η προ-εξισορρόπηση των σφαιριδίων Ni-IDA γίνεται με δύο διαδοχικές εκπλύσεις με ddH2O και 4 εκπλύσεις με 

διάλυμα 100mM NaPi pH 7.5, 150mM NaCl και τέλος μια έκπλυση με διάλυμα σύνδεσης (binding buffer) 100mM NaPi pH 7.5, 

0.02% DDM, 30mM imidazole και 150mM NaCl. 

 

2.13.2 Σε ακέραια κύτταρα (in vivo) 

Διαλύματα 
150 mM Tris-NaCl, 1 M MgSO4, pH 7,5, 20% DDM 

Διάλυμα αποδιάταξης (150 mM Tris-NaCl  pH 7.5, 6 M Urea, 0,5% SDS) 

0.5 Μ Na2EDTA, pH 8.0  

 
Για την πραγματοποίηση του συγκεκριμένου πειράματος χρησιμοποιούνται κύτταρα E. 

coli του στελέχους Τ184, τα οποία αναπτύσσονται σε μικρή κλίμακα (κεφάλαιο 2.4). Μετά την 

ανάπτυξη, επαγωγή και συγκομιδή των κυττάρων από 10 mL καλλιέργειας, τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε 10 mL ρυθμιστικού διαλύματος Tris-NaCl (βλ. 2.3) και η οπτική πυκνότητα 

των δειγμάτων εξισορροπείται σε OD420nm = 10 (βλ. και κεφάλαιο 2.7). Δείγματα (1mL) 

μεταφέρονται σε μικροσωληνάρια τύπου eppendorf, φυγοκεντρούνται (13000 rpm, 1 min) και το 

ίζημα επαναιωρείται σε διάλυμα Tris-NaCl (1 mL). Η διαδικασία της φυγοκέντρησης και 

επαναιώρησης επαναλαμβάνεται 1 φορά, με αναδιάλυση των κυττάρων σε 0.2 mL Tris-NaCl. 

Ακολουθεί επώαση του κυτταρικού δείγματος (0.2 mL) παρουσία ή απουσία 1 mΜ ΝΕΜ 

(Εικόνα 2.4) ή MTSES- (Εικόνα 2.5), για 10 min, στους 25 οC. Στη συνέχεια, τα δείγματα 

φυγοκεντρούνται (13000 rpm, 1 min) και το ίζημα επαναιωρείται σε 1 mL διαλύματος Tris-
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NaCl. Η ίδια διαδικασία φυγοκέντρησης – επαναιώρησης επαναλαμβάνεται 2 φορές και, έπειτα, 

τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 100 μL διαλύματος σακχαρόζης που περιέχει λυσοζύμη (50 

μg/mL) και επωάζονται για 30 min στους 37 οC. Μετά τα πρώτα 15 min της επώασης, 

προστίθενται στο εναιώρημα 0.6 mL διαλύματος MgSO4 15 mM. Μετά τις επωάσεις, τα 

κύτταρα φυγοκεντρούνται σε επιτραπέζια μικροφυγόκεντρο (14000 rpm, 5 min, 4 °C), 

αφαιρείται το υπερκείμενο και το ίζημα επαναιωρείται σε 100 μL διαλύματος Tris-NaCl που 

περιέχει 0.8% (w/v) DDM και επωάζεται υπό ελαφρά ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 

15 min, για τη λύση των μεμβρανών και εκχύλιση των μεμβρανικών πρωτεϊνών (Wu et al., 

1994). Σε κάθε δείγμα μεμβρανικού εκχυλίσματος προστίθενται 300 μL διαλύματος Tris-NaCl, 

το οποίο περιέχει 30 mM ιμιδαζολίου και 0.08% (w/v) DDM καθώς και 50 μL προ-

εξισορροπημένων σφαιριδίων Ni-IDA (Probond) και το μίγμα εκχυλίσματος-σφαιριδίων 

αναδεύεται επί 1 h σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την πρόσδεση των πρωτεϊνών YgfO-His10, 

τα σφαιρίδια Ni-IDA εκπλένονται με 1 mL διαλύματος αποδιάταξης (ουρία/SDS), 

επαναιωρούνται σε 0.1 mL του ίδιου διαλύματος που περιέχει 200 μM OGM (Εικόνα 2.6) και 

αναδεύονται για άλλα 20 min σε θερμοκρασία δωματίου. Για τον τερματισμό της αντίδρασης 

και την έκλουση των δεσμευμένων πρωτεϊνών, τα σφαιρίδια Ni-IDA επωάζονται με προσθήκη 

διαλύματος αποδιάταξης (300 μL) που περιέχει 5 mM β-μερκαπτοαιθανόλη (3 min) και, στη 

συνέχεια, με 2x40 μL διαλύματος φόρτωσης (1Χ Loading buffer) (εδάφιο 2.8.2) που περιέχει 

0.07 Μ Na2EDTA, pH 8.0, για 10 min, στους 30 °C. Ακολουθεί σύντομη φυγοκέντρηση και 

συλλέγονται προσεκτικά τα υπερκείμενα τα οποία αναλύονται με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 

και ανοσοαποτύπωση (βλ. κεφάλαιο 2.8). 

 
Σημείωση: Η προ-εξισορρόπηση των σφαιριδίων Ni-IDA γίνεται με 2 διαδοχικές πλύσεις σε ddH2O, 4 εκπλύσεις με διάλυμα 

Tris-NaCl (βλ. § 2.3) και, τέλος, 1 πλύση σε διάλυμα Tris-NaCl που περιέχει 0.08% DDM και 30 mM ιμιδαζολίου (διάλυμα 

εξισορρόπησης). 

 

2.13.3 Σε κλάσματα μεμβρανών 

Η διαδικασία και τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται είναι ίδια όπως στην  μεμβρανικά 

κυστίδια με τη διαφορά ότι οι επωάσεις με το αντιδραστήριο MTSES- γίνονται σε κλάσματα 

μεμβρανών (κεφάλαιο 2.7). 
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2.13.4 Επιλογή του κατάλληλου απορρυπαντικού εκχύλισης των μεμβρανικών πρωτεϊνών 

 Σε προκαταρκτικά πειράματα, ελέγξαμε δύο από τα συνηθέστερα ήπια απορρυπαντικά 

που χρησιμοποιούνται στη βιβλιογραφία για την διαλυτοποίηση μεμβρανικών πρωτεϊνών από 

βακτηριακές μεμβράνες, n-δωδεκυλ-β,D-μαλτοπυρανοσίδιο (n-dodecyl-β,D-maltopyranoside, 

DDM) και Fos-Choline 14 (FC-14) (Εικόνα 2.8). H απόδοση καθαρισμού και επιτυχίας του 

πειράματος και στις δύο περιπτώσεις ήταν παρόμοια. Επιλέχθηκε, τελικά, το DDM, καθώς αυτό 

έχει χρησιμοποιηθεί πολύ περισσότερο για δομικές-λειτουργικές μελέτες και στην συντριπτική 

πλειοψηφία των κρυσταλλογραφικών αναλύσεων μεμβρανικών μεταφορέων (βλ. Εισαγωγή, 

κεφάλαιο 1.2). 

 

 

 

Εικόνα 2.8. (αριστερά) Χημικές δομές του DDM και του FC-14. (δεξιά) Μεμβρανικά κυστίδια (RSO) που 

εκφράζουν τα μεταλλάγματα S295C και Α366C του YgfO επωάσθηκαν με MTSES- (50 μM, 10 min, 25 °C). Μετά 

την επώαση, εκχυλίσθηκαν οι μεμβρανικές πρωτεΐνες είτε με DDM (2% w/v) είτε με FC-14 (2% w/v) και οι 

περμεάσες απομονώθηκαν με χρωματογραφία συγγένειας Ni2+, ακολουθώντας κατά βάση το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται στο εδάφιο 2.13.1. Μετά από έκπλυση των μη ειδικών πρωτεϊνών, τα δείγματα επωάσθηκαν με OGM 

(0.2 mM), υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS/ουρία), για σήμανση όλων των αδέσμευτων θέσεων Cys, 

εκλούσθηκαν σε διάλυμα Laemmli και υπεβλήθησαν σε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση, τόσο με anti-

OGM, που δείχνει την έκταση της σήμανσης των κυστεϊνών [άνω] όσο και με pentaHis, που δείχνει την ολική 

ποσότητα εκλουόμενης πρωτεΐνης [κάτω]. 

 

Anti-OGM 

PentaHis-HRP 
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2.14 In silico αναλύσεις 

 

Η αλληλουχία DNA του YgfO και των άλλων ομολόγων του μεταφορέα αυτού στην E. 

coli (Εισαγωγή, εδάφιο 1.3.3.3), καθώς και οι αντίστοιχες αλληλουχίες αμινοξέων, εξήχθησαν 

από βάσεις δεδομένων που καταγράφουν την πλήρη αλληλουχία γονιδιώματος της E.coli K-12, 

σύμφωνα με τις νεώτερες διαθέσιμες ενημερώσεις (The EcoGene database of E. coli sequence 

and function, www.ecogene.org). Ελήφθησαν επίσης υπόψη οι νεώτερες ονοματολογίες των 

πρωτεϊνών NAT της E.coli, XanQ για τον YgfO (Karatza and Frillingos, 2005), XanP για τον 

YicE (Karatza and Frillingos, 2005) και PbuX για τον YgfU (Papakostas and Frillingos, υπό 

συγγραφή), όπως προτάθηκαν στην ηλεκτρονική τράπεζα EcoGene βάσει της λειτουργικής-

φυλογενετικής ανάλυσης (προσωπική επικοινωνία με τον Kenneth Rudd, University of Maimi, 

Florida).       

Για την προσέγγιση του τοπολογικού μοντέλου της πρωτεΐνης έγινε καταρχήν εξέταση 

θεωρητικών προβλέψεων με όλους τους διαθέσιμους αλγόριθμους (βλ. Εισαγωγή, εδάφιο 1.5.1). 

Ιδιαίτερα, χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό TMHMM (http://www.sbc.su.se/PRODIV-TMHMM) 

(Center for Biological Sequence Analysis, Technical University of Denmark) (Granseth et al., 

2005) (βλ. και παρακάτω,στα Αποτελέσματα, εδάφιο 3.2.1).  

Η ανάλυση στοίχισης των κωδικοποιουσών αλληλουχιών των μεταφορέων ΝΑΤ/NCS2 

πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). 

Η ανάλυση των γονιδιωμάτων για την ύπαρξη ομολόγων που ανήκουν στην οικογένεια 

NAT/NCS2 και η κατάταξη των γονιδίων σε λειτουργικές ομάδες ορθολόγων βασίζεται στις 

βάσεις δεδομένων TransportDB (http://www.membranetransport.org) (Ren et al., 2004), TC-DB 

(http://www.tcdb.org) και COGs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG). Επίσης, ενσωματώθηκαν 

αναλύσεις από τις πλήρεις αλληλουχίες γονιδιωμάτων μικροοργανισμών που έχουν κατατεθεί τα 

τελευταία χρόνια από το Joint Genome Institute (Walnut Creek, California) (Markowitz et al., 

2008) (http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi). 
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3.1 Απομόνωση και αρχικός χαρακτηρισμός του YgfO σε διάλυμα 
απορρυπαντικού  

Σχεδιάστηκαν πρωτόκολλα απομόνωσης σε μικρή και μεγάλη κλίμακα για τον 

μεταφορέα YgfO-His10 ή ομόλογά του μέσω εκχύλισης από τη μεμβράνη με DDM (n-δωδεκυλο-

β,D-μαλτοπυρανοσίδιο) και χρωματογραφίας συγγένειας Ni2+ ή Co2+. Για την εφαρμογή τέτοιων 

πρωτοκόλλων απομόνωσης, οι μεταφορείς συνδέθηκαν με μια C-τελική αλληλουχία 10 

συνεχόμενων κωδικονίων ιστιδινών (His10) (Smirnova and Kaback, 2003) και ελέγχθηκε 

καταρχήν αν μπορούν να υπερεκφρασθούν σε ικανοποιητικά επίπεδα στη μεμβράνη της E. coli, 

εξετάζοντας μια σειρά διαφορετικών στελεχών και συνθηκών ανάπτυξης. Στα πλαίσια της 

μελέτης αυτής, χαρακτηρίστηκε λειτουργικά, για πρώτη φορά, και ένα θερμόφιλο ομόλογο του 

YgfO (εδάφιο 3.1.1). Ικανοποιητικά επίπεδα έκφρασης και απόδοσης καθαρισμού σε διαλυτή 

μορφή (αραιό διάλυμα DDM) επιτεύχθηκαν για τον μεταφορέα YgfO-His10, ο οποίος στη 

συνέχεια χαρακτηρίστηκε δομικά με φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού (που έδειξε ότι έχει 

σε υψηλό ποσοστό δομή α-έλικας) (εδάφιο 3.1.2), φθορισμομετρία τρυπτοφανών (που έδειξε ότι 

αναγνωρίζει ειδικά ως υπόστρωμα την ξανθίνη) (εδάφιο 3.1.3) και φασματοσκοπία 

ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού (EPR) συγκεκριμένων μεταλλαγμάτων κυστεϊνών, 

που έδειξε ότι διατηρεί αναμενόμενα στοιχεία τοπικής δομικής οργάνωσης στην περιοχή του 

μοτίβου-«υπογραφή» NAT (εδάφιο 3.1.4).       
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3.1.1 Υπερέκφραση και καθαρισμός του μεταφορέα YgfO  

 

3.1.1.1 Επιλογή μεταφορέα NAT για δοκιμές υπερέκφρασης-απομόνωσης 

 Ο μεταφορέας YgfO (XanQ) υπερεκφράσθηκε σε μια σειρά στελεχών της E. coli K-12, 

μέσω έκφρασης του γονιδίου ygfO εξωχρωμοσωμικά, μέσω του υποκινητή/χειριστή του 

οπερονίου της λακτόζης (lacZ p/o), υπό τον μεταγραφικό έλεγχο του IPTG, χρησιμοποιώντας το 

μέσου αριθμού αντιγράφων πλασμίδιο (medium copy number) pT7-5 (Sahin-Toth et al., 1995b). 

Για τον έλεγχο της εξωχρωμοσωμικής έκφρασης χρησιμοποιήθηκαν τόσο ο επίτοπος του τομέα 

δέσμευσης βιοτίνης (biotin acceptor domain) από την αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού της K. 

pneumoniae (Consler et al., 1993) όσο και η ουρά των 10 ιστιδινών (His10 tag) (Smirnova and 

Kaback, 2003). Αν και βρέθηκε ότι και στις δύο περιπτώσεις C-τελικών σημάτων η έκφραση του 

YgfO ήταν ικανοποιητική σε πολλά στελέχη (βλ. παρακάτω, Εικόνα 3.6), θέλαμε να εξετάσουμε 

και άλλες πιθανές πηγές ομόλογων μεταφορέων NAT, οι οποίες πιθανόν να ήταν καλύτερες όχι 

μόνο ως προς τα επίπεδα έκφρασης που θα μπορούσαμε να έχουμε αλλά και ως προς την 

σταθερότητα του μορίου κατά την επακόλουθη προσπάθεια απομόνωσής του από τη μεμβράνη. 

Για τον σκοπό αυτό, εφόσον στην κρυσταλλογραφία ιοντο-εξαρτώμενων πρωτεϊνών μεταφοράς 

έχουν πολύ συχνά χρησιμοποιηθεί ομόλογες πρωτεΐνες από θερμόφιλα βακτήρια (π.χ. Thermus) 

ή αρχαία (π.χ. Pyrococcus) λόγω της αυξημένης τους δομικής σταθερότητας σε μέσες συνθήκες 

(Yernool et al., 2004; Yamashita et al., 2005; Weyand et al., 2008; Singh et al., 2006, 2007, 

2008), στραφήκαμε κυρίως στην εξέταση πιθανών ομολόγων του YgfO από θερμόφιλους 

μικροοργανισμούς. 

 Με in silico ανάλυση όλων των ομολόγων της οικογένειας ΝΑΤ που είναι συγγενή προς 

τον YgfO της E. coli, είδαμε ότι το συγγενέστερο πιθανό θερμόφιλο ομόλογο είναι αυτό του 

γονιδίου Moth_2118 ή MoorT (gene ID: 3833269), από το θερμόφιλο Gram-θετικό βακτήριο 

Moorella thermoacetica, ένα αναερόβιο ακετογόνο βακτήριο της κλάσης Clostridia που 

διαβιώνει βέλτιστα σε 58-60 °C και pH 6.0 (Drake and Daniel, 2004). Η προβλεπόμενη 

πρωτεΐνη MoorT (όπως την ονομάσαμε) έχει μια θεωρητική τοπολογία των 12 διαμεμβρανικών 

τμημάτων (12 TMs) και αλληλουχία 438 καταλοίπων αμινοξέων, με 32% ταυτότητα καταλοίπων 

(52% ομοιότητα) προς τον YgfO, και διατηρεί ακριβώς την αλληλουχία του μοτίβου-υπογραφή 

NAT 319QNIGVISITG328 με τα χαρακτηριστικά κατάλοιπα στις θέσεις Gln-324/319 

(χαρακτηριστικό για τους μεταφορείς πουρινών) και Gly-333/328 (χαρακτηριστικό για τους 
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ειδικούς μεταφορείς ξανθίνης) (Karatza et al., 2006; Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005). 

Αντίθετα, τα άλλα χαρακτηριστικά συγγενέστερα ομόλογα από θερμόφιλα βακτήρια (Thermus 

thermophilus) ή αρχαία (Pyrococcus abyssii, P. horikoshii και P. furiosus) έχουν μικρότερη 

ομοιότητα (κάτω του 30% ταυτότητα καταλοίπων) και διαφοροποιούνται στην περιοχή του 

μοτίβου-υπογραφή γιατί δεν διατηρούν το πρώτο και το τελευταίο κατάλοιπο, Gln-324 και Gly-

333, αλλά έχουν αλληλουχία ΕN(I/T)G(L/V)(V/L)A(L/V)T(R/K) [όπου έχουν Glu αντί Gln, 

στη θέση 324, κατάλοιπο που συνήθως απαντάται στους μεταφορείς ουρακίλης (εδάφιο 1.3.3) 

και Arg ή Lys στη θέση 333, κατάλοιπα που δεν απαντώνται στους ειδικούς μεταφορείς 

ξανθίνης, όπως YgfO ή YicE, αλλά θα μπορούσαν να απαντώνται σε μεταφορείς ευρύτερης 

εξειδίκευσης όπως αυτοί των ασκομυκήτων (Goudela et al., 2005; Pantazopoulou and Diallinas, 

2007)]. Μια στοίχιση των πιο συγγενικών αλληλουχιών των θερμόφιλων ομολόγων με τον YgfO 

στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή φαίνεται στην Εικόνα 3.1. 

324 333

E

E. coli YgfO  

Moorella thermoacetica  
Pyrococcus abyssii

G

N

G

S L P L T T F A Q N N G VIQ M T GV ASR Y VG

G L S I T S F S Q N I VG IS I T G V A RS F A V

A C G T T S Y S E N I G LV A LT K V AS R Y V V

Thermus thermophilus G G P N TTA SY N T G V L A V T R V Y D PL V V

NAT motif

324 333

E

E. coli YgfO  

Moorella thermoacetica  
Pyrococcus abyssii

G

N

G

S L P L T T F A Q N N G VIQ M T GV ASR Y VG

G L S I T S F S Q N I VG IS I T G V A RS F A V

A C G T T S Y S E N I G LV A LT K V AS R Y V V

Thermus thermophilus G G P N TTA SY N T G V L A V T R V Y D PL V V

NAT motif

E

E. coli YgfO  

Moorella thermoacetica  
Pyrococcus abyssii

G

N

G

S L P L T T F A Q N N G VIQ M T GV ASR Y VG

G L S I T S F S Q N I VG IS I T G V A RS F A V

A C G T T S Y S E N I G LV A LT K V AS R Y V V

Thermus thermophilus G G P N TTA SY N T G V L A V T R V Y D PL V V

NAT motif  

Εικόνα 3.1 Σύγκριση της αλληλουχίας των συγγενέστερων προς τον YgfO ομολόγων ΝΑΤ, από θερμόφιλα 
βακτήρια ή αρχαία, στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή της οικογένειας. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε με το 
πρόγραμμα ClustalW. 

 

Το γονίδιο MoorT κινητοποιήθηκε με PCR από το γονιδίωμα της M. thermoacetica και 

κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pT7-5, χρησιμοποιώντας αρχικά τον C-τελικό επίτοπο 

της περιοχής δέσμευσης βιοτίνης (BAD domain) και, μετά από δεύτερη υποκλωνοποίηση, την 

ουρά των 10 ιστιδινών (His10). Μετά από επαλήθευση της πλήρους κωδικοποιούσας 

αλληλουχίας, έγινε εισαγωγή του πλασμιδίου pT7-5/moorT – BAD σε μια εκτενή σειρά  

στελεχών E. coli Κ-12 που έχουμε στο εργαστήριο (εδάφιο 2.1) και ακολούθησε έλεγχος της 

ετερόλογης έκφρασης της πρωτεΐνης MoorT σε παρασκευάσματα μεμβρανικών κλασμάτων E. 
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coli. Παρατηρούμε ότι ο MoorT-BAD εκφράζεται πολύ ικανοποιητικά στην μεμβράνη, στα 

στελέχη E. coli DH5α, Top10F´, XL1 blue, BL21(DE3) ή BL21(DE3)/pLysS αλλά όχι στα 

BW25113, BL21-codon plus και Τ184 (Eικόνα 3.2). Από την ανάλυση, ωστόσο, του ελέγχου 

της έκφρασης του MoorT σε σχέση με την επαγωγή από IPTG, είδαμε ότι μόνον στα κύτταρα E. 

coli XL1 blue υπάρχει σχετικά καλός έλεγχος της έκφρασης (tight control), ενώ σε άλλα 

στελέχη, όπως π.χ. στα DH5α, η έκφραση είναι σε υψηλά επίπεδα ακόμη και χωρίς την επαγωγή 

από IPTG (Εικόνα 3.3). Ο αυστηρός έλεγχος της έκφρασης θα ήταν σημαντικός, παρά το ότι 

μπορεί να συνεπάγεται σχετικά μειωμένα επίπεδα (Εικόνα 3.2), για να αποφύγουμε φαινόμενα 

τοξικότητας από συνεχή υπερέκφραση της β-λακταμάσης (Sahin-Toth et al., 1995b) ή 

σχηματισμό δυσδιάλυτων συσσωματωμάτων. Επίσης, στις συνθήκες αυτές, μπορέσαμε να 

ελέγξουμε λειτουργικά το γονιδιακό προϊόν (MoorT) για το αν έχει ενεργότητα μεταφοράς 

ξανθίνης, ουρικού ή άλλων πιθανών υποστρωμάτων των μεταφορέων ΝΑΤ, έχοντας το 

κατάλληλο αρνητικό control (pT7-5, που δεν έχει επαχθεί από IPTG). Έγιναν δοκιμασίες 

ενεργού μεταφοράς για [8-3Η]ξανθίνη (1 μΜ) σε θερμοκρασίες 25 °C, 37 °C, 45 °C και 55 °C, 

και pH 5.5, 6.0, 6.6, 6.8, 7.2 και 7.5, στα κύτταρα XL1-blue/MoorT-BAD και φάνηκε ότι ο 

MoorT μεταφέρει ξανθίνη με ενεργό μεταφορά, με σημαντικό ρυθμό και μέγιστα επίπεδα 

συσσώρευσης στους 37 °C, pH 6.8 (και pH 6.6), ενώ δεν μεταφέρει σε σημαντικά επίπεδα 

[14C]ουρικό, υπό τις ίδιες συνθήκες (Εικόνα 3.4). Λαμβάνοντας υπόψη ότι ο εσωτερικός όγκος 

των κυττάρων της E. coli είναι περίπου 5.8 μL/mg ολικής πρωτεϊνης (Sahin-Toth et al., 1995b), 

μπορεί να υπολογιστεί ότι η πρόσληψη ξανθίνης (1 μΜ) από τον MoorT φτάνει σε συσσώρευση 

συγκέντρωσης 20 φορές μεγαλύτερης στον εσωτερικό του κυττάρου σε σχέση με το εξωτερικό 

(20-fold concentration gradient), μια απόδοση ενεργού μεταφοράς παρόμοια με αυτήν του 

μεταφορέα YicE (XanP) (Karatza and Frillingos, 2005). Από την άλλη πλευρά, δεν ανιχνεύθηκε 

σημαντική ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης σε pH 7.2-7.5 και 25 °C, όπου η ενεργότητα του 

YgfO-BAD (θετικό control) είναι πολύ υψηλή (Καρενά, 2007), αλλά ούτε και σε χαμηλότερα 

pH (6.0) ή υψηλότερες θερμοκρασίες (45 °C και 55 °C), όπως θα περιμέναμε με βάση τις 

συνθήκες ανάπτυξης της M. thermoacetica (Drake and Daniel, 2004). Το γεγονός αυτό ίσως 

οφείλεται στο ετερόλογο σύστημα έκφρασης ή σε αποσταθεροποίηση της μεμβράνης της E. coli 

στις υψηλότερες θερμοκρασίες. 
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Εικόνα 3.2 Ανάλυση ανοσοαποτύπωσης των επιπέδων έκφρασης του MoorT-BAD σε διάφορα στελέχη του 
εντεροβακτηρίου E. coli. Κλάσματα μεμβρανών παρασκευάσθηκαν από κύτταρα E.coli που είχαν επαχθεί με IPTG 
για την έκφραση της υπό μελέτη περμεάσης από πλασμίδια pT7-5/MoorT-BAD. Τα δείγματα μεμβρανών (100 μg 
ολικής πρωτεΐνης ανά διαδρομή) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και αποτύπωση με αβιδίνη 
(Avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης με ενισχυμένη 
χημειοφωταύγεια (ECL). Στο αριστερό μέρος του ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
 
 
 

 

Εικόνα 3.3 Έλεγχος της ετερόλογης έκφρασης του MoorT – BAD σε κύτταρα E. coli XL1 blue και DH5α, μετά από 
επαγωγή με IPTG (0.5 mM, 2 h) (+) ή χωρίς επαγωγή (αντίστοιχη καλλιέργεια χωρίς IPTG) (–). Μετά τη συλλογή 
των κυττάρων, παρασκευάσθηκαν κλάσματα μεμβρανών και δείγματα που περιείχαν 100 μg ολικής πρωτεΐνης 
αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%). Ακολούθησε μεταφορά σε μεμβράνη PVDF και αποτύπωση με 
αβιδίνη (Avidin-HRP), όπως προηγουμένως. Στο αριστερό μέρος του ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις 
μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range).  
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Εικόνα 3.4 E. coli XL1-blue που είχαν επαχθεί με IPTG (0.5 mM) για την έκφραση του MoorT-BAD από 
πλασμίδιο pT7-5/MoorT-BAD συνελέγησαν με φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα 
φωσφορικού καλίου (0.7mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL) και υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς 
[3Η]ξανθίνης (1μΜ), σε 37 °C, pH 6.8. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα XL1-blue 
μετασχηματισμένα pT7-5 ή με pT7-5/MoorT-BAD χωρίς επαγωγή από IPTG.   
 

Τέλος, επειδή τα πρωτόκολλα απομόνωσης είχαν σχεδιασθεί με βάση την χρήση της C-

τελικής αλληλουχίας των 10 ιστιδινών και τη χρωματογραφία συγγένειας νικελίου ή κοβαλτίου 

(Smirnova and Kaback, 2003), μεταφέραμε το γονίδιο MoorT στο υπόστρωμα του 

ανασυνδυασμένου φορέα pT7-5 με τον επίτοπο His10 και εκφράσαμε τον μεταφορέα MoorT- 

His10 στα κύτταρα XL1-blue για να συγκρίνουμε τα επίπεδα έκφρασης στη μεμβράνη μεταξύ 

MoorT-His10 και YgfO-His10 (Εικόνα 3.5). Είδαμε ότι τα επίπεδα έκφρασης του MoorT-His10 

είναι πολύ χαμηλά σε σχέση με αυτά που επιτυγχάνονται για τον YgfO-His10.   

PentaHis-HRP 

Εικόνα 3.5 Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης του YgfO-His10 και του MoorT-His10, σε κύτταρα του στελέχους 
XL1-blue. Μετά από ανάπτυξη και επαγωγή των κυττάρων με IPTG, παρασκευάσθηκαν κλάσματα μεμβρανών και 
δείγματα που περιείχαν 100 μg ολικής πρωτεΐνης αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%). Ακολούθησε 
μεταφορά σε μεμβράνη PVDF και ανοσοαποτύπωση με τη χρήση του αντισώματος έναντι των ιστιδινών (PentaHis-
HRP). Τα μοριακά βάρη που φαίνονται στην αριστερή πλευρά (σε kDa) προέρχονται από τον δείκτη πρότυπων 
μοριακών βαρών Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range (Bio-Rad Laboratories). 
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 Με βάση τις παραπάνω παρατηρήσεις, δηλ. τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης για τον 

MoorT-His10 (Εικόνα 3.5), την έλλειψη αυστηρού ελέγχου για επαγωγή από IPTG (Εικόνα 3.3) 

και την μη ανίχνευση ενεργότητας του MoorT-BAD σε θερμοκρασίες 45 °C και άνω, στο 

ετερόλογο σύστημα της E. coli (Εικόνα 3.4), θεωρήσαμε ότι ο μεταφορέας MoorT δεν ήταν η 

καλύτερη επιλογή για συνέχιση των πειραμάτων υπερέκφρασης-καθαρισμού ενός μεταφορέα 

ΝΑΤ και εστιασθήκαμε περισσότερο στην προσπάθεια υπερέκφρασης-απομόνωσης του 

μεταφορέα YgfO-His10 της E. coli.    

 

3.1.1.2 Επιλογή στελέχους E. coli για την υπερέκφραση του YgfO-His10   

Ο μεταφορέας YgfO(wt)-His10 της E. coli, ο οποίος είναι λειτουργικά ισοδύναμος με τον 

φυσικού τύπου YgfO χωρίς το C-τελικό σήμα εντοπισμού/απομόνωσης (Karatza and Frillingos, 

2005), υπερεκφράσθηκε εξωχρωμοσωμικά σε μια σειρά στελεχών της E. coli K-12, μέσω του 

υποκινητή/χειριστή του οπερονίου της λακτόζης (lacZ p/o), υπό τον μεταγραφικό έλεγχο του 

IPTG. Τα επίπεδα έκφρασης του YgfO(wt)-His10 στη μεμβράνη είναι πολύ υψηλά σε όλα τα 

κυτταρικά στελέχη που εξετάσθηκαν (Εικόνα 3.6), αλλά αυστηρός έλεγχος της έκφρασης του 

γονιδίου ygfO πριν και μετά από προσθήκη IPTG (0.5 mM) επιτυγχάνεται μόνον στα κύτταρα  

E. coli XL1-blue και T184. Επίσης, τα επίπεδα έκφρασης του YgfO(wt)-His10 που 

επιτυγχάνονται στα XL1-blue και T184 είναι συγκρίσιμα με αυτά της LacY(C154G)-His10, του 

μορίου που χρησιμοποιήθηκε αρχικά για την κρυστάλλωση της περμεάσης λακτόζης (Abramson 

et al., 2003) (ανενεργού μεταλλάγματος της LacY που όμως μπορεί να δεσμεύει υπόστρωμα με 

υψηλή συγγένεια και έχει αυξημένη έκφραση στη μεμβράνη, δομική σταθερότητα μετά από 

απομόνωση και θερμοσταθερότητα) (Smirnova and Kaback, 2003; Abramson et al., 2003) 

(Εικόνα 3.7). Για τους λόγους αυτούς, συνεχίσαμε την προσπάθεια υπερέκφρασης-καθαρισμού 

της YgfO-His10 στα κύτταρα αυτά (κυρίως Τ184, αλλά στη συνέχεια και XL1-blue). 
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Εικόνα 3.6 Έλεγχος των επιπέδων έκφρασης του μεταφορέα YgfO(wt)–His10, σε διάφορα στελέχη E. coli, μετά από 
επαγωγή με IPTG (0.5 mM, 2 h) (+) ή χωρίς επαγωγή (αντίστοιχη καλλιέργεια χωρίς IPTG) (–). Παρασκευάσθηκαν 
κλάσματα μεμβρανών και δείγματα που περιείχαν 100 μg ολικής πρωτεΐνης αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-
PAGE (12%). Ακολούθησε μεταφορά σε μεμβράνη PVDF και ανοσοαποτύπωση με τη χρήση του αντισώματος 
έναντι των ιστιδινών (PentaHis-HRP). Τα μοριακά βάρη που φαίνονται στην αριστερή πλευρά των 
ηλεκτροφορημάτων (σε kDa) προέρχονται από τον δείκτη πρότυπων μοριακών βαρών Prestained SDS-PAGE 
Standards, Low Range (Bio-Rad Laboratories). 

 

LacY

T 184 XL1 Blue

IPTG + ++ +- -
52►

37►

PentaHis-HRP

YgfO YgfOLacY LacY

T 184 XL1 Blue

IPTG + ++ +- -
52►

37►

PentaHis-HRP

YgfO YgfOLacY

 
Εικόνα 3.7 Έλεγχος των επιπέδων έκφρασης του μεταφορέα YgfO(wt)–His10, σε E. coli Τ184 και XL1-blue, μετά 
από επαγωγή με IPTG (0.5 mM, 2 h) (+) ή χωρίς επαγωγή (αντίστοιχη καλλιέργεια χωρίς IPTG) (–), και σύγκριση 
με τα επίπεδα που λαμβάνονται για τον LacY(C154G)-His10, υπό τις ίδιες συνθήκες (διαδρομές, LacY, μετά από 
επαγωγή με IPTG, 0.5 mM, 2 h). Παρασκευάσθηκαν κλάσματα μεμβρανών και δείγματα που περιείχαν 100 μg 
ολικής πρωτεΐνης αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%). Ακολούθησε μεταφορά σε μεμβράνη PVDF 
και ανοσοαποτύπωση με τη χρήση του αντισώματος έναντι των ιστιδινών (PentaHis-HRP). Τα μοριακά βάρη που 
φαίνονται στην αριστερή πλευρά του ηλεκτροφορήματος (σε kDa) προέρχονται από τον δείκτη πρότυπων μοριακών 
βαρών Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range (Bio-Rad Laboratories). 

PentaHis-HRP 
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3.1.1.3 Πρoσδιορισμός κατάλληλων συνθηκών για την απομόνωση του YgfO–His10  

 

Απομόνωση σε μικρή κλίμακα (10 mL καλλιέργεια) 

Για την απομόνωση του YgfO–His10, έγιναν αρχικά προκαταρκτικά πειράματα σε μικρή 

κλίμακα, από 10 mL καλλιέργειας E. coli T184 μετασχηματισμένων με pT7-5/ygfO(wt)–His10, 

και ελέγχθηκαν δύο διαφορετικά ήπια απορρυπαντικά (DDM, FC-14) (βλ. εδάφιο 2.13.4, στις 

Μεθόδους), και διαφορετικά πρωτόκολλα έκπλυσης και έκλουσης ως προς την συγκέντρωση 

ιμιδαζολίου, για την χρωματογραφία συγγένειας ιόντων νικελίου που χρησιμοποιήθηκε 

(immobilized Ni2+ affinity chromatography). Μετά από επαγωγή με IPTG (0.5 mM), 

παρασκευάστηκαν κλάσματα μεμβρανών και έγινε εκχύλιση των μεμβρανικών πρωτεϊνών με 

την προσθήκη 2% (w/v) n-δωδεκυλ-β,D-μαλτοπυρανοσιδίου (DDM) (Seelert et al., 2000; 

Tlapak-Simmons et al., 1999; Wu and Kaback, 1994; Smirnova and Kaback, 2003) ή Fos-

Choline 14 (FC-14) (Lewinson et al., 2008; Zeisig et al., 2003), των δύο συνηθέστερα 

χρησιμοποιούμενων ήπιων απορρυπαντικών για την διαλυτοποίηση μεμβρανικών πρωτεϊνών 

μεταφοράς από βακτηριακές μεμβράνες. Καθώς η απόδοση καθαρισμού και στις δύο 

περιπτώσεις ήταν παρόμοια (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.13.4, Εικόνα 2.8), επιλέξαμε να 

συνεχίσουμε με το DDM, που έχει χρησιμοποιηθεί πολύ περισσότερο για δομικές-λειτουργικές 

μελέτες μεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς μετά από υπερέκφραση στην E. coli και για 

κρυσταλλογραφικές αναλύσεις (Abramson et al., 2003; Huang et al., 2003; Yernool et al., 2004; 

Yamashita et al., 2005; Weyand et al., 2008; Faham et al., 2008; Sennhauser et al., 2009). Μετά 

την εκχύλιση των μεμβρανικών κλασμάτων πρωτεϊνών, ακολούθησε χρωματογραφία συγγένειας 

νικελίου (Probond Ni-IDA). Μετά από δοκιμές διαφορετικών συγκεντρώσεων ιμιδαζολίου για 

τα διαλύματα έκπλυσης και έκλουσης, καταλήξαμε στο πρωτόκολλο που περιγράφεται στο 

εδάφιο 2.10.1 (Υλικά και Μέθοδοι), κατά το οποίο, μετά την επώαση των σφαιριδίων με το 

δείγμα, γίνονται διαδοχικές εκπλύσεις με διαλύματα σταδιακά αυξανόμενων συγκεντρώσεων 

ιμιδαζολίου (30, 100, 150 και 200 mM) και τελική έκλουση με 400 mM ιμιδαζολίου. Αν και 

υπάρχει μικρή απώλεια ειδικής πρωτεΐνης (YgfO-His10) στην έκπλυση με τα 200 mM 

ιμιδαζολίου, το στάδιο αυτό ήταν απαραίτητο για την εξασφάλιση μεγαλύτερης καθαρότητας 

του δείγματος μετά την τελική έκλουση στα 400 mM (Eικόνα 3.8).  
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Εικόνα 3.8 Απομόνωση της YgfO(wt)-His10 σε μικρή κλίμακα. Παρασκευάστηκαν κλάσματα μεμβρανών από 10 
mL καλλιέργειας E. coli Τ184, μετασχηματισμένων με pT7-5/ygfO(wt)–His10, μετά από ανάπτυξη σε μέση 
λογαριθμική φάση και επαγωγή με IPTG (0.5 mM), για 2 h. Ακολούθησε διαλυτοποίηση των μεμβρανών σε 
διάλυμα DDM 2% (w/v) και χρωματογραφία συγγένειας νικελίου (Ni-IDA, Probond), χρησιμοποιώντας 50 μL 
σφαιρίδια Ni-IDA, όπως περιγράφεται στο εδάφιο 2.10.1 (Υλικά και Μέθοδοι). Δείγματα των 100 μL από κάθε 
κλάσμα (όγκου 0.1 mL, για όλα τα κλάσματα έκπλυσης ή έκλουσης) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 
(12%), ακολουθούμενη από χρώση νιτρικού αργύρου (άνω) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα pentaHis-HRP 
(κάτω). Τα κλάσματα που αναλύθηκαν είναι: πρώτο (από δύο συνολικά) κλάσμα έκπλυσης με 100 mM, πρώτο και 
δεύτερο κλάσματα έκπλυσης (από τρία συνολικά) με 150 mM, πρώτο και δέυτερο κλάσματα έκπλυσης (όλα) με 200 
mM, κλάσμα έκλουσης (400 mM). Στο αριστερό μέρος του ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις 
μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
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Απομόνωση σε μεγάλη κλίμακα (1 L καλλιέργεια) 

Για την απομόνωση του YgfO–His10 σε μεγάλη κλίμακα, από 1 L καλλιέργειας E. coli T184 ή 

XL1-blue μετασχηματισμένων με pT7-5/ygfO(wt)–His10, ακολουθήθηκαν οι γενικές γραμμές 

του πρωτοκόλλου εκχύλισης από τη μεμβράνη (χρήση DDM), καθαρισμού και χρωματογραφίας 

συγγένειας νικελίου (σταδιακές εκπλύσεις με αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου έως 200 

mM και τελική έκλουση του YgfO με 400 mM) που είχαν καθιερωθεί από την απομόνωση 

μικρής κλίμακας (10 mL). Επίσης, έγιναν αρχικές μετρήσεις παρακολούθησης της ανάπτυξης 

των κυττάρων από την καλλιέργεια 1 L για να καθορισθούν οι καταλληλότερες συνθήκες 

υπερέκφρασης στη μεγάλη κλίμακα και καθιερώθηκε μια προεργασία ανάπτυξης των κυττάρων 

σε μέση λογαριθμική φάση (Εικόνα 3.9) και επαγωγής με IPTG, 0.3 mM, για 2.5 h, 37 °C, πριν 

τη συλλογή των κυττάρων που εκφράζουν τoν YgfO–His10.    

 
Εικόνα 3.9 Κύτταρα E. coli T184, μετασχηματισμένα με pT7-5/ygfO(wt)–His10 αναπτύχθηκαν σε πλήρες θρεπτικό 
μέσο LB (1 L) υπό αερόβιες συνθήκες, 37 °C, όπως περιγράφεται στις Μεθόδους, και η ανάπτυξή τους ελέγχθηκε 
με τακτική δειγματοληψία και μέτρηση οπτικής πυκνότητας στα 600 nm (OD600) ανά 30 min από παράλληλη 
καλλιέργεια (1 mL δειγμάτων). Παρουσιάζεται επίσης ο χρόνος κατά τον οποίο προστέθηκε IPTG (0.3 mM), για 
την επαγωγή της έκφρασης του YgfO. Τα κύτταρα συλλέχθησαν στο τέλος των παρουσιαζόμενων μετρήσεων 
(χρονικό σημείο 360) και υπεβλήθησαν σε θραύση με French Press και υπερφυγοκέντρηση για την παρασκευή 
μεμβρανών κ.ο.κ. 

 

Τα αποτελέσματα  της απομόνωσης του YgfO(wt)–His10 μετά από καλλιέργεια και επαγωγή 

κυττάρων T184 (1 L), εκχύλιση των μεμβρανικών πρωτεϊνών και εφαρμογή της 

χρωματογραφίας συγγένειας νικελίου (Probond Ni-IDA) σύμφωνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται στο εδάφιο 2.10.2 (Υλικά και Μέθοδοι), παρουσιάζονται στην Eικόνα 3.10. 

Παρατηρούμε και πάλι ότι υπάρχει μικρή απώλεια ειδικής πρωτεΐνης (YgfO-His10) στην 

έκπλυση με τα 200 mM ιμιδαζολίου, αλλά σημαντική καθαρότητα του δείγματος στο έκλουσμα 
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των 400 mM. Το τελικό έκλουσμα (2-8 mL) συμπυκνώνεται με φυγοκέντρηση σε Vivaspin 20 

(cutoff 30 kDa) έως τελικού όγκου 1 mL και στη συνέχεια υποβάλλεται σε διαπίδυση έναντι 1 L 

διαλύματος 50 mM NaPi, pH 7.5, 0.008% DDM, για την απομάκρυνση της περίσσειας 

ιμιδαζολίου. Μετά από τη συμπύκνωση και διαπίδυση, μετρήθηκε η συγκέντρωση πρωτεΐνης 

και βρέθηκε ότι τελικά απομονώνονται ~0.7 mg YgfO(wt)-His10 ανά L καλλιέργειας με 

εκτιμώμενη σχετική καθαρότητα ~90%. 

 
 
Εικόνα 3.10 Απομόνωση της YgfO(wt)-His10. Παρασκευάστηκαν κλάσματα μεμβρανών από 1 L καλλιέργειας E. 
coli Τ184, μετασχηματισμένων με pT7-5/ygfO(wt)–His10, μετά από ανάπτυξη σε μέση λογαριθμική φάση και 
επαγωγή με IPTG (0.3 mM), για 2.5 h, μετά από θραύση με πίεση σε French Press και υπερφυγοκέντρηση (Υλικά 
και Μέθοδοι, εδάφιο 2.10.2). Ακολούθησε διαλυτοποίηση των μεμβρανών σε διάλυμα DDM 2% (w/v) και 
χρωματογραφία συγγένειας νικελίου (Ni-IDA, Probond), χρησιμοποιώντας 1 mL σφαιρίδια Ni-IDA, όπως 
περιγράφεται στο εδάφιο 2.10.2 (Υλικά και Μέθοδοι). Δείγματα των 100 μL από κάθε κλάσμα (όγκου 2 mL, για 
όλα τα κλάσματα έκπλυσης ή έκλουσης) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%), ακολουθούμενη από 
χρώση νιτρικού αργύρου (άνω) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα pentaHis-HRP (κάτω). Τα κλάσματα που 
αναλύθηκαν είναι: πρώτο (από δύο συνολικά) κλάσμα έκπλυσης με 100 mM, πρώτο και δεύτερο κλάσματα 
έκπλυσης (από τρία συνολικά) με 150 mM, πρώτο και δέυτερο κλάσματα έκπλυσης (όλα) με 200 mM, κλάσμα 
έκλουσης (400 mM). Στο αριστερό μέρος του ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
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3.1.2 Φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού: ο YgfO-His10 έχει υψηλό ποσοστό α-έλικας 

Η ικανοποιητική απόδοση αλλά και καθαρότητα του δείγματος YgfO(wt)-His10 μετά από 

καθαρισμό σε μεγάλη κλίμακα έδωσε τη δυνατότητα να γίνουν πειράματα με βιοφυσικές 

μεθόδους με σκοπό την πρωταρχική δομική ανάλυση του μεταφορέα. Καταρχήν, θελήσαμε να 

ελέγξουμε αν η απομονωμένη πρωτεΐνη YgfO-His10 διατηρεί τη δομή της στο διάλυμα 

απορρυπαντικού (DDM) στο οποίο βρίσκεται διαλυτοποιημένη (0.008% DDM). Η 

φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού (circular dichroism, CD) μπορεί να μας δώσει μια ένδειξη 

για την ποιότητα του δείγματος από τον τύπο του φάσματος καθώς για τον μεταφορέα YgfO, 

όπως και για τους περισσότερους διαμεμβρανικούς μεταφορείς αυτού του τύπου, αναμένεται ένα 

υψηλό ποσοστό α-έλικας. Η ανάλυση CD (Jasco J-815 CD Spectropolarimeter) έδειξε πράγματι 

ένα χαρακτηριστικό φάσμα α-έλικας για τον απομονωμένο YgfO-His10 (1 μΜ) σε θερμοκρασία 

20οC και στα μήκη κύματος 250-190 nm (Εικόνα 3.11). Όταν προσπαθήσαμε να υπολογίσουμε 

προσεγγιστικά το ποσοστό α-έλικας της πρωτεΐνης σύμφωνα με τον εμπειρικό τύπο (Morrow et 

al., 2000)  [% α-έλικας] = (-[θ222] + 3000) / 39000, όπου [θ222] = θ222/10 l n Cp /0.1 και θ222 η 

ελλειπτικότητα στα 222 nm (σε mdeg) (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.11.2), βρήκαμε ένα 

ποσοστό α-έλικας περίπου 41%. Αυτό το φάσμα α-έλικας επιβεβαιώνει τις  in silico προβλέψεις 

για τη δευτεροταγή δομή του YgfO (όπου 60% και άνω από τα συνολικά 466 κατάλοιπα, 

προβλέπονται να εντοπίζονται μέσα σε διαμεμβρανικές έλικες), και είναι αναμενόμενο για τους 

διαμεμβρανικούς μεταφορείς από τις αναλύσεις CD (Foster et al, 1983, Fu and Maloney, 1997, 

Xie et al., 2004, Moncoq et al., 2007), κρυσταλλογραφίας (Abramson et al., 2003, Yernool and 

Boudker, 2004, Singh et al., 2005), αλλά και βιοχημικές/βιοφυσικές τεχνικές σημειακής 

στόχευσης (Voss et al., 1996; Sorgen et al., 2002; Guan and Kaback, 2006). Ωστόσο, το σχετικά 

χαμηλό συνολικό ποσοστό α-έλικας (41%) δεν αναμένεται για πρωτονιο-εξαρτώμενους 

μεταφορείς με συμπαγή δομή α-ελίκων χωρίς μεγάλες συνδετικές περιοχές ή επανεισερχόμενες 

συνδετικές θηλειές (reentrant loops), όπως π.χ. η περμεάση λακτόζης LacY (Abramson et al., 

2003): αυτοί δίνουν πολύ πιο υψηλά ποσοστά α-έλικας σε φασματοσκοπία CD, π.χ. η περμεάση 

LacY δίνει 85% (Foster et al., 1983). Αν και μπορεί να οφείλεται σε τεχνικούς λόγους (κυρίως, 

ότι η μέτρηση της τελικής συγκέντρωσης πρωτεΐνης δεν έχει γίνει με μεθόδους υψηλής 

ανάλυσης όπως π.χ. με φασματομετρία μαζών και αλληλούχιση), αυτή η παρατήρηση μπορεί να 

σημαίνει ότι μεγάλο μέρος της δομής του μεταφορέα YgfO δεν συγκροτείται από 

διαμεμβρανικές α-έλικες αλλά έχει εκτεταμένες περιοχές πιο ελεύθερης διαμόρφωσης, με 
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μεγαλύτερες σχετικά υδρόφιλες συνδετικές περιοχές, μικρότερα αμφιπαθικά τμήματα έλικας που 

δεν διασχίζουν ολόκληρη τη μεμβράνη αλλά διακόπτονται από επανεισερχόμενες συνδετικές 

θηλειές (reentrant loops) κλπ.  
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Εικόνα 3.11 Φάσμα κυκλικού διχρωισμού απομονωμένου YgfO(wt)-His10 (1 μΜ) σε διάλυμα 50 mM NaPi, pH 7.5, 
0.008% DDM, σε 20 °C. Οι ελάχιστες (έως αμελητέες) τιμές ελλειπτικότητας που μετρήθηκαν στην περιοχή 250-
190 nm για το αρνητικό control (διάλυμα 50 mM NaPi, pH 7.5, 0.008% DDM, χωρίς πρωτεϊνη) αφαιρέθηκαν από 
τις μετρήσεις του δείγματος για την διόρθωση του φάσματος.     
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3.1.3 Φθορισμομετρία τρυπτοφανών: ο YgfO αναγνωρίζει ειδικά ξανθίνη 

Ο ενδογενής φθορισμός που προέρχεται από τα εγγενή κατάλοιπα τρυπτοφάνης (Trp) 

έχει χρησιμοποιηθεί ευρύτατα για την ανάλυση των σχέσεων δομής-λειτουργίας στις πρωτεΐνες 

μεταφορείς (Weitzmann et al., 1995; Smirnova et al., 2006; Tyagi et al., 2007; Kumar et al., 

2007). Οι τρυπτοφάνες είναι αμινοξέα που με  διέγερση σε κατάλληλο μήκος κύματος (295 nm), 

εκπέμπουν σήμα φθορισμού στην περιοχή 300-400 nm, με μέγιστο σε μήκος κύματος μικρότερο 

του 350 nm ανάλογα με το μικροπεριβάλλον στο οποίο βρίσκονται (όσο πιο υδρόφοβο, τόσο 

μικρότερο το μήκος κύματος του μεγίστου σε σχέση με την ελεύθερη τρυπτοφάνη, <350 nm). 

Το YgfO περιέχει ένα μοναδικό κατάλοιπο τρυπτοφάνης στη θέση 73 (Trp-73) στο 

κυτταροπλασματικό άκρο της διαμεμβρανικής έλικας TM2, και, επομένως, το μικροπεριβάλλον 

της θέσης Trp-73 και η πιθανή επίδραση υποστρώματος μπορεί να μελετηθεί κατευθείαν στην 

απομονωμένη φυσικού τύπου YgfO(wt) [=single-Trp73]. Για να εξετάσουμε την ειδικότητα του 

σήματος της τρυπτοφάνης, κατασκευάσαμε, και απομονώσαμε επίσης μια περμεάση YgfO 

απαλλαγμένη της εγγενούς τρυπτοφάνης, δηλ. το μετάλλαγμα YgfO(W73F) όπου το κατάλοιπο 

Trp-73 έχει αντικατασταθεί από Phe. Αυτή η περμεάση (Trp-less YgfO) ήταν πλήρως 

λειτουργική (Εικόνα 3.12) και μετά από μεταφορά στο υπόστρωμα της ουράς των 10 ιστιδινών 

[YgfO(W73F)-His10] και απομόνωση στις συνθήκες που είχαν εφαρμοσθεί και για την φυσικού 

τύπου YgfO(wt)-His10 (εδάφιο 3.1.1.3) (Εικόνα 3.13), χρησίμευσε ως αρνητικός μάρτυρας στα 

πειράματα φθορισμομετρίας. Εξάλλου, η ελεύθερη τρυπτοφανών περμεάση (Trp-less YgfO) 

χρησιμοποιήθηκε ανεξάρτητα ως υπόστρωμα για να κατασκευασθούν μεταλλάγματα μοναδικής 

τρυπτοφάνης (single-Trp mutants) για τη μελέτη των σχέσεων δομής-λειτουργίας του YgfO (βλ. 

παρακάτω, εδάφιο 3.4.1). 

 

3.1.3.1 Φθορισμομετρία τρυπτοφανών –YgfO(wt) (single-W73) και YgfO(W-less) (W73F)  

 
Η φθορισμομετρική ανάλυση (Hitachi F-2500) δείχνει ότι η απομονωμένη YgfO(wt) 

(single-W73) εκπέμπει ειδικό σήμα φθορισμού τρυπτοφάνης με μέγιστο στα 334 nm, ενώ, σε 

ίδια μοριακή συγκέντρωση, η απομονωμένη YgfO(W-less) (W73F) δεν εκπέμπει καθόλου σήμα 

φθορισμού στην περιοχή 310-400 nm μετά από διέγερση στα 295 nm (Eικόνα 3.14).  
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Εικόνα 3.13. Απομόνωση της YgfO(W73F)-His10. Παρασκευάστηκαν κλάσματα μεμβρανών από 1 L καλλιέργειας 
E. coli Τ184, μετασχηματισμένων με pT7-5/ygfO(W73F)–His10, μετά από ανάπτυξη σε μέση λογαριθμική φάση και 
επαγωγή με IPTG (0.3 mM), για 2.5 h, μετά από θραύση με πίεση σε French Press και υπερφυγοκέντρηση (Υλικά 
και Μέθοδοι, εδάφιο 2.10.2). Ακολούθησε διαλυτοποίηση των μεμβρανών σε διάλυμα DDM 2% (w/v) και 
χρωματογραφία συγγένειας νικελίου (Ni-IDA, Probond), χρησιμοποιώντας 1 mL σφαιρίδια Ni-IDA, όπως 
περιγράφεται στο εδάφιο 2.10.2 (Υλικά και Μέθοδοι). Δείγματα των 100 μL από κάθε κλάσμα (όγκου 2 mL, για τα 
κλάσματα έκπλυσης ή έκλουσης) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%), ακολουθούμενη από χρώση 
νιτρικού αργύρου (άνω) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα pentaHis-HRP (κάτω). Τα κλάσματα που αναλύθηκαν 
είναι: πρώτο (από δύο συνολικά) κλάσμα έκπλυσης με 100 mM, πρώτο, δεύτερο και τρίτο κλάσματα έκπλυσης 
(όλα) με 150 mM, πρώτο και δέυτερο κλάσματα έκπλυσης (όλα) με 200 mM, κλάσμα έκλουσης (400 mM). Στο 
αριστερό μέρος του ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών 
βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
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Εικόνα 3.12 Ανάλυση ανοσοαποτύπωσης (Α) και ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης (Β) της περμεάσης YgfO(W73F) 
σε σύγκριση με την φυσικού τύπου YgfO(wt). (Α) Κλάσματα μεμβρανών παρασκευάσθηκαν από κύτταρα E. coli 
Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των υπό μελέτη περμεασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(wt)-His10 
και pT7-5/ygfO(W73F)-His10. Τα δείγματα μεμβρανών (100 μg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδρομή) αναλύθηκαν με 
ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE(12%) και ανοσοαποτύπωση (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). Στο αριστερό μέρος του 
ηλεκτροφορήματος, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, 
Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). (Β) Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την 
έκφραση των υπό μελέτη περμεασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(wt)-His10 και pT7-5/ygfO(W73F)-His10 
υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1μΜ), στους 25 °C. Οι τιμές που προέκυψαν από 
μετρήσεις του αρνητικού μάρτυρα, δηλ. από Τ184 που ήταν μετασχηματισμένα με pT7-5 χωρίς τα γονίδια των 
περμεασών, αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιμές των δειγμάτων σε κάθε περίπτωση (τιμές αρνητικού μάρτυρα 
0.05 nmol mg–1 min-1 για 10-20 sec, και 0.01 nmol mg–1 για 1-10 min)  
 

   
Εικόνα 3.14. Φάσμα εκπομπής φθορισμού της απομονωμένης περμεάσης φυσικού τύπου YgfO(wt)-His10 (1 μΜ) 
και της ελεύθερης τρυπτοφανών περμεάσης YgfO(W73F)-His10 (1 μΜ), σε διάλυμα 50mM NaPi (pH 7.5), 0.008% 
DDM, μετά από διέγερση στα 295 nm (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.11.3). Με μαύρη συμπαγή γραμμή 
απεικονίζεται το φάσμα για τη διαπεράση YgfO(wt) και με διακεκομένη γραμμή το φάσμα για τη YgfO(W73F). 
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3.1.3.2. Επίδραση υποστρωμάτων στον φυσικού τύπου YgfO (single-W73)  

 
Ένα πρόβλημα που προκύπτει από την εφαρμογή της φθορισμομετρίας τρυπτοφανών 

στον μεταφορέα YgfO είναι ότι οι ειδκοί προσδέτες του YgfO (πουρίνες) απορροφούν ισχυρά 

στο μήκος κύματος που χρησιμοποιείται για τη διέγερση της τρυπτοφάνης (295 nm) και τα 

φάσματα επηρεάζονται από μη ειδική απόσβεση του σήματος (inner filter effect) (Smirnova et 

al., 2006). Για να αντιμετωπίσουμε το ζήτημα αυτό, αποφύγαμε να χρησιμοποιήσουμε 

προσδέτες/υποστρώματα με μέγιστο απορρόφησης κοντά στα 295 nm (ιδίως το ουρικό, που έχει 

μέγιστο απορρόφησης στα 292 nm), αλλά χρησιμοποιήσαμε το ζεύγος ξανθίνη (που είναι 

υπόστρωμα του YgfO) και 7-μεθυλοξανθίνη (που δεν αναγνωρίζεται από τον YgfO): και οι δύο 

αυτές ενώσεις απορροφούν με μέγιστο στα 268 nm, και δεν εμφανίζουν έντονη μη ειδική 

απόσβεση του σήματος από το φάσμα της τρυπτοφάνης, όταν χρησιμοπoιηθούν σε συγκέντρωση 

έως 0.2 mM [συγκέντρωση YgfO(wt), 1 μΜ], σε αντίθεση με το ουρικό, που δεν μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί (Εικόνα 3.14). Ως αρνητικό control, θα μπορούσε επίσης να χρησιμοποιηθεί και 

η υποξανθίνη (μέγιστο απορρόφησης 254 nm), η οποία έχει ακόμη μικρότερη επίδραση στο 

σήμα της τρυπτοφάνης (Εικόνα 3.14), αλλά προτιμήθηκε η 7-μεθυλοξανθίνη που εμφανίζει 

όμοιο πρότυπο επίπτωσης στο φάσμα με την ξανθίνη (Εικόνα 3.14) και είναι γνωστό από τις 

βιοχημικές μελέτες (Karatza et al., 2006; Karatza and Frillingos, 2005; Goudela et al., 2005) ότι 

δεν αναγνωρίζεται καθόλου ως προσδέτης από τον YgfO ή άλλους συγγενείς μεταφορείς NAT.    

Εφόσον το αποτέλεσμα που παίρνουμε όταν χρησιμοποιούμε την ξανθίνη και την 7-

μεθυλοξανθίνη για απευθείας ανάλυση της επίπτωσης στο φάσμα τρυπτοφανών (Εικόνα 3.14) 

φαίνεται να είναι συνισταμένη τόσο του μή ειδικού (inner-filter effect) όσο και ενός πιθανού 

ειδικού σήματος (Smirnova et al., 2006), δεν είναι εφικτό να χρησιμοποιηθεί η άμεση αυτή 

ανάλυση για την μελέτη των αλλαγών διαμόρφωσης που επηρεάζουν το περιβάλλον του 

καταλοίπου Trp-73 στο μόριο του YgfO(wt). Θα μπορούσε όμως να χρησιμοποιηθεί η ανάλυση 

απόσβεσης του σήματος φθορισμού από μη ειδικά πολικά αντιδραστήρια (polar quenchers) (Wu 

et al., 1994, 1995; Tyagi et al., 2007), σε συνδυασμό με προεπώαση με το υπόστρωμα (ξανθίνη) 

και άλλους πιθανούς προσδέτες του YgfO(wt), όπως περιγράφεται στη συνέχεια.          
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Εικόνα 3.15. Φάσματα εκπομπής φθορισμού της απομονωμένης περμεάσης φυσικού τύπου YgfO(wt)-His10 (1 μΜ), 
σε διάλυμα 50mM NaPi (pH 7.5), 0.008% DDM, μετά από εξισορρόπηση του δείγματος με 1 μΜ έως 0.2 mM 
ξανθίνης, 7-μεθυλοξανθίνης, ουρικού, ή υποξανθίνης, όπως φαίνεται στα σχήματα, και διέγερση στα 295 nm. Σε 
όλες τις περιπτώσεις, οι μετρήσεις διορθώθηκαν βάσει του αντίστοιχου συντελεστή αραίωσης (Υλικά και Μέθοδοι, 
εδάφιο 2.11.3) 
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3.1.3.3. Επίδραση υποστρωμάτων και πολικών αντιδραστηρίων στον φυσικού τύπου YgfO  

Η προσβασιμότητα της Trp-73 σε περισσότερο ή λιγότερο υδρόφιλα πολικά 

αντιδραστήρια (ιωδιούχο κάλιο, ακρυλαμίδιο), τα οποία μπορούν να προκαλέσουν μη ειδική 

απόσβεση του σήματος της τρυπτοφάνης (Tyagi et al., 2007; Kumar et al., 2007), ελέγχθηκε 

μετά από επώαση της απομονωμένης YgfO(wt)-His10 (1 μΜ) με 0.05 M έως 0.5 M 

αντιδραστηρίου, παρουσία και απουσία ξανθίνης (0.2 mM) ή 7-μεθυλοξανθίνης (0.2 mM) 

(Εικόνα 3.16). Από τις αναλύσεις αυτές, προσδιορίστηκε η σταθερά Stern-Volmer (KSV), σε 

κάθε περίπτωση, από τον τύπο: F0/F = 1+ KSV [Q], όπου F0 η αρχική ένταση του σήματος στο 

βέλτιστο μήκος κύματος (334 nm) (Εικόνα 3.14 και 3.15), F η ένταση σήματος στο βέλτιστο 

μήκος κύματος μετά από την επίδραση του πολικού αντιδραστηρίου (quencher) και [Q], η 

συγκέντρωση του πολικού αποσβεννύοντος μορίου (Q, quencher) (Wu et al., 1995). Και στις 

δύο περιπτώσεις, ιωδιούχου καλίου και ακρυλαμιδίου, είναι εμφανές ότι η απόσβεση του 

φθορισμού από τα πολικά αντιδραστήρια γίνεται εντονότερη παρουσία του υποστρώματος 

(ξανθίνης) ενώ δεν επηρεάζεται παρουσία της 7-μεθυλοξανθίνης (control). Το αποτέλεσμα 

δείχνει ότι, παρουσία ξανθίνης, η Trp-73 προσεγγίζει σε ένα πολικότερο περιβάλλον, 

ανταποκρινόμενη στην αλλαγή διαμόρφωσης που επάγει το υπόστρωμα. Επίσης, δείχνει ότι η 

απομονωμένη YgfO(wt) αναγνωρίζει ειδικά την ξανθίνη και, από τους σχετικούς συντελεστές 

απόσβεσης KSV με τα δύο πολικά αντιδραστήρια, επαληθεύει ότι η Trp-73 βρίσκεται καταρχήν 

σε ένα πιο υδρόφοβο περιβάλλον (συμφωνώντας και με το μέγιστο του φάσματος στο μήκος 

κύματος 334 nm) που είναι περισσότερο προσβάσιμο από το λιγότερο πολικό αντιδραστήριο 

(ακρυλαμίδιο) και λιγότερο από το ιωδιούχο κάλιο (Εικόνα 3.16). Οι αντίστοιχες τιμές KSV είναι    

KSV (ΚΙ)     0.8932   (R2 = 0.9982) 

KSV (ΚΙ) παρουσία ξανθίνης   1.2851   (R2 = 0.9910) 

KSV (ακρυλαμίδιο)    2.1783   (R2 = 0.9936) 

KSV (ακρυλαμίδιο) παρουσία ξανθίνης  2.7946   (R2 = 0.9818) 
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Εικόνα 3.16: Απόσβεση του σήματος της τρυπτοφάνης που δίνει η YgfO(wt)-His10 (1 μΜ), σε διάλυμα 50mM NaPi 
(pH 7.5), 0.008% DDM, από το ιωδιούχο κάλιο (KI) (αριστερά) και από το ακρυλαμίδιο (δεξιά), απουσία ή 
παρουσία ξανθίνης (0.2 mM) ή 7-μεθυλοξανθίνης (0.2 mM). Φάσματα εκπομπής (310-400 nm) λήφθησαν μετά από 
εξισορρόπηση του δείγματος με τις αντίστοιχες πουρίνες και αντιδραστήρια απόσβεσης και φθορισμομετρική 
διέγερση στα 295 nm, και καταγράφηκαν οι εντάσεις του σήματος φθορισμού στο βέλτιστο μήκος κύματος (334 
nm). Για τον υπολογισμό των συντελεστών KSV, τα δεδομένα που δείχνουν τα διαγράμματα προσαρμόσθηκαν στη 
γραμμική εξίσωση F0/ F = 1 + KSV[Q], όπου F0 η αρχική μέγιστη ένταση σήματος (334 nm), F η ένταση του 
σήματος (334 nm) μετά την προσθήκη αντίστοιχης συγκέντρωσης πολικού μορίου, KSV η σταθερά Stern-Volmer και 
[Q] η μοριακή συγκέντρωση του πολικού μορίου (M). 
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3.1.4 Ηλεκτρονικός παραμαγνητικός συντονισμός: o YgfO-His10 διατηρεί χαρακτηριστικά 

στοιχεία δευτεροταγούς δομής στο μοτίβο-υπογραφή ΝΑΤ 

Η εφαρμογή της φασματοσκοπίας ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντονισμού (EPR) σε 

συνδυασμό με μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής στόχευσης και σήμανση των καταλοίπων Cys με 

SH-ειδικό σήμα ιδιοστροφορμής (ελεύθερο σπιν ηλεκτρονίων), όπως με το αντιδραστήριο MTS-

SL (εδάφιο 1.6.1.1) (site-directed spin labeling, SDSL), έχει δώσει σημαντικά στοιχεία για την 

τοπική δευτεροταγή δομή, προσβασιμότητα σε πολικά αντιδραστήρια, επίδραση υποστρωμάτων 

και άλλες παραμέτρους της δομής και δυναμικής των διαμορφώσεων μιας σειράς 

διαμεμβρανικών μεταφορέων (Wu et al., 1994; Voss et al., 1996, 1997; Jung, 1998; Wang et al., 

1998; Sun et al., 1999;  Zhao et al., 1999a,b; Oda et al., 2003; Hubbell et al., 2000). Οι 

εφαρμογές SDSL και EPR μετρούν ουσιαστικά την σχετική ελευθερία κίνησης του σπιν σε κάθε 

εξεταζόμενη θέση υποκατεστημένης Cys και οι διαφορές ή αλλαγές κινητικότητας του spin label 

παρέχουν πληροφορίες (α) για την ύπαρξη α-έλικας, β-πτυχωτών επιφανειών ή άλλων στοιχείων 

δευτεροταγής δομής, (β) για την δυναμική κίνησης συγκεκριμένων περιοχών, (γ) για αλλαγές 

στη δευτεροταγή δομή παρουσία υποστρώματος, πολικών αντιδραστηρίων, κ.ο.κ.. Βασικά 

πλεονεκτήματα της SDSL είναι ότι αρκεί μικρή ποσότητα πρωτεΐνης (50-100 pmol) και δεν 

υπάρχει όριο στο μέγεθος της πρωτεΐνης υπό εξέταση (Hubbell et al., 2000).  

Εφόσον η φασματοσκοπία EPR μπορεί να εφαρμοσθεί με επιτυχία σε απομονωμένες 

μεμβρανικές πρωτεΐνες σε διαλυτή μορφή (αραιό διάλυμα DDM), θελήσαμε να εξετάσουμε 

ορισμένα μεταλλάγματα κυστεϊνών του YgfO, για να ανιχνεύσουμε κατά πόσον ο YgfO 

διατηρεί, σε απομονωμένη μορφή, βασικά στοιχεία της τοπολογίας ή δευτεροταγούς δομής του: 

ιδιαίτερα, μας ενδιέφερε η περιοχή του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ, για την οποία in silico 

προβλέψεις και δεδομένα μας από τις αναλύσεις κυστεϊνικής σάρωσης (Karatza et al., 2006; 

Koukaki et al., 2005) υποδεικνύουν ότι σχηματίζονται δύο διακριτές δομικές περιοχές, μια πιο 

ελεύθερη, πιθανόν β-στροφής στην αρχή του μοτίβου (323-329) και μια διαμόρφωση α-έλικας 

(329-339) (Karatza et al., 2006). Για τον σκοπό αυτό, υπερεκφράσαμε και απομονώσαμε 

ενδεικτικά μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή και, 

συγκεκριμένα, τα Q324C (που εμπίπτει στην ανοικτή, πιο ελεύθερη διαμόρφωση στροφής) και 

R337C (που εμπίπτει στην δομή α-έλικας) και, μετά από σήμανση με το αντιδραστήριο MTS-SL 

εξετάσαμε την συμπεριφορά τους σε EPR (φασματοσκόπιο JEOL X-band). Τα πειράματα αυτά 

έγιναν στο εξειδικευμένο συνεργαζόμενο εργαστήριο του Dr. John C. Voss (University of 
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California at Davis, Medical School, Department of Βiochemistry and Μolecular Μedicine, 

Davis CA, USA). Χαρακτηριστικά φάσματα EPR των απομονωμένων και σεσημασμένων (spin-

labeled) YgfO(Q324C)-MTS-SL και YgfO(R337C)-MTS-SL φαίνονται στην Εικόνα 3.17. Από 

την συγκριτική μέτρηση των τιμών δ (οριζόντια απόσταση μεταξύ μέγιστου και ελάχιστου της 

έντασης της κεντρικής κορυφής του φάσματος, αντιστρόφως ανάλογη της κινητικότητας του 

spin label) καθώς και της έντασης (κατακόρυφη απόσταση μεταξύ μέγιστου και ελάχιστου της 

κεντρικής κορυφής) προκύπτουν σαφείς διαφορές μεταξύ των φασμάτων που μπορούν να 

αποδοθούν στο ότι το σπιν στη θέση Q324C είναι πιο ευέλικτο γιατί βρίσκεται πιθανόν σε πιο 

ελεύθερη διαμόρφωση (στροφή) ενώ το σπιν στη θέση R337C έχει περιορισμένη κινητικότητα 

για βρίσκεται πιθανόν σε δομικά πιο συμπαγή περιοχή (α-έλικα). Η περιορισμένη κινητικότητα 

του spin label της θέσης 337 απελευθερώνεται μετά από αποδιάταξη της δομής σε SDS, γιατί 

πιθανόν χαλαρώνει η δομή του μορίου, αν και μια εναλλακτική εξήγηση θα ήταν ότι διασπάται 

κάποια αλληλεπίδραση μεταξύ γειτονικών μορίων (που μπορεί να οφείλεται σε σχηματισμό 

ομοδιμερών και γειτονικών ζευγών spin labels). Σε κάθε περίπτωση, η έντονη διαφορά στα 

φάσματα των δύο μεταλλαγμάτων είναι συμβατή με την ερμηνεία των δύο διακριτών στοιχείων 

δομικής διαμόρφωσης στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ και υποδηλώνει, παράλληλα, 

ότι η απομονωμένη πρωτεΐνη YgfO-His10 διατηρεί στοιχεία της δευτεροταγούς δομής της.  
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ΈντασηR337C << ΈντασηQ324C

Ένταση

ΈντασηR337C (SDS) = ΈντασηQ324C (SDS)

 
 

Εικόνα 3.17 Φάσματα EPR για τα μεταλλάγματα YgfO(Q324C)-His10 και YgfO(R337C)-His10 καθώς και SDS-
PAGE μετά από χρώση με Coomasie blue όπου φαίνεται η καθαρότητα των δειγμάτων. Η ανάλυση έγινε σε 6 μL 
κλάσματoς απομονωμένης πρωτεΐνης τελικής συγκέντρωσης 1 μΜ που είχε σημανθεί με 0.2 mM MTS-SL κατά τη 
διάρκεια της χρωματογραφίας νικελίου. Η μαύρη γραμμή φάσματος απεικονίζει το φάσμα του δείγματος, ενώ με 
κόκκινη γραμμή απεικονίζεται το φάσμα αποδιατεταγμένου δείγματος με 2% SDS [στην περίπτωση του R337C, με 
πράσινη γραμμή απεικονίζεται το φάσμα παρουσία 1 mM ξανθίνης]. Ανάμεσα στις διακεκομμένες γραμμές είναι η 
παράμετρος δ και ανάμεσα στις κόκκινες ευθείες η μέγιστη ένταση του φάσματος των δειγμάτων.  
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3.2 Τοπολογική οργάνωση του μεταφορέα YgfO  

Η τοπολογική οργάνωση μιας πρωτεΐνης-μεταφορέα αποτελεί πληροφορία μείζονος 

σημασίας για την περαιτέρω μελέτη των σχέσεων δομής-λειτουργίας της. Για την οικογένεια 

των μεταφορέων ΝΑΤ, ειδικότερα, ένα από τα κεντρικά ερευνητικά προβλήματα αναφέρεται 

στην τοπολογική τους οργάνωση, δηλ. κατά πόσον οι πολυτοπικές αυτές πρωτεΐνες 

περιλαμβάνουν 11, 12, 13, ή 14 διαμεμβρανικά τμήματα (de Koning and Diallinas, 2000) και 

ποιος είναι ο προσανατολισμός των τμημάτων αυτών σε σχέση με το επίπεδο της μεμβράνης. Αν 

και σήμερα όλοι οι αλγόριθμοι πρόβλεψης από διάφορα υπολογιστικά προγράμματα συγκλίνουν 

στην θεωρία ότι τα μέλη της οικογένειας ΝΑΤ περιέχουν 12 διαμεμβρανικά τμήματα α-έλικας 

(TMs), με κυτταροπλασματικά N-τελικά και C-τελικά άκρα, (Εισαγωγή, κεφάλαιο 1.4), υπάρχει 

έντονη ασάφεια στις προβλέψεις μετά το πιθανό διαμεμβρανικό τμήμα 8 (TM8), οι οποίες 

διαφοροποιούνται δραματικά ανάλογα με το in silico πρόγραμμα που χρησιμοποιείται (Καρενά, 

2007), αλλά και ανάλογα με το ομόλογο που εξετάζεται (βλ. και εδάφιο 3.2.1). Ένα επιπλέον 

πρόβλημα, άλλωστε, είναι ότι η τοπολογία πιθανόν να εμφανίζει μεγαλύτερη πολυπλοκότητα, 

διότι, όπως έχει φανεί πρόσφατα από τις κρυσταλλικές δομές άλλων μεταφορέων, όπως του 

GltPh (Yernool et al., 2004) και του LeuTAa (Yamashita et al., 2005), μπορεί να υπάρχουν μικρά 

αμφιπαθικά τμήματα που δεν διατρέχουν ολόκληρη τη μεμβράνη ή και υδρόφιλα συνδετικά 

τμήματα που επανεισέρχονται στο μεμβρανικό περιβάλλον και παίζουν σημαντικό ρόλο στον 

μηχανισμό (reentrant loops). Θα πρέπει, επομένως, να είναι κατανοητό ότι οι διαθέσιμες 

βιοχημικές πειραματικές προσεγγίσεις μπορούν να δώσουν μια προκαταρκτική μόνο εικόνα της 

τοπολογικής οργάνωσης, η οποία, συχνά, δεν αρκεί, αλλά απαιτεί αναλυτικά δομικά δεδομένα 

για να διαλευκανθεί πλήρως.   

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, μελετήσαμε την προσβασιμότητα των καταλοίπων 

στις κορυφαίες θέσεις όλων των συνδετικών τμημάτων του YgfO μεταξύ των προβλεπόμενων 

διαμεμβρανικών τμημάτων α-έλικας. Για τον σκοπό αυτόν, εφαρμόσαμε μεταλλαξιγένεση 

κυστεϊνικής σάρωσης και έλεγχο προσβασιμότητας των υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM, 

subtituted-cysteine accessibility method) από το υδρόφιλο αντιδραστήριο MTSES-, που έχει 

δειχθεί πειραματικά ότι δεν διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη (Kwaw et al., 2001). 
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3.2.1 Μοντέλο τοπολογίας του YgfO βάσει θεωρητικών αλγορίθμων πρόβλεψης 

Με βάση το υπολογιστικό πρόγραμμα TMHMM (http://www.sbc.su.se/PRODIV-

TMHMM) έγινε μια αρχική μελέτη για την ανάλυση της γενικής τοπολογικής οργάνωσης του 

μεταφορέα YgfO. Η προβλεπόμενη εναλλαγή διαμεμβρανικών και υδρόφιλων συνδετικών 

τμημάτων του YgfO φαίνεται στην Εικόνα 3.18. Ο αλγόριθμος TMHMM (Εισαγωγή, εδάφιο 

1.5.1) προβλέπει 12 διαμεμβρανικά τμήματα. Μέχρι το διαμεμβρανικό τμήμα 8, προβλέπεται 

σαφής εναλλαγή διαμεμβρανικών τμημάτων και υδρόφιλων συνδετικών τμημάτων με 

πιθανότητες ανω του 90%. Ακολουθεί μια περιοχή, μεταξύ των πιθανών διαμεμβρανικών 

τμημάτων 8 και 9, όπου η πρόβλεψη παρουσιάζει ασάφεια, δίνοντας περίπου ίδιες πιθανότητες 

(40-60%) για ύπαρξη διαμεμβρανικού τμήματος ή υδρόφιλης ενδοκυτταρικής περιοχής 

(αλληλουχία 300-325) ή για ύπαρξη εξωκυτταρικής ή ενδοκυτταρικής υδρόφιλης περιοχής 

(αλληλουχία 325-340). Επίσης, παρόμοια ασάφεια υπάρχει για την περιοχή της πιθανής 

διαμεμβρανικής έλικας 11 (αλληλουχία 400-425), όπου το πρόγραμμα δεν διακρίνει μεταξύ 

διαμεμβρανικού, εξωκυτταρικού ή ενδοκυτταρικού τμήματος, καθώς, επίσης, και για το C-

τελικό άκρο, όπου δίνεται η ίδια σχεδόν πιθανότητα να βρίσκεται εντός ή εκτός του κυττάρου. 

Παρά ταύτα, υπάρχουν σήμερα αδιαμφισβήτητα πειραματικά δεδομένα ότι το C-τελικό άκρο 

του YgfO είναι διευθετημένο προς το κυτταρόπλασμα (βλ. πιο κάτω, εδάφιο 3.2.2).  

 Συνοπτικά, είναι εμφανές ότι υπάρχει πρόβλημα στην τοπολογική πρόβλεψη αμέσως 

μετά την πιθανή διαμεμβρανική έλικα 8. Για να εξετάσουμε κατά πόσον το πρόβλημα αυτό 

ισχύει γενικότερα για τους μεταφορείς NAT, αναλύσαμε με το ίδιο πρόγραμμα, TMHMM, όλα 

τα λειτουργικώς χαρακτηρισμένα μέλη της οικογένειας NAT (Εικόνες 3.19 και 3.20). 

Παρατηρούμε ότι, ενώ σε περιοχές του N-τελικού ημίσεος των αντίστοιχων αλληλουχιών οι 

προβλέψεις δεν εμφανίζουν ουσιαστική απόκλιση (Εικόνα 3.19), στην περιοχή μεταξύ των 

πιθανών διαμεμβρανικών τμημάτων 8 και 9 οι προβλέψεις εμφανίζουν μεγάλη απόκλιση 

ανάλογα με το ομόλογο που εξετάζεται, δίνοντας την περιοχή αμέσως πριν από την αλληλουχία-

υπογραφή NAT (κατάλοιπα 323-333 του YgfO) είτε ως διαμεμβρανικό είτε ως υδρόφιλο 

συνδετικό τμήμα, με διαφορετικά ποσοστά πιθανοτήτων (Εικόνα 3.20).   
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Εικόνα 3.18 Πρόβλεψη τοπολογίας του YgfO βάσει του αλγορίθμου TMHMM (http://www.sbc.su.se/PRODIV-
TMHMM). Το διάγραμμα αποδίδει την στατιστική πιθανότητα πρόβλεψης διαμεμβρανικού τμήματος (άξονας των 
y) για κάθε περιοχή αλληλουχίας που υποδεικνύεται με τους αντίστοιχους αριθμούς καταλοίπων αμινοξέων (άξονας 
των x).  
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Εικόνα 3.19  Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τμήματος των αλληλουχιών της περιοχής των τριών 
πρώτων διαμεμεβρανικών τμημάτων, των 16 χαρακτηρισμένων NAT/NCS2 μεταφορέων, συμπεριλαμβανομένων 
των E. coli YgfO (P67444), YicE (P0AGM9), and UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK 
(O32140), and PucJ (O32139), Clostridium perfringens YcpX (BAB80103), Lactococcus lactis PyrP (AAK05701), 
A. nidulans UapA (Q07307) και UapC (P487777), Aspergillus fumigatus AfUapC XP748919), Candida albicans 
Xut1 (AAX2221), Zea mays Lpe1 (AAB17501), Homo sapiens SVCT1 (SLC23A1) (AAH50261) και SVCT2 
(SLC23A2) (Q9UGH3) και ενός μεταφορέα που μελετάται αυτή τη στιγμή στο εργαστήριό μας, YgfU (Q46821) 
από την E. coli. Η ανάλυση των αλληλουχιών έγινε με το πρόγραμμα ClustalW.  

YgfO_E.coli           

YicE_E.coli           

UapA_A. nidulans           

UapC_A. nidulans           

AfUapC_A.fumigatus           

PbuX_B. subtilis           

PucK_B. subtilis           

PucJ_B. subtilis           

YgfU_E.coli           

YcpX_C. perfigens           

SVCT1_H. sapiens           

SVCT2_H. sapiens           

PyrP_L. lactis           

UraA_E.coli           

Xut1_C. albicans           

Lpe1_Z. mays           
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Εικόνα 3.20  Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τμήματος των αλληλουχιών της περιοχής μεταξύ των 
διαμεμβρανικών τμημάτων 8 και 9, των 16 χαρακτηρισμένων NAT/NCS2 μεταφορέων, συμπεριλαμβανομένων των 
E. coli YgfO (P67444), YicE (P0AGM9), and UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK (O32140), 
and PucJ (O32139), Clostridium perfringens YcpX (BAB80103), Lactococcus lactis PyrP (AAK05701), A. nidulans 
UapA (Q07307) και UapC (P487777), Aspergillus fumigatus AfUapC XP748919), Candida albicans Xut1 
(AAX2221), Zea mays Lpe1 (AAB17501), Homo sapiens SVCT1 (SLC23A1) (AAH50261) και SVCT2 
(SLC23A2) (Q9UGH3) και ενός μεταφορέα που μελετάται αυτή τη στιγμή στο εργαστήριο μας, YgfU (Q46821) 
από την E. coli. Η ανάλυση των αλληλουχιών έγινε με το πρόγραμμα ClustalW.  

YgfO_E.coli           

YicE_E.coli           

UapA_A. nidulans           

UapC_A. nidulans           

AfUapC_A.fumigatus           

PbuX_B. subtilis           

PucK_B. subtilis           

PucJ_B. subtilis           

YgfU_E.coli           

SVCT1_H. sapiens           

PyrP_L. lactis           

Xut1_C. albicans           

Lpe1_Z. mays           

YcpX_C. perfigens           

UraA_E.coli           

SVCT2_H. sapiens           
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3.2.2 Το C-τελικό άκρο του YgfO είναι προσανατολισμένο προς το κυτταρόπλασμα 

O προσανατολισμός του C-τελικού άκρου του YgfO είχε ουσιαστικά προσδιοριστεί από 

τους Granseth et al., 2005, στα πλαίσια μιας γενικότερης μελέτης για την διευκρίνιση της 

τοπολογίας για όλες τις μεμβρανικές πρωτεΐνες της Ε. coli. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιώντας 

γονιδιακή σύντηξη με την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο C-τελικό άκρο, 

αναλύθηκαν περίπου 50000 μεμβρανικές πρωτεΐνες (Daley et al., 2005; Granseth et al., 2005). Η 

βάση για αυτήν την προσέγγιση είναι ότι η GFP έχει την ορθή διαμόρφωση, και κατ’ επέκταση 

αποδίδει σήμα φθορισμού, μόνο όταν εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα της  E. coli (Drew et al., 

2002). Η πρωτεΐνη YgfO ήταν ανάμεσα στις διαμεμβρανικές πρωτεΐνες της Ε. coli που βρέθηκε 

ότι εκφράζονται στη μεμβράνη και δίνουν έντονο σήμα με την GFP, αλλά όχι με την αλκαλική 

φωσφατάση (που χρησιμοποιείται για να ελεγχθεί ένας πιθανός αντίστροφος προσανατολισμός, 

προς το περίπλασμα, βλ. Εισαγωγή, εδάφιο 1.5.2.1), και επομένως το C-τελικό άκρο της θα 

πρέπει να εντοπίζεται κυτταροπλασματικά (Granseth et al., 2005). Ανεξάρτητα, στα πλαίσια των 

αρχικών αναλύσεων μεταλλαξιγένεσης του YgfO (Karatza and Frillingos, 2005), είχαμε και στο 

εργαστήριό μας κατασκευάσει την περμεάση YgfO(wt)-GFP, η οποία εδείχθη ότι εκφράζεται 

στη μεμβράνη και είναι πλήρως λειτουργική. Στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιώντας το ήδη 

υπάρχον κατασκεύασμα της φυσικού τύπου YgfO με GFP (Καρατζα, 2006) και μια περμεάση με 

GFP για το μετάλλαγμα P318G, που έχει δειχθεί ότι δεν εκφράζεται στη μεμβράνη (Karatza et 

al., 2006), ελέγξαμε τις δύο αυτές περμεάσες με μικροσκοπία φθορισμού. Αν και ο φθορισμός 

με GFP στα βακτηριακά κύτταρα είναι δύσκολο να διακριθεί σε σχέση με τη μεμβράνη, όπως 

φαίνεται και από άλλες μελέτες (Nagamori et al., 2003), μπορούμε να διακρίνουμε τη διαφορά 

ανάμεσα στις δύο κατασκευές, του φυσικού τύπου YgfO και του μεταλλάγματος P318G. 

Βλέπουμε, λοιπόν, ισχυρό σήμα φθορισμού στη φυσικού τύπου YgfO-GFP, και σχεδόν μηδενικό 

για το ανενεργό μετάλλαγμα YgfO-P318G-GFP που δεν εκφράζεται στη μεμβράνη (Εικόνα 

3.21). Το αποτέλεσμα αυτό, σε συνδυασμό με τα προηγούμενα δεδομένα, επιβεβαιώνει ότι το C-

τελικό άκρο του YgfO εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα. Ο συνδυασμός των αλγορίθμων 

πρόβλεψης (εδάφιο 3.2.1) και του πειραματικού δεδομένου για τον κυτταροπλασματικό 

εντοπισμό του C-άκρου (εδάφιο 3.2.2) μας οδηγεί στο αρχικό τοπολογικό μοντέλο της Εικόνας 

3.22. 
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Εικόνα 3.21 Συνεστιακή μικροσκοπία ανίχνευσης φθορισμού GFP. Κύτταρα Ε. coli T184 μετασχηματισμένα με το 
πλασμίδιο pT7-5/ygfO-GFP ή το pΤ7-5/ygfO-P318G-GFP, αναπτύχθηκαν σε αερόβιες συνθήκες στους 37 °C και 
έγινε επαγωγή της έκφρασης των περμεασών με 1 mM IPTG για 1.5 h. Τα κύτταρα συνελέγησαν με φυγοκέντρηση, 
εκπλύθηκαν μία φορά με διάλυμα PBS, επωάσθηκαν με πολυ-L-λυσίνη (20 min) και το σήμα φθορισμού της GFP 
ανιχνεύθηκε σε συνεστιακό μικροσκόπιο (Leica TCS-SP confocal scanning microscope). 

 

            

 

Εικόνα 3.22 Πιθανό τοπολογικό μοντέλο για τον YgfO με βάση τον θεωρητικό αλγόριθμο πρόβλεψης TMHMM, 
την συγκριτική ανάλυση των προβλέψεων για όλους τους χαρακτηρισμένους μεταφορείς NAT (βλ. Εικόνα 3.20) και 
την διευθέτηση του C-τελικού άκρου προς το κυτταρόπλασμα (βλ. Εικόνα 3.21). Παρουσιάζονται τα 12 
προβλεπόμενα διαμεμβρανικά τμήματα, οι θέσεις των εγγενών καταλοίπων Cys που έχουν αντικατασταθεί με Ser 
στην Cys-less YgfO, καθώς και οι θέσεις για τις οποίες κατασκευάστηκαν μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης για 
να μελετηθεί πειραματικά η τοπολογία, στην παρούσα διατριβή, με τη μέθοδο SCAM (εδάφιο 3.2.3).  
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3.2.3 Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής στόχευσης σε κορυφαίες θέσεις των υδρόφιλων 

συνδετικών τμημάτων 

Για την εξέταση της τοπολογικής οργάνωσης του YgfO χρησιμοποιήθηκε η στρατηγική 

της κυστεϊνικής σάρωσης. Για τον σκοπό αυτόν, κατασκευάσθηκαν και εξετάσθηκαν μια σειρά 

από μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης σε κορυφαίες θέσεις των υδρόφιλων συνδετικών 

τμημάτων, όπως προβλέπονται θεωρητικά (Εικόνα 3.22) . Τα μεταλλάγματα αυτά εκφράσθηκαν 

στη μεμβράνη κυττάρων E. coli και μεταφέρθηκαν σε μεμβρανικά κυστίδια (right-side-out 

membrane vesicles), για να μελετηθεί η προσβασιμότητα των αντίστοιχων θέσεων από το 

υδρόφιλο (εξωκυτταρικό) περιβάλλον, από το υδρόφιλο αντιδραστήριο MTSES-. 

 

3.2.3.1 Λειτουργικός χαρακτηρισμός των μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεΐνης 

Χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα την ελεύθερη κυστεϊνών περμεάση (Cys-less YgfO) 

(Karatza et al., 2006), κατασκευάστηκαν 13 μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης (single-Cys 

mutants): A48C, R78C, S109C, L142C, A176C, S206C, T243C, S284C, S295C, L319C, 

A366C, R394C, και I419C. Στην Εικόνα 3.22 φαίνονται οι θέσεις τους στο μοντέλο του YgfO. 

Στο C-τελικό άκρο των μεταλλαγμάτων αυτών εισήχθη η αλληλουχία 10 ιστιδινών (His10 tag) 

που χρησιμοποιείται για χρωματογραφία συγγένειας Ni2+ και έλεγχο της έκφρασής τους με 

ανοσοαποτύπωση (βλ. εδάφιο 2.13). Μετά την επιβεβαίωση της αλληλουχίας τους (MWG 

Biotech), τα μεταλλάγματα αυτά εκφράσθηκαν μέσω IPTG-επαγόμενων, πλασμιδιακών φορέων 

σε κύτταρα E. coli T184 και ελέγχθησαν καταρχήν τα επίπεδα έκφρασης (Εικόνα 3.23) και 

ενεργότητάς τους (Εικόνα 3.24Α). Παρατηρούμε ότι όλες οι αντίστοιχες περμεάσες μοναδικής 

κυστεΐνης εμφανίζουν ικανοποιητικά επίπεδα έκφρασης (Εικόνα 3.23) και ενεργότητας 

πρόσληψης [3Η]ξανθίνης (1 μΜ) (Εικόνα 3.24Α). Η ενεργότητα των περμεασών ελέγχθηκε και 

μετά από παρασκευή μεμβρανικών κυστιδίων που εκφράζουν τις περμεάσες αυτές και βρέθηκε 

ότι οι σχετικές τιμές ενεργότητας παραμένουν όμοιες, και είναι πολύ υψηλές σε σχέση με την 

Cys-less YgfO περμεάση (Εικόνα 3.24Β). Επειδή θέλαμε να αποφύγουμε θέσεις κυστεϊνών 

όπου η ενεργότητα επηρεάζεται από αλκυλίωση με το ειδικό SH-αντιδραστήριο ΝΕΜ (Ν-

αιθυλμηλεϊμίδιο) και οι οποίες μπορεί να είναι σημαντικές για τη λειτουργία και προσβάσιμες 

στο υδρόφιλο περιβάλλον λόγω συμμετοχής στο ενεργό κέντρο του μορίου (βλ. Kaback et al., 

2007; Tamura et al., 2001; Karatza et al., 2006; Tavoulari and Frillingos, 2009), ελέγξαμε στη 
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συνέχεια την επίδραση του ΝΕΜ στην ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης (Εικόνα 3.25). 

Παρατηρήσαμε ότι η περμεάση S284C είναι πολύ ευαίσθητη σε απενεργοποίηση από το NEM 

(Εικόνα 3.25) και, για τον λόγο αυτό, αποκλείσθηκε από την περαιτέρω τοπολογική μελέτη. 

Χρησιμοποιήθηκε, όμως, για την μελέτη σχέσεων δομής-λειτουργίας στην ευρύτερη περιοχή 

ανοδικά του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ (βλ. πιο κάτω, κεφάλαιο 3.4). Όλες οι υπόλοιπες 

περμεάσες μοναδικής κυστεϊνης βρέθηκε ότι δεν αναστέλλονται ή ενεργοποιούνται σε 

σημαντικό βαθμό από το NEM (Εικόνα 3.25) και, επομένως, χρησιμοποιήθηκαν στην 

τοπολογική ανάλυση με την μέθοδο SCAM (εδάφιο 3.2.4, στη συνέχεια)..    

                                                  

Εικόνα 3.23 Επίπεδα μεμβρανικής έκφρασης των μεταλλαγμάτων A48C, R78C, S109C, L142C, A176C, S206C, 
T243C, S284C, S295C, L319C, A366C, R394C και I419C του YgfO. Κλάσματα μεμβρανών παρασκευάσθηκαν 
από E. coli Τ184 μετασχηματισμένα με pT7-5/ygfO(Cys-less)-His10 ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-His10 που είχαν 
επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμεασών. Τα δείγματα μεμβρανών (100 μg ολικής πρωτεΐνης ανά 
διαδρομή) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι των 
ιστιδινών (PentaHis-HRP) σε αραίωση 1:5000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης με 
ενισχυμένη χημειοφωταύγεια (ECL). Στο αριστερό μέρος των ηλεκτροφορημάτων σημειώνονται οι θέσεις 
μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
Ανάλυση των ανοσοαποτυπωμάτων και ποσοτική εκτίμηση των επιπέδων έκφρασης έγινε με το πρόγραμμα 
Quantity-one (BioRad). 
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Εικόνα 3.24 Ενεργότητες μεταφοράς ξανθίνης για τα μεταλλάγματα A48C, R78C, S109C, L142C, A176C, S206C, 
T243C, S284C, S295C, L319C, A366C, R394C και I419C του YgfO, σε άθικτα κύτταρα in vivo (Α) και σε 
μεμβρανικά κυστίδια RSO (Β).  (Α) Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των υπό 
μελέτη περμασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(Cys-less)-His10 ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-His10 συνελέγησαν με 
φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL) 
και υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα (Vo) 
μετρήθηκε σε 10, 20 και 30 sec και μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) μετρήθηκαν σε 1-10 min. 
(Β) E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(Cys-less)-
His10 ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-His10 συνελέγησαν με φυγοκέντρηση, και χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή 
μεμβρανικών κυστιδίων ορθού προσανατολισμού (RSO) (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.12). Τα κυστίδια 
αραιώθηκαν σε συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης 1 mg/mL και υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-
3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C, παρουσία μεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) (0.2 mM) και ασκορβικού 
καλίου (20 mΜ) (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.6.2). Μετρήθηκε ο ρυθμός πρόσληψης ξανθίνης σε χρόνους 5-10 
sec. Σε όλες τις περιπτώσεις, φαίνονται και οι τιμές τυπικής απόκλισης (S.D.) από 3 πειράματα.   

. 

Β 

Α 
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Εικόνα 3.25 Επίδραση του αντιδραστηρίου ΝΕΜ στην ενεργότητα των μεταλλαγμάτων A48C, R78C, S109C, 
L142C, A176C, S206C, T243C, S284C, S295C, L319C, A366C, R394C και I419C του YgfO. E. coli Τ184 που 
είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμασών από pT7-5/ygfO(Cys-less)-His10 ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-
His10 υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C, παρουσία PMS (0.2 
mM) και ασκορβικού καλίου (20 mM), μετά από προεπώαση με ΝΕΜ (2 mM, 10 min, 25 °C) (Υλικά και Μέθοδοι, 
εδάφιο 2.6.1.1). Παρουσιάζονται οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης ξανθίνης, όπως μετρήθηκαν σε 5 – 10 sec, ως 
εκατοστιαία ποσοστά επί των τιμών που μετρήθηκαν απουσία NEM για κάθε μετάλλαγμα, με τις αντίστοιχες 
τυπικές αποκλίσεις (S.D.), από 3 πειράματα.  
 

 

3.2.4 Ανάλυση προσβασιμότητας του YgfO σε υδρόφιλα αντιδραστήρια: τα διαμεμβρανικά 

τμήματα 8-12 δεν εμφανίζουν σαφή τοπολογική διευθέτηση 

Στη συνέχεια, στο σύστημα των μεμβρανικών κυστιδίων ορθού προσανατολισμού (RSO 

membrane vesicles), έγιναν πειράματα αλκυλίωσης με το υδρόφιλο αντιδραστήριο MTSES-, για 

τον έλεγχο της προσβασιμότητας των υποκατεστημένων θέσεων κυστεϊνών (single-Cys mutants) 

από το εξωκυτταρικό περιβάλλον. Από την Eικόνα 3.26 παρατηρούμε ότι, μέχρι την έλικα 8 

(Τ243), υπάρχει σαφής εναλλαγή της προσβασιμότητας, γεγονός που συμφωνεί με την 

προβλεπόμενη εναλλαγή των διαμεμβρανικών τμημάτων. Στην C-τελική πλευρά (TMs 8-12), 

όμως, ενώ ως προσβάσιμες προβλέπονται μόνο οι θέσεις Α366 και Ι419 (Εικόνα 3.22), τα 

αποτελέσματά μας δείχνουν ότι όλες οι εξεταζόμενες θέσεις της ευρύτερης αυτής περιοχής 

(S295, L319, A366, R394, I419) εμφανίζουν προσβασιμότητα στο MTSES- από το υδρόφιλο 

εξωκυτταρικό περιβάλλον. Το γεγονός αυτό ίσως να οφείλεται σε δεδομένα που δεν είναι 

δυνατόν να γνωρίζουμε αυτή τη στιγμή, όπως πιθανόν στην ύπαρξη αμφιπαθικών περιοχών που 

δεν είναι διαμεμβρανικές, δηλ.δεν διατρέχουν ολόκληρη τη μεμβράνη, και/ή επανεισερχόμενων 
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συνδετικών τμημάτων (reentrant loops), τα οποία διαμορφώνουν διαφορετικά την τοπολογία του 

μεταφορέα YgfO στο C-τελικό τμήμα. Το γεγονός, πάντως, ότι η θέση Ι419 είναι προσβάσιμη 

από την πλευρά του περιπλάσματος (Εικόνα 3.26) δείχνει ότι το C-τελικό διαμεμβρανικό τμήμα 

(κατάλοιπα 420-445) (Papakostas et al., 2008) θα πρέπει να καταλήγει σε κυτταροπλασματικό C-

τελικό άκρο, επιβεβαιώνοντας τις μελέτες με τις GFP-χίμαιρες (εδάφιο 3.2.2). Μια σχηματική 

απεικόνιση των αποτελεσμάτων προσβασιμότητας από το MTSES- σε σχέση με το τοπολογικό 

μοντέλο του YgfO φαίνεται στην Εικόνα 3.27. 
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Εικόνα 3.26 Ανάλυση προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) για τα μεταλλάγματα A48C, R78C, 
S109C, L142C, A176C, S206C, T243C, S295C, L319C, A366C, R394C, και I419C του YgfO(C-less)-His10. 
Μεμβρανικά κυστίδια RSO που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες επωάσθηκαν με MTSES- (50 μM, 10 min, 25 
°C), όπως περιγράφεται αναλυτικά στις Μεθόδους. Μετά την επώαση, οι μεμβρανικές πρωτεΐνες εκχυλίσθηκαν με 
DDM, 2% (w/v) και οι YgfOs απομονώθηκαν με χρωματογραφία συγγένειας Ni2+-IDA, αποδιατάχθηκαν σε 
διάλυμα SDS/ουρίας, και οι υπολειπόμενες ελεύθερες Cys σημάνθηκαν με OGM (0.2 mM). Ακολούθησε SDS-
PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση, με χρήση (α) αντισώματος έναντι του OGM, για τον έλεγχο του ποσοστού 
σήμανσης [άνω] και (β) αντισώματος pentaHis για τον έλεγχο της ολικής ποσότητας πρωτεΐνης που εκλούεται από 
τη στήλη [κάτω]. Ανάλυση των ανοσοαποτυπωμάτων και ποσοτική εκτίμηση των επιπέδων προσβασιμότητας έγινε 
με το πρόγραμμα Quantity-one (BioRad). 
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Εικόνα 3.27 Τοπολογικό μοντέλο του YgfO, σε σχέση με τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της ανάλυσης 
προσβασιμότητας των μεταλλαγμάτων (Α48C. R78C, S109C, L142C, A176C, S206C, T243C, S295C, L319C, 
M331C, A366C, R394C, I419C). Συμπεριλαμβάνεται και το M331C, το οποίο είχε επίσης επιλεγεί αρχικά (βλ. 
Karatza et al., 2006), και για το οποίο τα αποτελέσματα φαίνονται στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο γιατί 
περιλαμβάνεται στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή (εδάφιο 3.3.2).  
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3.3  Ανάλυση προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών του μοτίβου  
«υπογραφή» της οικογένειας ΝΑΤ (αλληλουχία 323-333) 

 

Η ακολουθία των αμινοξέων 315-340 περιέχει το μοτίβο-υπογραφή NAT 
324QNXGXXXXTG333 που έχει υποδειχθεί ότι περιλαμβάνει σημαντικούς καθοριστές για τον 

μηχανισμό λειτουργίας του YgfO (Karatza et al., 2006), καθώς και μια αλληλουχία που υιοθετεί 

πιθανότατα δομή α-έλικας (329-339), με μια όψη αυτής να περιέχει κατάλοιπα σημαντικά για 

τον καθορισμό της εξειδίκευσης (Karatza et al., 2006, Georgopoulou et al., υπό συγγραφή). 

Χρησιμοποιώντας μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης που υπήρχαν ήδη διαθέσιμα στο 

εργαστήριο (Καρατζά, 2006), μελετήθηκε ο ρόλος των καταλοίπων αμινοξέων του μοτίβου-

υπογραφή σε σχέση (α) με το υδρόφιλο ή υδρόφοβο μικροπεριβάλλον τους, (β) την τοπολογική 

οργάνωση του YgfO και (γ) την επίδραση της δέσμευσης υποστρώματος (ξανθίνης). Η πιθανή 

τοπολογική οργάνωση της περιοχής αυτής, με βάση τους αλγόριθμους πρόβλεψης (εδάφιο 

3.2.1), φαίνεται στην Εικόνα 3.28, όπου το μοτίβο ΝΑΤ τοποθετείται στην κυτταροπλασματική 

πλευρά της μεμβράνης. Η συναινετική αλληλουχία (consensus) του μοτίβου ΝΑΤ βάσει της 

στοίχισης των αλληλουχιών όλων των λειτουργικά χαρακτηρισμένων μεταφορέων NAT/NCS2 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.29. Στην περιαματική εργασία μας, χρησιμοποιήσαμε την μέθοδο 

ανάλυσης προσβασιμότητας SCAM, με το υδρόφιλο ειδικό –SH αντιδραστήριο MTSES-, όπως 

και για την ανάλυση της γενικής τοπολογίας του YgfO, καθώς επίσης και δοκιμασίες ενεργού 

μεταφοράς ξανθίνης παρουσία ή απουσία MTSES-. Όλα τα πειράματα του κεφαλαίου 3.3 έγιναν 

σε μεμβρανικά κυστίδια (RSO), σύστημα που επιτρέπει άμεση πρόσβαση του υδρόφιλου 

MTSES- στην κυτταροπλασματική μεμβράνη και χρήση μικρών συγκεντρώσεων, 50-200 μΜ.    

 

Εικόνα 3.28 Πιθανό τοπολογικό μοντέλο για την περιοχή ανάμεσα στις 
διαμεμβρανικές έλικες ΤΜ8 και ΤΜ9 του YgfO, όπως προκύπτει από 
τον αλγόριθμο πρόβλεψης TMHMM για την γενικότερη τοπολογία του 
YgfO και των μεταφορέων ΝΑΤ/NCS2 (βλ. και Εικόνα 3.22 ή 3.27) 

κυτταρόπλασμα 

περίπλασμα 
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(ουρικό)

(ουρικό)

(ξανθίνη)

(ουρικό)

(ξανθίνη)

(ουρικό/ξανθίνη/πουρίνες)

(ξανθίνη)

(ουρικό οξύ/ξανθίνη)

(ουρικό/ξανθίνη)

(ουρακίλη)

(ουρακίλη)

(ασκορβικό)

(ουρικό/ξανθίνη/οξυπουρινόλη)

(πουρίνες)
YgfU_Ε. coli 360S Q N V G L V S V T R370
YcpX_Ε. coli 309S Q N I G I I S L T K319
YgfO_Ε. coli 323A Q N N G V I Q M T G333
YicE_Ε. coli 335G Q N N G V I Q L T G345
UapC_A. nidulans 406A Q N N G V I A L T R416
AfUapC_A. fumigatus 405A Q N N G V I A L T K415
Xut1_C. albicans 385A Q N N G V I A L T Κ395

UapA_A. nidulans 407A Q N N G V I S I T R417
PyrP_L. lactis 305G E N I G V M A I T K315
UraA_Ε. coli 289G E N I G V M A I T R299
SVCT1_H. sapiens 387S P N I G V L G I T K397
SVCT2_H. sapiens 442S P N I G V L G I T K452
Lpe1_Z. mays 345V E N A G L L A V T R355
MoorT_M. thermoacetica 318   328Q N I VG I S I T G

(ουρικό/ξανθίνη)

(ασκορβικό)

(ξανθίνη/θερμόφιλο)

PbuX_B.subtilis 292S Q N V G L V Q L T G302
PucK_B.subtilis 294S Q N V G I V Q L S K304
PucJ_B.subtilis 297A Q N A G L L Q L T K307

S

(ουρικό)

(ουρικό)

(ξανθίνη)

(ουρικό)

(ξανθίνη)

(ουρικό/ξανθίνη/πουρίνες)

(ξανθίνη)

(ουρικό οξύ/ξανθίνη)

(ουρικό/ξανθίνη)

(ουρακίλη)

(ουρακίλη)

(ασκορβικό)

(ουρικό/ξανθίνη/οξυπουρινόλη)

(πουρίνες)
YgfU_Ε. coli 360S Q N V G L V S V T R370
YcpX_Ε. coli 309S Q N I G I I S L T K319
YgfO_Ε. coli 323A Q N N G V I Q M T G333
YicE_Ε. coli 335G Q N N G V I Q L T G345
UapC_A. nidulans 406A Q N N G V I A L T R416
AfUapC_A. fumigatus 405A Q N N G V I A L T K415
Xut1_C. albicans 385A Q N N G V I A L T Κ395

UapA_A. nidulans 407A Q N N G V I S I T R417
PyrP_L. lactis 305G E N I G V M A I T K315
UraA_Ε. coli 289G E N I G V M A I T R299
SVCT1_H. sapiens 387S P N I G V L G I T K397
SVCT2_H. sapiens 442S P N I G V L G I T K452
Lpe1_Z. mays 345V E N A G L L A V T R355
MoorT_M. thermoacetica 318   328Q N I VG I S I T G

(ουρικό/ξανθίνη)

(ασκορβικό)

(ξανθίνη/θερμόφιλο)

PbuX_B.subtilis 292S Q N V G L V Q L T G302
PucK_B.subtilis 294S Q N V G I V Q L S K304
PucJ_B.subtilis 297A Q N A G L L Q L T K307

S  

 

Εικόνα 3.29 Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τμήματος των αλληλουχιών της περιοχής του μοτίβου 
ΝΑΤ 323ΑQNXGXXXXTG333, 17 χαρακτηρισμένων NAT/NCS2 μεταφορέων συμπεριλαμβανομένων των, E. coli 
YgfO (P67444), YicE (P0AGM9), και UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK (O32140), και 
PucJ (O32139), Clostridium perfringens YcpX (BAB80103), Lactococcus lactis PyrP (AAK05701), A. nidulans 
UapA (Q07307) και UapC (P487777), Aspergillus fumigatus AfUapC XP748919), Candida albicans Xut1 
(AAX2221), Zea mays Lpe1 (AAB17501), Homo sapiens SVCT1 (SLC23A1) (AAH50261) και SVCT2 
(SLC23A2) (Q9UGH3) και 2 μεταφορέων που μελετώνται αυτή τη στιγμή στο εργαστήριο μας, YgfU (Q46821) 
από την E. coli και  MoorT (Moth_2478) από το θερμόφιλο Gram+ βακτήριο Moorella thermoacetica. Η ανάλυση 
των αλληλουχιών έγινε με το πρόγραμμα ClustalW.  
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3.3.1 Η περιοχή του μοτίβου υπογραφή είναι προσβάσιμη από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο 

περιβάλλον  

Τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης (single-Cys mutants) της αλληλουχίας του 

μοτίβου-υπογραφή A323C, Q324C, N325C, N326C, G327C, V328C, I329C, Q330C, M331C, 

T332C, και G333C (Καρατζά, 2006), μετά από την μεταφορά τους σε κατασκευές με την 

αλληλουχία 10 ιστιδινών στο C-τελικό άκρο (His10 tag) (Γεωργοπούλου, Μεταπτυχιακή 

Διπλωματική Εργασία Ειδίκευσης, 2005), εκφράσθηκαν μέσω IPTG-επαγόμενων, πλασμιδιακών 

φορέων σε κύτταρα E. coli T184 και χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή μεμβρανικών 

κυστιδίων ορθού προσανατολισμού (RSO) που εκφράζουν τις περμεάσες αυτές. Ακολούθησαν 

πειράματα αλκυλίωσης με το υδρόφιλο αντιδραστήριο MTSES-, για τον έλεγχο της 

προσβασιμότητας των υποκατεστημένων θέσεων κυστεϊνών (SCAM analysis, εδάφιο 1.6) από 

το εξωκυτταρικό (περιπλασματικό) περιβάλλον. Χρησιμοποιώντας αρχικά 0.2 mM MTSES-, μια 

συγκέντρωση που έχει χρησιμοποιηθεί σε πολλές παρόμοιες αναλύσεις προσβασιμότητας άλλων 

διαμεμβρανικών μεταφορέων (π.χ. Dunten et al., 1993; Frillingos and Kaback, 1996a; Olami et 

al., 1997), παρατηρούμε ότι όλες οι περμεάσες αντιδρούν πλήρως με το MTSES- (Eικόνα 3.30), 

με εξαίρεση τις I329C-His10 και T332C-His10 που έχουν πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης και δεν 

μπορέσαμε να τις εξετάσουμε [τα χαμηλά επίπεδα έκφρασης αυτών των δύο μεταλλαγμάτων 

είχαν διαπιστωθεί και από αναλύσεις ανοσοαποτύπωσης σε ολόκληρα κύτταρα (Γεωργοπούλου, 

Μεταπτυχιακή Διπλωματική Εργασία Ειδίκευσης, 2005)]. Στη συνέχεια, χρησιμοποιώντας μια 

μικρότερη συγκέντρωση MTSES- (50 μΜ), είδαμε ότι όλες οι περμεάσες που εξετάσθηκαν 

εξακολουθούν να είναι προσβάσιμες και αντιδρούν σε υψηλό βαθμό με το MTSES-, αλλά 

εμφανίζονται διαφορές στην προσβασιμότητα, με τις A323C, G327C, Q330C και G333C να 

αντιδρούν σχεδόν πλήρως και τις Q324C, N325C, N326C, V328C και M331C να αντιδρούν σε 

μικρότερο βαθμό (Εικόνα 3.31). Την μικρότερη προσβασιμότητα-αντιδραστικότητα με το 

MTSES- εμφανίζει η N326C (30%) και, κατά δεύτερο λόγο, οι N325C και Q324C (60-65%), 

μεταλλάγματα που έχει δειχθεί, ωστόσο, ότι είναι ανενεργά (Karatza et al., 2006) και θα 

μπορούσε να έχουν λίγο διαφορετική διαμόρφωση στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή.   
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Εικόνα 3.30 Ανάλυση προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) για τα μεταλλάγματα A323C, 
Q324C, N325C, N326C, G327C, V328C, Q330C, M331C και G333C του YgfO(C-less)-His10. Μεμβρανικά 
κυστίδια RSO που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες επωάσθηκαν με MTSES- (0.2 mM, 10 min, 25 °C), όπως 
περιγράφεται αναλυτικά στις Μεθόδους. Μετά την επώαση, οι μεμβρανικές πρωτεΐνες εκχυλίσθηκαν με DDM, 2% 
(w/v) και οι YgfOs απομονώθηκαν με χρωματογραφία συγγένειας Ni2+, αποδιατάχθηκαν σε διάλυμα SDS/ουρίας, 
και οι υπολειπόμενες ελεύθερες Cys σημάνθηκαν με OGM (0.2 mM). Ακολούθησε SDS-PAGE (12%) και 
ανοσοαποτύπωση, με χρήση (α) αντισώματος έναντι του OGM, για τον έλεγχο του ποσοστού σήμανσης [άνω] και 
(β) αντισώματος pentaHis για τον έλεγχο της ολικής ποσότητας πρωτεΐνης που εκλούεται από τη στήλη [κάτω]. Στα 
αριστερά, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained 
SDS-PAGE Standards, Low Range).   

 

3.3.2 Η N325C προστατεύεται από το MTSES- παρουσία υποστρώματος (ξανθίνης)  

Παράλληλα, έγιναν μελέτες αλκυλίωσης από το MTSES- παρουσία ή απουσία 

υποστρώματος (1 mM ξανθίνη). Σε συγκέντρωση 0.2 mM MTSES-, η προσβασιμότητα δεν 

επηρεάζεται σημαντικά από την παρουσία υποστρώματος, για οποιαδήποτε περμεάση (Εικόνα 

3.30). Σε συγκέντρωση 50 μΜ MTSES-, η παρουσία υποστρώματος μειώνει δραστικά την 

προσβασιμότητα της N325C από 65% σε 5%, και, σε μικρό βαθμό, την προσβασιμότητα της 

N326C, από 30% σε 5%, ενώ η προσβασιμότητα των υπόλοιπων περμεασών δεν επηρεάζεται 

(Εικόνα 3.31). Η παρατήρηση ότι η N325C προστατεύεται πλήρως από την πρόσβαση σε  

MTSES- (50 μΜ) παρουσία υποστρώματος συμφωνεί και με άλλα αποτελέσματα του 

εργαστηρίου μας (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή) που δείχνουν ότι η ίδια θέση 

προστατεύεται επίσης από την πρόσβαση στο Ν-αιθυλμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ). Από την άλλη πλευρά, 

Anti-OGM 

Anti-PentaHis 

 
Xanthine  
MTSES-  
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το μετάλλαγμα Q324C είναι γνωστό ότι δεν δεσμεύει ξανθίνη ή ανάλογα ξανθίνης με υψηλή 

συγγένεια (Karatza et al., 2006), άρα δεν περιμένουμε να ανταποκρίνεται σε αλλαγή 

διαμόρφωσης παρουσία υποστρώματος και αυτό, πράγματι, δείχνουν και τα πειράματα με το  

MTSES- (Εικόνα 3.31).   
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Εικόνα 3.31 Ανάλυση προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (SCAM) για τα μεταλλάγματα A323C, 
Q324C, N325C, N326C, G327C, V328C, Q330C, M331C και G333C του YgfO(C-less)-His10. Μεμβρανικά 
κυστίδια RSO που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες επωάσθηκαν με MTSES- (50 μM, 10 min, 25 °C), όπως 
περιγράφεται αναλυτικά στις Μεθόδους. Μετά την επώαση, οι μεμβρανικές πρωτεΐνες εκχυλίσθηκαν με DDM, 2% 
(w/v) και οι YgfOs απομονώθηκαν με χρωματογραφία συγγένειας Ni2+, αποδιατάχθηκαν σε διάλυμα SDS/ουρίας, 
και οι υπολειπόμενες ελεύθερες Cys σημάνθηκαν με OGM (0.2 mM). Ακολούθησε SDS-PAGE (12%) και 
ανοσοαποτύπωση, με χρήση (α) αντισώματος έναντι του OGM, για τον έλεγχο του ποσοστού σήμανσης [άνω] και 
(β) αντισώματος pentaHis για τον έλεγχο της ολικής ποσότητας πρωτεΐνης που εκλούεται από τη στήλη [κάτω]. Στα 
αριστερά των ηλεκτροφορημάτων, σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών 
(Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Ποσοτική ανάλυση των ανοσοαποτυπωμάτων έγινε με το 
πρόγραμμα Quantity-one (BioRad). Η συνεχής γραμμή στο διάγραμμα δείχνει την προσβασιμότητα (% μείωση του 
σήματος OGM) απουσία ξανθίνης και η διακεκομμένη την προσβασιμότητα παρουσία ξανθίνης (1 mM). 
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3.3.3 Η ευαισθησία σε απενεργοποίηση από το MTSES- υπενθυμίζει την περιοδικότητα 

ευαισθησίας στο Ν-αιθυλμηλεϊμίδιο 

 
Τα μεταλλάγματα A323C, Q324C, N325C, N326C, G327C, V328C, I329C, Q330C, 

M331C, T332C, και G333C, V334C, A335C, S336C, R337C, Y338C και V339C (-His10) 

ελέγχθηκαν επίσης ως προς την επίδραση του αντιδραστηρίου MTSES- στην ενεργότητα 

μεταφοράς ξανθίνης, σε μεμβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισμού (RSO membrane 

vesicles) (Εικόνες 3.32-3.35). Τα πειράματα αυτά έγιναν στις ίδιες συνθήκες όπου βρέθηκε 

υψηλή προσβασιμότητα των μεταλλαγμάτων του μοτίβου από το MTSES-  (50 μΜ και 0.2 mM) 

(Εικόνες 3.30 και 3.31). Κατά την δοκιμασία ενεργού μεταφοράς στα κυστίδια RSO (Μέθοδοι, 

εδάφιο 2.6.2), τα πειράματα γίνονται παρουσία του ζεύγους PMS/ασκορβικού (τεχνητός δότης 

ηλεκτρονίων) για την ενεργοποίηση της αναπνευστικής αλυσίδας που είναι απαραίτητη για να 

λειτουργήσει ο H+-εξαρτώμενος μεταφορέας YgfO (Εικόνα 3.32). Η ενεργότητα των 

μεταλλαγμάτων της περιοχής 323-339 που εξετάσθηκαν ακολουθεί την ίδια γενική εικόνα τόσο 

σε άθικτα κύτταρα (Εικόνα 3.33Α) όσο και σε κυστίδια RSO (Εικόνα 3.33Β). Μάλιστα, 

επιβεβαιώνεται ότι τα μεταλλάγματα Q324C-His10, N325C-His10, N326C-His10, I329C-His10, 

T332C-His10, και S336C-His10 έχουν ελάχιστη έως μηδενική ενεργότητα, όπως αναμένεται από 

άλλες μελέτες (Γεωργοπούλου, Μεταπτυχιακή Διπλωματική Εργασία Ειδίκευσης, 2005). Τα 

τρία πρώτα από αυτά τα μεταλλάγματα, Q324C-His10, N325C-His10,και N326C-His10, έχουν 

πολύ υψηλά επίπεδα έκφρασης (πρβλ. Εικόνα 3.31) αλλά είναι ανενεργά λόγω λειτουργικών 

προβλημάτων (Karatza et al., 2006), ενώ τα άλλα τρία, I329C-His10, T332C-His10, και S336C-

His10, εμφανίζουν πολύ μειωμένα επίπεδα έκφρασης, όπως είδαμε (εδάφιο 3.3.1). 

Πειράματα επίδρασης του MTSES- στην ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης από τα ενεργά 

μεταλλάγματα έγιναν σε δύο συνθήκες, με 50 μΜ MTSES- (Εικόνα 3.34) και με 0.2 mM 

MTSES- (Εικόνα 3.35). Με  50 μΜ MTSES-, ανιχνεύθηκε μια μικρή αναστολή ενεργότητας 

κατά 30-40% για τα A323C, G327C, V328C, V334C και V339C, και αμελητέα επίπτωση για τα  

Q330C, M331C, G333C, A335C, R337C και Y338C (Εικόνα 3.34). Με 0.2 mM MTSES-, 

ανιχνεύθηκαν πιο σημαντικές επιπτώσεις, αναστολή ενεργότητας κατά 50-90% για τα A323C, 

G327C, V328C και V334C, αναστολή κατά 30-40% για τα G333C και V339C, και αμελητέα 

επίπτωση (διατήρηση ενεργότητας 90-110%) για τα Q330C, M331C, A335C, R337C και Y338C 

(Εικόνα 3.35). Σε παράλληλα πειράματα (control), φάνηκε ότι άλλα μεταλλάγματα του YgfO 
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που είναι προσβάσιμα (I419C) ή όχι (R78C) σε 50 μΜ MTSES- (πρβλ. Εικόνα 3.26, εδάφιο 

3.2.4), δεν επηρεάζονται καθόλου ως προς την ενεργότητα από το αντιδραστήριο MTSES- ενώ η 

φυσικού τύπου YgfO (wild-type), που περιέχει 5 κατάλοιπα Cys (Karatza and Frillingos, 2005) 

αναστέλλεται μόνο κατά 35-40%, στις ίδιες συνθήκες (Εικόνα 3.35). Συνολικά, η εικόνα της 

αναστολής ενεργότητας δείχνει ότι η ευαισθησία των μεταλλαγμάτων του μοτίβου-υπογραφή σε 

απενεργοποίηση από MTSES- συμβαδίζει με την περιοδικότητα της ευαισθησίας τους στο N-

αιθυλμηλεϊμίδιο (ΝΕΜ) (Karatza et al., 2006), και οι ίδιες θέσεις που είναι ευαίσθητες σε ΝΕΜ 

είναι ευαίσθητες και στο MTSES-. Διακρίνονται και πάλι οι δύο περιοχές με διαφορετική 

ευαισθησία που παρατηρήθηκαν και για το ΝΕΜ (Karatza et al., 2006), η αλληλουχία 323-328 

όπου όλα τα ενεργά μεταλλάγματα αναστέλλονται από MTSES- και η αλληλουχία 329-339 όπου 

η ευαισθησία σε απενεργοποίηση ακολουθεί μια περιοδικότητα α-έλικας (Εικόνα 3.35).  

     

 

Εικόνα 3.32 Καμπύλη χρονικής προόδου για την δοκιμασία πρόσληψης [8-3Η]ξανθίνης (1 μΜ) σε μεμβρανικά 
κυστίδια RSO που εκφράζουν την περμεάση YgfO(Cys-less)-His10. Η δοκιμασία γίνεται σε κυστίδια (συγκέντρωση 
ολικής πρωτεϊνης, 1 mg/mL) που ενεργοποιούνται παρουσία μεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) (0.2 mM) και 
ασκορβικού καλίου (20 mΜ) (κλειστά σύμβολα) (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.6.2) ενώ οι τιμές για τον αρνητικό 
μάρτυρα (κυστίδια που δεν έχουν ενεργοποιηθεί δηλ. χωρίς PMS/ασκορβικό) αφαιρούνται από τις τελικές 
μετρήσεις, σε κάθε περίπτωση (ανοικτά σύμβολα). Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης ξανθίνης μετράται στα 5-10 sec 
και τα μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης στα 1-2 min. 

YgfO/Cysless – His10 
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Εικόνα 3.33 Ενεργότητες μεταφοράς ξανθίνης για τα μεταλλάγματα A323C, Q324C, N325C, N326C, G327C, 
V328C, I329C, Q330C, M331C, T332C, G333C, V334C, A335C, S336C, R337C, Y338C, V339C του YgfO-His10, 
σε άθικτα κύτταρα in vivo (Α) και σε μεμβρανικά κυστίδια RSO (Β).  (Α) Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί 
με IPTG για την έκφραση των υπό μελέτη περμασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(Cys-less)-His10 ή pT7-
5/ygfO(single-Cys)-His10 συνελέγησαν με φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού 
καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL) και υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3H]ξανθίνης (1 
μΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα (Vo) μετρήθηκε σε 10-30 sec και μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης 
(steady state) σε 1-10 min. (Β) E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμασών από 
πλασμίδια pT7-5/ygfO(Cys-less)-His10 ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-His10 συνελέγησαν με φυγοκέντρηση, και 
χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή μεμβρανικών κυστιδίων ορθού προσανατολισμού (RSO) (Υλικά και 
Μέθοδοι, εδάφιο 2.12). Τα κυστίδια αραιώθηκαν σε συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης 1 mg/mL και υπεβλήθησαν σε 
δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C, παρουσία μεθοσουλφονικού φαιναζινίου 
(PMS) (0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mΜ) (Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.6.2). Μετρήθηκε ο ρυθμός 
πρόσληψης ξανθίνης σε χρόνους 5-10 sec (Vo) και τα μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης σε 1-2 min (steady state). Σε 
όλες τις περιπτώσεις, φαίνονται και οι τιμές τυπικής απόκλισης (S.D.) από 3 πειράματα.    

 

Α 
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Εικόνα 3.34  Επίδραση MTSES- (50 μΜ) στην ενεργότητα μεταφοράς [3Η]ξανθίνης για τα μεταλλάγματα A323C, 
G327C, V328C, Q330C, M331C, G333C, V334C, A335C, R337C, Y338C και V339C του YgfO(C-less)-His10. Τα 
πειράματα έγιναν σε μεμβρανικά κυστίδια RSO που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες, όπως περιγράφεται 
αναλυτικά στην Εικόνα 3.33Β και στις Μεθόδους (εδάφιο 2.6.2). Για τα Q324C, N325C, N326C, Ι329C, T332C και 
S336C δεν έγινε προσδιορισμός (N.D.), λόγω των ελάχιστων τιμών αρχικής ταχύτητας (πρβλ. Εικόνα 3.33Β).  

             
Εικόνα 3.35  Επίδραση MTSES- (0.2 mM) στην ενεργότητα μεταφοράς [3Η]ξανθίνης για τα μεταλλάγματα A323C, 
G327C, V328C, Q330C, M331C, G333C, V334C, A335C, R337C, Y338C και V339C του YgfO(C-less)-His10 
καθώς και για την YgfO(wt)-His10 και για τα μεταλλάγματα Ι419C-His10 και R78C-His10, που χρησιμοποιήθηκαν 
ως control. Τα πειράματα έγιναν σε μεμβρανικά κυστίδια RSO που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες, όπως 
περιγράφεται αναλυτικά στην Εικόνα 3.33Β και στις Μεθόδους (εδάφιο 2.6.2). Για τα Q324C, N325C, N326C, Ι329C, 
T332C και S336C δεν έγινε προσδιορισμός (N.D.), λόγω των ελάχιστων τιμών αρχικής ταχύτητας (Εικόνα 3.33Β).  
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3.4 Σχέσεις δομής-λειτουργίας της περιοχής ανοδικά του μοτίβου-υπογραφή 
ΝΑΤ (αλληλουχία 266-314) 

Πρόσφατα δεδομένα στο εργαστήριό μας έχουν υποδείξει τη σημασία που μπορεί να έχει 

η αμφισβητούμενης τοπολογίας περιοχή πριν το μοτίβο-υπογραφή (εδάφιο 3.2.1), η οποία 

περιέχει θέσεις υψηλής συντήρησης μεταξύ των χαρακτηρισμένων ομολόγων ΝΑΤ (Εικόνα 

3.36) καθώς και δύο κατάλοιπα που είναι αναντικατάστατα για τη λειτουργία (Glu-272, Asp-

304) (Karena and Frillingos, 2009). Εξάλλου, από τα αρχικά πειράματα χιμαιρικών πρωτεϊνών 

UapA/UapC στον ασκομύκητα A. nidulans, που κατέληξαν στον εστιασμό της έρευνας στο 

μοτίβο-υπογραφή (Diallinas et al., 1998), φαίνεται πιθανό ότι όλη αυτή η περιοχή μεταξύ των 

TM8 και TM9 εμπλέκεται στον καθορισμό της εξειδίκευσης και λειτουργίας του κέντρου 

δέσμευσης στους μεταφορείς NAT/NCS2. Η αντίστοιχη περιοχή αλληλουχίας του YgfO (266-

314) υποβλήθηκε σε μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης και σημειακής στόχευσης, για να 

εξετασθεί αναλυτικότερα ο ρόλος της και να αποκαλυφθούν πιθανόν νέα στοιχεία  που θα 

αναδείκνυαν περαιτέρω και τον ρόλο του μοτίβου-υπογραφή NAT στον μεταφορέα YgfO.  

 

Εικόνα 3.36. Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τμήματος των αλληλουχιών της περιοχής Y266-V314 
(YgfO), που βρίσκεται πριν το μοτίβο-υπογραφή της οικογένειας ΝΑΤ, μεταξύ των 17 χαρακτηρισμένων 
NAT/NCS2 μεταφορέων, E. coli YgfO (P67444) , YicE (P0AGM9), and UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX 
(P42086), PucK (O32140), and PucJ (O32139), Clostridium perfringens YcpX (BAB80103), Lactococcus lactis 
PyrP (AAK05701), A. nidulans UapA (Q07307) and UapC (P487777), Aspergillus fumigatus AfUapC XP748919) , 
Candida albicans Xut1 (AAX2221), Zea mays Lpe1 (AAB17501) , Homo sapiens SVCT1 (SLC23A1) 
(AAH50261) and SVCT2 (SLC23A2) (Q9UGH3) και 2 μεταφορέων που μελετώνται αυτή τη στιγμή στο 
εργαστήριό μας E. coli YgfU  (Q46821) και Moorella thermoacetica MoorT (Moth_2478). Η ανάλυση στοίχισης 
των αλληλουχιών έγινε με το πρόγραμμα ClustalW.  
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3.4.1 Μεταλλαξιγένεση τρυπτοφανών - Ενδείξεις για την δομική-λειτουργική ιδιαιτερότητα 

της περιοχής ανοδικά του μοτίβου-υπογραφή (Υ266-F322)  

Με υπόστρωμα την λειτουργική περμεάση YgfO(W37F) που δεν περιέχει εγγενή 

κατάλοιπα τρυπτοφάνης (εδάφιο 3.1.3) (Trp-less YgfO), προχωρήσαμε σε σημειακή 

μεταλλαξιγένεση των θέσεων Phe-252, Leu-268, Leu-302, Leu-319, Tyr-338, Phe-360 και Val-

426, στο C-τελικό τμήμα του μορίου, εισάγοντας νέα κατάλοιπα Trp στις θέσεις αυτές (single-

Trp mutants). Οι θέσεις-στόχοι αυτής της εργασίας μεταλλαξιγένεσης βρίσκονται στα 

προβλεπόμενα όρια μεταξύ υδρόφιλων περιοχών του μορίου και των διαμεμβρανικών τμημάτων 

TM8 (Phe-252, Leu-268), ΤΜ9a [το αμφιλεγόμενης τοπολογίας τμήμα αμφιπαθικής έλικας 

μεταξύ TM8 και TM9] (Leu-302, Leu-319), TM9 (Tyr-338, Phe-360), TM12 (Val-426) (Εικόνα 

3.37). Επιλέχθηκαν τέτοιες θέσεις, προς τα όρια μεταξύ διαμεμβρανικού και υδρόφιλου 

τμήματος, γιατί εκεί η τρυπτοφάνη, λόγω του υδρόφοβου και αμφίφιλου χαρακτήρα της, μπορεί 

να σταθεροποιείται χωρίς σημαντικά δομικά προβλήματα (Tyagi et al., 2007) ενώ είναι δυνατόν 

επίσης, σε τέτοιες θέσεις, να υπάρχουν εντονότερα φαινόμενα αλλαγών διαμόρφωσης κατά τον 

μηχανισμό λειτουργίας (Forrest et al., 2008; Kaback et al., 2007), τα οποία θα μπορούσαν να 

ανιχνευτούν με εφαρμογή άλλων αναλύσεων στο μέλλον, όπως π.χ. με φθορισμομετρία (εδάφιο 

3.1). Τα εγγενή κατάλοιπα που επιλέχθηκαν να αντικατασταθούν ήταν κατά το δυνατόν 

συγγενέστερα προς την Trp σε όγκο και υδροφοβικότητα (Phe, Leu, Tyr, ή Val), ενώ οι 

γειτονικές περιοχές της αλληλουχίας αυτών των καταλοίπων ήταν ήδη υπό μελέτη στο 

εργαστήριο με άλλες στρατηγικές μεταλλαξιγένεσης και είχαμε ήδη κάποια αρχικά στοιχεία για 

τη σημασία τους, συμπεριλαμβανομένων των περιοχών του μοτίβου-υπογραφή (Karatza et al., 

2006) και του ΤΜ12 (Papakostas et al., 2008). Όπως περιγράφεται στη συνέχεια, τα 

αποτελέσματα της λειτουργικής ανάλυσης των 7 αυτών μεταλλαγμάτων μοναδικής τρυπτοφάνης 

δείχνουν ότι αντικαταστάσεις στην περιοχή της αμφιλεγόμενης έλικας TM9a (LHL8/9 στην 

Εικόνα 3.37) οδηγούν σε απώλεια της έκφρασης στη μεμβράνη (L302W, L319W), ενώ η 

αντικατάσταση της Leu-268 στον κυτταροπλασματικό άκρο της έλικας TM8 οδηγεί σε πλήρη 

απενεργοποίηση (L268W) παρά το ότι η περμεάση αυτή εκφράζεται κανονικά (Εικόνα 3.37).  
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3.4.1.1 Λειτουργικός χαρακτηρισμός των μεταλλαγμάτων μοναδικής τρυπτοφάνης 

Τα μεταλλάγματα μοναδικής τρυπτοφάνης YgfO(W73F/F252W)-His10, YgfO(W73F/ 

L268W)-His10, YgfO(W73F/L302W)-His10, YgfO(W73F/L319W)-His10, YgfO(W73F/Y338W)-

His10, YgfO(W73F/F360W)-His10 και YgfO(W73F/V426W)-His10 εκφράσθηκαν σε κύτταρα E. 

coli T184 μέσω IPTG-επαγόμενων πλασμιδιακών φορέων pT7-5 και ελέγχθηκαν τα επίπεδα 

έκφρασής τους στη μεμβράνη και η ενεργότητα πρόσληψης [8-3H]ξανθίνης (Eικόνα 3.38). 

Παρατηρούμε ότι τα μεταλλάγματα YgfO(W73F/F252W)-His10, YgfO(W73F/Y338W)-His10 και 

YgfO(W73F/V426W)-His10 εκφράζονται στη μεμβράνη της E. coli σε υψηλά επίπεδα, 

συγκρίσιμα με αυτά της ελεύθερης τρυπτοφανών περμεάσης YgfO(W73F)-His10, και έχουν πολύ 

υψηλές τιμές ενεργότητας (αρχικές ταχύτητες, μεταξύ 70-140% σε σχέση με την W-less YgfO). 

Αντίθετα, τα μεταλλάγματα YgfO(W73F/L302W)-His10 και YgfO(W73F/L319W)-His10 δεν 

εκφράζονται καθόλου στη μεμβράνη και, λογικά, δεν εμφανίζουν καμιά ενεργότητα (Εικόνα 

3.38), ενώ και το μετάλλαγμα YgfO(W73F/F360W)-His10 έχει οριακά επίπεδα έκφρασης και 

ενεργότητας (5-10%). Τέλος, το μετάλλαγμα YgfO(W73F/L268W)-His10 εκφράζεται σε πολύ 

υψηλά επίπεδα στη μεμβράνη, όμοια με αυτά της W-less YgfO, αλλά έχει σχεδόν μηδενική 

ενεργότητα (1-2%). Βλέπουμε, λοιπόν, ότι οι αντικαταστάσεις με τρυπτοφάνη στην περιοχή της 

αμφιπαθούς έλικας TM9a (LHL8/9 στην Εικόνα 3.37) οδηγούν σε δομική αποσταθεροποίηση, 

πράγμα που μπορεί να σχετίζεται βέβαια και με την ανεπαρκή πρόβλεψη της τοπολογίας από 

τους αλγόριθμους στην περιοχή αυτή (εδάφιο 3.2.1) αλλά, κυρίως, ότι η αντικατάσταση της Leu-

268, στο κυτταροπλασματικό άκρο της έλικας TM8, οδηγεί σε απενεργοποίηση, παρά το ότι δεν 

επηρεάζεται η έκφραση, γεγονός που μπορεί να δείχνει κάποιο σημαντικό λειτουργικό ρόλο 

στην θέση αυτή (Εικόνα 3.37).    
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Εικόνα 3.37 Τοπολογικό μοντέλο του YgfO, σε σχέση με τα αποτελέσματα της ανάλυσης των μεταλλαγμάτων 
μοναδικής τρυπτοφάνης (single-Trp mutants) (F252W, L268W, L302W, L319W, Y338W, F360W, V426W) και την 
θέση της μοναδικής εγγενούς τρυπτοφάνης του YgfO (Trp-73). Τα αποτελέσματα περιγράφονται στο εδάφιο 3.4.1.  
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 Εικόνα 3.38 Επίπεδα μεμβρανικής έκφρασης και ενεργότητα μεταφοράς ξανθίνης για τα μεταλλάγματα F252W, 
L268W, L302W, L319W, Y338W, F360W και V426W του YgfO(W-less)-His10. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν 
επαχθεί με IPTG για την έκφραση των υπό μελέτη περμασών από πλασμίδια pT7-5/ygfO(W-less)-His10 ή pT7-
5/ygfO(single-W)-His10 συνελέγησαν με φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα. 
Κλάσματα μεμβρανών που παρασκευάσθηκαν από τα κύτταρα αυτά (100 μg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδρομή) 
αναλύθηκαν με SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι των ιστιδινών (PentaHis-HRP) σε 
αραίωση 1:5000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης με ενισχυμένη χημειοφωταύγεια 
(ECL). Στα αριστερά σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, 
Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού 
μεταφοράς [8-3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα (Vo) μετρήθηκε σε 10-30 sec και μέγιστα 
επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 1-10 min. Οι τιμές του αρνητικού μάρτυρα (T184 
μετασχηματισμένα με κενό φορέα pΤ7-5) (αρχική ταχύτητα, 0.021±0.006 nmol mg–1 min-1) αφαιρέθηκαν από τις 
αντίστοιχες τιμές των δειγμάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιμές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιμών 
της YgfO(W-less)-His10 (αρχική ταχύτητα, 0.86±0.07 nmol mg–1 min-1) με τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) 
από 3 πειράματα.   
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3.4.2 Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης στην περιοχή Υ266-V314  

Με βάση τις παραπάνω σημαντικές ενδείξεις για την δομική-λειτουργική ιδιαιτερότητα 

της ευρύτερης περιοχής μεταξύ TM8 και TM9 (Εικόνα 3.37), θελήσαμε να εξετάσουμε πιο 

συστηματικά όλα τα κατάλοιπα της περιοχής αυτής με μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης. 

Εστιασθήκαμε στην περιοχή της αλληλουχίας 266-314 μεταξύ του C-τελικού άκρου της TM8 

και του C-τελικού άκρου της αμφιλεγόμενης έλικας TM9a (LHL8/9) (Εικόνα 3.37), εφόσον 

είχαν ήδη εξετασθεί σε προηγούμενες μελέτες (Karatza et al., 2006) τα κατάλοιπα της περιοχής 

315-340 που περιέχει το μοτίβο-υπογραφή. Τα αρχικά πειράματα μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνών 

(Εικόνες 3.39 και 3.40) έγιναν από τον Αλέξανδρο Καλλή, στα πλαίσια της Μεταπτυχιακής 

Διπλωματικής του εργασίας Ειδίκευσης (ΜΔΕ) (2009) και έδειξαν καταρχήν ότι τα σημαντικά 

κατάλοιπα συγκεντρώνονται σε δύο υποπεριοχές αλληλουχίας, την 272ΕAVGDITATAMVS284 

και την 296RLKGGVLADG305. Στη συνέχεια, επικεντρωθήκαμε στην πρώτη υποπεριοχή 
272ΕAVGDITATAMVS284 που περιλαμβάνει το άκρο της διαμεμβρανικής έλικας TM8 και την 

αμέσως επόμενη αλληλουχία με την οποία ξεκινά το υδρόφιλο τμήμα πριν την αμφιπαθική έλικα 

TM9a (LHL8/9). Έγινε εκτενέστερη μεταλλαξιγένεση, στην αλληλουχία αυτή, με 

αντικαταστάσεις σε δομικώς συγγενέστερα αμινοξέα για τις θέσεις Asp276, Ile277, Thr278, 

Ala279, Thr280, και Ala281, και ανάλυση της λειτουργικής επίδρασης του ειδικού SH-

αντιδραστηρίου NEM καθώς και του υποστρώματος (ξανθίνης) στις θέσεις Ala-273 (A273C), 

Gly-275 (G275C), και Ser-284 (S284C). Συνοπτικά, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

καρβοξυλομάδα της Asp-276 είναι πολύ σημαντική για τη λειτουργία του YgfO και η Gly-275 

(G275C) είναι πολύ ευαίσθητη σε απενεργοποίηση από αλκυλίωση με το NEM και η ευασθησία 

της αυξάνεται παρουσία υποστρώματος. Και τα δύο αυτά κατάλοιπα βρίσκονται προς την ίδια 

πλευρά α-έλικας του TM8 με το Glu-272, που είναι συντηρημένο και λειτουργικά 

αναντικατάστατο (Karena and Frillingos, 2009) και με την Leu-268, που είναι ευαίσθητη σε 

απενεργοποίηση με αντικατάσταση σε τρυπτοφάνη (εδάφιο 3.4.1). Επίσης, αμέσως μετά το 

πιθανό άκρο της έλικας TM8, η αλληλουχία Thr-Ala-Thr-Ala (278-281) σχηματίζει μια σειρά 

πλευρικών ομάδων όπου η εισαγωγή ομάδας μεγαλύτερου όγκου ή διαφορετικής γεωμετρίας 

καταστρέφει την ενεργότητα ή και την έκφραση στη μεμβράνη, γιατί πιθανόν παρεμποδίζεται 

κάποια σημαντική στερεοχημική αλληλεπίδραση.          
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3.4.2.1 Γενική εικόνα από την ανάλυση των μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεΐνης 

 Τα περισσότερα από τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης, στην περιοχή των θέσεων 

καταλοίπων 266-314, εκφράζονται στη μεμβράνη της E. coli σε υψηλά επίπεδα, αλλά υπάρχουν 

5 μεταλλάγματα που δεν εκφράζονται καθόλου (T278C, A279C, T280C, A281C, G305C) και 1 

που εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα (I277C) (Εικόνα 3.39). Εκτός από τα 5 μεταλλάγματα 

που δεν εκφράζονται, υπάρχουν 5 ακόμη μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης που εμφανίζουν 

ελάχιστα έως μηδενικά επίπεδα ενεργότητας (κάτω του 10% σε σχέση με την C-less YgfO), τα 

D276C, I277C, G299C και δύο (E272C, D304C) που έχει δειχθεί ότι αντιστοιχούν σε 

αναντικατάστατα κατάλοιπα (Glu-272, Asp-304) (Karena and Frillingos, 2009) (Εικόνα 3.40). 

Από τα λειτουργικά μεταλλάγματα, ευαισθησία σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ παρουσιάζουν 

κυρίως 3, τα A273C, G275C και S284C, που διατηρούν μόνο 1-10% της ενεργότητας μετά από 

επώαση με 2 mM ΝΕΜ, και, κατά δεύτερο λόγο, τα R296C, G300C και V301C, που διατηρούν 

30-40% της ενεργότητας μετά από επώαση με 2 mM ΝΕΜ (Εικόνα 3.41). Παρατηρούμε ότι όλα 

τα σημαντικά κατάλοιπα συγκεντρώνονται σε δύο υποπεριοχές αλληλουχίας (Εικόνα 3.40), την 
272ΕAVGDITATAMVS284 και την 296RLKGGVLADG305 [με έντονα στοιχεία: θέσεις όπου το 

μετάλλαγμα μοναδικής Cys έχει μηδενική ενεργότητα, μεταξύ των οποίων είναι και οι 

αναντικατάστατες E272 και D304, με υπογράμμιση: θέσεις όπου το μετάλλαγμα είναι ευαίσθητο 

σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ, με έντονα πλάγια στοιχεία και υπογράμμιση: θέσεις όπου το 

μετάλλαγμα μοναδικής Cys δεν εκφράζεται καθόλου στη μεμβράνη]. Η πρώτη από τις δύο 

υποπεριοχές, 272ΕAVGDITATAMVS284, που βρίσκεται στο πιθανό κυτταροπλασματικό άκρο 

της έλικας TM8 και στο αμέσως επόμενο τμήμα αλληλουχίας, περιέχει σαφώς τις πιο 

ενδιαφέρουσες θέσεις καταλοίπων, δηλ. το αναντικατάστατο και απόλυτα συντηρημένο (Εικόνα 

3.36) Glu-272, την επίσης απόλυτα συντηρημένη Gly-275, όπου εμφανίζεται η μεγαλύτερη 

ευαισθησία στο NEM, το Asp-276, και τη σειρά των 4 καταλοίπων 278ΤΑΤΑ281 όπου είχαμε 

πλήρη απώλεια της έκφρασης στη μεμβράνη για τα αντίστοιχα μεταλλάγματα κυστεϊνών 

(Εικόνα 3.40). Η δεύτερη υποπεριοχή, 296RLKGGVLADG305, περιέχει θέσεις μικρότερης 

ευαισθησίας στο ΝΕΜ, τις Gly-299 και Gly-305 για τις οποίες βρέθηκε στη συνέχεια ότι 

μπορούν να αντικατασταθούν με πλήρη διατήρηση της ενεργότητας και/ή έκφρασης στη 

μεμβράνη (Καλλής Αλ., αδημοσίευτα αποτελέσματα), ενώ το αναντικατάστατο Asp-304 είχε 

μελετηθεί ήδη (Karena and Frillingos, 2009).  
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Εικόνα 3.39 Επίπεδα μεμβρανικής έκφρασης των μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεϊνης στις θέσεις 266-314 του 
YgfO(C-less)-BAD. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των υπό μελέτη περμασών 
από πλασμίδια pT7-5/ygfO(C-less)-BAD ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-BAD συνελέγησαν με φυγοκέντρηση και 
επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα. Κλάσματα μεμβρανών που παρασκευάσθηκαν από τα 
κύτταρα αυτά (100 μg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδρομή) αναλύθηκαν με SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση με 
αβιδίνη (avidin-HRP), σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης με 
ενισχυμένη χημειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά των ηλεκτροφορημάτων σημειώνονται οι θέσεις μετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range).  

[Τα πειράματα αυτά έγιναν αρχικά από τον Αλέξανδρο Καλλή, υπό την εργαστηριακή επίβλεψη της Αικατερίνης 
Γεωργοπούλου (ΜΔΕ, 2009). Τα επίπεδα έκφρασης για τα μεταλλάγματα της περιοχής 276-281 επιβεβαιώθηκαν 
ανεξάρτητα από τον Γ. Μερμελέκα] 
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Εικόνα 3.40  Επίπεδα ενεργότητας των μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεϊνης στις θέσεις 266-314 του YgfO(C-
less)-BAD. E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των υπό μελέτη περμασών από πλασμίδια 
pT7-5/ygfO(C-less)-BAD ή pT7-5/ygfO(single-Cys)-BAD υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [8-
3H]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C, όπως περιγράφεται αναλυτικά στις Μεθόδους. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης 
ξανθίνης μετράται σε 10-30 sec. Φαίνονται επίσης ο δύο υποπεριοχές αλληλουχίας όπου συγκεντρεώνονται τα πιο 
σημαντικά κατάλοιπα και οι ιδιότητες των μεταλλαγμάτων στις θέσεις αυτές, όπως περιγράφεται στο κείμενο.  

[Τα πειράματα αυτά έγιναν αρχικά από τον Αλέξανδρο Καλλή, υπό την εργαστηριακή επίβλεψη της Αικατερίνης 
Γεωργοπούλου (ΜΔΕ, 2009), με εξαίρεση τα μεταλλάγματα S284C και S296C που είχαν εξετασθεί αρχικά από την 
Σωτηρία Λιμπανοβνού (πτυχιακή διπλωματική εργασία, 2006) και τα μεταλλάγματα E272C και D304C που 
εξετάσθηκαν από την Αικατερίνη Καρενά (Καρενά, 2005). Οι ενεργότητες πρόσληψης ξανθίνης για τα 
μεταλλάγματα της περιοχής 273-284 καθώς και τα αρχικά δεδομένα για την λειτουργική επίδραση του ΝΕΜ 
επιβεβαιώθηκαν ανεξάρτητα από τον Γ. Μερμελέκα] 
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Εικόνα 3.41  Επίδραση του Ν-αιθυλμηλεϊμιδίου (ΝΕΜ) (2 mM) στις ενεργότητες των μεταλλαγμάτων μοναδικής 
κυστεϊνης στις θέσεις 266-314 του YgfO(C-less)-BAD. Φαίνονται οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης [3H]ξανθίνης 
(V0) από κύτταρα T184 που εκφράζουν τις αντίστοιχες περμεάσες, πριν και μετά την επώαση με ΝΕΜ, για την 
περιοχή καταλοίπων 266-287 (άνω) και 288-314 (κάτω) (ίδιες συνθήκες, όπως και στην Εικόνα 3.40).  
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3.4.2.2  Εκτενέστερη μεταλλαξιγένεση στην περιοχή 278-281 (Thr-Ala-Thr-Ala) 

Οι θέσεις όπου η αρχική μεταλλαξιγένεση ανέδειξε μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης με 

μηδενική έκφραση (Τhr-278, Αla-279, Τhr-280, Αla-281) υπεβλήθησαν σε εκτενέστερη 

μεταλλαξιγένεση σημειακής στόχευσης, αντικαθιστώντας με όσο το δυνατόν συγγενέστερα 

αμινοξέα (Ser ή Asn αντί Thr, Gly ή Ser αντί Ala) στο υπόστρωμα της φυσικού τύπου 

περμεάσης YgfO. Επίσης, σε ένα τετραπλό μετάλλαγμα, διατηρήθηκαν τα αμινοξέα της 

αλληλουχίας 278-281 αλλά ανταλλάχθηκε η σειρά τους (Ala-Thr-Ala-Thr). Τα 9 αυτά 

μεταλλάγματα του YgfO ελέγχθηκαν ως προς την έκφραση στη μεμβράνη (Εικόνα 3.42) και την 

ενεργότητά τους (Εικόνα 3.43). Βρέθηκε ότι τα μεταλλάγματα A279G(wt) και A281G(wt) 

έχουν έκφραση και ενεργότητα παρόμοια με αυτή του wild-type, ενώ τα A279S(wt) και 

A281S(wt) έχουν 100% έκφραση στη μεμβράνη και  μειωμένη αλλά υψηλή ενεργότητα (50-

80% σε σχέση με το wild-type) (Εικόνα 3.43). Τα μεταλλάγματα T278S(wt) και T280S(wt)  

έχουν επίσης πλήρη έκφραση και ενεργότητα, στα επίπεδα του wild-type, ενώ το T278N(wt) 

έχει κανονική έκφραση και 50% ενεργότητα, και το T280N(wt) έχει μηδενική σχεδόν έκφραση 

και ενεργότητα (Εικόνες 3.42 και 3.43). Από την άλλη πλευρά, όταν διατηρήσαμε τα 4 

κατάλοιπα αλλάζοντας απλώς τη σειρά τους (Ala-Thr-Ala-Thr), το τετραπλό μετάλλαγμα 

[TATA(278-281)ATAT] διατηρεί υψηλά επίπεδα έκφρασης (30% σε σχέση με τον wild-type) 

αλλά έχει μηδενική ενεργότητα (Εικόνες 3.42 και 3.43). 
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Εικόνα 3.42   Επίπεδα μεμβρανικής έκφρασης των μεταλλαγμάτων T278S, T278N, A279G, A279S, T280S, 
T280N, A281G, A281S και TATA(278-281)ATAT του YgfO(wt)-BAD. Κλάσματα μεμβρανών 
παρασκευάσθηκαν από E. coli Τ184 μετασχηματισμένα με pT7-5/ygfO(wt)-BAD και με τις αντίστοιχες 
αντικαταστάσεις καταλοίπων, που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμεασών. Τα δείγματα 
μεμβρανών (100 μg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδρομή) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και 
ανοσοαποτύπωση με αβιδίνη (avidin-HRP), σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της 
αντίδρασης υπεροξειδάσης με ενισχυμένη χημειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά, σημειώνονται οι θέσεις 
μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low 
Range). Ανάλυση των ανοσοαποτυπωμάτων και ποσοτική εκτίμηση των επιπέδων έκφρασης έγινε με το 
πρόγραμμα Quantity-one (BioRad). 
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 Εικόνα 3.43 Επίπεδα ενεργότητας των μεταλλαγμάτων T278S, T278N, A279G, A279S, T280S, T280N, A281G, 
A281S και TATA(278-281)ATAT του YgfO(wt)-BAD. Κύτταρα E. coli Τ184 μετασχηματισμένα με pT7-
5/ygfO(wt)-BAD και με τις αντίστοιχες αντικαταστάσεις καταλοίπων, που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση 
των περμεασών, υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C. Η αρχική 
ταχύτητα (Vo) μετρήθηκε σε 10-30 sec και μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 1-10 min. Οι 
τιμές του αρνητικού μάρτυρα (T184 μετασχηματισμένα με κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες 
τιμές των δειγμάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιμές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιμών της 
YgfO(wt)-BAD με τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράματα.   
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3.4.2.3  Mεταλλαξιγένεση των Asp-276 και Ile-277 

Οι θέσεις όπου η αρχική μεταλλαξιγένεση ανέδειξε μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης με 

ελάχιστη ενεργότητα παρά το ότι υπήρχε έκφραση στη μεμβράνη (Asp-276, Ile-277) 

υπεβλήθησαν σε εκτενέστερη μεταλλαξιγένεση σημειακής στόχευσης, αντικαθιστώντας με όσο 

το δυνατόν συγγενέστερα αμινοξέα (Glu ή Asn αντί Asp, Leu αντί Ile) στο υπόστρωμα της 

φυσικού τύπου περμεάσης YgfO. Τα 3 αυτά μεταλλάγματα του YgfO ελέγχθηκαν ως προς την 

έκφραση στη μεμβράνη (Εικόνα 3.44) και την ενεργότητά τους (Εικόνα 3.45). Βρέθηκε ότι και 

τα 3 μεταλλάγματα εκφράζονται κανονικά στη μεμβράνη, σε επίπεδα του wild-type (Εικόνα 

3.44), τo μετάλλαγμα I279L(wt) έχει πολύ υψηλή ενεργότητα (70-85%), το D276E(wt) έχει 

100% ενεργότητα, ενώ το D276N(wt) έχει πολύ μικρή ενεργότητα, γύρω στο 10% του wild-type 

(Εικόνα 3.45). 

 

3.4.2.4  Ανάλυση της επίδρασης του ΝΕΜ στα μεταλλάγματα A273C, G275C και S284C 

Τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης στις θέσεις όπου βρέθηκε έντονη ευαισθησία σε 

απενεργοποίηση από το ΝΕΜ (Ala-273, Gly-275, Ser-284) αναλύθηκαν σε ένα εύρος 

συγκεντρώσεων ΝΕΜ (1 μΜ έως 2 mM) για να προσδιορισθεί η συγκέντρωση που προκαλεί 

50% αναστολή της ενεργότητας (IC50). Από αυτά τα πειράματα βρέθηκε ότι η G275C έχει IC50 

για αναστολή από το ΝΕΜ στα 15 μΜ, η  S284C έχει IC50 (ΝΕΜ) 100 μΜ, και η A273C έχει 

IC50 (ΝΕΜ) 0.9 mM (Εικόνα 3.46). Οι δύο περμεάσες που επηρεάζονται σε πιο μεγάλο βαθμό 

(G275C και S284C) εξετάσθηκαν στη συνέχεια για την επίδραση που μπορεί να είχε η παρουσία 

υποστρώματος (ξανθίνης) στην απενεργοποίηση από το ΝΕΜ (Εικόνα 3.47). Για τα πειράματα 

αυτά, χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις NEM πλησίον του IC50 σε κάθε περίπτωση, δηλ. 20 μΜ 

για την G275C, και 100 μΜ για την S284C. Βρέθηκε ότι η παρουσία ξανθίνης (1 mM) αυξάνει 

την ευαισθησία της G275C σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ (από μείωση ενεργότητας κατά 

50% σε μείωση ενεργότητας κατά 75%), ενώ δεν επηρεάζει την S284C (Εικόνα 3.47). Η αύξηση 

της ευαισθησίας της G275C σημαίνει πιθανόν ότι η αλλαγή διαμόρφωσης της πρωτεΐνης (λόγω 

της πρόσδεσης της ξανθίνης) διευκολύνει την πρόσβαση του ΝΕΜ στη συγκεκριμένη θέση ή την 

μετατοπίζει σε περιβάλλον όπου ο μηχανισμός λειτουργίας παρεμποδίζεται πιο έντονα. 
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 Εικόνα 3.45 Επίπεδα ενεργότητας των μεταλλαγμάτων D276E, D276N, και I277L του YgfO(wt)-BAD. Κύτταρα E. 
coli Τ184 μετασχηματισμένα με pT7-5/ygfO(wt)-BAD και με τις αντίστοιχες αντικαταστάσεις καταλοίπων, που 
είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των περμεασών, υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς 
[3Η]ξανθίνης (1 μΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα (Vo) μετρήθηκε σε 10-30 sec και μέγιστα επίπεδα 
συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 1-10 min. Οι τιμές του αρνητικού μάρτυρα (T184 μετασχηματισμένα με 
κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιμές των δειγμάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιμές εκφράζονται 
ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιμών της YgfO(wt)-BAD με τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 
πειράματα.   

 

 

Εικόνα 3.44   Επίπεδα μεμβρανικής έκφρασης των μεταλλαγμάτων D276E, D276N, και I277L του YgfO(wt)-
BAD. Κλάσματα μεμβρανών παρασκευάσθηκαν από E. coli Τ184 μετασχηματισμένα με pT7-5/ygfO(wt)-BAD 
και με τις αντίστοιχες αντικαταστάσεις καταλοίπων, που είχαν επαχθεί με IPTG για την έκφραση των 
περμεασών. Τα δείγματα μεμβρανών (100 μg πρωτεΐνης ανά διαδρομή) αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση SDS-
PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση με αβιδίνη (avidin-HRP), σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του 
προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης με ενισχυμένη χημειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά, σημειώνονται 
οι θέσεις μετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων μοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, 
Low Range). Ποσοτική ανάλυση των ανοσοαποτυπωμάτων έγινε με το πρόγραμμα Quantity-one (BioRad). 
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Εικόνα 3.46 Επίδραση του ΝΕΜ στην ενεργότητα των μεταλλαγμάτων A273C, G275C και S284C του YgfO(C-
less)-BAD. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τα αντίστοιχα μεταλλάγματα (βλ. και Εικόνες 3.41 και 3.42) 
υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 μΜ) στους 25 °C, παρουσία PMS (0.2 mM) και 
ασκορβικού (20 mM), μετά από προεπώαση με 1 μΜ – 2 mM ΝΕΜ, όπως φαίνεται στο διάγραμμα (βλ. Υλικά 
και Μέθοδοι, εδάφιο 2.6.1). Μετρήθηκαν οι αρχικές ταχύτητες σε χρόνους 5-20 sec και οι τιμές 
προσαρμόσθηκαν στις κατάλληλες εξισώσεις για να υπολογισθούν οι συγκεντρώσεις ΝΕΜ που προκαλούν 50% 
αναστολή ενεργότητας (IC50), χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Prism4.   
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Εικόνα 3.47 Επίδραση υποστρώματος (ξανθίνη) στην αναστολή της ενεργότητας από το ΝΕΜ των μεταλλαγμάτων 
G275C και S284C του YgfO(C-less)-BAD. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τα αντίστοιχα μεταλλάγματα (βλ. 
και Εικόνες 3.41 και 3.42) υπεβλήθησαν σε δοκιμασία ενεργού μεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 μΜ) στους 25 °C, 
παρουσία PMS (0.2 mM) και ασκορβικού (20 mM), μετά από προεπώαση με 20 μΜ ΝΕΜ (G275C) ή 100 μΜ 
ΝΕΜ (S284C), παρουσία ή απουσία ξανθίνης (1 mM), και έκπλυση της περίσσειας υποστρώματος και 
αντιδραστηρίων, με φυγοκέντρηση, μετά τον τερματισμό της αντίδρασης (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, εδάφιο 2.6.1). 
Παρουσιάζονται οι καμπύλες χρονικής προόδου της πρόσληψης [3Η]ξανθίνης για τις αντίστοιχες συνθήκες 
προεπώασης που φαίνονται στα δεξιά των διαγραμμάτων.  

.  
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4.1 Γενική τοπολογική οργάνωση του μεταφορέα YgfO (XanQ)  

Πολλές πειραματικές αναλύσεις της τοπολογίας των διαμεμβρανικών μεταφορέων έχουν 

στηριχθεί σε μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής στόχευσης σε κορυφαίες θέσεις των υδρόφιλων 

συνδετικών τμημάτων (loops) και έλεγχο της προσβασιμότητας των κυστεϊνών που εισάγονται 

σε υδρόφιλα αντιδραστήρια που δεν διαπερνούν τη μεμβράνη (substituted cysteine accessibility 

method, SCAM). Τα αποτελέσματα από τέτοιες μελέτες συνήθως δίνουν μια γενική εικόνα του 

κατά πόσον ένα μοντέλο θεωρητικής πρόβλεψης για τη σειρά των συνδετικών τμημάτων που 

βρίσκονται εναλλάξ από την μία και από την άλλη πλευρά της μεμβράνης επαληθεύεται ή όχι, 

καθώς και για το αν επαληθεύεται η πρόβλεψη για τον συνολικό αριθμό διαμεμβρανικών 

τμημάτων π.χ. αν είναι 10 ή 11, 12 ή 13 (Yan and Maloney, 1993; Loo and Clarke, 1995; Jung et 

al., 1998; van Geest and Lolkema, 2000; Ding and Wilson, 2001; Culham et al., 2003; Cao and 

Matherly, 2004; Yagur-Kroll and Amster-Choder, 2005; Nanatani et al., 2009). Ωστόσο, η 

πειραματική αυτή επαλήθευση έχει συχνά δυσκολίες, κυρίως γιατί η πρόσβαση και 

αντιδραστικότητα του υδρόφιλου SH-αντιδραστηρίου μπορεί να επηρεάζεται ισχυρά από την 

τοπική δευτεροταγή δομή, π.χ. σε εκτενείς υδρόφιλες συνδετικές περιοχές, ή από περιοχές με 

ιδιαίτερη τοπολογική διευθέτηση, όπως αλληλουχίες στην περιοχή του ενεργού κέντρου (το 

ενεργό κέντρο έχει πρόσβαση στο υπόστρωμα μέσω μιας κεντρικής υδρόφιλης κοιλότητας που 

σχηματίζεται μέσα στη μεμβράνη).  

Στο εργαστήριό μας, έχοντας στα χέρια μας τα κατάλληλα μοριακά εργαλεία από την 

μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης στον μεταφορέα YgfO (Καρατζά, 2006), επιχειρήσαμε 

καταρχήν να εφαρμόσουμε την ανάλυση SCAM για να εξετάσουμε τη γενική τοπολογική 

οργάνωση του μεταφορέα αυτού: πρόκειται για την πρώτη μελέτη ενός μεταφορέα της 

οικογένειας NAT/NCS2 σε αυτό το επίπεδο, που έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς οι αλγόριθμοι 

πρόβλεψης τοπολογίας στην περιοχή κυρίως του μοτίβου-υπογραφή NAT (Karatza et al., 2006; 

Koukaki et al., 2005) δίνουν αντικρουόμενες προβλέψεις. Τα πειράματα SCAM έγιναν με το 

ειδικό υδρόφιλο αντιδραστήριο MTSES-, που θεωρείται από τα πιο ενδεδειγμένα αφού έχει 

δειχθεί με πειράματα σε σφαιροπλάστες (Kwaw et al., 2001) και σε κυστίδια (Kaback et al., 

2007), ότι δεν διαπερνά τη βακτηριακή μεμβράνη. Τα αποτελέσματά μας δείχνουν πως η 

εναλλαγή προσβασιμότητας των συνδετικών περιοχών μεταξύ των πιθανών διαμεμβρανικών 

τμημάτων (TM) 1 έως 8 ακολουθεί την πρόβλεψη που δίνουν σε γενικές γραμμές όλοι οι 

διαθέσιμοι αλγόριθμοι, και κυρίως ο TMHMM που χρησιμοποιήθηκε για ένα πρώτο μοντέλο 
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αναφοράς (Εικόνα 4.1). Ωστόσο, στην C-τελική περιοχή, δηλ. από το TM8 έως και το TM12, 

όλες οι θέσεις που ελέγχθηκαν εμφανίζονται προσβάσιμες από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο 

περιβάλλον, αντίθετα με τα αναμενόμενα. Αυτή η διαφορά μπορεί να οφείλεται σε δεδομένα που 

δεν είναι δυνατόν να γνωρίζουμε αυτή τη στιγμή, όπως πιθανόν στην ύπαρξη αμφιπαθικών 

περιοχών που δεν είναι διαμεμβρανικές, δηλ. δεν διατρέχουν ολόκληρη τη μεμβράνη, και/ή 

επανεισερχόμενων συνδετικών τμημάτων (reentrant loops), τα οποία διαμορφώνουν διαφορετικά 

την τοπολογία του μεταφορέα YgfO στο C-τελικό τμήμα. Η πιθανότητα ύπαρξης πολλών 

συνδετικών περιοχών που δεν είναι σε διαμόρφωση α-έλικας ενισχύεται από τα ευρήματά μας 

στα φάσματα CD του απομονωμένου YgfO (εδάφιο 3.1.2) που δείχνουν σχετικά χαμηλό 

συνολικό ποσοστό α-έλικας (41%) ενώ το τρέχον μοντέλο τοπολογίας (Εικόνα 4.1) προβλέπει 

άνω του 60% των περιοχών αλληλουχίας ως διαμεμβρανικές α-έλικες. Άλλοι πρωτονιο-

εξαρτώμενοι διαμεμβρανικοί μεταφορείς που έχουν μια πιο συμπαγή δομή α-ελίκων χωρίς 

μεγάλες συνδετικές περιοχές ή reentrant loops, όπως η περμεάση λακτόζης LacY (Abramson et 

al., 2003) δίνουν πολύ πιο υψηλά ποσοστά α-έλικας σε φασματοσκοπία CD, π.χ. η περμεάση 

LacY δίνει 85% (Foster et al., 1983). Άλλωστε, μία σημαντική περιοχή του YgfO, αμέσως πριν 

από το ένατο πιθανά διαμεμβρανικό τμήμα (TM9b), που αντιστοιχεί στην συντηρημένη 

αλληλουχία του μοτίβου-υπογραφή NAT (κατάλοιπα 323-333), έχει πράγματι υποτεθεί ότι 

αποτελεί επανεισερχόμενη θηλειά (reentrant loop) (Papageorgiou et al., 2008; Karatza et al., 

2006) και φαίνεται να εμπλέκεται ενεργά στον μηχανισμό της δέσμευσης και μεταφοράς 

υποστρώματος και στον καθορισμό της εξειδίκευσης τόσο στον YgfO (Karatza et al., 2006) όσο 

και στον ομόλογο μεταφορέα UapA του Aspergillus nidulans (Koukaki et al., 2005).    

Στη συνέχεια, εξετάσαμε πιο αναλυτικά την προσβασιμότητα των θέσεων κυστεϊνών στα 

μεταλλάγματα του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ, που είναι και η πιο ενδιαφέρουσα, λόγω των 

παραπάνω στοιχείων, και είδαμε ότι, πράγματι, πολλά κατάλοιπα της αλληλουχίας αυτής είναι 

προσβάσιμα από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο περιβάλλον. Σε συνδυασμό με τα δεδομένα μας για 

την επίδραση υποστρώματος και την λειτουργική επίπτωση της αλκυλίωσης των κυστεϊνών στα 

μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης, καθώς και από την εκτενή μεταλλαξιγένεση της όλης 

περιοχής μεταξύ των πιθανών TM8 και TM9a-b, καταλήγουμε πράγματι σε ένα πιο λεπτομερές, 

αναθεωρημένο μοντέλο που θεωρεί ότι το μοτίβο-υπογραφή στον YgfO σχηματίζει πράγματι 

μια επανεισερχόμενη θηλειά μεταξύ δύο αμφιπαθικών ελίκων (TΜ9a και TM9b) (Εικόνα 4.3, 

παρακάτω).                           
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Θα πρέπει να σημειωθεί ότι, εφόσον επιβεβαιωθεί από άλλες μελέτες ότι η τοπολογία του 

YgfO στο C-τελικό τρίτο του μορίου (TM8-12) δεν είναι σαφής αλλά περιέχει εκτεταμένες 

περιοχές με σχετικά υδρόφιλα συνδετικά τμήματα και διακοπτόμενες περιοχές αμφιπαθικών α-

ελίκων, τότε ο μεταφορέας YgfO, και όλη η οικογένεια των ομολόγων του (NAT/NCS2 family) 

θα πρέπει να καταταχθεί στην ομάδα των διαμεμβρανικών μεταφορέων με παρόμοια δομικά 

χαρακτηριστικά, για τους οποίους σαφής συνολική εικόνα της τοπολογικής οργάνωσης και της 

δευτεροταγούς δομής δεν δόθηκε παρά μόνον μετά τις αναλύσεις των κρυσταλλικών δομών σε 

υψηλή ευκρίνεια ανάλυσης (εδάφιο 1.2). Χαρακτηριστικές τέτοιες περιπτώσεις περίπλοκης 

τοπολογίας διαμεμβρανικών μεταφορέων είναι του LeuTAa, ομόλογου της οικογένειας 

συμμεταφορέων νευροδιαβιβαστών:Na+ από το θερμόφιλο βακτήριο Aquifex aeolicus 

(Yamashita et al., 2005; Singh et al., 2007, 2008) και του GltPh, ομολόγου των μεταφορέων 

γλουταμικού του ΚΝΣ (EAAT1-5) από το υπερθερμόφιλο αρχαίο Pyrococcus horikoshii 

(Yernool et al., 2004). Από τα παραπάνω, είναι σαφές ότι για την διαλεύκανση της τοπολογίας 

του YgfO και των ομολόγων του θα απαιτηθούν και άλλες βιοχημικές μελέτες, όπως μελέτες 

SCAM σε κυστίδια ανεστραμμένου προσανατολισμού (inside-out membrane vesicles) ή μελέτες 

με στρατηγικές γονιδιακής σύντηξης με αλκαλική φωσφατάση και β-γαλακτοσιδάση (εδάφιο 

1.5), ενώ καταλυτική θα είναι η συνεισφορά από την πιθανή επιτυχία κρυσταλλογραφικής 

ανάλυσης του απομονωμένου YgfO, που βρίσκεται σε εξέλιξη στο συνεργαζόμενο εργαστήριο 

του  H. Ronald Kaback (UCLA) (Stroud et al., 2009).  
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Εικόνα 4.1. Γενικό τοπολογικό μοντέλο του μεταφορέα YgfO (XanQ). Κατάλοιπα προσβάσιμα από το 
περίπλασμα φαίνονται σε κύκλους με λευκό φόντο και τα μη προσβάσιμα σε κύκλους με σκούρο φόντο. 
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4.2 Τοπολογική-λειτουργική οργάνωση του μοτίβου-υπογραφή  

Η υψηλά συντηρημένη αλληλουχία του μοτίβου-υπογραφή της οικογένειας NAT  

βρίσκεται μεταξύ των TM9a (αμφιπαθική περιοχή αμφιλεγόμενης τοπολογίας στον YgfO) και 

TM9b (ένατο διαμεμβρανικό τμήμα α-έλικας κατά το πρόγραμμα TMHMM και τους 

περισσότερους αλγορίθμους πρόβλεψης για όλους τους χαρακτηρισμένους μεταφορείς NAT) 

(Εικόνα 4.1). Η 10πεπτιδική αυτή περιοχή αυτή αλληλουχίας φαίνεται να σχηματίζει μια ανοιχτή 

διαμόρφωση, πιθανόν β-στροφή, από in silico αναλύσεις (Koukaki et al., 2005), ενώ, από 

πειράματα μεταλλαξιγένεσης στον YgfO (Karatza et al., 2006), φαίνεται ότι το C-τελικό άκρο 

αυτής της αλληλουχίας-μοτίβου αποτελεί και την αρχή μιας αμφοπαθικής α-έλικας, πιθανότατα 

της TM9b (Εικόνα 4.1), η μία όψη της οποίας είναι πολύ σημαντική στον μηχανισμό 

αναγνώρισης πουρινών (Karatza et al., 2006; Karena and Frillingos, 2009). Η αλληλουχία του 

μοτίβου-υπογραφή είχε αρχικά συνδεθεί με τον καθορισμό της εξειδίκευσης μεταφοράς 

πουρινών από πειράματα ανάλυσης χιμαιρικών πρωτεϊνών μεταξύ UapA και UapC στον 

ασκομύκητα A. nidulans (εδάφιο 1.3.3), τα οποία έδειξαν ότι εμπλέκεται η συνολική συνδετική 

περιοχή μεταξύ των πιθανών διαμεμβρανικών ελίκων TM8 και TM9 (TM9b, στην Εικόνα 4.1), 

μέσα στην οποία εντοπίσθηκε η πολύ υψηλά συντηρημένη περιοχή του μοτίβου-υπογραφή 

(Diallinas et al., 1998). Στη συνέχεια, μεταλλαξιγένεση των πιο συντηρημένων καταλοίπων του 

μοτίβου έδειξε ότι τουλάχιστον ένα (Gln-408/Gln-324) θα πρέπει να εμπλέκεται, άμεσα ή 

έμμεσα, με το κέντρο δέσμευσης υποστρώματος, τόσο στον UapA (Koukaki et al., 2005) όσο 

και στον YgfO (Karatza et al., 2006), ενώ δύο άλλα (Thr-416/Thr-332 και Arg-417/Gly-333) 

είναι σημαντικοί καθοριστές της εξειδίκευσης. Η προτεινόμενη συναινετική αλληλουχία του 

μοτίβου-υπογραφή είναι  η 408(Q/E/P)NXGXXXXT(K/R/G)417 (αρίθμηση σύμφωνα με τον 

UapA) (Diallinas et al., 1998; Meintanis et al., 2000; Amillis et al., 2001) ενώ, από τα πειράματα 

στον YgfO που δείχνουν τη σημασία ενός ακόμη σημαντικού καταλοίπου, στο Ν-τελικό άκρο 

αυτής της αλληλουχίας [Ala-323; Karatza et al., 2006; Georgopoulou et al., αδημοσίευτα 

αποτελέσματα], έχει προταθεί επέκταση της συναινετικής αλληλουχίας του μοτίβου σε 
323(AG//S)(Q/E/P)NXGXXXXT(G/R/K)333 (αρίθμηση σύμφωνα με τον YgfO) (Karena and 

Frillingos, 2009). Στην παρούσα διατριβή, εξετάσαμε την προσβασιμότητα και λειτουργική 

ευαισθησία της περιοχής των 11 αυτών καταλοίπων του YgfO (Ala-323 έως Gly-333) στο 

υδρόφιλο SH-αντιδραστήριο MTSES-, χρησιμοποιώντας τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεϊνης 

που ήδη υπήρχαν στο εργαστήριο (Καρατζά, 2005, Γεωργοπούλου Αικ., διπλωματική πτυχιακή  
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εργασία-2005). Αν και, όπως προκύπτει από το πρόγραμμα TMHMM και άλλους αλγόριθμους, 

το μοτίβο-υπογραφή των περισσότερων χαρακτηρισμένων μεταφορέων NAT τοποθετείται 

τοπολογικά σε ενδοκυτταρική συνδετική περιοχή (Εικόνα 4.1), θέλαμε να εξετάσουμε κατά 

πόσον τα σημαντικά κατάλοιπα του μοτίβου μπορούν να προσεγγιστούν με αντιδραστήρια από 

το υδρόφιλο εξωκυτταρικό περιβάλλον, πράγμα που θα σήμαινε ότι το τοπολογικό μοντέλο θα 

πρέπει να αναθεωρηθεί ριζικά στην περιοχή αυτή.    

 

Το μοτίβο-υπογραφή είναι προσβάσιμο από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο περιβάλλον 

Από τα πειράματα ανάλυσης SCAM σε μεμβρανικά κυστίδια, φαίνεται ότι τα 

περισσότερα αν όχι όλα τα κατάλοιπα του μοτίβου-υπογραφή είναι προσβάσιμα στο MTSES- 

από το υδρόφιλο εξωκυτταρικό περιβάλλον. Συγχρόνως, ακόμη και θέσεις καταλοίπων που δεν 

είχαν δείξει να  επηρεάζονται λειτουργικά από το NEM, όπως τα Gln-330 και Met-331 (Karatza 

et al., 2006), εμφανίζουν πολύ μεγάλη προσβασιμότητα και αντιδραστικότητα με το MTSES-. 

Επίσης, είναι ενδιαφέρον ότι σχετικά μικρότερο βαθμό προσβασιμότητας εμφανίζουν τα 

μεταλλάγματα N325C και N326C, τα οποία έχουν δειχθεί ότι είναι πολύ ευαίσθητα σε 

απενεργοποίηση από το NEM (Karatza et al., 2006). Αυτές οι παρατηρήσεις, που ενισχύονται 

ακόμη περισσότερο από την ανάλυση της ευαισθησίας σε απενεργοποίηση από το MTSES- (βλ. 

παρακάτω), δείχνουν ότι ο βαθμός αλκυλίωσης από τα SH-αντιδραστήρια δεν ακολουθεί τον 

βαθμό ευαισθησίας των θέσεων αυτών σε λειτουργική απενεργοποίηση: όπως έχει τονισθεί και 

στην περίπτωση του NEM (Karatza et al., 2006), αυτό το γεγονός αναδεικνύει περισσότερο την 

λειτουργική σημασία των θέσεων κυστεϊνών που είναι ευαίσθητες σε απενεργοποίηση ακόμα 

και με μικρή σχετικά έκταση αλκυλίωσής τους από τα SH-αντιδραστήρια (βλ. παρακάτω). 

Συνολικά, πάντως, η ανάλυση προσβασιμότητας δείχνει καταρχήν ότι το μοτίβο-υπογραφή είναι 

προσβάσιμο από το περίπλασμα, δηλ. την αντίθετη πλευρά από αυτήν όπου τοποθετείται 

τοπολογικά, υποδεικνύοντας ότι η τοπολογία στην περιοχή αυτή θα πρέπει να είναι διαφορετική.  

 

Η απενεργοποίηση από το MTSES- υπενθυμίζει την περιοδικότητα ευαισθησίας στο ΝΕΜ 

 Εφόσον τα κατάλοιπα του μοτίβου-υπογραφή είναι προσβάσιμα από το MTSES- 

θελήσαμε να εξετάσουμε αν αυτή η τροποποίηση των μεταλλαγμάτων μοναδικής κυστεΐνης του 
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μοτίβου μπορεί να επηρεάζει και την ενεργότητά τους, χρησιμοποιώντας τις ίδιες συνθήκες (50 

μΜ και 0.2 mM MTSES-) και το ίδιο σύστημα ανάλυσης (των μεμβρανικών κυστιδίων RSO). 

Είδαμε, πράγματι, ότι τα μεταλλάγματα A323C, G327C, V328C και G333C είναι ευαίσθητα σε 

απενεργοποίηση από το MTSES- ενώ τα Q330C και M331C δεν αναστέλλονται καθόλου, σε 

συνθήκες όπου η προσβασιμότητα στο αντιδραστήριο αυτό είναι πλήρης (0.2 mM). Αυτό το 

αποτέλεσμα συμφωνεί γενικά με τα δεδομένα από προηγούμενες αναλύσεις ευαισθησίας σε 

αλκυλίωση με το NEM, που είχαν γίνει σε ακέραια κύτταρα in vivo (Karatza et al., 2006), κατά 

τις οποίες και πάλι όλα τα μεταλλάγματα της περιοχής αυτής είναι προσβάσιμα αλλά μόνον τα 

A323C, G327C, V328C, I329C, T332C και G333C αναστέλλονται σε σημαντικό βαθμό, υπό τις 

ίδιες συνθήκες. Φαίνεται, επίσης, καθαρά ότι η περιοδικότητα στην απενεργοποίηση από το 

MTSES- είναι όμοια με αυτήν της ευαισθησίας σε απενεργοποίηση από το NEM (Karatza et al., 

2006) και επιβεβαιώνεται και εδώ ότι υπάρχουν δύο διακριτές περιοχές, μία στην αρχή  του 

μοτίβου με όλα ουσιαστικά τα κατάλοιπα να είναι ευαίσθητα σε απενεργοποίηση (αλληλουχία 

323-329) και μία, στη συνέχεια, όπου η ευαισθησία σε απενεργοποίηση εμφανίζει περιοδικότητα 

α-έλικας (αλληλουχία 329-339). Οι ενδείξεις από την εφαρμογή της φασματοσκοπίας EPR με 

SDSL στα απομονωμένα μεταλλάγματα Q324C και R337C (εδάφιο 3.1.4) είναι επίσης συμβατές 

με αυτήν την υπόθεση, αφού το Q324C δείχνει μεγάλη κινητικότητα του σπιν στη θέση Cys-

324, όπως περιμένουμε από μια περιοχή πιο ελεύθερης διαμόρφωσης και το R337C δείχνει 

μικρή κινητικότητα του σπιν, όπως περιμένουμε από μια περισσότερο δομημένη περιοχή, της α-

έλικας (Hubbell et al., 2000).  

Συνδυαστικά, το εύρημα ότι όλα τα μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης του μοτίβου, 

τόσο αυτά που αναστέλλονται όσο και αυτά που δεν αναστέλλονται από τα SH-αντιδραστήρια 

(ΝΕΜ και MTSES-), είναι προσβάσιμα, δείχνει ότι η επιλεκτική ευαισθησία ορισμένων θέσεων 

σε απενεργοποίηση οφείλεται σε εμπλοκή του SH-αντιδραστηρίου με παρεμπόδιση του 

μηχανισμού της μεταφοράς ξανθίνης. Η πιο απλή ερμηνεία είναι ότι αυτά τα κατάλοιπα έχουν 

συμμετοχή στις αλλαγές διαμόρφωσης του μορίου που συμβαίνουν κατά τη μεταφορά 

υποστρώματος και η ομοιοπολική σύνδεση του ειδικού –SH αντιδραστηρίου (ΝΕΜ ή MTSES-) 

στις θέσεις αυτές εμποδίζει στερεοχημικά τις αλληλεπιδράσεις που είναι απαραίτητες για την 

ολοκλήρωση του κύκλου λειτουργίας. Κατάλοιπα που είναι ευαίσθητα στην αναστολή από 

αλκυλιωτικά αντιδραστήρια, έχει δειχθεί, σε άλλους μεταφορείς, ότι συνήθως βρίσκονται σε 

πλευρές διαμεμβρανικών ελίκων ή άλλες αλληλουχίες που εμπλέκονται με τις αλλαγές 
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διαμόρφωσης και συνδιαμορφώνουν το μονοπάτι μεταφοράς του υποστρώματος, όπως στην 

περίπτωση της περμεάσης λακτόζης LacY (Frillingos et al., 1998; Kaback et al., 2007) ή της 

ομόλογης περμεάσης μελιβιόζης MelY (Tavoulari and Frillingos, 2008) και του αντιμεταφορέα 

τετρακυκλίνης:Η+ TetA (Tamura et al., 2001). Κατ’ αναλογία, στην περίπτωση του μεταφoρέα 

YgfO, μπορεί να προταθεί ότι μέρος του μονοπατιού δέσμευσης-μεταφοράς ξανθίνης 

διαμορφώνεται από κατάλοιπα ευαίσθητα σε αλκυλίωση που ανήκουν στην περιοχή των θέσεων 

του μοτίβου και στην μια πλευρά της αμφιπαθικής έλικας TM9b. 

 

Η δέσμευση υποστρώματος (ξανθίνης) προστατεύει τη θέση Ν325 από αλκυλίωση 

 Παράλληλα, έγινε σύγκριση της προσβασιμότητας των καταλοίπων του μοτίβου προς το 

αντιδραστήριο MTSES- απουσία και παρουσία κορεσμού του κέντρου δέσμευσης με υπόστρωμα 

(ξανθίνη, 1 mM). Αν και βρέθηκε ότι στις περισσότερες θέσεις καταλοίπων του μοτίβου η 

επίδραση του υποστρώματος είναι μικρή, δηλ. δεν εμφανίζεται σημαντική διαφορά στη 

προσβασιμότητα, η δέσμευση υποστρώματος φαίνεται να προστατεύει πλήρως την θέση N325C 

από αλκυλίωση με MTSES- (εδάφιο 3.3): αυτό μπορεί να σημαίνει είτε ότι η Asn-325 βρίσκεται 

στην περιοχή του κέντρου δέσμευσης και το υπόστρωμα παρεμποδίζει στερεοχημικά δηλ. 

αποκλείει την πρόσβαση του αντιδραστηρίου, είτε ότι η δέσμευση υποστρώματος προκαλεί 

μετατόπιση της Cys-325 (N325C) προς λιγότερο υδρόφιλο περιβάλλον δηλ. επηρεάζει έμμεσα 

την διαμόρφωση της περιοχής αυτής με αποτέλεσμα να «κρύβεται» από το αντιδραστήριο η 

θέση Asn-325. Από τις δύο ερμηνείες, η πρώτη φαίνεται επικρατέστερη, για τους εξής λόγους: 

(α) το γειτονικό κατάλοιπο Gln-324 έχει δειχθεί ότι είναι πολύ σημαντικό (αναντικατάστατο) για 

να μπορεί να δεσμεύεται η ξανθίνη ή οποιοδήποτε από τα ανάλογά της με υψηλή συγγένεια 

(Karatza et al., 2006), ενώ το αντίστοιχο κατάλοιπο στον UapA (Gln408) έχει προταθεί ότι 

συμμετέχει απευθείας σε δέσμευση με τον ιμιδαζολικό δακτύλιο της πουρίνης (Koukaki et al., 

2005), (β) το ίδιο το Asn-325 είναι αναντικατάστατο για τον μηχανισμό λειτουργίας, αν και δεν 

είχε έως τώρα προταθεί με ποιο τρόπο (Karatza et al., 2006): πρόσφατα, ανεξάρτητα πειράματα 

ανάλυσης σήμανσης σε κυστίδια, στο εργαστήριό μας έδειξαν ότι η δέσμευση υποστρώματος 

προστατεύει επίσης το N325C από αλκυλίωση με NEM, δηλ. με ένα διαφορετικό SH-

αντιδραστήριο (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή), (γ) συγκεκριμένα κατάλοιπα στην περιοχή 

του μοτίβου-υπογραφή επηρεάζουν με συγκεκριμένο τρόπο, όταν αντικατασταθούν, το προφίλ 
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εξειδίκευσης, ιδιαίτερα αυτά που αποτελούν την ΝΕΜ-ευαίσθητη όψη της έλικας TM9b, Thr-

332, Gly-333 (Karatza et al., 2006), Ser-336 και Val-339 (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή), 

(δ) σε θέσεις γειτονικές του Asn-325 και γενικότερα σε άλλες θέσεις του μοτίβου εμφανίζονται 

πολύ μικρές μεταβολές στην προσβασιμότητα παρουσία υποστρώματος, είτε στο MTSES- 

(παρούσα διατριβή) είτε στο ΝΕΜ (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή), αντίθετα με ό,τι θα 

περίμενε κανείς για μια περιοχή με έντονες αλλαγές διαμόρφωσης κατά τον μηχανισμό 

λειτουργίας: τέτοιες περιοχές βρίσκονται συνήθως μακρύτερα και όχι στην άμεση γειτονία του 

κέντρου δέσμευσης, όπως έχουν δείξει οι μελέτες σε άλλους μεταφορείς (Kaback et al., 2007). 

 Από τις άλλες θέσεις καταλοίπων που εξετάσθηκαν, σε περιορισμένο βαθμό φαίνεται 

επίσης να προστατεύεται η Cys-326 (N326C), ενώ θα πρέπει να σημειωθεί ότι ορισμένες θέσεις 

έχουν σχεδόν 100% προσβασιμότητα, στις συνθήκες που εφαρμόσαμε, και δεν θα μπορούσαν να 

φανούν πιθανές περιπτώσεις αύξησης της προσβασιμότητας παρουσία του υποστρώματος (Ala-

323, Gly-327, Gln-330). Μία από αυτές τις θέσεις (Α323C) έχει δειχθεί από μελέτες με το ΝΕΜ 

ότι αυξάνει την ευαισθησία της σε απενεργοποίηση παρουσία του υποστρώματος (ξανθίνη), δηλ. 

πιθανόν να μετατοπίζεται σε περιβάλλον που μπορεί να αντιδρά ταχύτερα ή να παρεμποδίζει σε 

μεγαλύτερο βαθμό τον μηχανισμό λειτουργίας λόγω προσέγγισης με άλλες ενεργές περιοχές του 

πρωτεϊνικού μορίου (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή). Τέτοιες μικρές αλλά σημαντικές 

αυξήσεις στην ευαισθησία αναστολής (IC50 από 34 σε 14 μΜ, στην περίπτωση του A323C) 

έχουν καταγραφεί και σε άλλους μεταφορείς για θέσεις καταλοίπων που βρίσκονται πολύ κοντά 

στη θέση δέσμευσης υποστρώματος αλλά, πιθανόν, προσανατολισμένα με διαφορετικό τρόπο 

ώστε να μην εμποδίζεται στεροχημικά η σύνδεση με το SH-αντιδραστήριο (Frillingos and 

Kaback, 1997; Tamura et al., 2001; Kaback et al., 2007; Nie et al., 2009).       

Συνοπτικά, τα ευρήματα για το μοτίβο-υπογραφή του μεταφορέα YgfO ότι, αφενός, είναι 

προσβάσιμο από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο περιβάλλον αν και προβλέπεται να εντοπίζεται προς 

την κυτταροπλασματική πλευρά, αφετέρου, περιλαμβάνει θέσεις καταλοίπων ευαίσθητες σε 

απενεργοποίηση και με τα δύο αντιδραστήρια που έχουν εξετασθεί (MTSES-, NEM) και μία 

τουλάχιστον θέση (Asn-325) που μπορεί να προστατεύεται πλήρως από αλκυλίωση παρουσία 

του υποστρώματος (ξανθίνη), συγκλίνουν προς το συμπέρασμα ότι όλη αυτή η περιοχή 

εντοπίζεται πιθανόν στην υδρόφιλη κοιλότητα του κέντρου δέσμευσης υποστρώματος (βλ. και 

Εικόνα 4.3). Το παραπάνω ενισχύεται ακόμη περισσότερο από το γεγονός ότι η προσβασιμότητα 

των περισσότερων καταλοίπων  παραμένει σε υψηλά επίπεδα ανεξάρτητα από την παρουσία του 
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υποστρώματος. Αυτό συμβαίνει, λόγω του ότι η αλλαγή διαμόρφωσης που υφίσταται η περιοχή 

αυτή είναι η ελάχιστη δυνατή κατά τη δέσμευση του υποστρώματος (ξανθίνη) με αποτέλεσμα να 

μην αλλάζει το μικροπεριβάλλον των καταλοίπων που την απαρτίζουν, φαινόμενο που είναι 

κοινά αποδεκτό και έχει παρατηρηθεί και σε άλλους μεταφορείς όπως ο hSERT (Forrest et al., 

2008) και η LacY (Kaback et al., 2007). Ένα τέτοιο συμπέρασμα έρχεται σε πλήρη συμφωνία με 

τα μέχρι τώρα δεδομένα για το μοτίβο-υπογραφή, που υποστηρίζουν τον καθοριστικό ρόλο του 

στη δέσμευση, αναγνώριση και μεταφορά υποστρώματος από τον YgfO (Karatza et al., 2006; 

Karena and Frillingos, 2009; Georgopoulou et al., υπό συγγραφή) καθώς και από τον ομόλογο 

μεταφορέα από τον ασκομύκητα A. nidulans, UapA (Amillis et al., 2001; Koukaki et al., 2005; 

Karatza et al., 2006; Papageorgiou et al., 2008; Gournas et al., 2008). 
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4.3 Ρόλος της περιοχής ανοδικά του μοτίβου (μεταξύ TM8 και TM9a-b) 

Η αρχική συσχέτιση της περιοχής του μοτίβου-υπογραφή NAT με τον καθορισμό της 

εξειδίκευσης των μεταφορέων NAT/NCS2 είχε προέλθει από πειράματα ανάλυσης χιμαιρικών 

πρωτεϊνών του ασκομύκητα A. nidulans, που έδειξαν ότι εμπλέκεται η συνολική συνδετική 

περιοχή μεταξύ των πιθανών διαμεμβρανικών ελίκων TM8 και TM9 (TM9b, στην Εικόνα 4.1) 

και όχι μόνο η συντηρημένη περιοχή του μοτίβου-υπογραφή (Diallinas et al., 1998). Η συνολική 

αυτή περιοχή αλληλουχίας, στον μεταφορέα YgfO (κατάλοιπα 266-340), περιλαμβάνει το 

κυτταροπλασματικό άκρο της έλικας TM8, μια εκτενή υδρόφιλη συνδετική περιοχή που 

διακόπτεται από μια αμφιπαθική α-έλικα η οποία προβλέπεται ως διαμεμβρανική από ορισμένα 

μοντέλα τοπολογίας και ονομάσθηκε TM9a (Karena and Frillingos, 2009), μια περιοχή πιθανής 

στροφής που αντιστοιχεί στην αρχή του μοτίβου-υπογραφή (323-329) και μια περιοχή α-έλικας 

(329-339) με την οποία αρχίζει το επόμενο πιθανό διαμεμβρανικό τμήμα, που ονομάσθηκε 

TM9b (Karena and Frillingos, 2009) (Εικόνα 4.1). Θεωρήσαμε ότι η εξέταση του ρόλου της 

ευρύτερης αυτής περιοχής, με μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης και σημειακή 

μεταλλαξιγένεση, θα έδινε σημαντικά επιπλέον στοιχεία για την ανάδειξη της σημασίας του 

μοτίβου-υπογραφή NAT στον μεταφορέα YgfO και, βάσει των αρχικών πειραμάτων με τις 

χίμαιρες UapA/UapC (Diallinas et al., 1998), θα αποκάλυπτε πιθανές νέες θέσεις καταλοίπων με 

ειδική σημασία στον καθορισμό της εξειδίκευσης. Εξάλλου, νεώτερα αποτελέσματα από 

ανεξάρτητες μελέτες του εργαστηρίου μας είχαν δείξει ότι η ίδια ευρύτερη περιοχή περιέχει και 

δύο ακόμη αναντικατάστατα κατάλοιπα, τα Glu-272 και Asp-304 (Karena and Frillingos, 2009), 

τα οποία μάλιστα βρίσκονται σε θέσεις απόλυτης ή πολύ υψηλής συντήρησης μεταξύ των 

μεταφορέων NAT (εδάφιο 3.4) ενώ ένας πολύ σημαντικός ρόλος στην πρόσληψη υποστρώματος 

(ουρικού οξέος και ξανθίνης) φαίνεται να διατηρείται και στα αντίστοιχα κατάλοιπα του 

μεταφορέα UapA, Glu-356 και Asp-388 (Papageorgiou et al., 2008). 

Από την προηγούμενη μελέτη του μοτίβου ΝΑΤ (Karatza et al., 2006), είχαν ήδη 

εξετασθεί με μεταλλαξιγένεση όλα τα κατάλοιπα της περιοχής 315-340. Για την παρούσα 

μελέτη, τα αρχικά πειράματα μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης έγιναν στην περιοχή της 

αλληλουχίας 266-314, από τον Αλέξανδρο Καλλή, στο εργαστήριό μας, στα πλαίσια της 

Μεταπτυχιακής Διπλωματικής του εργασίας Ειδίκευσης (ΜΔΕ) (2009). Τα προκαταρτικά αυτά 

αποτελέσματα έδειξαν ότι η ευρύτερη περιοχή πριν το μοτίβο περιλαμβάνει δύο κυρίως 

σημαντικές υποπεριοχές, όπου συγκεντρώνονται τα σημαντικά κατάλοιπα. Η μία από αυτές 
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(περιοχή I) είναι της αλληλουχίας 272ΕAVGDITATAMVS284 και η δεύτερη (περιοχή II) της 

αλληλουχίας 296RLKGGVLADG305. [με έντονα στοιχεία: θέσεις όπου το μετάλλαγμα μοναδικής 

Cys έχει μηδενική ενεργότητα, μεταξύ των οποίων είναι και οι αναντικατάστατες E272 και 

D304, με υπογράμμιση: θέσεις όπου το μετάλλαγμα είναι ευαίσθητο σε απενεργοποίηση από το 

ΝΕΜ, με έντονα πλάγια στοιχεία και υπογράμμιση: θέσεις όπου το μετάλλαγμα μοναδικής Cys 

δεν εκφράζεται καθόλου στη μεμβράνη]. Περαιτέρω αναλύσεις μεταλλαξιγένεσης στην περιοχή 

II έδειξαν ότι αφενός η Gly-305 επηρεάζει κυρίως την έκφραση ή δομική σταθερότητα του 

μορίου στη μεμβράνη, αλλά δεν είναι αναντικατάστατη (Καλλής Αλ., αδημοσίευτα 

αποτελέσματα) και, αφετέρου, τα μεταλλάγματα των θέσεων Arg-296, Gly-300 και Val-301 

έχουν σχετικά χαμηλά επίπεδα ευαισθησίας στο ΝΕΜ, σε σύγκριση με τα σημαντικά 

μεταλλάγματα του μοτίβου-υπογραφή (Karatza et al., 2006) ή της έλικας TM12 (N430C) 

(Papakostas et al., 2008) (Mermelekas et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα). Στη συνέχεια, στα 

πλαίσια της παρούσας διατριβής, εστιαστήκαμε περισσότερο σε περαιτέρω αναλύσεις 

μεταλλαξιγένεσης και ανάλυση της επίδρασης αλκυλίωσης με ΝΕΜ στην περιοχή Ι (272-284) 

που περιλαμβάνει το άκρο της διαμεμβρανικής έλικας TM8 και την αμέσως επόμενη 

αλληλουχία με την οποία ξεκινά το υδρόφιλο συνδετικό τμήμα πριν το TM9a (Εικόνα 4.1).   

 

Σημαντικά κατάλοιπα στη μία πλευρά α-έλικας του TM8: Asp-276 και Gly-275 

 Η αλληλουχία της περιοχής καταλοίπων 272-284, αν και δεν φαίνεται να έχει ιδαίτερα 

υψηλό βαθμό συντήρησης μεταξύ των μεταφορέων NAT/NCS2, εμφανίζει απόλυτη συντήρηση 

πλευρικής ομάδας στις θέσεις Glu-272 (αναντικατάστατο κατάλοιπο στον YgfO και στον UapA) 

(Karena and Frillingos, 2009) και Gly-275 (που βρίσκεται μία περίπου στροφή α-έλικας μετά το 

Glu-272, εφόσον θεωρηθεί η συνέχιση της έλικας TM8) (Εικόνα 4.2). Επίσης, αν θεωρήσουμε 

μόνο τους καλά χαρακτηρισμένους μεταφορείς πουρινών, μεταφορείς ξανθίνης της E. coli 

(YgfO, YicE) και μεταφορείς ουρικού/ξανθίνης του A. nidulans (UapA, UapC, AfUapC, Xut1), 

οι μεταφορείς αυτοί διατηρούν σχεδόν απόλυτα και την αλληλουχία 276-280, 276DXTATX281 

(Εικόνα 4.2), υποδηλώνοντας ότι αυτά τα κατάλοιπα ίσως να σχετίζονται, έμμεσα ή άμεσα, με 

την εξειδίκευση, στον μηχανισμό αναγνώρισης πουρινών. Τα αποτελέσματα της 

μεταλλαξιγένεσης και/ή ανάλυσης της αναστολής με ΝΕΜ για τις θέσεις 273, 275, 276, 277 και 

284 (εδάφιο 3.4) μας δείχνουν ότι δύο κατάλοιπα θα πρέπει να είναι πιο σημαντικά: η Gly-275, 

της οποίας το μετάλλαγμα G275C είναι ενεργό αλλά πολύ ευαίσθητο σε απενεργοποίηση από το 
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ΝΕΜ, σε επίπεδα ευαισθησίας που έχουν καταγραφεί και για μεταλλάγματα του μοτίβου 

(Εικόνα 4.3) (IC50 15 μΜ), και το Asp-276, του οποίου η αντικατάσταση με Asn ή Cys οδηγεί σε 

ανενεργά ή σχεδόν ανενεργά μεταλλάγματα, ενώ μόνο η διατήρηση της καρβοξυλικής ομάδας 

στη θέση αυτή (D276E) οδηγεί σε διατήρηση πλήρους ενεργότητας. Και τα δύο αυτά κατάλοιπα, 

μαζί με το επίσης ευαίσθητο σε NEM, Ala-273 και το αναντικατάστατο Glu-272 «βλέπουν» 

στην ίδια πλευρά α-έλικας του TM8 (Εικόνα 4.2), υποδεικνύοντας ότι το πιθανά διαμεμβρανικό 

τμήμα TM8 θα πρέπει να επεκταθεί τουλάχιστον κατά μία στροφή α-έλικας από την C-τελική 

(κυτταροπλασματική) πλευρά του σε σχέση με το προηγούμενο μοντέλο που στηρίζεται μόνο σε 

αλγόριθμους πρόβλεψης για την περιοχή αυτή (Karena and Frillingos, 2009). 

 Σε σχέση με τον πιθανό ρόλο του Asp-276, φαίνεται ότι αρκεί να διατηρείται μια 

καρβοξυλική ομάδα με αρνητικό φορτίο στη θέση αυτή, έστω και με μεγαλύτερο μέγεθος 

πλευρικής ομάδας (D276E), για να έχουμε πλήρη ενεργότητα του μεταφορέα YgfO. Η 

παρατήρηση ότι ακόμη και η παρόμοιου όγκου και πολικότητας ασπαραγίνη δίνει ένα 

μετάλλαγμα με ελάχιστη ενεργότητα στη θέση αυτή (D276N) δείχνει ότι η καρβοξυλική ομάδα 

στη θέση 276 είναι απαραίτητη για τη λειτουργία. Η καρβοξυλομάδα-276 θα μπορούσε να 

συμμετέχει στην πρωτονίωση-αποπρωτονίωση του μεταφορέα κατά τον μηχανισμό της 

συμμεταφοράς Η+:ξανθίνης, ένα ενδεχόμενο που μπορεί να εξετασθεί περαιτέρω με πειράματα 

των επιμέρους αντιδράσεων ανταλλαγής ξανθίνης (exchange) και εκροής ξανθίνης (efflux) σε 

μεμβρανικά κυστίδια (Kaback, 1983; Franko and Brooker, 1994; Frillingos et al., 1998). Επίσης, 

θα μπορούσε να συμμετέχει σε μια απαραίτητη δομική-λειτουργική αλληλεπίδραση με κάποιο 

άλλο κατάλοιπο του μεταφορέα αντίθετου φορτίου (Lys, Arg) (γέφυρα άλατος) (Jung et al., 

1993; Sorgen et al., 2002; Abramson et al., 2003), ένα ενδεχόμενο που μπορεί να εξετασθεί με 

μελέτη κατάλληλων διπλών μεταλλαγμάτων σε συνδυασμό με αντικαταστάσεις σε θέσεις Lys ή 

Arg που βρίσκονται προς την κυτταροπλασματική πλευρά των άλλων διαμεμβρανικών ελίκων 

(Karena and Frillingos, 2009). Αυτά τα πειράματα για την ανάλυση του ρόλου του Asp-276 είναι 

σε εξέλιξη στο εργαστήριο.        

 Σε σχέση με την Gly-275, η απενεργοποίηση που παρατηρήθηκε με αλκυλίωση από 

ΝΕΜ στη θέση αυτή (G275C) είναι πολύ πιο έντονη από τις περιπτώσεις των S284C και A273C 

(1 και 2 τάξεις μεγέθους μικρότερο IC50, αντίστοιχα) και, επιπλέον, γίνεται ακόμη εντονότερη 

παρουσία υποστρώματος (ξανθίνη). Οι παρατηρήσεις αυτές δείχνουν ότι η Cys-275 (G275C) 

βρίσκεται σε ένα περιβάλλον που είναι πολύ ευαίσθητο σε λειτουργική απενεργοποίηση και, 
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μάλιστα, η ευαισθησία αυξάνεται με τη δέσμευση του υποστρώματος, αντανακλώντας κατά 

πάσα πιθανότητα μια σημαντική αλλαγή διαμόρφωσης κατά τον μηχανισμό λειτουργίας: η θέση-

275 μετατοπίζεται σε περιβάλλον που μπορεί να αντιδρά ταχύτερα ή να παρεμποδίζει σε 

μεγαλύτερο βαθμό τον μηχανισμό λειτουργίας λόγω προσέγγισης με άλλες ενεργές περιοχές του 

πρωτεϊνικού μορίου. Παρόμοιες παρατηρήσεις έχουν γίνει για την θέση Ala-323 (A323C) (βλ. 

ανωτέρω) (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή) και για την Asp-304 (D304C) (Karena et al., 

αδημοσίευτα αποτελέσματα), δύο θέσεις καταλοίπων που επίσης βρίσκονται στην ευρύτερη 

αυτή περιοχή και πιθανόν να προσεγγίζουν περισσότερο μεταξύ τους στην πραγματική 

τριτοταγή δομή του μορίου (Εικόνα 4.3).  

 

Σημαντικά κατάλοιπα για την έκφραση-ενεργότητα του YgfO στην αλληλουχία 278ΤΑΤΑ281 

Αμέσως μετά το σημαντικό κατάλοιπο Asp-276 και την Ile-277 (η οποία δεν εξετάσθηκε 

πολύ αναλυτικά, αλλά βρέθηκε ότι η I277C οδηγεί σε σημαντική μείωση της έκφρασης και 

απώλεια ενεργότητας, ενώ η I277L έχει έκφραση και ενεργότητα όπως η φυσικού τύπου YgfO), 

υπάρχει μια αλληλουχία 4 καταλοίπων (Thr-Ala-Thr-Ala) στην οποία όλα τα μεταλλάγματα 

κυστεϊνών (T278C, A279C, T280C, A281C) βρέθηκε ότι δεν εκφράζονται καθόλου στη 

μεμβράνη. Η αλληλουχία αυτή δεν εμφανίζει γενική συντήρηση στα μέλη της οικογένειας 

NAT/NCS2, εμφανίζει όμως απόλυτη σχεδόν συντήρηση στους μεταφορείς ξανθίνης ή 

ουρικού/ξανθίνης που έχουν χαρακτηρισθεί έως σήμερα, από την E. coli και τον A. nidulans 

(Εικόνα 4.2). Aντικαθιστώντας τα κατάλοιπα Αla (279 και 281) και Thr (278 και 280) με τα 

περισσότερο συγγενικά αμινοξέα Gly ή Ser (για την Ala), και Ser ή Asn (για την Thr), 

παρατηρήσαμε ότι η αντικατάσταση των αλανινών με γλυκίνη οδηγεί σε πλήρη έκφραση και 

ενεργότητα (A279G, A281G), η αντικατάσταση των αλανινών με σερίνη οδηγεί σε πλήρη 

έκφραση και μειωμένη αλλά σημαντικά υψηλή ενεργότητα (50-80%) (Α279S, A281S), η 

αντικατάσταση των θρεονινών με σερίνη οδηγεί επίσης σε υψηλή έκφραση και πλήρη 

ενεργότητα (T278S, T280S) και η αντικατάσταση των θρεονινών με ασπαραγίνη οδηγεί σε 

μερική απώλεια ενεργότητας (50%) (T278N) ή πλήρη σχεδόν απώλεια έκφρασης και 

ενεργότητας (T280N). Από την άλλη πλευρά, όταν διατηρήσαμε τα 4 κατάλοιπα αλλάζοντας 

απλώς τη σειρά τους (Ala-Thr-Ala-Thr), είδαμε ότι το τετραπλό αυτό μετάλλαγμα [TATA(278-

281)ATAT] διατηρεί υψηλά επίπεδα έκφρασης (30% σε σχέση με τον YgfO φυσικού τύπου) 

αλλά έχει μηδενική ενεργότητα. Συνολικά, φαίνεται ότι οι πλευρικές ομάδες στην αλληλουχία 
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των καταλοίπων 278-281 (Thr-Ala-Thr-Ala) δημιουργούν μια επιφάνεια που είναι σημαντική 

για την έκφραση καταρχήν, αλλά και για την ενεργότητα του μεταφορέα: ιδιαίτερα, βλέπουμε 

ότι (α) μείωση του όγκου της πλευρικής ομάδας σε οποιοδήποτε από τα κατάλοιπα αυτά (Gly 

αντί Ala και Ser αντί Thr) δεν επηρεάζει καθόλου την έκφραση ή την ενεργότητα, (β) έστω και 

μικρή αύξηση του όγκου ή αλλοίωση της γεωμετρίας των πλευρικών ομάδων (Ser αντί Ala και 

Asn αντί Thr) είτε μειώνει την ενεργότητα μέχρι 50% (Α279S, A281S, T278N) είτε 

απενεργοποιεί πλήρως μαζί με απώλεια της έκφρασης στη μεμβράνη (T280N), (γ) μεγαλύτερη 

διαφοροποίηση με εισαγωγή πλευρικής ομάδας ακόμη μεγαλύτερου όγκου και διαφορετικού 

πολικού χαρακτήρα (Cys) απενεργοποιεί πλήρως και καταστρέφει την έκφραση στη μεμβράνη, 

σε όλες τις περιπτώσεις, ενώ ακόμη και αλλαγή στη σειρά των καταλοίπων (τετραπλό 

μετάλλαγμα) οδηγεί σε απενεργοποίηση με σημαντική απώλεια επιπέδων έκφρασης, γιατί 

πιθανόν εισάγεται μεγαλύτερος όγκος πλευρικής ομάδας (Thr) στις θέσεις των Ala-279 και Ala-

281.       

Συμπερασματικά, τα κατάλοιπα Ala και Thr στην αλληλουχία 278-281 φαίνεται να είναι 

σημαντικά για κάποια αλληλεπίδραση μέσα στο πρωτεϊνικό μόριο που παρεμποδίζεται 

χωροδιαταξικά όταν εισάγονται στις θέσεις αυτές μεγάλες πλευρικές ομάδες ή ομάδες με 

διαφορετική γεωμετρία, με συνέπεια να παρατηρούνται τα φαινόμενα της απενεργοποίησης και 

δομικής αποσταθεροποίησης του YgfO (απώλειας της έκφρασης). Πιο σημαντικό κατάλοιπο 

από την άποψη αυτή φαίνεται να είναι η Thr-280 (Εικόνα 4.3). Κατάλοιπα Ala και Thr είναι, 

γενικότερα, πολύ σημαντικά για τις αλληλεπιδράσεις και το «πακετάρισμα» των 

διαμεμβρανικών ελίκων στις μεμβρανικές πρωτεΐνες (Eilers et al., 2000).    
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Εικόνα 4.2. Στοίχιση αλληλουχιών NAT/NCS2 και διάγραμμα προβολής α-έλικας του TM8 (266-281) 
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Από το σύνολο των αποτελεσμάτων μας για την γενική τοπολογική οργάνωση του YgfO, 

την τοπολογική-λειτουργική οργάνωση του μοτίβου-υπογραφή και τον ρόλο των καταλοίπων 

στο τέλος της διαμεμβρανικής έλικας TM8 και στην ευρύτερη περιοχή μεταξύ TM8, TM9a και 

TM9b, προκύπτει μια πιθανή αναθεώρηση του αρχικού μοντέλου τοπολογίας στην περιοχή αυτή 

του YgfO (Εικόνα 4.3). Στο αναθεωρημένο μοντέλο, τα NEM/MTSES--ευαίσθητα κατάλοιπα 

του μοτίβου-υπογραφή (323-329) σχηματίζουν μια επανεισερχόμενη θηλειά (reentrant loop) που 

«βλέπει» προς την υδρόφιλη εσωτερική κοιλότητα του μορίου και έχει πρόσβαση στο κέντρο 

δέσμευσης υποστρώματος (ξανθίνης). Όλες οι θέσεις των καταλοίπων που είναι ευαίσθητα στο 

ΝΕΜ καθώς και τα 4 αναντικατάστατα E272, D304, Q324 και N325 (τονίζονται με σκούρο 

φόντο στο σχήμα) έχουν προσέγγιση σε αυτήν την υδρόφιλη εσωτερική κοιλότητα. Στις 

κορυφαίες θέσεις της επανεισερχόμενης θηλειάς τοποθετούνται  τα αναντικατάστατα κατάλοιπα 

Gln-324 και Asn-325, που έχει δειχθεί ότι συμμετέχουν στο κέντρο δέσμευσης (Karatza et al., 

2006; Georgopoulou, Mermelekas, et al., υπό συγγραφή, και η δική μας μελέτη). Η μία όψη α-

έλικας του αμέσως επόμενου αμφιπαθικού τμήματος TM9b με τα ΝΕΜ-ευαίσθητα κατάλοιπα 

Gly-333 και Ser-336 που παίζουν ρόλο στην εξειδίκευση (Georgopoulou et al., υπό συγγραφή) 

σχηματίζει μια συνέχεια του κέντρου δέσμευσης-μεταφοράς υποστρώματος. Επίσης, η μία όψη 

α-έλικας του αμφιπαθικού τμήματος TM8 καθώς και η αμέσως επόμενη αλληλουχία στο 

κυτταροπλασματικό άκρο της έλικας (272-281) περιέχει κατάλοιπα με σημαντικό ρόλο στη 

λειτουργία ή και στη δομική οργάνωση-σταθερότητα του μορίου στη μεμβράνη, που μπορεί να 

συμμετέχουν έμμεσα στο σχηματισμό μέρους του ενεργού κέντρου του YgfO. Στην Εικόνα 4.3, 

τα αναντικατάστατα κατάλοιπα παρουσιάζονται με πιο μεγάλα γράμματα σε σκούρο φόντο και 

αρίθμηση, τα ΝΕΜ-ευαίσθητα κατάλοιπα φαίνονται σε σκούρο φόντο (τα πιο ευαίσθητα, 

IC50<100 μΜ) ή γκρίζο φόντο (τα λιγότερο ευαίσθητα, IC50 200-900 μΜ), ενώ όλα τα κατάλοιπα 

του YgfO που έχουν ελεγχθεί με μεταλλαξιγένεση φαίνονται μέσα σε κύκλους (Μερμελέκας Γ., 

Γεωργοπούλου Αικ., Καλλής Αλ., Βλαντός Β., αδημοσίευτα αποτελέσματα). Η περιοχή του 

γαλάζιου κύκλου δείχνει κατάλοιπα που είναι προσβάσιμα στο MTSES- (εδάφιο 3.3.1), 

πιθανότατα μέσω προσέγγισης από την υδρόφιλη εσωτερική κοιλότητα του κέντρου δέσμευσης.   
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Εικόνα 4.3. Αρχικό (πάνω) και αναθεωρημένο (κάτω) μοντέλο για την τοπολογία της περιοχής των TM8, 
TM9a-b και του μοτίβου-υπογραφή στον μεταφορέα YgfO (XanQ). 
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4.4 Ένα θερμόφιλο λειτουργικό ομόλογο του μεταφορέα YgfO 

Στα πλαίσια των προσπαθειών μας για την υπερέκφραση και απομόνωση ομολόγων του 

μεταφορέα YgfO από θερμόφιλους μικροοργανισμούς, με απώτερο στόχο τη χρησιμοποίησή 

τους σε δοκιμές κρυσταλλογραφίας (Yamashita et al., 2005; Yernool et al., 2004; Smirnova and 

Kaback., 2003), κλωνοποιήσαμε και χαρακτηρίσαμε λειτουργικά με έκφραση στην E. coli K-12 

(XL1 blue) ένα ομόλογο από το θερμόφιλο Gram-θετικό βακτήριο Moorella thermoacetica, ένα 

αναερόβιο ακετογόνο βακτήριο της κλάσης Clostridia που διαβιώνει βέλτιστα σε 58-60 °C και 

pH 6.0 (Drake and Daniel, 2004). Το λειτουργικό αυτό ομόλογο (MoorT) είναι το συγγενέστερο 

προς τον YgfO ομόλογο της οικογένειας NAT/NCS2 από έναν θερμόφιλο μικροοργανισμό (32% 

ταυτότητα καταλοίπων) και το μόνο που διατηρεί ακριβώς την αλληλουχία του μοτίβου-

υπογραφή NAT 319QNIGVISITG328 με τα χαρακτηριστικά κατάλοιπα στις θέσεις Gln-324/319 

(χαρακτηριστικό για τους μεταφορείς πουρινών) και Gly-333/328 (χαρακτηριστικό για τους 

ειδικούς μεταφορείς ξανθίνης) (Karatza et al., 2006; Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005). 

Η ετερόλογη έκφραση του MoorT σε XL1-blue και ορισμένα άλλα στελέχη της E. coli έδειξε 

ικανοποιητικά επίπεδα έκφρασης στη μεμβράνη, όταν χρησιμοποιήθηκε ο C-τελικός επίτοπος 

του τομέα δέσμευσης βιοτίνης (MoorT-BAD) αλλά χαμηλά επίπεδα έκφρασης όταν 

χρησιμοποιήθηκε η ουρά των 10 ιστιδινών (MoorT-His10). Αν και δεν χρησιμοποιήθηκε 

περαιτέρω για προσπάθεια απομόνωσης (λόγω της χαμηλής έκφρασης του MoorT-His10), η 

λειτουργική ανάλυση του εκφραζόμενου MoorT-BAD έδειξε ότι μεταφέρει ξανθίνη με ενεργό 

μεταφορά, με σημαντική ικανότητα πρόσληψης στους 37 °C, pH 6.8, ενώ δεν μεταφέρει ουρικό, 

υπό τις ίδιες συνθήκες. Μπορεί να υπολογιστεί ότι η πρόσληψη ξανθίνης (1 μΜ) από τον MoorT 

φτάνει σε συσσώρευση συγκέντρωσης 20 φορές μεγαλύτερης στον εσωτερικό του κυττάρου σε 

σχέση με το εξωτερικό (20-fold concentration gradient), μια απόδοση ενεργού μεταφοράς 

παρόμοια με αυτήν του μεταφορέα YicE (XanP) (Karatza and Frillingos, 2005). Το γεγονός ότι 

δεν μπορέσαμε να ανιχνεύσουμε καλύτερα επίπεδα ενεργότητας σε μεγαλύτερες θερμοκρασίες 

(45 °C) ή μικρότερα pH (6.0) που δοκιμάστηκαν μπορεί να οφείλεται στο ετερόλογο σύστημα 

έκφρασης ή σε τεχνικές δυσκολίες στο in vivo σύστημα της E. coli που θα μπορούσαν να 

ξεπεραστούν με χρησιμοποίηση μεμβρανικών κυστιδίων. Σε κάθε περίπτωση, πειράματα για τον 

αναλυτικότερο λειτουργικό χαρακτηρισμό του MoorT είναι σε εξέλιξη στο εργαστήριο 

(Παπακώστας Κ., Μερμελέκας Γ., αδημοσίευτα αποτελέσματα). 
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Συνοπτικά, το MoorT είναι το πρώτο ομόλογο της οικογένειας NAT από έναν θερμόφιλο 

μικροοργανισμό που χαρακτηρίζεται λειτουργικά. Ένα άλλο ομόλογο του YgfO, από το 

θερμόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus (YgfOTth), χρησιμοποιήθηκε τελικά από την 

συνεργαζόμενη ομάδα του H. Ronald Kaback (UCLA) για υπερέκφραση και απομόνωση σε 

ικανοποιητικά επίπεδα, από την E. coli, και δοκιμές κρυσταλλογραφίας (Stroud et al., 2009). To 

ομόλογο αυτό, ωστόσο, δεν διατηρεί τόσο υψηλή συντήρηση αλληλουχίας σε σχέση με τους 

χαρακτηρισμένους μεταφορείς πουρινών της οικογένειας ΝΑΤ (Karena and Frillingos, 2009), 

ιδιαίτερα στην αλληλουχία του μοτίβου-υπογραφή, ΕNTGVLAVTR, [όπου έχει Glu αντί Gln, 

στη θέση 324, κατάλοιπο που συνήθως απαντάται στους μεταφορείς ουρακίλης (εδάφιο 1.3.3)], 

και δεν έχει μελετηθεί έως τώρα ως προς την πιθανή λειτουργία του (Vladimir Mokhonov, and 

H. R. Kaback, προσωπική επικοινωνία).        
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4.5 Η απομόνωση του YgfO σε καθαρή μορφή ως έναυσμα για περαιτέρω 
μελέτες 

Η έλλειψη αναλυτικών δομών για την οικογένεια ΝΑΤ/NCS2, ήταν ένα κίνητρο για να 

ασχοληθούμε με την απομόνωση και καθαρισμό του YgfO σε διαλυτή «λειτουργική» μορφή, 

δηλ. σε αραιό διάλυμα ήπιων απορρυπαντικών που έχει δειχθεί ότι δεν καταστρέφουν τη δομή ή 

το «πακετάρισμα» των αμφιπαθικών ελίκων του μεταφορέα, και κυρίως το n-δωδεκυλο-β,D-

μαλτοπυρανοσίδιο (DDM) που έχει χρησιμοποιηθεί αποτελεσματικά σε όλες σχεδόν τις 

κρυσταλλογραφικές αναλύσεις ιοντο-εξαρτώμενων διαμεμβρανικών μεταφορέων από βακτήρια 

(Abramson et al., 2003; Smirnova and Kaback, 2003; Huang et al., 2003; Yernool et al., 2004; 

Yamashita et al., 2005; Guan et al., 2006; Weyand et al., 2008; Faham et al., 2008; Sennhauser 

et al., 2009) (εδάφιο 1.2). Η μελέτη αυτή οδήγησε στην απομόνωση και έναν αρχικό δομικό 

χαρακτηρισμό της πρωτεΐνης YgfO σε διάλυμα DDM (0.008% w/v), που έδειξε ότι η 

απομονωμένη πρωτεΐνη διατηρεί υψηλό ποσοστό περιοχών α-έλικας (φασματοσκοπία CD) και 

μπορεί να αναγνωρίζει ειδικά το υπόστρωμά της (ξανθίνη) αλλά όχι ένα ανάλογο ξανθίνης που 

δεν δεσμεύεται (Goudela et al., 2005) (7-μεθυλοξανθίνη) (φθορισμομετρία τρυπτοφανών), ενώ 

φαίνεται να διατηρεί και επιμέρους στοιχεία της δευτεροταγούς δομής της στην περιοχή του 

μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ (φασματοσκοπία EPR και SDSL).  

Η διαθεσιμότητα ενός ικανοποιητικού πρωτοκόλλου απομόνωσης μας δίνει τη 

δυνατότητα να σκεφτούμε περαιτέρω προοπτικές στη μελέτη του YgfO (XanQ), ενός 

μεταφορέα-προτύπου για την ανάλυση των σχέσεων δομής-λειτουργίας στην οικογένεια των 

μεταφορέων NAT/NCS2. Οι κατευθύνσεις που θα μπορούσαν να αναπτυχθούν περισσότερο 

άμεσα είναι τρεις: 

(1) Μεταλλαξιγένεση σάρωσης τρυπτοφανών (Trp-scanning mutagenesis). Βάσει του ότι η 

περμεάση YgfO έχει ένα μόνο εγγενές κατάλοιπο τρυπτοφάνης (Trp-73) και ότι αντικατάσταση 

του καταλοίπου αυτού με φαινυλαλανίνη (W73F) οδηγεί σε έναν πλήρως λειτουργικό 

μεταφορέα που μπορεί να απομονωθεί και να χρησιμοποιηθεί ως control σε πειράματα 

φθορισμομετρίας (Trp-less permease), έχουμε ήδη ξεκινήσει πειράματα μεταλλαξιγένεσης για 

κατασκευή μεταλλαγμάτων μοναδικής τρυπτοφάνης (βλ. εδάφιο 3.4.1), διαλέγοντας θέσεις-

στόχους προς τα όρια μεταξύ διαμεμβρανικών ελίκων και υδρόφιλων συνδετικών περιοχών 

όπου, αφενός, η τρυπτοφάνη αναμένεται να μπορεί να σταθεροποιείται χωρίς σημαντικά δομικά 
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προβλήματα και, αφετέρου, αναμένεται να αποκαλυφθούν πιθανές έντονες αλλαγές 

διαμόρφωσης κατά τον μηχανισμό λειτουργίας [(της εναλλασσόμενης πρόσβασης του ενεργού 

κέντρου από τη μία και την άλλη πλευρά της μεμβράνης, κατά την οποία οι σημαντικές 

πρωτεϊνικές περιοχές στα όρια διαμεμβρανικών ελίκων-υδρόφιλων θηλειών είναι και αυτές που 

αλλάζουν διαμόρφωση περισσότερο (Forrest et al., 2008; Kaback et al., 2007)]. Παρόμοιες 

μελέτες με φθορισμομετρική ανάλυση μεταλλαγμάτων τρυπτοφάνης έχουν γίνει σε αρκετές 

περιπτώσεις διαμεμβρανικών μεταφορέων όπως, πολύ πρόσφατα, με τον συμμεταφορέα 

γλυκόζης:νατρίου SGLT1 για τον οποίο αποκαλύφθηκε και μέρος του ενεργού κέντρου του 

μεταφορέα από τις αναλύσεις αυτές (Tyagi et al., 2007; Kumar et al., 2007). Ένα βασικό 

πρόβλημα που προκύπτει από την εφαρμογή της φθορισμομετρίας τρυπτοφανών στους 

μεταφορείς NAT που έχουν ως υποστρώματα πουρίνες είναι ότι πολλές πουρίνες απορροφούν 

ισχυρά στο μήκος κύματος που χρησιμοποιείται για την φθορισμομετρική διέγερση της 

τρυπτοφάνης (συνήθως 295 nm) και τα φάσματα που προκύπτουν επηρεάζονται από μη ειδική 

απόσβεση του σήματος (inner filter effect). Για να αντιμετωπίσουμε το ζήτημα αυτό (εδάφιο 

3.1.3), μετά από σειρά προκαταρκτικών δοκιμών, αποφύγαμε να χρησιμοποιήσουμε προσδέτες 

με μέγιστο απορρόφησης κοντά στα 295 nm (όπως, το ουρικό, που έχει μέγιστο απορρόφησης 

στα 292 nm), αλλά χρησιμοποιήσαμε το ζεύγος ξανθίνη (που είναι υπόστρωμα του YgfO και 

πολλών ακόμη από τα χαρακτηρισμένα ομόλογα NAT/NCS2) και 7-μεθυλοξανθίνη (που δεν 

αναγνωρίζεται από τον YgfO, ούτε από τους μεταφορείς ουρικού/ξανθίνης των ασκομυκήτων): 

και οι δύο αυτές ενώσεις απορροφούν με μέγιστο στα 268 nm, και δεν μειώνουν την ενέργεια 

απορρόφησης/διέγερσης της τρυπτοφάνης στα 295 nm. Η χρησιμοποίηση ξανθίνης/7-

μεθυλοξανθίνης (0.2 mM) σε συνδυασμό με δοκιμασίες απόσβεσης από πολικά αντιδραστήρια 

(KI, ακρυλαμίδιο) καθιερώνει ένα σύστημα ανάλυσης που, όπως δείξαμε (εδάφιο 3.1.3), μπορεί 

να χρησιμοποιηθεί για ανίχνευση σημαντικών αλλαγών διαμόρφωσης που επηρεάζουν το 

περιβάλλον ενός καταλοίπου τρυπτοφάνης στο μόριο του YgfO.           

(2) Site-directed spin labeling (SDSL) και φασματοσκοπία EPR. Σε συνεργασία με το 

εργαστήριο του J. C. Voss (UCDavis), σχεδιάζουμε να συνεχίσουμε τα πειράματα 

φασματοσκοπικής ανάλυσης μεταλλαγμάτων κυστεϊνών μετά από απομόνωση και σήμανση με 

σήματα ιδιοστροφορμής (site-directed spin labeling) (εδάφιο 3.1.4), τα οποία μπορούν να μας 

δώσουν πληρέστερη εικόνα για την τοπική δευτεροταγή δομή, προσβασιμότητα σε πολικά 

αντιδραστήρια, επίδραση υποστρωμάτων και άλλες παραμέτρους της δομής και δυναμικής των 
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διαμορφώσεων σε σημαντικές περιοχές του μορίου του YgfO, όπως στην περιοχή του μοτίβου-

υπογραφή (βλ. εισαγωγή, εδάφιο 1.6.1). Επίσης, στα πλαίσια μιας άλλης κατεύθυνσης του 

εργαστηρίου μας που είναι προς την ανάλυση αλληλεπιδράσεων ζευγών κυστεϊνών για την 

εξέταση της διευθέτησης των διαμεμβρανικών ελίκων στην τριτοταγή δομή (Καρενά Αικ., υπό 

μελέτη), μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την φασματοσκοπία EPR για μεταλλάγματα ζευγών 

κυστεϊνών (double-Cys mutants): από την ανάλυση της σχετικής κινητικότητας των σημάτων 

ιδιοστροφορμής μπορούν να εξαχθούν συμπεράσματα για την δομική αλληλεπίδραση μεταξύ 

των δύο διαφορετικών θέσεων αλληλουχίας του μορίου και να ληφθούν αποτελέσματα για τις 

σχετικές αποστάσεις των δύο περιοχών, παρουσία ή απουσία υποστρώματος κ.ο.κ. Παρόμοιες 

αναλύσεις με SDSL και EPR έχουν γίνει με επιτυχία στο παρελθόν για αρκετούς 

διαμεμβρανικούς μεταφορείς (Voss et al., 1995a,b, 1996; Jung, 1998; Wang et al., 1998; Zhao et 

al., 1999a,b; Oda et al., 2003; Hubbell et al., 2000). 

(3) Κρυσταλλογραφία. Στο συνεργαζόμενο εργαστήριο του H. R. Kaback (UCLA), έχει 

προχωρήσει η απομόνωση, σε πολύ μεγάλη κλίμακα (10-20 L καλλιέργειας) και απόδοση (2-4 

mg/L), του YgfO καθώς και του ομολόγου YgfOTth από το θερμόφιλο T. thermophilus (εδάφιο 

4.4), και η προετοιμασία κρυστάλλων του YgfO, παρουσία ξανθίνης (Stroud et al., 2009). Η 

πιθανή επιτυχία κρυσταλλογραφικής ανάλυσης του μεταφορέα YgfO (XanQ) ή ενός από τα 

άλλα ομόλογά του που μελετώνται, όπως το YgfU (PbuX) (Papakostas and Frillingos, 

αδημοσίευτα αποτελέσματα), θα μας δώσει μια πολύ σαφέστερη εικόνα του κέντρου δέσμευσης 

και της τριτοταγούς δομής και θα μας βοηθήσει στην καλύτερη ερμηνεία των έως τώρα 

δεδομένων αλλά και στον ορθολογικότερο σχεδιασμό των νέων πειραμάτων μεταλλαξιγένεσης, 

για την ανάλυση των σχέσεων δομής-λειτουγρίας-εξειδίκευσης των μεταφορέων NAT.     
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ΠΠΕΕΡΡΙΙΛΛΗΗΨΨΗΗ  

ΥΠΕΡΕΚΦΡΑΣΗ, ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΣΧΕΣΕΩΝ ΔΟΜΗΣ - 
ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΦΟΡΕΩΝ ΝΑΤ ΣΕ ΠΡΟΤΥΠΟ 

ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ 
 

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ ΤΟΥ 

ΜΕΡΜΕΛΕΚΑ ΓΕΩΡΓΙΟΥ 

 Πρόσφατα, κλωνοποιήθηκε και χαρακτηρίσθηκε λειτουργικά από την ερευνητική μας 

ομάδα ο μεταφορέας YgfO του εντεροβακτηρίου E. coli Κ-12, μέλος της οικογένειας 

NAT/NCS2, o οποίος εδείχθη ότι λειτουργεί ως ειδικός, υψηλής συγγένειας συμμεταφορέας 

ξανθίνης: Η+. Με την εισαγωγή κατάλληλων αλληλουχιών-επιτόπων στο C-τελικό άκρο της 

πρωτεΐνης [περιοχή δέσμευσης βιοτίνης (BAD), αλληλουχία 10 συνεχόμενων καταλοίπων His 

(His10)] και εφαρμογή των μεθοδολογιών της μεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-

scanning mutagenesis) αναπτύχθηκε ένα πρότυπο βακτηριακό σύστημα μελέτης των σχέσεων 

δομής-λειτουργίας για τους μεταφορείς NAT, με βάση το μόριο του YgfO (Καρατζά Π.). Παρά 

τα σημαντικά ευρήματα, παραμένουν αρκετά αναπάντητα ερωτήματα για την τοπολογία, για το 

ενεργό κέντρο του μορίου, για άλλες σημαντικές περιοχές καθώς και τον μηχανισμό λειτουργίας 

του YgfO. Επίσης, δεν υπάρχουν έως τώρα δεδομένα δομικών κρυσταλλογραφικών αναλύσεων 

για καμιά πρωτεϊνη της οικογένειας NAT. Με βάση τα παραπάνω, στόχοι της παρούσας 

διατριβής ήταν η ανάπτυξη ενός πρωτοκόλλου απομόνωσης και αρχικού δομικού 

χαρακτηρισμού του YgfO, η εξέταση της γενικής τοπολογικής του οργάνωσης με εργαστηριακές 

μεθόδους και μια εμβάθυνση στο ρόλο του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ, 324QNXGXXXXTG333, 

που είχε δειχθεί από προηγούμενες μελέτες μεταλλαξιγένεσης ότι περιλαμβάνει σημαντικούς 

καθοριστές για τον μηχανισμό λειτουργίας του YgfO.     

Αναπτύχθηκε καταρχήν ένα πρωτόκολλο για την υπερέκφραση και καθαρισμό του YgfO 

σε μεγάλη κλίμακα σε διάλυμα απορρυπαντικού (n-δωδεκυλο-β,D-μαλτοπυρανοσιδίου, DDM), 

με τελική απόδοση απομονωμένης πρωτεΐνης ~0.7 mg/L καλλιέργειας. Η μελέτη αυτή οδήγησε 

στην απομόνωση και έναν αρχικό δομικό χαρακτηρισμό της πρωτεΐνης YgfO σε διάλυμα DDM 

(0.008% w/v), που έδειξε ότι η απομονωμένη πρωτεΐνη διατηρεί υψηλό ποσοστό περιοχών α-

έλικας (φασματοσκοπία CD) και μπορεί να αναγνωρίζει ειδικά το υπόστρωμά της (ξανθίνη) αλλά 
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όχι ένα ανάλογο ξανθίνης που δεν δεσμεύεται (7-μεθυλοξανθίνη) (φθορισμομετρία 

τρυπτοφανών), ενώ φαίνεται να διατηρεί και επιμέρους στοιχεία της δευτεροταγούς δομής της 

στην περιοχή του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ (φασματοσκοπία EPR και SDSL). Τα παραπάνω 

αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι η απομονωμένη πρωτεΐνη διατηρεί λειτουργικά και δομικά 

στοιχεία της και ότι το πρωτόκολλο απομόνωσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί στο μέλλον για 

περαιτέρω δομικές μελέτες. Εξάλλου, στα πλαίσια των προσπαθειών μας για την υπερέκφραση 

και απομόνωση ομολόγων μεταφορέων από θερμόφιλους μικροοργανισμούς, ως εναλλακτικών 

επιλογών, κλωνοποιήθηκε και χαρακτηρίσθηκε λειτουργικά ένα συγγενές ομόλογο του 

μεταφορέα YgfO από το θερμόφιλο Gram-θετικό βακτήριο Moorella thermoacetica, το οποίο 

εδείχθη ότι λειτουργεί ως μεταφορέας ξανθίνης στους 37 °C, pH 6.6-6.8, στο ετερόλογο 

σύστημα έκφρασης της E. coli.  

Η γενική τοπολογική οργάνωση του YgfO αναλύθηκε με την μέθοδο ελέγχου 

προσβασιμότητας υποκατεστημένων κυστεϊνών (substituted-cysteine accessibility method, 

SCAM). Κατασκευάστηκαν μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης στις κορυφαίες θέσεις των 

υδρόφιλων συνδετικών τμημάτων (A48C, R78C, S109C, L142C, A176C, S206C, T243C, 

S295C, L319C, A366C, R394C, I419C) και ελέγχθηκε η προσβασιμότητά τους από το υδρόφιλο 

αντιδραστήριο MTSES-, που δεν διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη, σε μεμβρανικά κυστίδια 

(right-side out membrane vesicles). Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι μέχρι την διαμεμβρανική 

έλικα TM8 υπάρχει σαφής εναλλαγή προσβασιμότητας, που συμφωνεί με τα προβλεπόμενα 

τοπολογικά μοντέλα από τους αλγορίθμους πρόβλεψης. Στην C-τελική πλευρά, όμως, (TMs 8-

12), ενώ ως προσβάσιμες προβλέπονται μόνον οι θέσεις Α366 και Ι419, όλες οι εξεταζόμενες 

θέσεις της ευρύτερης περιοχής (S295, L319, A366, R394, I419) βρέθηκε ότι εμφανίζουν 

προσβασιμότητα στο MTSES- από το υδρόφιλο εξωκυτταρικό περιβάλλον. Το γεγονός αυτό 

ίσως οφείλεται στην ύπαρξη αμφιπαθικών περιοχών που δεν είναι διαμεμβρανικές, δηλ. δεν 

διατρέχουν ολόκληρη τη μεμβράνη, και/ή επανεισερχόμενων συνδετικών τμημάτων (reentrant 

loops), τα οποία διαμορφώνουν διαφορετικά την τοπολογία του μεταφορέα YgfO στο C-τελικό 

τμήμα. Πάντως, χρησιμοποιώντας τη μεθοδολογία γονιδιακής σύντηξης με την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP), επαληθεύτηκε ότι το C-τελικό άκρο του YgfO είναι 

προσανατολισμένο προς το κυτταρόπλασμα, ένα δεδομένο που συμφωνεί με προηγούμενες 

αναλύσεις πρωτεωμικής από το εργαστήριο του Gunnar von Heijne (Stockholm).  
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 Χρησιμοποιώντας μεταλλάγματα μοναδικής κυστεΐνης (single-Cys YgfO mutants) που 

υπήρχαν διαθέσιμα στο εργαστήριο (Καρατζά Π., Γεωργοπούλου Αικ.), μελετήθηκε ο ρόλος των 

καταλοίπων της περιοχής του μοτίβου-υπογραφή ΝΑΤ σε σχέση (α) με το υδρόφιλο ή υδρόφοβο 

μικροπεριβάλλον τους, (β) την τοπολογική οργάνωση του πρωτεϊνικού μορίου και (γ) τη 

δέσμευση υποστρώματος (ξανθίνης). Για να προσδιοριστεί η φύση του μικροπεριβάλλοντος του 

μοτίβου-υπογραφή (υδρόφιλο ή υδρόφοβο) με βιοχημικές μεθόδους, χρησιμοποιήθηκε το 

υδρόφιλο ειδικό –SH αντιδραστήριο MTSES-. Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η περιοχή του 

μοτίβου-υπογραφή είναι προσβάσιμη από το εξωκυτταρικό υδρόφιλο περιβάλλον, παρά το ότι 

προβλέπεται να βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα, ενώ οι μελέτες παρουσία υποστρώματος 

αποκάλυψαν ότι η θέση Asn-325 προστατεύεται πλήρως από αλκυλίωση, κατά τη δέσμευση 

υποστρώματος (ξανθίνης). Παράλληλα, έγιναν πειράματα ελέγχου της ευαισθησίας των 

μεταλλαγμάτων του μοτίβου-υπογραφή σε απενεργοποίηση από το MTSES-, και βρέθηκε ότι η 

ενεργότητα των A323C, G327C, V328C, G333C και V334C αναστέλλεται κατά 50-90% 

παρουσία MTSES- σε μεμβρανικά κυστίδια, υπενθυμίζοντας την περιοδικότητα της ευαισθησίας 

της περιοχής καταλοίπων 323-339 στο Ν-αιθυλμηλεϊμίδιο (NEM). Τα αποτελέσματα για την 

προσβασιμότητα του μοτίβου-υπογραφή από το υδρόφιλο περιβάλλον και για την προστασία 

του Asn-325 παρουσία υποστρώματος, σε συνδυασμό με τα προηγούμενα αποτελέσματα του 

εργαστηρίου μας, οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η περιοχή αυτή αποτελεί μέρος του υδρόφιλου 

ενεργού κέντρου του YgfO.  

Πρόσφατα δεδομένα στο εργαστήριό μας έχουν υποδείξει τη σημασία που μπορεί να έχει 

για τον μηχανισμό του YgfO η ευρύτερη περιοχή πριν το μοτίβο-υπογραφή, μεταξύ ΤΜ8 και 

ΤΜ9, που περιέχει θέσεις υψηλής συντήρησης μεταξύ των χαρακτηρισμένων ομολόγων 

μεταφορέων ΝΑΤ καθώς και δύο αναντικατάστατα κατάλοιπα (Glu-272, Asp-304) (Καρενά 

Αικ.). Η αντίστοιχη περιοχή αλληλουχίας (των καταλοίπων 266-314) υποβλήθηκε σε 

μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης και μεταλλαξιγένεση σημειακής στόχευσης σε 

επιλεγμένες θέσεις, και αποκαλύφθηκε ότι τα σημαντικά κατάλοιπα συγκεντρώνονται σε δύο 

κυρίως υποπεριοχές: 296RLKGGVLADG305 και 272ΕAVGDITATAMVS284. Αναλυτική μελέτη 

των σημαντικών θέσεων της υποπεριοχής 272-284 με μεταλλαξιγένεση και ανάλυση της 

λειτουργικής επίδρασης του NEM στα μεταλλάγματα κυστεϊνών έδειξε ότι, εκτός από το 

αναντικατάστατο Glu-272, η αλληλουχία αυτή περιέχει την θέση Gly-275 (G275C), η οποία 

είναι ευαίσθητη σε απενεργοποίηση από NEM και ανταποκρίνεται στην αλλαγή διαμόρφωσης 
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που επάγει το υπόστρωμα (ξανθίνη) με αύξηση της ευαισθησίας της, την Asp-276, όπου 

φαίνεται να είναι λειτουργικά απαραίτητη η ύπαρξη μιας καρβοξυλομάδας (-COO-/COOH), και 

τη σειρά των καταλοίπων 278ΤΑΤΑ281, όπου εμφανίζονται στερεοχημικοί περιορισμοί στην 

δυνατότητα αντικατάστασης με άλλες πλευρικές ομάδες, επηρεάζοντας την ενεργότητα αλλά και 

την έκφραση-δομική σταθερότητα του YgfO στη μεμβράνη, μέσω αλληλεπιδράσεων με άλλες 

περιοχές του μορίου του μεταφορέα.  

Από το σύνολο των αποτελεσμάτων μας για την γενική τοπολογική οργάνωση του YgfO, 

την τοπολογική-λειτουργική οργάνωση του μοτίβου-υπογραφή και τον ρόλο των καταλοίπων 

στο τέλος της διαμεμβρανικής έλικας TM8 και στην ευρύτερη περιοχή μεταξύ TM8 και TM9, 

προκύπτει μια πιθανή αναθεώρηση του αρχικού μοντέλου τοπολογίας στην περιοχή αυτή του 

YgfO. Κατά το αναθεωρημένο μοντέλο, το μοτίβο-υπογραφή (323-333) λειτουργεί ως μια 

επανεισερχόμενη θηλειά (reentrant loop) που «βλέπει» προς την υδρόφιλη εσωτερική κοιλότητα 

του μορίου και έχει πρόσβαση στο κέντρο δέσμευσης υποστρώματος (ξανθίνης), ενώ η μία όψη 

α-έλικας στο κυτταροπλασματικό άκρο του αμφιπαθικού τμήματος TM8 και η αμέσως επόμενη 

αλληλουχία (272-281) περιέχουν κατάλοιπα με σημαντικό ρόλο στη λειτουργία ή και στη 

δομική οργάνωση-σταθερότητα του μορίου στη μεμβράνη, και μπορεί να συμμετέχουν έμμεσα 

στο σχηματισμό μέρους του ενεργού κέντρου του YgfO. 
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SSUUMMMMAARRYY  

OVEREXPRESSION, PURIFICATION AND STRUCTURE-FUNCTION 
RELATIONSHIPS OF NAT TRANSPORTERS IN A MODEL BACTERIAL 

SYSTEM 
 

DOCTORATE THESIS 

MERMELEKAS GEORGIOS 

  
Our lab has recently cloned and functionally characterized YgfO, a specific, high-affinity 

xanthine:Η+ symporter from Escherichia coli Κ-12, a member of the nucleobase-ascorbate 

transporter (NAT/NCS2) family. With introduction of appropriate epitope tags at the C terminus 

(biotin-acceptor domain or His10-tail) and application of the Cys-scanning mutagenesis 

technology, a model bacterial system was developed for the study of structure-function 

relationships of the NAT transporters, based on the YgfO permease (Karatza P.). Despite 

considerable progress, today, important aspects of the topology, active site mapping and the 

mechanism of YgfO remain unanswered and there are no high-resolution structures available for 

any member of this family. The aims of this thesis was to develop a protocol for the 

overexpression, purification and a first structural characterization of YgfO, with biophysical 

methods, to apply a first experimental study of the topology of YgfO with substituted-cysteine 

accessibility method (SCAM), and to further study the role of the NAT signature motif, 
324QNXGXXXXTG333, which had been indicated to contain important determinats for the 

mechanism. 

We developed a protocol for the large-scale overexpression and purification of YgfO in 

detergent solution (n-dodecyl- β,D-maltoside, DDM) with a yield of 0.7 mg of purified protein 

per L of cell culture. It was found that the purified YgfO retains a high alpha-helical content 

(with circular dichoism spectroscopy), recognizes specifically the substrate (xanthine) but not 7-

methylxanthine which is not a ligand for YgfO (with tryptophan fluorescence spectroscopy) and 

retains local secondary structure elements at the NAT motif region (with site-directed spin 

labeling of mutants Q324C and R337C and EPR spectroscopy). While searching for other 
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homologs to be used as alternative sources for purification, from thermophilic microorganisms, 

we cloned and characterized functionally a close YgfO homolog from the Gram-positive 

thermophilic bacterium Moorella thermoacetica, which was found to transport xanthine at 37 °C, 

pH 6.6-6.8, in the heterologous expression system of E. coli.  

We analyzed general feautures of the topology of YgfO with substituted-cysteine 

accessibility method (SCAM) which is based on the Cys-scanning technology. We engineered 

single-Cys mutants at the tips of the predicted hydrophilic loops (A48C, R78C, S109C, L142C, 

A176C, S206C, T243C, S295C, L319C, A366C, R394C, I419C) and assayed for their reactivity 

with the hydrophilic, membrane-impermeable reagent MTSES-, in right-side out membrane 

vesicles (RSOs). Our data show that there is a clear alternation of solvent accessibility for the 

region between transmembrane helices (TMs) 1 and 8, as expected from the in silico prediction 

algorithms, while, at the C-terminal third of the molecule (TMs 9-12), all the single-Cys residue 

positions were found to be accessible, contraty to the predictions of the models. This discrepancy 

is possibly due to the presence of amphipathic helical segments that cross the membrane only 

partially and/or reentrant loops, giving a perturbed topology at the C-terminal part of the 

molecule. Using gene fusion with the green fluorescent protein (GFP), we confirmed that the C-

tail of YgfO is cytoplasmic, consistent with previous proteomic analyses from the group of Dr. 

Gunnar von Heijne (Stockholm).  

Using single-Cys YgfO mutants that already existed in the lab (Karatza P., Georgopoulou 

E.), we further examined the role of the NAT motif residues with respect to (a) their hydrophilic 

or hydrophobic environment, (b) their topological organization and (c) the effect of substrate 

binding. We used SCAM method and functional assay together with the membrane-impermeable 

MTSES-. We showed that all the motif region is accessible to solvent (MTSES-) from the 

extracellular hydrophilic environment and that Asn-325 is fully protected from alkylation with  

MTSES- in the presence of substrate (xanthine). In addition, the xanthine uptake activity of 

mutants A323C, G327C, V328C, G333C and V334C is strongly inhibited by MTSES- and the 

pattern of functional inhibition is reminiscent of that of the sensitivity to N-ethylmaleimide 

(NEM). Our results propose that the NAT-motif sequence region form part of the hydrophilic 

active site of the YgfO transporter.  

Recent evidence from our lab has shown that the whole region between TM8 and TM9, 

upstream the NAT motif, might also include important determinants for the mechanism, since it 
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contains highly conserved residues and two functionally irreplaceable residues, Glu-272 and 

Asp-304 (Karena E.). We analyzed the whole sequence region (residues 266-314) with Cys-

scanning and site-directed mutagenesis and found that the important residue positions cluster in 

two smaller regions, 296RLKGGVLADG305 and 272ΕAVGDITATAMVS284. Mutation and 

sulfhydryl-alkylation analysis of the sequence 272-284 revealed that, apart from the irreplaceable 

Glu-272, this sequence contains Gly-275 (G275C), which is highly sensitive to inactivation by 

NEM (IC50 15 μM) and responds to the substrate-induced conformation change by increasing its 

NEM-sensitivity, Asp-276, where a carboxylic group is required for function (-COO-/COOH), 

and the sequence 278ΤΑΤΑ281, where there are steric limitations to replacement with amino acids 

of larger volume or different geometry, affecting activity and the structural integrity of the 

membrane protein, possibly due to important interactions with other protein regions.  

Collectively, our results on the topology and function of the NAT motif and the 

preceding sequence region between TM8 and TM9 suggest that the initial topology model in this 

region should be revised. According to our revised model, the NAT-signature motif of YgfO 

(323-333) functions as a reentrant loop which faces the internal hydrophilic cavity and has access 

to the xanthine binding site, while one alpha-helical face of the cytoplasmic end of TM8 and the 

sequence downstream (272-281) contain important residues for the structural organization of the 

protein which might contribute to the active site indirectly.  
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