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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η αποαδενυλίωση είναι διαδικασία βράχυνσης των πολυ(Α)-ουρών. Είναι το 
πρώτο και καθοριστικό βήµα της αποικοδόµησης των mRNAs σε ένα µεγάλο εύρος 
οργανισµών από τη ζύµη ως τα ανώτερα θηλαστικά. Τα ένζυµα που καταλύουν τη 
διαδικασία είναι γνωστά ως αποαδενυλάσες. Στο Arabidopsis thaliana η AtPARN 
είναι µια αποαδενυλάση, απαραίτητη κατά την πρώιµή φάση της ανάπτυξης.  
Βασιζόµενοι στην αναζήτησή µας in silico για νέες αποαδενυλάσες στο Arabidopsis, 
αναγνωρίσαµε και κλωνοποιήσαµε έναν πλήρη κλώνο cDNA που ανταποκρίνεται σε 
ένα πιθανό οµόλογο αποαδενυλάσης. Η ετερόλογη έκφραση του κλωνοποιηµένου 
γονιδίου σε E. coli έδωσε µια πρωτεΐνη που αποικοδοµεί πολυ(Α), in vitro. Η 
ανάλυση των δεδοµένων έδειξε πως η καµπύλη ταχύτητας είναι σιγµοειδής, γεγονός 
που υπαινίσσεται πως πρόκειται για ένα αλλοστερικό ένζυµο. Η δραστικότητα του 
ενζύµου εξαρτάται από την παρουσία ιόντων Mg(II), κατατάσσοντάς το στις 
νουκλεάσες που εξαρτώνται από µαγνήσιο. Η κατατοµή της έκφρασης του mRNA 
της αποαδενυλάσης στο βλαστό µετά από ένα κύκλο φωτός/σκότους περιόδου 16/8h 
έδειξε πως τα επίπεδά του αυξάνονται λίγο πριν το σκοτάδι, υπαινίσσοντας έκφραση 
που ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθµό. Ονοµάζουµε την νέα πρωτεΐνη AtNOC, σε 
σχέση µε το οµόλογο nocturnin (NOC) που ελεγχεται από τον κιρκάδιο ρυθµό. Από 
όσο γνωρίζουµε, η AtNOC είναι η πρώτη  κιρκάδια-ελεγχόµενη αποαδενυλάση στο 
Arabidopsis. 
 

 
ABSTRACT 

 
Deadenylation is the process of poly(A) tail shortening. It is the first and rate-

limiting step in the degradation of many mRNAs in a wide-range of organisms from 
yeast to higher eukaryotes. A family of enzymes known as deadenylases catalyses the 
process. In Arabidopsis thaliana the AtPARN deadenylase homolog is essential 
during early development. Based on our in silico analysis for other functional 
deadenylases throughout Arabidopsis genome, we identified and cloned a full-length 
cDNA clone that corresponds to a putative deadenylase homolog. We demonstrate 
that heterologous expression of the cloned gene in E. coli results to a protein with 
poly(A)-degrading activity in vitro. Data analysis revealed that the enzyme yields 
sigmoidal velocity curves, suggesting an allosteric behavior. The enzyme’s activity 
depends on the presence of Mg(II) ions, thus it can be classified among the 
magnesium-dependent family of nucleases. Expression profile analysis in shoots 
grown under a photoperiod of 16/8 h light/dark cycle, shows that the mRNA 
expression of the novel deadenylase is significantly increased just before dark, 
suggesting a circadian-regulated profile. We designate the novel protein AtNOC, in 
relation to the circadian-regulated nocturnin (NOC) homolog. To our knowledge, 
AtNOC is the first circadian-regulated deadenylase in plants. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
Το Κιρκάδιο Ρολόι 

 
Η Γη περιστρέφεται γύρω από τον άξονά της κάθε 24 ώρες και έτσι κάθε 

κοµµάτι της επιφάνειάς της έρχεται κοντά στον Ήλιο ή αποµακρύνεται από αυτόν  µε 
αποτέλεσµα την ηµέρα και τη νύχτα αντίστοιχα. Ο µεταβολισµός, η φυσιολογία και η 
συµπεριφορά των περισσότερων οργανισµών αλλάζει µεταξύ ηµέρας και νύχτας. 
Αυτές οι βιολογικές ταλαντώσεις γίνονται προφανείς ως ηµερήσιοι ρυθµοί. Οι 
περισσότεροι οργανισµοί έχουν µια έµφυτη ικανότητα να αντιλαµβάνονται το χρόνο. 
Πράγµατι, οι περισσότεροι οργανισµοί δεν ανταποκρίνονται στην ανατολή του ηλίου 
αλλά ρυθµίζουν την βιολογία τους σύµφωνα µε την αυγή. Οι ηµερήσιοι ρυθµοί των 
οργανισµών παραµένουν, ακόµα και όταν στερούνται εξωγενή χρονικά ερεθίσµατα, 
δείχνοντας ότι παράγονται  από ένα ενδογενές βιολογικό κιρκάδιο ρολόι. Μέχρι 
πρόσφατα, οι µοριακοί µηχανισµοί µε τους οποίους οι οργανισµοί λειτουργούν σε 
αυτή την τέταρτη διάσταση, τον χρόνο, παραµένουν άγνωστοι. Παρόλα αυτά, εδώ και 
περισσότερα από 30 χρόνια, οι προσεγγίσεις της µοριακής γενετικής αποκάλυψαν τη 
µοριακή βάση του κυτταρικού κιρκάδιου ρολογιού (McClung, 2009).  
 Τα κιρκάδια ρολόγια έχουν βρεθεί από τα κυανοβακτήρια µέχρι τον άνθρωπο 
και ρυθµίζουν τη συµπεριφορά, τη φυσιολογία και τη βιοχηµεία αυτών των 
οργανισµών. Μελέτες έδειξαν ότι ο µοριακός µηχανισµός του ρολογιού είναι 
συντηρηµένος ακόµα και σε περιπτώσεις που συγκεκριµένα γονίδια δεν είναι. Αν και 
ο κεντρικός πυρήνας του µηχανισµού του ρολογιού αποτελείται από µια θηλιά 
αρνητικής ανατροφοδότησης, σχετικά πρόσφατα δεδοµένα έδειξαν ότι για να 
παραχθεί ένα κιρκάδιο ρολόι, χρησιµοποιούνται διαφορετικά επίπεδα ρύθµισης. Για 
παράδειγµα, το ρολόι στη Drosophila και στα σπονδυλωτά, βασίζεται στη 
µεταγραφική ενεργοποίηση και στην καταστολή κεντρικών γονιδίων του ρολογιού. 
Σήµερα είναι σαφές ότι τα πρωτεϊνικά προϊόντα αυτών των γονιδίων ελέγχονται όχι 
µόνο σε µεταγραφικό επίπεδο, αλλά και σε µετά-µεταφραστικό επίπεδο, µε 
φωσφορυλίωση, µε αλληλεπίδραση πρωτεΐνης-πρωτεΐνης, µε ενδοκυτταρικό 
εντοπισµό και µε αποικοδόµηση, γεγονότα που ρυθµίζονται και τα ίδια ρυθµικά 
(Baggs and Green, 2003). 
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Χαρακτηριστικά Κιρκάδιου Ρυθµού 
 
Οι κιρκάδιοι ρυθµοί αποτελούν το υποσύνολο των βιολογικών ρυθµών και 

έχουν περίοδο που ορίζεται ως ο χρόνος που απαιτείται για να ολοκληρωθεί ένας 
κύκλος 24 ωρών. Αυτό το χαρακτηριστικό τους, ενέπνευσε τον Franz Halberg το 
1959 να δηµιουργήσει τον όρο "circadian" (κιρκάδιος) από τις λατινικές λέξεις 
"circa" (κύκλος) και "dies" (ηµέρα). Ένα δεύτερο χαρακτηριστικό των κιρκάδιων 
ρυθµών είναι ότι παράγονται ενδογενώς και ότι είναι αυτό- συντηρούµενοι µε 
αποτέλεσµα να αντέχουν σε συνεχείς περιβαλλοντικές συνθήκες όπως σε συνεχές 
φως ή σκοτάδι και σε συνεχή θερµοκρασία. Κάτω από αυτές τις ελεγχόµενες 
συνθήκες, ο οργανισµός στερείται εξωτερικά χρονικά ερεθίσµατα και παρατηρείται 
απώλεια συγχρονισµού µε τον 24ωρο κύκλο. Ένα τρίτο χαρακτηριστικό όλων των 
κιρκάδιων ρυθµών είναι ότι η περίοδος παραµένει σχετικά σταθερή σε µια κλίµακα 
περιβαλλοντικών θερµοκρασιών (Pittendrigh, 1954).  Σύµφωνα µε το τελευταίο, το 
ρολόι δεν επηρεάζεται από τις µεταβολές στον κυτταρικό µεταβολισµό.  

Ένας οργανισµός στερείται τα περιβαλλοντικά χρονικά ερεθίσµατα, όπως οι 
κύκλοι φωτός/σκότους και οι κύκλοι θερµοκρασίας, που προκύπτουν από την 
εναλλαγή ηµέρας σε νύχτα, µόνο σε περιπτώσεις όπως στο εργαστήριο. Αυτά τα 
περιβαλλοντικά χρονικά ερεθίσµατα που ονοµάζονται χρονοθέτες (απόδοση του 
γερµανικού όρου zeitgeber  zeit=χρόνος, geber=δότης) συγχρονίζουν το ενδογενές 
σύστηµα χρόνου µε µια περίοδο 24 ωρών, ανταποκρινόµενοι στην εξωγενή περίοδο 
της περιστροφής της Γης. Κατά τη διάρκεια της ηµέρας παράγονται ερεθίσµατα, τα 
οποία µπορούν να  προκαλέσουν την επανεκκίνηση του ρολογιού. Ένας παλµός 
φωτός πριν από την αυγή θα προχωρήσει τη φάση του ρολογιού, όµως ο ίδιος παλµός 
φωτός µετά το σούρουπο θα την καθυστερήσει. Αν ο ίδιος παλµός φωτός δοθεί το 
µεσηµέρι τότε δεν θα έχει κανένα απολύτως αποτέλεσµα. Από τα παραπάνω είναι 
προφανές ότι το ρολόι λειτουργεί µε την δική του ευαισθησία απέναντι στα 
περιβαλλοντικά ερεθίσµατα (McClung, 2009).  
 
Η ιστορία της µελέτης του ρολογιού στα φυτά 

 
Τα πρώτα γραπτά που αναφέρονται σε ηµερήσιους ρυθµούς προέρχονται από 

τον 4ο αιώνα π.Χ. Ο Ανδροσθένης περιέγραψε την καθηµερινή κίνηση των φύλλων 
του δέντρου Tamarindus indicus, στο νησί Τήλος, στον Περσικό κόλπο, κατά τη 
διάρκεια της εκστρατείας του Μ. Αλεξάνδρου (Bretzi, 1903). ∆εν αναφέρεται ότι η 
προέλευση αυτών των ρυθµών είναι ενδογενής και πέρασαν πάνω από δύο χιλιετίες 
ώστε αυτό να δοκιµαστεί πειραµατικά. Η βιβλιογραφία για τους κιρκάδιους ρυθµούς 
ξεκίνησε το 1729, όταν ο Γάλλος αστρονόµος de Marain ανέφερε ότι η καθηµερινή 
κίνηση των φύλλων του φυτού ηλιοτρόπιο (πιθανόν το Mimosa pudica) έµενε 
σταθερή στο συνεχές σκοτάδι, δηλώνοντας την ενδογενή της προέλευση (de Marain, 
1729). Πέρασαν τριάντα χρόνια µέχρι να επαναληφθούν οι παρατηρήσεις του de 
Marain (Hill, 1757; Duhamel duMonceau, 1759; Zinn, 1759). Οι µελέτες αυτές, 
απέκλεισαν τη θερµοκρασία σαν ένα πιθανό χρονοθέτη zeitgeber που οδηγεί στη 
ρυθµική κίνηση των φύλλων. 

Πέρασε περίπου ένας αιώνας µέχρι να µετρηθούν µε ακρίβεια οι κινήσεις των 
φύλλων ώσπου διαπιστώθηκε ότι οι ρυθµοί αυτοί ήταν 24ωρών, δηλαδή κιρκάδιοι, 
προτείνοντας ότι ήταν ενδογενείς και όχι αποκρίσεις στα περιβαλλοντικά χρονικά 
ερεθίσµατα. Ο de Candolle (1832) ισχυρίστηκε ότι η περίοδος του M. pudica δεν 
συγχρονίζεται µε τον 24ωρο κύκλο της φύσης αφού διαρκούσε 22 µε 23 ώρες. 
Επιπλέον έδειξε ότι ο ρυθµός µπορούσε να αντιστραφεί, µεταβάλλοντας την 
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εναλλαγή φωτός/σκότους. Κάποιοι συγγραφείς επανέλαβαν και επέκτειναν αυτές τις 
παρατηρήσεις κατά τον 19ο και στις αρχές του 20ου αιώνα, µελετώντας πάντα την 
κίνηση των φύλλων των φυτών, που αποτελούσε το µοναδικό γνωστό κιρκάδιο ρυθµό 
(Εικόνα 1). Οι κιρκάδιοι ρυθµοί στα ζώα περιγράφηκαν πολύ αργότερα, σε 
αρθρόποδα (Kiesel, 1894) και σε αρουραίους (Richter, 1922). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Το γεγονός ότι οι κιρκάδιοι ρυθµοί, στην κίνηση των φύλλων, ήταν ενδογενείς 

αµφισβητήθηκε. Ο Pfeffer (1873) για παράδειγµα, υποψιάστηκε ότι το φως που 
"γλιστράει" µέσα σε σκοτεινά δωµάτια επεµβαίνει σε αυτές τις µελέτες, 
µαταιώνοντας τις προσπάθειες να παραχθούν συνεχείς συνθήκες και ακυρώνει τους 
ισχυρισµούς ότι οι ρυθµοί αυτοί έχουν ενδογενή προέλευση. Το ότι οι ρυθµοί ήταν 
κιρκάδιοι και όχι ακριβώς 24ωροι ήταν ένα πολύ σηµαντικό σηµείο, γιατί 
αποτελούσε την καλύτερη απόδειξη, µέχρι που έγιναν πειράµατα στο µύκητα 
Neurospora crassa (Sulzman et al., 1984), ότι ήταν πράγµατι ενδογενείς και δεν 
οδηγούνταν από κάποιο λεπτό και µη ανιχνεύσιµο γεωφυσικό ερέθισµα που 
συνδέεται  µε την περιστροφή της Γης γύρω από τον άξονά της.  

Ένα ακόµη σηµαντικό χαρακτηριστικό του κιρκάδιου ρυθµού είναι η 
εξισορρόπηση της θερµοκρασίας και πέρασε αρκετός καιρός ώσπου να εκτιµηθεί 
αυτό το χαρακτηριστικό. Η λογική της µελέτης της εξάρτησης του µήκους της 
περιόδου από τη θερµοκρασία προκύπτει από την προσδοκία ότι ο µηχανισµός του 
ρολογιού βασίζεται στην εναλλαγή των χηµικών διεργασιών. Οπότε, προβλέφθηκε 
ότι το ρολόι θα πρέπει να εξαρτάται από τη θερµοκρασία όπως και οι χηµικές 
διεργασίες. Μέχρι το 1960 οι παρατηρήσεις αυτές, επεκτάθηκαν σε πολλά άλλα φυτά 
αλλά και σε ζώα (Sweeney and Hastings, 1960). Το ότι τα ρολόγια δεν ήταν 
ανεξάρτητα από τη θερµοκρασία, αλλά παρουσίαζαν µία λιγότερο αναµενόµενη 
εξάρτηση από αυτήν, υποστήριζε σθεναρά την ιδέα ενός µηχανισµού εξισορρόπησης 
θερµοκρασίας που ήταν ατελής. Ένας τέτοιος µηχανισµός µπορούσε να µεταβάλλει 
το µήκος της περιόδου ανάλογα µε τη θερµοκρασία. 

                 Εικόνα 1. 
Α. Κινήσεις των φύλλων του φυτού Phaseolus coccineus. Η θέση των 
φύλλων ενός σπορόφυτου τη νύχτα (αριστερά) και κατά τη διάρκεια της 
µέρας (δεξιά). 
Β. Κιρκάδιος ρυθµός της κίνησης των φύλλων του P. coccineus   
συγχρονισµένος µε κύκλους φωτός/σκότους. Οι κορυφές αντιστοιχούν στην 
κίνηση των φύλλων κατά τη διάρκεια της νύχτας και οι κάθετες γραµµές 
υποδηλώνουν τα διαστήµατα του 24ωρου.  
(McClung, 2009) 
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Το 1880, οι Charles και Francis Darwin πρότειναν την κληρονοµησιµότητα 
των κιρκάδιων ρυθµών (Darwin and Darwin, 1880). Αυτό µελετήθηκε αρχικά, κατά 
τη δεκαετία του 1930 µε δύο στρατηγικές. Στην πρώτη, φυτά και ζώα µεγάλωσαν σε 
συνεχείς συνθήκες για πολλαπλές γενεές. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελούν οι 
φρουτόµυγες που διατήρησαν σταθερούς ρυθµούς για 700 γενεές εκτρεφόµενες σε 
συνεχείς συνθήκες (reviewed in Johnson, 2005). Στη δεύτερη, σπορόφυτα ή ζώα 
εκτέθηκαν σε κύκλους που διέφεραν από τον 24ωρο, ώστε να µεταβληθεί το µήκος 
της περιόδου κατά τη διάρκεια των νέων αυτών κύκλων. Όµως µετά την 
απελευθέρωσή τους σε συνεχείς συνθήκες, αποκαταστάθηκε η ενδογενής κιρκάδια 
περίοδος (Bünning, 1973). Η κληρονόµηση του µήκους της περιόδου στους 
απογόνους, που προέκυψαν από διασταύρωση γονέων µε διακριτά µήκη περιόδου, 
αναφέρθηκε πρώτα στο Phaseolus. Τα υβρίδια είχαν µήκος περιόδου ενδιάµεσο των 
γονέων (Bünning, 1932, 1935). 

Η ανάλυση µε τη βοήθεια της προωθητικής γενετικής για την ταυτοποίηση 
συστατικών του κιρκάδιου ρολογιού ξεκίνησε τη δεκαετία του 1970. Αν και σήµερα 
είναι δεδοµένο ότι τα κιρκάδια ρολόγια συντίθενται από προϊόντα γονιδίων, το 
γεγονός αυτό αποτέλεσε την πηγή ιδιαίτερης διαµάχης. Το ότι οι προσπάθειες της 
προωθητικής γενετικής θα ήταν άκαρπες αµφισβητήθηκε, γιατί τα ρολόγια ήταν 
αρκετά πολύπλοκα για να επιδείξουν πολυγονιδιακή κληρονοµησιµότητα (Bünning, 
1935) και δεν υποκύπτουν εύκολα σε γενετικές προσεγγίσεις. Παρόλα αυτά, 
ταυτοποιήθηκαν και χαρακτηρίστηκαν µεταλλάξεις µε µεταβαλλόµενο µήκος 
περιόδου στη φρουτόµυγα Drosophila melanogaster (Kanopka and Benzer, 1971), 
στο φύκος Chlamydomonas reinhardtii (Bruce, 1972) και στο µύκητα Neurospora 
crassa (Feldman and Hoyle, 1973). Πέρασε πάνω από µια δεκαετία µέχρι να 
κλωνοποιηθεί το πρώτο γονίδιο του ρολογιού, το γονίδιο period (per) στη Drosophila 
(Bargiello and Young, 1984; Zehring et al., 1984) και πέντε χρόνια µέχρι να 
κλωνοποιηθεί το δεύτερο, το γονίδιο frequency στο Neurospora (McClung et al., 
1989).  

Στα φυτά διαπιστώθηκε ότι ο ρυθµός της κίνησης των φύλλων ήταν µόνο ένας 
ανάµεσα στους πολλούς ρυθµούς, συµπεριλαµβανοµένης της γονιµοποίησης, της 
ανάπτυξης, της ενζυµικής ενεργότητας, της κίνησης των στοµάτων, της 
φωτοσύνθεσης, της εκποµπής αρώµατος και του ανοίγµατος των άνθεων (Comming 
and Wagner, 1968). Πραγµατοποιήθηκαν δύο κρίσιµες ανακαλύψεις, πρώτος ο 
Kloppstech (1985), περιέγραψε στο φασόλι έναν κιρκάδιο ρυθµό τριών µεταγράφων, 
που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό DNA. Αυτή η παρατήρηση αντιγράφηκε και 
επεκτάθηκε στο σιτάρι. Όµως τόσο το φασόλι, όσο και το σιτάρι, δεν ήταν 
κατάλληλα για κατευθυνόµενη κλωνοποίηση γονιδίου ενώ το Arabidopsis Thaliana 
προέκυπτε σαν ένα ισχυρό σύστηµα στο οποίο µπορεί να συνδυαστεί ανάλυση µε 
προωθητική γενετική µε τεχνικές µοριακής κλωνοποίησης γονιδίου (Somerville and 
Koornneef, 2002). Σύντοµα αποδείχθηκε ότι ένας αριθµός γονιδίων του Arabidopsis 
Thaliana υπόκειται σε κιρκάδιο έλεγχο (McClung and Kay, 1994) (McClung, 2009).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 



∆ιπλωµατική Εργασία Τοµατσίδου Αναστασία 
 

 9

Το φυτό Arabidopsis Thaliana εµφανίζει πολλούς κιρκάδιους ρυθµούς 
 
Όπως πολλά φυτά, έτσι και το Arabidopsis, εµφανίζει ρυθµική κίνηση της 

κοτυληδόνας και του φύλλου καθώς και κιρκάδιο ρυθµό στην επιµήκυνση του 
υποκοτυλίου (Dowson-Day and Millar, 1999) και του ανθώδους µέρους του βλαστού 
(Jouve et al., 1998). Ο έλεγχος της µεταγραφής από το κιρκάδιο ρολόι είναι 
διαδεδοµένος (Dunlap, 1999) και η λίστα των γονιδίων του φυτού που ελέγχονται από 
αυτό είναι µεγάλη (Πίνακας 1). Ανάλυση µε µικροσυστοιχίες έδειξε ότι περίπου το 
10% του συνόλου των γονιδίων του Arabidopsis ρυθµίζεται στο επίπεδο του mRNA 
και έχουν ανιχνευθεί πολλά µεταβολικά µονοπάτια που ρυθµίζονται κιρκάδια 
(Harmer et al., 2000; Schaffer et al., 2001). Τα µετάγραφα που ρυθµίζονται κιρκάδια 
έχουν µικρό χρόνο ηµιζωής (Gutierrez et al., 2002). Ακόµη, έχει δειχθεί ότι πάνω από 
το 35% του µεταγραφοσώµατος µπορεί να ρυθµιστεί κιρκάδια (Michael and 
McClung, 2003).  
 Αν και η µελέτη του κιρκάδιου ρυθµού έχει εστιαστεί σε συνεχείς συνθήκες, 
είναι σηµαντικό να θυµόµαστε ότι τα φυτά στη φύση αναπτύσσονται σε ένα 
µεταβαλλόµενο περιβάλλον. Σε φυτά που αναπτύσσονται µε ηµερήσιους κύκλους, 
γίνεται µία σηµαντική αλληλεπίδραση µε το µεταβολισµό των σακχάρων που 
επηρεάζει σηµαντικά την περιοδική γονιδιακή έκφραση (Bläsing et al., 2005). 
Επιπρόσθετα, σχετικά πρόσφατα δεδοµένα διασαφηνίζουν ότι το κιρκάδιο ρολόι 
διαµορφώνει την ικανότητα απόκρισης σε αβιοτικό στρες, όπως το κρύο (Fowler et 
al., 2005) (McClung, 2009).  
 
 
Πίνακας 1. 
Γνωστά γονίδια του κιρκάδιου ρολογιού στο Arabidopsis thaliana.  
(McClung, 2009)                                                                               

                                                                   Circadian Clock Phenotype 
Gene Locus ID Function Loss-of-Function Overexpression 

 
CCA1 At2g46830 Single Myb domain 

transcription factor 
Short period Arrhythmic 

 
CKB3 At3g60250 Casein kinase II 

regulatory subunit 
Not known  

(gene family) 
Short period 

 
CRY1 At4g08920 Blue light 

photoreceptor 
Long period in 

blue light 
Short period in 

blue light 
CRY2 At1g04400 Blue light 

photoreceptor 
Long period in 

blue light 
Short period in 

blue light 
DET1 At4g10180 Repressor of 

photomorphogenesis
Short period Not known 

ELF3 At2g25930 Unknown Arrhythmic in 
continuous light 

Long period 
 

ELF4 At2g40080 Unknown Arrhythmic Not known 
GI At1g22770 Unknown Short period, low 

amplitude 
Short period, low 

amplitude 
LHY At1g01060 Single Myb domain 

transcription 
factor 

Short period Arrhythmic 
 

LUX At3g46640 Myb transcription 
factor 

Arrhythmic Arrhythmic 
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PHYA At1g09570 Red light 
photoreceptor 

Long period in 
far-red light 

Short period in far-
red light 

PHYB At2g18790 Red light 
photoreceptor 

Long period in 
red light, leading 

phase in white 
light 

Short period in red 
light, lagging 
phase in white 

light 
PIF3 At1g09530 Basic helix-loop-

helix transcription 
factor 

Wild type Wild type 

PRR3 At5g60100 Pseudo-response 
regulator 

Short period Wild type 
 

PRR5 At5g24470 Pseudo-response 
regulator 

Short period Low amplitude, 
long period 

PRR7 At5g02810 Pseudo-response 
regulator 

Long period Not known 

PRR9 At2g46790 Pseudo-response 
regulator 

Long period Short period 

SRR1 At5g59560 Unknown Leading phase, 
low amplitude 

Not known 
 

TIC  Gene not yet 
identified 

Short period, low 
amplitude 

Not known 
 

TOC1 At5g61380 Pseudo-response 
regulator 

Short period Arrhythmic 
 

ZTL At5g57360 F-box protein Long period Arrhythmic 
 
 
Το κιρκάδιο ρολόι στο Arabidopsis thaliana 
  

Πολλοί οργανισµοί διαθέτουν κιρκάδια ρολόγια, τα οποία ρυθµίζουν τη 
φυσιολογία και τη συµπεριφορά τους. Το ευκαρυωτικό ρολόι περιλαµβάνει θηλιές 
ανατροφοδότησης, για τη γονιδιακή έκφραση, µε αρνητικά και θετικά στοιχεία και 
κυτταροπλασµατικά σηµατοδοτικά µόρια. Στο φυτό µοντέλο Arabidopsis, ο 
µηχανισµός του ρολογιού θεωρείται ότι περιλαµβάνει τουλάχιστον τρεις θηλιές 
ανατροφοδότησης: την κεντρική θηλιά (central loop), τη θηλιά που είναι 
συγχρονισµένη µε το πρωί (morning-phased loop) και τη θηλιά που είναι 
συγχρονισµένη µε το βράδυ (evening-phased loop) (James et al., 2008). 
 Πρόσφατα προτάθηκε ότι η θηλιά ανατροφοδότησης, η οποία είναι κρίσιµη 
για την κιρκάδια ρυθµικότητα στο Arabidopsis (η κεντρική θηλιά), βασίζεται στην 
αλληλεπίδραση του TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1), του LHY (LATE 
ELONGATED HYPOCOTYL) και του CCA1 (CIRCADIAN CLOCK 
ASSOCIATED 1) (Εικόνα 2). Οι CCA1 και LHY είναι δύο µεταγραφικοί 
παράγοντες, σχετικοί µε την MYB οικογένεια, των οποίων τα επίπεδα mRNA και 
πρωτεΐνης εµφανίζουν µέγιστο την αυγή. Η υπερέκφραση του CCA1 ή του LHY από 
έναν ιδιοσύστατο υποκινητή έχει ως αποτέλεσµα ο ένας παράγοντας να ρυθµίζει 
καθοδικά τον άλλο, πράγµα που οδηγεί σε αρρυθµία. Το παραπάνω φανερώνει πως οι 
παράγοντες αυτοί αποτελούν συστατικά µιας θηλιάς αρνητικής ανατροφοδότησης, 
που είναι απαραίτητη για την παραγωγή και τη διατήρηση των κιρκάδιων ρυθµών.  

Το TOC1 κωδικοποιεί για έναν ρυθµιστή (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR), 
του οποίου η έκφραση έχει µέγιστο το σούρουπο. Μεταλλάξεις στο TOC1 µικραίνουν 
την περίοδο όλων των κιρκάδιων ρυθµών που έχουν ελεγχθεί µέχρι τώρα. 

Πίνακας 1, συνέχεια 
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Επιπρόσθετα, αύξηση στη δόση του TOC1 µεγαλώνει την περίοδο των κιρκάδιων 
ταλαντωτών ενώ η υπερέκφρασή του από έναν ιδιοσύστατο υποκινητή προκαλεί 
αρρυθµία. Ο TOC1 έχει αρκετά µοτίβα που δείχνουν ότι συµµετέχει στη µεταγραφική 
ρύθµιση και, πράγµατι, τα επίπεδα του mRNA των παραγόντων CCA1 και LHY 
µειώνονται στο µετάλλαγµα toc1-2 (που είναι πιθανόν αλληλόµορφο µε µηδενική 
µετάλλαξη). Η έκφραση του CCA1 µειώνεται αξιοσηµείωτα στο µετάλλαγµα elf4, το 
οποίο δεν εµφανίζει ρυθµικότητα τόσο στο συνεχές φως όσο και στο συνεχές 
σκοτάδι. Το ELF4 (early flowering 4) δεν εµφανίζει οµολογία µε πρωτεΐνες γνωστής 
λειτουργίας αλλά η έκφρασή του είναι κυκλική µε φάση που είναι παρόµοια µε αυτή 
του TOC1, πράγµα που δείχνει ότι οι δύο αυτές πρωτεΐνες µπορεί να λειτουργούν 
µαζί για να προωθήσουν την έκφραση του CCA1 και του LHY. Το CCA1 και το 
LHY ρυθµίζουν καθοδικά την ίδια τους την έκφραση, καταστέλλοντας την έκφραση 
του TOC1. Αυτό συµβαίνει µέσω της πρόσδεσής τους σε ένα στοιχείο 9 
νουκλεοτιδίων που βρίσκεται στον υποκινητή του TOC1 (AAATATCT), το οποίο 
είναι κρίσιµο για την κιρκάδια ρύθµιση.  

Το στοιχείο που αναγνωρίζουν οι παράγοντες CCA1 και LHY στον υποκινητή 
του TOC1 υπάρχει σε µια οµάδα γονιδίων συγχρονισµένων µε το βράδυ (evening-
phased) και είναι γνωστό ως evening-element (ΕΕ). Επιπλέον, τα ΕΕ είναι 
πανοµοιότυπα µε την αλληλουχία που αναγνωρίζει ο CCA1 στον υποκινητή του 
γονιδίου LIGHT HARVESTING CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 1 
(AAAAATCT), ένα γονίδιο που ρυθµίζεται από το ρολόι και η έκφραση του οποίου 
παρουσιάζει µέγιστο το πρωί. Πέραν του ότι ο CCA1 και ο LHY είναι µέλη µιας 
θηλιάς ανατροφοδότησης για την κιρκάδια ρυθµικότητα, πιθανόν λειτουργούν για να 
καταστείλουν την έκφραση αρκετών γονιδίων που είναι συγχρονισµένα µε το βράδυ 
και για να προωθήσουν την έκφραση γονιδίων που είναι συγχρονισµένα µε το πρωί, 
παρέχοντας ένα µηχανισµό που συνδέει τον κιρκάδιο ταλαντωτή µε πολλές 
βιοχηµικές και φυσιολογικές διεργασίες. Τα κιρκάδια ρολόγια, από τα φυτά µέχρι τα 
θηλαστικά, ρυθµίζουν τις µεταβολικές και αναπτυξιακές δραστηριότητες, ελέγχοντας 
την έκφραση ρυθµιστικών γονιδίων-κλειδιών (Yanovsky and Kay, 2003).  

 

        
 
               Εικόνα 2.  

Μοριακές αλληλεπιδράσεις που διαµορφώνουν το κιρκάδιο ταλαντωτή του φυτού. 
(Yanovsky and Kay, 2003) 
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Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν στη Drosophila αποκάλυψαν έναν ανάλογο 
µηχανισµό µε αυτόν στο Arabidopsis. Τα γονίδια της Drosophila που φαίνεται να 
είναι απαραίτητα για τη λειτουργία του κιρκάδιου ρολογιού είναι το PERIOD (PER), 
το TIMELESS (TIM), το BMAL1 (CYCLE), το CLOCK, το CRYPTOCHROME (CRY) 
και το DOUBLETIME (DBT). Τα γονίδια CLOCK και BMAL1 κωδικοποιούν για δύο 
βασικούς έλικας-θηλιάς-έλικας (bHLH)-PAS µεταγραφικούς παράγοντες, οι οποίοι 
σχηµατίζουν το ετεροδιµερές CLOCK-BMAL1 µέσα στον πυρήνα και προσδένονται 
σε στοιχεία Ε-box στους υποκινητές των γονιδίων του ρολογιού ενεργοποιώντας την 
έκφρασή τους. Τέτοια γονίδια είναι το PER και το TIM. Τα προϊόντα των γονιδίων 
αυτών σχηµατίζουν το διµερές PER-TIM στο κυτταρόπλασµα και στη συνέχεια 
εισέρχονται στον πυρήνα όπου και καταστέλλουν τη γονιδιακή έκφραση (Εικόνα 3). 
Επιπλέον, στη µύγα, το CRY λειτουργεί κυρίως σαν φωτοϋποδοχέας, προσδένει το 
ετεροδιµερές PER-TIM, µε τρόπο εξαρτώµενο από το φως, διαµεσολαβώντας στην 
εξαρτώµενη από το φως αποικοδόµηση του TIM.  

Ακόµη, πραγµατοποιήθηκαν µελέτες στη Drosophila που αφορούν τη µετά-
µεταγραφική και µετά-µεταφραστική ρύθµιση των στοιχείων του κιρκάδιου 
ρολογιού. Προτάθηκαν µοντέλα που προβλέπουν ότι η αποικοδόµηση των mRNAs 
και των πρωτεϊνών του ρολογιού είναι κρίσιµη στον έλεγχο της περιοδικότητας. Για 
παράδειγµα, ο βαθµός στον οποίο καταστέλλεται η γονιδιακή έκφραση από το 
ετεροδιµερές PER-TIM µπορεί να ρυθµιστεί µέσω της σταθερότητας του PER και 
του TIM. Το γονίδιο DBT κωδικοποιεί για µία κινάση που µειώνει τη σταθερότητα 
του µονοµερούς PER φωσφορυλιώνοντάς το. Μύγες µε απενεργοποιηµένο το γονίδιο 
DBT συσσωρεύουν υποφωσφορυλιωµένο PER (Εικόνα 4) (Cermakian and Sassone-
Corsi, 2000).  

Από τα παραπάνω φαίνεται πως η ρύθµιση της έκφρασης των mRNAs των 
TIM και PER, καθορίζεται  από το χρόνο της ζωής τους, και κατ΄επέκταση από τη 
ρύθµιση της αποικοδόµησης των mRNAs  αυτών (βλ. παρακάτω, Αποικοδόµηση  
mRNA). 

 
  
Εικόνα 3. Μοριακός µηχανισµός του κιρκάδιου ρολογιού στη Drosophila. 
  



∆ιπλωµατική Εργασία Τοµατσίδου Αναστασία 
 

 13

 

 
 
Εικόνα 4. 
Μεταβολή της έκφρασης των PER και TIM κατά τη διάρκεια της ηµέρας. 
 
 
Αποικοδόµηση mRNA 
           

Η αποικοδόµηση του ευκαρυωτικού mRNA παίζει σηµαντικό ρόλο στη 
ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, στον ποιοτικό έλεγχο της βιοσύνθεσης mRNA και 
στην αντιϊκή προστασία (Dykxhoorn et al., 2003; Maquat et al., 2000; Hoofvan et al., 
1999). Αποτελεί το καθοριστικό βήµα στην αποκοδόµηση των µορίων mRNA και την 
µεταφραστική αποσιώπηση, γεγονός που την καθιστά ιδανικό σηµείο ελέγχου και 
των δύο διεργασιών. 
         Στον πυρήνα, µε την  διαδικασία της αποαδενυλίωσης περιορίζονται οι 
νεοπρoστιθέµενες  πολυ(A) ουρές, στο κατάλληλο µήκος. Οι  πολυ(A) ουρές όταν 
είναι σε προκαθορισµένο σωστό µήκος είναι απαραίτητες για την έξοδο του  mRNA 
από τον πυρήνα και όταν αυτό φτάσει στο κυτταρόπλασµα του προσδίδουν 
σταθερότητα και έναυσµα για µετάφραση. Στο κυτταρόπλασµα, η εκτεταµένη 
αποαδενυλίωση του mRNA, πέρα από ένα συγκεκριµένο µήκος, σηµατοδοτεί την 
αποικοδόµηση του. 
               Η αποικοδόµηση του mRNA ξεκινάει από την βράχυνση της πολυ(A) ουράς 
στο 3΄ άκρο του (αποαδενυλίωση) από διάφορα ένζυµα, γνωστά ως αποαδενυλάσες 
(βλ. παρακάτω: § Aποαδενυλάσες-Κατάταξη, βιολογικές λειτουργίες και έλεγχος   
δραστικότητάς τους) (Tucker et al., 2000; Mitchell et al., 2001). Ακολουθώντας  την 
αποαδενυλίωση ένα ειδικό ένζυµο που αποτελείται από δύο υποµονάδες (Dcp1p και 
Dcp2p) αφαιρεί το κάλυµµα , εκθέτοντας το µετάγραφο σε αποικοδόµηση από την 
Xrn1p, µια 5΄→3΄ εξωνουκλεάση. Εναλλακτικά, µετά την αποαδενυλίωση, το mRNA 
µπορεί να αποικοδοµηθεί µε κατεύθυνση 3΄→5 από το κυτταροπλασµατικό 
εξώσωµα, ένα σύµπλοκο εξωνουκλεασών (Μονοπάτι αποκοδόµησης εξαρτώµενο από 
την αποδενυλίωση) (Garneau et al., 2004; Anderson et al., 1998; Chen et al., 2001; 
Wang and Kiledjian, 2001; Mukherjee et al., 2002). Στην περίπτωση αυτή τo 
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κάλυµµα υδρολύεται από το DcpS (Liu et al., 2002) (Εικόνα 5a).  Τα 2 κυριότερα 
µονοπάτια αποικοδόµησης του ευκαρυωτικού mRNA και οι πρωτεϊνικοί παράγοντες 
που εµπλέκονται σ’ αυτά συνοψίζονται στoν Πίνακα 2 (Meyer et al., 2004). 
 

Πίνακας 2.  
Τα δύο κύρια µονοπάτια αποικοδόµησης των ευκαρυωτικών mRNAs  και οι    
κυριότεροι παράγοντες που συµµετέχουν σε αυτά (ενισχυτές και αναστολείς).  
(Meyer et al., 2004). 

 
  Υπάρχει βέβαια και το µονοπάτι αποικοδόµησης το οποίο είναι ανεξάρτητο 
της αποδενυλίωσης στον S. cerevisiae , όπου είναι απαραίτητη η στρατολόγηση της 
πρωτεϊνικής µηχανής αποµάκρυνσης του καλύµµατος (Εικόνα 5b). Ωστόσο η 
αποικοδόµηση ορισµένων µορίων mRNA µπορεί να ξεκινήσει µε ενδονουκλεοτιδική 
διάσπαση είτε από ειδικές ενδονουκλεάσες είτε από το µηχανισµό του RNAi 
(Μονοπάτι αποικοδόµησης διαµεσολαβούµενο από ενδονουκλεάσες) (Dodson et al., 
2002). Στο µονοπάτι αυτό µετά τη δράση των ενδονουκλεασών παράγονται δύο 
θραύσµατα µε απροστάτευτα άκρα, τα οποία και αποκοδοµούνται στη συνέχεια µε τη 
δράση του εξωσώµατος και της Xrn1p (Εικόνα 5c). Επίσης, τα ευκαρυωτικά κύτταρα 
περιέχουν ειδικά µονοπάτια αποικοδόµησης  που αναγνωρίζουν και αποικοδοµούν 
ταχύτατα ανώµαλα mRNAs χρησιµοποιώντας τα ίδια ένζυµα που αποικοδοµούν 
φυσιολογικά mRNAs. 
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Εικόνα 5. 
Μονοπάτια αποικοδόµησης του mRNA. (Goldstrohm and Wickens, 2008) 

 
 

 
Μονοπάτια αποικοδόµησης του mRNA στο φυτικό κύτταρο 
 

Όπως αναφέρθηκε, η αποικοδόµηση του mRNA στο κυτταρόπλασµα, ξεκινά 
µε την αποαδενυλίωση, τη βράχυνση ή την πλήρη αφαίρεση της πολυ(Α)-ουράς 
(Εικόνα 6). Αρκετά βιοχηµικά σύµπλοκα που πραγµατοποιούν αποαδενυλίωση (βλ. 
επόµενη §) στα ζώα και στα φύκη, είναι συντηρηµένα και στα φυτά: η πολυ(Α) 
ριβονουκλεάση PARN (βλ. παρακάτω), το σύµπλοκο αποαδενυλίωσης CCR4/CAF1 
και η πολυ(Α) νουκλεάση PAN (Πίνακας 3). Για να πραγµατοποιηθεί η 
αποαδενυλίωση απαιτούνται τόσο η δράση της PARN όσο και η δράση του 
συµπλόκου CCR4/CAF1. Κάθε σύµπλοκο στοχεύει εξειδικευµένα υποστρώµατα 
mRNAs, όµως παραµένει άγνωστος ο βαθµός εξειδίκευσης των αποαδενυλασών 
καθώς και το πώς επιτυγχάνεται αυτή η εξειδίκευση.  
 Το εξώσωµα αποτελεί την µεγαλύτερη πηγή της εξωνουκλεολυτικής 
δραστικότητας, µε φορά 3'→5', στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Είναι ένας 
πολύπλευρος µακροµοριακός µηχανισµός που µπορεί πρώτον, να επεξεργαστεί 
µερικώς το RNA ή δεύτερον, να αποικοδοµήσει πλήρως το RNA ή τρίτον, να 
πραγµατοποιήσει ποιοτικό έλεγχο του RNA. Το τελευταίο σηµαίνει ότι αποικοδοµεί 
επιλεκτικά µόνο τα ελαττωµατικά µόρια RNA, για παράδειγµα tRNA που δεν έχει 
αναδιπλωθεί σωστά. Η αποαδενυλίωση συµβαίνει πριν από την αποικοδόµηση του 
mRNA από το εξώσωµα.  
 Το αποαδενυλιωµένο mRNA µπορεί να υποστεί και αποικοδόµηση κατά τη 
φορά 5'→3' όµως πρώτα απαιτείται η αποµάκρυνση της  καλύπτρας στο 5' άκρο του 
mRNA. Η αποµάκρυνση της καλύπτρας πραγµατοποιείται από το σύµπλοκο 
αποµάκρυνσης της καλύπτρας (decapping). Τα κύρια συστατικά του συµπλόκου, οι 
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παράγοντες DCP1 και DCP2, είναι συντηρηµένοι στα φυτά. Ένα τρίτο συστατικό του 
συµπλόκου αποµάκρυνσης της καλύπτρας είναι ο παράγοντας VARICOSE 
(VCS)/HEDLS, ο οποίος πρωτοχαρακτηρίστηκε στα φυτά. Το οµόλογο στα 
θηλαστικά, που ονοµάζεται HEDLS, εµπλέκεται στην αποµάκρυνση της καλύπτρας 
του mRNA και λειτουργεί ως µοριακή σκαλωσιά για τα µόρια DCP1 και DCP2. Έτσι, 
τα σύµπλοκα αποµάκρυνσης της καλύπτρας στα φυτά και στα ζώα, φαίνεται να είναι 
όµοια µεταξύ τους, (στο Arabidopsis τα VCS, DCP2 και DCP1 αλληλεπιδρούν και 
εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα) ενώ και τα δύο διαφέρουν από αυτό της ζύµης, το 
οποίο στερείται το οµόλογο VCS/HEDLS. Η απώλεια αποµάκρυνσης της καλύπτρας 
επηρεάζει το ρυθµό αποικοδόµησης µόνο σε συγκεκριµένα υποστρώµατα, 
υποδηλώνοντας ότι για κάποια mRNAs είναι προκαθορισµένο να αποµακρυνθεί η 
καλύπτρα τους ενώ για κάποια άλλα όχι. Στα mRNAs των θηλαστικών το DCP2 
αναγνωρίζει αλληλουχίες που έχουν χαρτογραφηθεί στην 5'-αµετάφραστη περιοχή. 
Μετά τη αποµάκρυνση της καλύπτρας, το 5' µονοφωσφορυλιωµένο άκρο του RNA 
γίνεται ευάλωτο στην XRN4 εξωριβονουκλεάση (Belostotsky and Sieburth, 2009).        
 
 
 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 6. 
Μονοπάτια της αποικοδόµησης του mRNA στο κυτταρόπλασµα του φυτικού 
κυττάρου. (Belostotsky and Sieburth, 2009) 
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  Πίνακας 3. 
   Κυτταροπλασµατικοί παράγοντες του Arabidopsis Thaliana  που συµµετέχουν στην 
   αποικοδόµηση του RNA. (Belostotsky and Sieburth, 2009) 

 
 
 

Aποαδενυλάσες-Κατάταξη, βιολογικές λειτουργίες και έλεγχος   δραστικότητάς 
τους 

Ως αποαδενυλάσες ορίζουµε τις εξωριβονουκλεάσες που αποικοδοµούν την 
πολύ(Α) ουρά των mRNAs µε κατεύθυνση 3΄→5΄ απελευθερώνοντας 5΄-ΑMP.  
Καθηµερινά ο αριθµός των ταυτοποιηµένων αποαδενυλασών αυξάνει ως αποτέλεσµα 
βιοχηµικών και γενετικών ερευνών. Οι αποαδενυλάσες εκδηλώνουν µια σαφή 
προτίµηση για 3΄- πολυ(Α) ως υπόστρωµα, παρά το γεγονός πως σε ορισµένες 
περιπτώσεις έχει δειχτεί ότι αποικοδοµούν λιγότερο αποτελεσµατικά και µη-
αδενοσινικά οµοπολυµερή (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Όλες οι γνωστές αποαδενυλάσες είναι Μg2+-εξαρτώµενα ένζυµα που µπορούν 
να  ταξινοµηθούν σε δύο µεγάλες υπερ-οικογένειες µε βάση την παρουσία 
συγκεκριµένων συντηρηµένων καταλοίπων στο καταλυτικό τους κέντρο. Η DEDD 
υπερ-οικογένεια έχει λάβει το όνοµά της από τα καταλυτικά αµινοξέα Asp και Glu 
που βρίσκονται διάσπαρτα µεταξύ τριών µοτίβων εξωνουκλεάσης, τα οποία 
συντονίζουν τα ιόντα Μg2+. Μέλη αυτής της οµάδας αποτελούν η αποαδενυλάση 
POP2 (γνωστή και ως CAF1), η CAF1Ζ, η πολυ(Α)-εξειδικευµένη ριβονουκλεάση 
(PARN), καθώς και οι οικογένειες των PAN2 αποαδενυλασών. Από την άλλη µεριά η 
υπερ-οικογένεια των εξωνουκλεασών-ενδονουκλεασών-φωσφατασών (exonuclease-
endonyclease-phosphatase, EEP), περιλαµβάνει αποαδενυλάσες που φέρουν 
συντηρηµένα καταλυτικά κατάλοιπα  Asp και His στις δοµικές περιοχές νουκλεάσης 
τους. Παραδείγµατα ΕΕP ενζύµων αποτελούν οι αποαδενυλάσες Νοcturnin, CCR4  
και Angel. 
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Κάθε είδος οργανισµού διαθέτει και διαφορετική γκάµα και αριθµό 
αποαδενυλασών. Για παράδειγµα, µέλη των οικογενειών POP2, CCR4, PAN2 και 
Angel είναι παρόντα σε όλους τους ευκαρυώτες, ενώ άλλες αποαδενυλάσες είναι 
λιγότερο συντηρηµένες (π.χ. η Drosophila melanogaster στερείται τόσο της  PARN 
όσο και της CAF1Ζ (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Η τεράστια ποικιλότητα και η ποικιλοµορφία των αποαδενυλασών υποδηλώνει 
πως πιθανότατα συγκεκριµένες αποαδενυλάσες στοχεύουν συγκεκριµένα mRNAs 
επιτάσσοντας τον έλεγχο τους στη δραστικότητα ενός µόνο ενζύµου. Από την άλλη, 
διαφορετικές αποαδενυλάσες µπορούν να δράσουν στο ίδιο mRNA µε διακριτές αλλά 
επικαλυπτόµενες λειτουργίες. 

Οι αποαδενυλάσες όπως αναφέρθηκε, διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη 
γενική διαδικασία ανακύκλησης του mRNA. Επιτελούν όµως και αρκετούς 
εξειδικευµένους, ρυθµιστικούς ρόλους. Κάποιες είναι απαραίτητες για τη 
βιωσιµότητα των οργανισµών, ενώ µεταλλάγµατα άλλων επιφέρουν µια ποικιλία 
ενδιαφερόντων φαινοτύπων. Επιπλέον, συγκεκριµένες αποαδενυλάσες είναι 
απαραίτητες για συγκεκριµένες βιολογικές διεργασίες, γεγονός που αποδεικνύει πως 
ο έλεγχος ορισµένων mRNAs είναι καθοριστικής σηµασίας για την οµαλή λειτουργία 
αυτών τω διεργασιών (Goldstrohm and Wickens, 2008; Parke and Song, 2004). Για 
παράδειγµα, αρκετές αποαδενυλάσες, συµπεριλαµβανοµένων της PARN του Xenopus 
laevis και της CCF-1 του  C. elegans, είναι σηµαντικές κατά την πρώιµη ανάπτυξη, 
ενώ άλλες απαιτούνται για τη γονιµότητα (όπως η CNOT7 στα ποντίκια) και τη 
µεταβολική οµοιόσταση (ποντίκια που στερούνται Νοcturnin, λαµβάνουν λιγότερο 
σωµατικό βάρος και λίπος σε σύγκριση µε τα ποντίκια που τη διαθέτουν, κάτω από 
ίδιες συνθήκες διατροφής και συµπεριφοράς). 

Η ρύθµιση της δραστικότητας των  αποαδενυλασών κρίνεται απαραίτητη, 
καθώς συνθήκες ανεξέλεγκτης αποαδενυλίωσης θα οδηγούσαν σε καταστροφή και 
θάνατο του κυττάρου. Σταθερά και µεταγραφικά ενεργά mRNAs πρέπει να 
προστατευθούν από την αποαδενυλίωση ενώ τα ασταθή και µη φυσιολογικά θα 
πρέπει να αποαδενυλιώνονται και να οδηγούνται στην αποικοδόµηση. 

 Ο ρυθµός της αποαδενυλίωσης ποικίλλει µεταξύ των διάφορων mRNAs. Αυτή 
η διαδικασία ελέγχεται από  παράγοντες-ρυθµιστές οι οποίοι προσδένονται ειδικά σε 
συγκεκριµένες αλληλουχίες των mRNAs. Ρυθµιστικά στοιχεία που βρίσκονται 
συνήθως στις 3' αµετάφραστες περιοχές συγκεκριµένων mRNAs (3'-UTR) ενισχύουν 
την αποαδενυλίωση τους. Αυτά τα στοιχεία δεσµεύονται από παράγοντες οι οποίοι 
στρατολογούν συγκεκριµένες αποαδενυλάσες προωθώντας έτσι την αποαδενυλίωση. 
Τέτοια παραδείγµατα παραγόντων που δεσµεύονται στις 3'-UTR περιοχές µορίων 
mRNA αποτελούν οι CUG-BP, miRNAs, PUF και CPEB (Goldstrohm and Wickens, 
2008; Kadyrova et al., 2007; Hook et al., 2007). Εναλλακτικά, προώθηση της 
αποαδενυλίωσης µπορεί να επιτευχθεί και µέσω αλληλεπίδρασης της PABP και 
συγκεκριµένων αποαδενυλασών (π.χ η PABP στρατολογεί το σύµπλοκο PAN2-
PAN3). Επίσης, το 5΄ κάλυµµα του mRNA µπορεί να επηρεάσει θετικά την 
αποαδενυλίωση διεγείροντας την δραστικότητα και την επεξεργαστικότητα κάποιων 
αποαδενυλασών (χαρακτηριστότερο και µοναδικό γνωστό έως σήµερα παράδειγµα 
αποτελεί η PARN). Η έκφραση των αποαδενυλασών και των αντίστοιχων ρυθµιστών 
τους υποδεικνύει το χρόνο και τον τόπο, στον οποίο µπορεί να συµβεί ρύθµιση της 
αποαδενυλίωσης. Για παράδειγµα, η έκφραση της νοκτουρνίνης είναι ρυθµική και 
ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθµό, ενώ οι αποαδενυλάσες της οικογένειας των POP2 
είναι ιδιοσυστατικές. Επιπροσθέτως, όταν το κύτταρο υποβάλλεται σε διάφορες 
µορφές stress (UV, οξείδωση, οσµωτική πίεση ή έλλειψη γλυκόζης) τότε η 
αποαδενυλίωση σταµατά αµέσως. Ο µοριακός µηχανισµός της αναστολής παραµένει 
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άγνωστος. Η αποαδενυλίωση επηρεάζεται επίσης από δύο µορφές χωρικού ελέγχου: 
τον πυρηνο-κυτταροπλασµατικό διαχωρισµό των αποαδενυλασών και την εντόπισή 
τους σε κοκκία. Στην πρώτη περίπτωση, προβλήµατα σωστού διαχωρισµού των 
αποαδενυλασών µεταξύ πυρήνα και κυτοσολίου µπορούν να αποβούν µοιραία για την 
τύχη mRNAs που δεν θα έπρεπε να αποικοδοµηθούν. Από τη άλλη µεριά, 
συγκεκριµένες αποαδενυλάσες εντοπίζονται σε ενδοκυτταρικά κοκκία, τα οποία 
περιέχουν κατασταλµένα mRNAs, τα οποία στη συνέχεια µπορούν να 
ενεργοποιηθούν. Η συν-εντόπιση αυτών των αποαδενυλασών µε τα υποστρώµατα 
τους πιθανότατα διευκολύνει την κινητική της αποαδενυλίωσης (Goldstrohm and 
Wickens, 2008). 

Οι αποαδενυλάσες συνήθως αποτελούν τµήµα συµπλόκων µε πολλές 
υποµονάδες. Οι άλλες πρωτεΐνες σε αυτά τα σύµπλοκα επηρεάζουν τη δραστικότητα 
των αποαδενυλασών. Για παράδειγµα, η PAN2 δεσµεύεται στην PAN3 που µε τη 
σειρά της αλληλεπιδρά µε την PABP. Η τελευταία στρατολογεί όπως αναφέρθηκε το 
σύµπλοκο PAN2-PAN3 στην πολυ(Α) ουρά των mRNA-στόχων (Hammet et al., 
2002). Άλλες αποαδενυλάσες σχηµατίζουν οµοδιµερή και άλλες ετεροδιµερή. Ο 
ετεροδιµερισµός αυξάνει σηµαντικά το ρεπερτόριο των συµπλόκων των 
αποαδενυλασών, καθώς διαφορετικά ετεροδιµερή έχουν και διαφορετικές ενζυµικές 
και ρυθµιστικές ιδιότητες. Η δυνατότητα για έλεγχο της αποαδενυλίωσης καθίσταται 
τεράστια και ιδιαίτερα πολύπλοκη αν σε όλα αυτά  συνυπολογίσουµε την 
αλληλεπίδραση των πολυάριθµων πιθανών συµπλόκων αποαδενυλασών µε την 
τεράστια ποικιλία των ρυθµιστών  τους και την αλληλεπίδραση των τελευταίων µε 
µία εξίσου µεγάλη ποικιλία διαφορετικών ρυθµιστικών στοιχείων επί των 3'-UTR 
περιοχών των mRNA-στόχων (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Τα σύµπλοκα αποαδενυλασών που στρατολογούνται από ειδικούς ρυθµιστές 
είναι πολυλειτουργικά καθώς περιέχουν, εκτός των ενζύµων αποαδενυλίωσης,  
συστατικά που καταστέλλουν τη µετάφραση και συστατικά που ενισχύουν την 
αποικοδόµηση του mRNA. Η πολυλειτουργικότητα αυτή παρέχει ευκαιρίες για 
πολυάριθµα σηµεία ρύθµισης της αποαδενυλίωσης, της µετάφρασης και της 
αποικοδόµησης των mRNAs, είτε ξεχωριστά είτε συντονισµένα (Goldstrohm and 
Wickens, 2008). Στον Πίνακα 4 παρουσιάζεται συνοπτικά η κατάταξη των 
αποαδενυλασών στις  δύο υπερ-οικογένειες καθώς και ενδεικτικά παραδείγµατα 
ενζύµων που εντοπίζονται σε αντιπροσωπευτικά είδη οργανισµών, καθώς και 
στοιχεία για την κυτταρική εντόπιση και τον φυσιολογικό τους ρόλο. 
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 Πίνακας 4.  
 Ποικιλοµορφία των αποαδενυλασών (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

SC: S.cerevisiae, CE: C. elegans, DM: D.melanogaster, XL: X.laevis, MM: M. 
musculus, HS: H.sapiens 

 

Σχετικά µε το Arabidopsis, έχει µελετηθεί το οµόλογο της πολυ(Α)-
εξειδικευµένης ριβονουκλεάσης (PARN). Η PARN είναι µία αποαδενυλάση που 
πρωτοχαρακτηρίστηκε σε θηλαστικά ενώ απουσιάζει από τη ζύµη και τη Drosophila 
(Πίνακας 4). Η PARN του Arabidopsis (AtPARN) που εκφράστηκε σε κύτταρα E.coli 
διαθέτει αποικοδοµητική ενεργότητα in vitro, γεγονός που συνδέεται µε την ύπαρξη 
συντηρηµένων περιοχών και κατάλοιπων αµινοξέων που είναι σηµαντικά για την 
καταλυτική ενεργότητα (Reverdatto et al., 2004). Η Ν-τελική περιοχή της 
παρουσιάζει οµοιότητα µε την Ν-τελική περιοχή της HuPARN, όπου βρίσκονται οι 
καταλυτικές περιοχές. Η συντηρηµένη Ν-τελική περιοχή της PARN είναι πιο 
σηµαντική για την ενεργότητά της από την C-τελική περιοχή. Επιπλέον, διαθέτει 
τρεις κρίσιµες Exo-περιοχές χαρακτηριστικές της οικογένειας των ενζύµων RNaseD 
(Chiba et al., 2003). Βιοχηµικές µελέτες έδειξαν ότι η  PARN  εξαρτάται από δισθενή 
µεταλλικά ιόντα ενώ εµφανίζει µέγιστη δραστικότητα παρουσία ιόντων Mg+2, τα 
οποία  πιθανόν βρίσκονται στο µοτίβο DEDD του ενεργού κέντρου, παίζοντας 
καθοριστικό ρόλο στο µηχανισµό της κατάλυσης. Η PARN περιέχει επίσης µια 
σπάνια διατηρηµένη RH3 περιοχή που φαίνεται να έχει δοµή όµοια µε αυτήν της IF3 
καρβοξυτελικής περιοχής (Wu et al., 2005). Η RH3 περιοχή προσδένεται σε 
µονόκλωνα νουκλεϊκά οξέα και πιθανόν επιστρατεύει την PARN  στο 
πολυαδενυλιωµένο mRNA.Τα πειράµατα πρωτεϊνικού εντοπισµού σε φυτικά κύτταρα 
δείχνουν ότι η AtPARN βρίσκεται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα. 
Ακόµη, πειράµατα µε µεταλλαγµένα αλληλόµορφα της AtPARN δείχνουν ότι το 
γονίδιό της είναι σηµαντικό κατά τη διάρκεια της πρώιµης ανάπτυξης. Αν και, µέχρι 
τώρα, δεν έχουν απενεργοποιηθεί οµόλογα γονίδια της AtPARN σε άλλους 
οργανισµούς, όλες οι παρατηρήσεις φανερώνουν τη σηµαντικότητα του ενζύµου και 
τη χρησιµότητά του σε πολλούς άλλους πολυκύτταρους οργανισµούς (Chiba et al., 
2003).   
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Νοκτουρνίνη (Nocturnin), µια αποαδενυλάση που ελέγχεται από το κιρκάδιο 
ρολόι 

 
Πέραν του µεταγραφικού και µετά-µεταφραστικού ελέγχου, το κιρκάδιο ρολόι 

υπόκειται σε ρύθµιση και από ένα µετά-µεταγραφικό µηχανισµό. ∆εδοµένα από το 
Arabidopsis, από τη Drosophila και από θηλαστικά δείχνουν ότι οι µετά-
µεταγραφικοί ρυθµιστικοί µηχανισµοί είναι σηµαντικοί στον ελέγχο της διατήρησης 
των επιπέδων των mRNAs που σχετίζονται µε το κιρκάδιο ρολόι. Αν και τίποτα δεν 
είναι γνωστό για τη µοριακή φύση του µετά-µεταγραφικού ελέγχου, δεδοµένα από τη 
Drosophila προτείνουν ότι το ρυθµιστικό αυτό βήµα διαθέτει από µόνο του 
ρυθµικότητα.  
 Στο Xenopus ταυτοποιήθηκε ένα γονίδιο µε ρυθµική έκφραση, η νοκτουρνίνη 
(nocturnin), που ονοµάστηκε έτσι επειδή το mRNA της µεταγράφεται σε υψηλά 
επίπεδα νωρίς τη νύχτα. Στον αµφιβληστροειδή του Xenopus υπάρχει ένα ενδογενές 
κιρκάδιο ρολόι που ρυθµίζει έναν αριθµό φυσιολογικών και βιοχηµικών διεργασιών. 
Το γονίδιο της νοκτουρνίνης παρουσιάζει υψηλό ρυθµό έκφρασης mRNA σε έναν 
κύκλο φωτός και σε συνεχείς συνθήκες. Στον αµφιβληστροειδή του Xenopus, το 
mRNA της νοκτουρνίνης εντοπίζεται αποκλειστικά στα ραβδία και στα κωνία των 
φωτοϋποδοχέων της κυτταρικής στιβάδας. Στα κύτταρα αυτά εντοπίζεται το κιρκάδιο 
ρολόι, που οδηγεί στη ρυθµική απελευθέρωση της µελατονίνης και στην έκφραση 
των οµόλογων γονιδίων του ρολογιού του Xenopus.  
 Το οµόλογο της νοκτουρνίνης στον ποντικό (mNoc) έχει ταυτοποιηθεί ότι 
είναι ιδιαίτερα συντηρηµένο στο επίπεδο των αµινοξέων. Παρόλα αυτά, σε αντίθεση 
µε το Xenopus, το mRNA της mNoc εκφράζεται ευρέως σε ιστούς του ποντικού 
συµπεριλαµβανοµένου του συκωτιού, του νεφρού, του εγκεφάλου (περιλαµβάνεται 
το υπερχιασµατικό δίκτυο (SCN) και την υπόφυση), του πνεύµονα, της καρδιάς και 
του αµφιβληστροειδούς. Η υψηλή κιρκάδια έκφραση του mRNA της νοκτουρνίνης, 
έχει παρατηρηθεί σε αρκετούς από αυτούς τους ιστούς, εµφανίζοντας µέγιστο 
έκφρασης νωρίς τη νύχτα (Baggs and Green, 2003). Η νοκτουρνίνη είναι 
συντηρηµένη στους ευκαρυώτες και εκφράζεται στον κύριο βηµατοδότη των 
θηλαστικών, τον υπερχιασµατικό πυρήνα του υποθαλάµου, χωρίς όµως να έχει 
ρυθµική έκφραση. Μέσα στο κύτταρο, η πρωτεΐνη της νοκτουρνίνης βρίσκεται στο 
κυτταρόπλασµα (Douris and Green, 2009). Οµόλογα της νοκτουρνίνης έχουν 
κλωνοποιηθεί από τον άνθρωπο, την αγελάδα, το κοτόπουλο και τη Drosophila, ενώ 
είναι πιθανό, να υπάρχει οµόλογο και στο Arabidopsis. 
 Η ανάλυση της βάσης δεδοµένων έδειξε ότι η νοκτουρνίνη είναι µια νέα 
πρωτεΐνη µε ακολουθία όµοια, µόνο στο C-τελικό άκρο, µε την πρωτεΐνη Ccr4p του 
Sacharomyces cerevisiae που ταυτοποιήθηκε ως ένας µεταγραφικός 
συνενεργοποιητής (Baggs and Green, 2003). Ο Ccr4p δεν προσδένει άµεσα το DNA, 
αλλά αλληλεπιδρά µε άλλες πρωτεΐνες µέσω µιας περιοχής πλούσιας σε λευκίνες. Η 
νοκτουρνίνη, στο Ν-τελικό της άκρο, διαθέτει µια περιοχή που µοιάζει µε φερµουάρ 
λευκίνης (Green, 2003). Η νοκτουρνίνη και ο Ccr4p ανήκουν σε µια µεγάλη 
οικογένεια νουκλεασών εξαρτώµενων από το µαγνήσιο (Mg+2). Τα µέλη της 
οικογένειας αυτής όπως η DNase I, η APE I (DNA-repair apurinic/apirimidinic 
endonuclease) και η οικογένεια IP5P (inositol polyphosphate 5-phosphatases) 
διαθέτουν "τσέπες" µε παρόµοια κατάλοιπα αµινοξέων. Τα συντηρηµένα κατάλοιπα 
είναι σηµαντικά για την κατάλυση. Σε αυτά συµπεριλαµβάνεται και η περιοχή 
πρόσδεσης του Mg+2. Επιπλέον, ύστερα από ανάλυση της αναδίπλωσης µε ειδικό 
λογισµικό φαίνεται ότι η νοκτουρνίνη έχει δοµικές οµοιότητες µε την APE I (Baggs 
and Green, 2003). Αν και η οµοιότητα µεταξύ των δύο πρωτεϊνών είναι µικρή, οι 
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περιοχές οµοιότητας αντιστοιχούν σε ακολουθίες που είναι κρίσιµες για τη δοµή και 
τη λειτουργία της οικογένειας νουκλεασών (Green, 2003). Η C-τελική περιοχή του 
Ccr4p, που εµφανίζει οµοιότητα µε τη νοκτουρνίνη και µε άλλες πρωτεΐνες της 
οικογένειας των Mg+2-εξαρτώµενων νουκλεασών, φαίνεται να έχει δράση 
αποαδενυλάσης (Baggs and Green, 2003).              

Η νοκτουρνίνη είναι µια 3'-εξωριβονουκλεάση, µε εξειδίκευση στο πολυ(Α). 
Έχει δράση αποαδενυλάσης, δηλαδή έχει την ικανότητα να αφαιρεί την πολυ(Α)-
ουρά από τα mRNAs (Εικόνα 7). Η αποαδενυλίωση αποτελεί το πρώτο βήµα στην 
αποικοδόµηση του mRNA και συµµετέχει στη µεταφραστική αποσιώπηση. Σε 
ορισµένες περιπτώσεις η απώλεια της πολυ(Α)-ουράς οδηγεί σε ταχεία αποκοδόµηση 
του mRNA, µε φορά 3'→5', ενώ σε άλλες περιπτώσεις η απώλεια της ουράς εµποδίζει 
τη µετάφραση µέσω της εξασθένισης σχηµατισµού των κυκλικών πολυσωµάτων. Ο 
ρόλος της νοκτουρνίνης στην αποαδενυλίωση δεν είναι ακόµα γνωστός, αλλά 
υπάρχουν αποδείξεις ότι ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθµό δρώντας στο επίπεδο της 
αποικοδόµησης του mRNA και της µετάφρασης (Douris and Green, 2009).  

 

                   
 
 
 
 
 
 
 
 
Μεταγραφική ρύθµιση της νοκτουρνίνης 
  

Ο υποκινητής της νοκτουρνίνης αναλύθηκε ώστε να καθοριστούν τα στοιχεία 
που συµβάλλουν στην περιορισµένη µεταγραφή του, στο χώρο και στο χρόνο. Στην 
κεντρική 5' αµετάφραστη περιοχή του γονιδίου, ακριβώς ανοδικά από το σηµείο 
έναρξης µεταγραφής, ταυτοποιήθηκε µια σειρά τριών επαναλήψεων ενός νέου 
στοιχείου πρόσδεσης πρωτεΐνης που ονοµάστηκε PCEII (photoreceptor conserved 
element II). Το στοιχείο PCEII του DNA προσδένει µε υψηλή συγγένεια πυρηνικές 
πρωτεΐνες, που αποµονώθηκαν από τον αµφιβληστροειδή του Xenopus, αλλά δεν 
έδειξε ιδιαίτερη συγγένεια µε πρωτεΐνες που αποµονώθηκαν από άλλους ιστούς. Το 
στοιχείο PCEII είναι απαραίτητο και επαρκές για την έκφραση της νοκτουρνίνης, 
όµως οι παράγοντες που προσδένονται σε αυτό δεν είναι ακόµα γνωστοί. Η 
αλληλουχία του στοιχείου αυτού, είναι διαφορετική από αυτές που ταυτοποιήθηκαν 
σε άλλα γνωστά γονίδια φοτοϋποδοχέων.  
 Έπειτα από έρευνα για στοιχεία που συµβάλλουν στην έκφραση της 
νοκτουρνίνης, εξετάστηκε ένα µοτίβο που βρίσκεται ακριβώς ανοδικά από τα τρία 
PCEII στοιχεία, το οποίο προσοµοιάζει µε ένα Ε-box. Τα στοιχεία Ε-box προσδένουν 
µεταγραφικούς παράγοντες  bHLH (basic-helix-loop-helix) και αυτή η συγκεκριµένη 

                         Εικόνα 7.  
Μετά-µεταγραφική αποαδενυλίωση mRNA από την εξωριβονουκλεάση νοκτουρνίνη.  
Α. Η νοκτουρνίνη προσδένεται στην πολυ(Α)-ουρά και ξεκινά την αποικοδόµηση.  
Β. Η µείωση του µήκους πολυαδενυλίωσης µπορεί να οδηγήσει σε εναλλακτική 
µετάφραση και/ή σε πλήρη αποικοδόµηση του µεταγράφου.  
(Douris and Green, 2009) 
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οµάδα των Ε-boxes (group C; NACGTG) συχνά προσδένεται από πρωτεΐνες bHLH-
PAS, συµπεριλαµβανοµένων των πρωτεϊνών CLOCK και BMAL1 του κιρκάδιου 
ρολογιού. Το ετεροδιµερές CLOCK/BMAL1 αποτελεί ένα ακέραιο κοµµάτι του 
κεντρικού κιρκάδιου µηχανισµού και ρυθµίζει τη µεταγραφή των γονιδίων PER 
(PERIOD) και CRY (CRYPTOCHROME) στα σπονδυλωτά µέσω αλληλεπιδράσεων 
µε στοιχεία Ε-boxes στους υποκινητές αυτών των γονιδίων. Και άλλα γονίδια µε 
ρυθµική έκφραση όπως το AVP (ARGININE VASOPRESSIN), το DBP (D-
ELEMENT-BINDING PROTEIN) και το AA-NAT (ARYLALKYLAMINE N-
ACETYLTRANSFERASE) ρυθµίζονται από την πρόσδεση του ετεροδιµερούς 
CLOCK/BMAL1 στα στοιχεία Ε-boxes. Παρόλα αυτά, τα Ε-boxes που έχουν 
χαρακτηριστεί στους υποκινητές αυτών των γονιδίων, έχουν αλληλουχία CACGTG 
ενώ ο υποκινητής της νοκτουρνίνης περιέχει την αλληλουχία GACGTG. Επιπλέον, η 
µεταγραφή της νοκτουρνίνης στον αµφιβληστροειδή του Xenopus είναι διαφορετική 
από τη µεταγραφή γονιδίων που πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια του ετεροδιµερούς 
CLOCK/BMAL1. Πράγµατι, πειράµατα έδειξαν ότι το ετεροδιµερές 
CLOCK/BMAL1 δεν προσδένεται in vivo στο στοιχείο E-box του υποκινητή του 
γονιδίου της νοκτουρνίνης.  
 Η αλληλουχία που είναι απαραίτητη για την πρόσδεση του πρωτεϊνικού 
συµπλόκου είναι 5'-GTGACGTG-3' (είναι υπογραµµισµένο το κοµµάτι της 
αλληλουχίας που µοιάζει µε την αλληλουχία του E-box) και εµφανίζει σηµαντική 
οµοιότητα µε το στοιχείο CRE (cyclic AMP response element). Η πρωτεΐνη που 
προσδένεται στο στοιχείο CRE ονοµάζεται CREB (CRE binding protein) και 
ρυθµίζεται µε φωσφορυλίωση.  
 Ο CRΕΒ εµπλέκεται στη ρύθµιση αρκετών διαδικασιών που σχετίζονται µε 
τον κιρκάδιο ρυθµό και σε άλλα είδη εκτός από το Xenopus και η οµοιότητα στην 
ακολουθία του CRE και του E-box έχει οδηγήσει στην υπόθεση ότι τα δύο στοιχεία 
σχετίζονται εξελικτικά. Στα κύτταρα των φωτοϋποδοχέων του αµφιβληστροειδούς 
του Xenopus παρατηρήθηκαν ρυθµοί φωσφορυλίωσης του CRΕ, µε µέγιστο από 
νωρίς τη νύχτα µέχρι τα µεσάνυχτα, παρόµοιο µε το ρυθµό µεταγραφής της 
νοκτουρνίνης. Όλα αυτά τα δεδοµένα προτείνουν ότι ο CRΕΒ οδηγεί τη ρυθµική 
µεταγραφή της νοκτουρνίνης (και πιθανόν και άλλων γονιδίων που είναι 
συγχρονισµένα µε τη νύχτα), µέσω του τροποποιηµένου CRΕ (Εικόνα 8) (Green, 
2003). 
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 Εικόνα 8. 
Προτεινόµενος µηχανισµός της κιρκάδιας ρύθµισης της µεταγραφής της νοκτουρνίνης. 
(Green, 2003) 
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ΣΚΟΠΟΣ 
 

Σκοπός της διπλωµατικής εργασίας είναι καταρχήν, η αναζήτηση 
αποαδενυλασών στο φυτό Arabidopsis thaliana που ρυθµίζονται από τον κιρκάδιο 
ρυθµό, εξετάζοντας για ύπαρξη οµολόγων της νοκτουρνίνης. Στη συνέχεια, 
βασιζόµενοι στην αρχική αναζήτηση, θα κλωνοποιηθούν ο(οι) υποψήφος(οι) 
παράγοντας(ες), και να ακολουθήσει η υπερέκφραση και αποµόνωσή του (τους) σε 
ετερόλογο σύστηµα έκφρασης. Τέλος, για τον(τους) παράγοντα(ες) θα ελεγχθεί η 
παρουσία ή µη δράσης αποαδενυλάσης και θα ακολουθήσει ο βιοχηµικός 
χαρακτηρισµός. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
ΥΛΙΚΑ 
 
Χηµικά 
 
Agar                                                                                                         CHEMBIOTIN 
Ammonium Persulfate (APS)                                                                              SIGMA 
Bactotryptone                                                                                                              idg 
Bovine Serum Albumin (BSA)                                             New England Biolabs 
Coomasie Brilliant Blue                                                                                   Fluka 
Chloroform (CHCl3)                                                                                          MERCK                
Diethylpyrocarbonat (DEPC)                                                              Research Organics 
Dithiothreitol (DTT)                                                                                          SERVA 
EDTA                                                                                                                  Panreac 
HCl                                                                                                                     Merck 
HEPES                                                                                                      SERVA 
Isopropyl ThioGalactosyl (IPTG)                                                              Fermentas 
KCl                                                                                                                    Merck 
LB Agar                                                                                                      Scharlau 
LB Broth                                                                                                     Scharlau  
Methylene blue                                                                                                    SIGMA 
MgCl2•6H2O                                                                                                      Panreac 
MOPS                                                                                                              Alfa Aesar 
NaCl                                                                                                                  Panreac 
NaHCO3                                                                                                        Merck 
NaOH                                                                                                                     Merck 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)                                                       SERVA 
SDS (Sodium dodecyl sulfate)                                                                   SIGMA 
Sucrose                                                                                                                   Merck 
TEMED (N,N,Ν΄,Ν΄-tetramethylethylenediamine)                         Research Organics 
Tris base                                                                                                         Merck 
Triton X                                                                                                                 Merck 
Yeast Extract                                                                                                              idg 
Αγαρόζη (Agarose)                                                                                         SeaKem 
Αιθανόλη                                                                                                      Panreac 
Ακρυλαµίδη (Acrylamide)                                                                              SIGMA 
Β-µερκαπτοαιθανόλη                                                                              Riedel de Haen 
Βρωµιούχο αιθίδιο                                                                                             Merck 
Γλυκερόλη (glucerol)                                                                                          Panreac 
∆ις-ακρυλαµίδιο (Bis-acrylamide)                                                                  SIGMA 
Ισοπροπανόλη (Isopropanole)                                                                 Scharlau 
Λυσοζύµη                                                                                                            FLUKA 
Οξικό οξύ                                                                                                         Merck 
Χλωραµφαινικόλη                                                                                           SIGMA 
 
• Βακτηριακά στελέχη  
BL21 (DE3) pUBS E.coli B, F-

 
dcm ompT hsdS(rB+mB+) gal λ(DE3) 
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• Θρεπτικά υλικά  
LB Agar                                                                                                     Scharlau 
LB Broth                                                                                                             Scharlau 
 
• Πρωτεΐνες και ένζυµα 
His6-AtNOC                                                                                        Από E.coli BL21 
Rnasin                                                                                                                  Biolabs  
KapaTaq polymerase                                                                    KAPABIOSYSTEMS 
DNase                                                                                                              TAKARA 
RNase inhibitor                                                                                                Invitrogen 
Λιγάση Τ4                                                                                                          Promega  
EcoRI                                                                                             New England Biolabs 
HindIII                                                                                           New England Biolabs                               
NdeI                                                                                               New England Biolabs 
XhoI                                                                                               New England Biolabs  

 
• Νουκλεοτίδια και συνθετικά νουκλεοσίδια 
Πολυαδενυλικό οξύ                                                                                          SIGMA 
Πολυγουανιλικό οξύ                                                                                            SIGMA 
Πολυκυτιδιλικό οξύ                                                                                             SIGMA  
Πολυουρακιλικό οξύ                                                                                           SIGMA 
 
• Πλασµίδια 
pGEM®-T Easy vector 
pET15b AtNOC  
 
• Υλικά χρωµατογραφίας 
Ni2+-NTA Agarose                                                                                        QIAGEN  
 
• Υλικά διαπίδυσης 
Μεµβράνη διαπίδυσης                                                                              SIGMA 
 
∆ιαλύµατα 

 
• Θρεπτικά υλικά  
Υγρό θρεπτικό µέσο (LB Agar) 
Για την παρασκευή ενός λίτρου διαλύµατος προστίθενται : 10ng Bactotryptone, 10gr 
yeast extract, 5gr NaCl. Για την παρασκευή θρεπτικού µέσου τρυβλίων προστίθενται 
στα παραπάνω 15gr άγαρ 
  
• ∆ιαλύµατα για την ηλεκτροφόρηση δεοξυριβονουκλεϊνικών οξέων (DNA) σε 

πηκτή αγαρόζης 
-TAE (1X TAE: 40mM Tris-acetate, 1mM EDTA) 

                             -Βρωµιούχο αιθίδιο (παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυµα 0,5 mg/ml σε απιονισµένο   
νερό και διατηρείται στους 4οC. Η συγκέντρωσή του στην πηκτή της αγαρόζης είναι 
0,5 µg/ml) 
- DLB 6X (0,25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0,25% κυανό του ξυλενίου, 30%          
γλυκερόλη) 
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• ∆ιαλύµατα για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε τη µέθοδο βρασµού 
-Θρεπτικό υλικό LB (10gr NaCl, 10gr Bactotryptone, 5gr Yeast Extract)  
-∆ιάλυµα STET (8% sucrose, 5% Triton X100, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM 
EDTA)  
-∆ιάλυµα ΤΕ (10 Mm Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA)   
-Λυσοζύµη (50 mg λυσοζύµης διαλύονται σε 1 ml dH2O. Το διάλυµα φυλάσσεται 
στους -20οC)  
 
• ∆ιαλύµατα για την αποµόνωση πρωτεΐνης  
-Ρυθµιστικό διάλυµα λύσης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 0,1% Triton X-100, 
10% γλυκερόλη, 2mM µερκαπτοαιθανόλη, 2,5mM ιµιδαζόλιο, PMSF 0,1mM, 
λυσοζύµη)  
-Ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 
5mM ιµιδαζόλιο) 
-Ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 
250mM ιµιδαζόλιο) 
 
 
• ∆ιαλύµατα για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου 
-Ρυθµιστικό διάλυµα για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου (10x): Tris base 1,5%, Γλυκίνη 7,2% v/w, SDS 0,5%, pH 8,3 
∆ιαλύµατα stock για πήκτωµα ακρυλαµιδίου: 
-Ρυθµιστικό διάλυµα TRIS- HCl 1,5M, pH 8,8 
-Ρυθµιστικό διάλυµα TRIS- HCl 0,5M, pH 6,8 
-SDS 10% v/w 
-Ακρυλαµίδιο 30% v/w (ακρυλαµίδιο/δις-ακρυλαµίδιο : 29/1) σε ddH20 
 
• ∆ιαλύµατα για το πήκτωµα ακρυλαµιδίου 
Ανάλογα µε την συσκευή και την περιεκτικότητα ακρυλαµιδίου που θα χρειαστούµε 
θα αναζητήσουµε τους πίνακες για την αναλογία των διαλυµάτων stock που θα 
πρέπει να αναµείξουµε και προσθέτουµε στο τέλος τους καταλύτες APS 10% και 
TEMED. 
 
• ∆ιαλύµατα για τη χρώση του πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 
-∆ιάλυµα χρώσης Coomassie Brilliant Blue G250 0,1% w/v, ισοπροπανόλη 33%, 
οξικό οξύ 2% 
-∆ιάλυµα αποχρωµατισµού, Ισοπροπανόλη 9%, Οξικό οξύ 1% 
         
• ∆ιαλύµατα για τη µέτρηση της ενεργότητας της AtNOC 
-Νερό ελεύθερο νουκλεασών (0,05% DEPC, O/N και αποστείρωση, αποθήκευση στο 
σκοτάδι) 
-∆ιάλυµα αντίδρασης (2mM MgCl2, 5mM HEPES-KOH, 0,5mM DTT, 10% 
γλυκερόλη) 
-∆ιάλυµα κυανού του µεθυλενίου (0,0012% κυανό του µεθυλενίου, 0,1Μ MOPS-
ΚΟΗ) 
-∆ιάλυµα πολυ(Α) 100µg/ml. ∆ιάλυµα αποθήκευσης πολυ(Α) (10mg/ml) αραιώνεται 
κατάλληλα σε διάλυµα αντίδρασης 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
Αποστείρωση σπερµάτων Α.thaliana 
 

Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η αποστείρωση των σπερµάτων, 
εµβαπτίζονται σε διάλυµα αιθανόλης (EtOH) 70% για 2 λεπτά και σε διάλυµα 
υποχλωρίου του νατρίου (NaOCl) 5% για 15 λεπτά. Ακολούθως, τα σπέρµατα 
ξεπλένονται 6 φορές µε αποστειρωµένο απιονισµένο νερό. Τέλος, τα σπέρµατα 
απλώνονται σε τρυβλία, τα οποία έχουµε επιστρώσει µε θρεπτικό υπόστρωµα MS. Τα 
τρυβλία αφήνονται σε φωτοπερίοδο 16/8 (16 ώρες φως/8 ώρες σκοτάδι) για 7 ηµέρες. 
 
∆ειγµατοληψία έκφυτων A.thaliana     
  
 Μετά από 7 ηµέρες πραγµατοποιούµε τη δειγµατοληψία των έκφυτων. Η 
δειγµατοληψία πραγµατοποιείται σε διαφορετικές ώρες του 24ώρου, στο σκοτάδι. 
Λαµβάνονται δείγµατα στις 18:30, 10:30, 3:00 και 6:30. Στη συνέχεια, τοποθετούνται 
σε υγρό άζωτο και αποθηκεύονται στους -80°C.  
 
Αποµόνωση ολικού RNA από φυτικούς ιστούς (RNeasy Plant Mini Kit, 
QIAGEN) 
 
 Χρησιµοποιούνται 100mg φυτικού ιστού τα οποία οµογενοποιούνται µε 
ελαιοτρίβιση σε σωλήνα eppendorf  2ml µαζί µε υγρό άζωτο. 

 Προσθήκη 500µl buffer RLT [σε 1ml buffer RLT έχει προστεθεί 10µl β-
µερκαπτεθανόλη (β-ME)]. 

 Ακολουθεί πολύ καλή ανάδευση σε µηχανικό αναδευτήρα και επώαση στους 
56οC για ένα έως τρία λεπτά. 

 Μεταφορά του δείγµατος σε στήλη φυγοκέντρησης QIAshredder, η οποία 
τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf  2ml και φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές 
ανά λεπτό (rpm) για 2 λεπτά. 

 Προσεκτικά µεταφέρεται µε πιπέτα το υπερκείµενο χωρίς να διαταραχθεί το 
ίζηµα σε νέο σωλήνα eppendorf 1,5ml. 

 Προσθήκη 250µl αιθανόλη (96-100%), το 1/2 του αρχικού όγκου του διαλύµατος 
και ανάµιξη µε την πιπέτα. 

 Μεταφορά του διαλύµατος (750µl) σε στήλη φυγοκέντρησης RNeasy η οποία 
τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf  2ml. Φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 2 
λεπτά και απόρριψη του υπερκείµενου. 

 Προσθήκη 500µl buffer RPE και φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 2 λεπτά 
Απόρριψη του υπερκείµενου και νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες στροφές και λεπτά 
Τοποθέτηση της στήλης σε νέο σωλήνα eppendorf  1,5ml. 

 Προσθήκη 50µl “RNase-free” νερού στο κέντρο της στήλης και φυγοκέντρηση 
στις 12000rpm για 1 λεπτό για έκπλυση του RNA. 
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Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊνικών οξέων 
 
      Προκειµένου να προσδιοριστεί η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων, 
χρησιµοποιούµε την ποσοτική φωτοµετρική ανάλυση. Η µέθοδος αυτή στηρίζεται 
στο νόµο των Lambert και Beer. Με το νόµο αυτό η απορρόφηση του φωτός από ένα 
διάλυµα συσχετίζεται µε τη συγκέντρωση της ουσίας και το µήκος της διαδροµής του 
φωτός µέσα από το διάλυµα.  

Σε ειδική κυβέττα χαλαζία, που περιέχε 600µl dH2O, τοποθετούµε 3 µl 
δείγµατος και προσδιορίζουµε τη συγκέντρωση του διαλύµατος σε µήκος κύµατος 
260nm. Η συγκέντρωση των νουκλεινικών οξέων, χωρίς την παρουσία άλλων                              
προσµίξεων, όπως πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες, δίνεται από τον τύπο : C = O.D.260 
* D * συντελεστής αραίωσης, όπου O.D. είναι η απορρόφηση του δείγµατος στα 
260nm και D είναι η σταθερά που εξαρτάται από το είδος του νουκλεϊνικού οξέος. Σε 
καθαρά διαλύµατα DNA η σταθερά D ισούται µε 50 mg/ml, σε διαλύµατα RNA 
ισούται µε 40 mg/ml, ενώ στην περίπτωση ολιγονουκλεοτιδίων ισούται µε 30 mg/ml. 
Προκειµένου να υπολογιστεί η καθαρότητα ενός δείγµατος νουκλεϊνικών οξέων, 
υπολογίζονται οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.240/O.D.260. Όταν η τιµή του πρώτου 
λόγου κυµαίνεται µεταξύ 1,8 – 2,0 και του δεύτερου στο 0,5, τότε το δείγµα 
θεωρείται ικανοποιητικής καθαρότητας.  
 
Χειρισµός του ολικού RNA µε DNάση 

 
Με αυτή τη µέθοδο αποµακρύνεται το γονιδιωµατικό DNA που, ίσως, συνυπάρχει 

µε το RNA που αποµονώθηκε από τον ιστό. Ακολουθούνται τα εξής βήµατα: 
 Λαµβάνεται δείγµα RNA και µεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf, στον οποίο 
προστίθεται ρυθµιστικό διάλυµα DNάσης 3µl 10Χ, RNA DNάση ελεύθερης από 
RNάσες 1U/µg, αναστολέα RNασών 0,5µl και ddH20 µέχρις όγκου 10µl 

 Ακολουθεί επώαση στους 37οC για 45 λεπτά. 
 Προστίθενται 170µl ddH2O και γίνεται ανάµιξη µε ίσο όγκο (200µl) φαινόλης 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, 13.000rpm. 

 Στη συνέχεια προσθέτουµε 100µl φαινόλη και 100µl χλωροφόρµιο, 
φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά, 13.000rpm και µεταφέρουµε το υπερκείµενο σε νέο 
σωλήνα eppendorf. Η ίδια διαδικασία πραγµατοποιείται και κατά την ανάµιξη µε 
200µl χλωροφόρµιο. 

 Η κατακρήµνιση του RNA γίνεται µε προσθήκη 1/20 του όγκου του διαλύµατος 
CH3COONa, 3Μ, pH=5,3, και προσθήκη 2,5 όγκων αιθανόλης 100%. Το δείγµα 
διατηρείται στους –80οC για 45 λεπτά. 

 Στη συνέχεια πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 20 λεπτά, 14.000rpm, στους 
4οC. 

 Ακολουθεί προσθήκη 400µl αιθανόλης 70% και φυγοκέντρηση για 20 λεπτά, 
14.000rpm, στους 4οC. Πετάµε το υπερκείµενο. 

 Αφήνουµε το ίζηµα να στεγνώσει και το επαναδιαλύουµε σε 10µl ddH2O. 
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Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR) 
 
       Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) είναι ο in vitro 
πολλαπλασιασµός αλληλουχιών DNA µε ταυτόχρονη επέκταση των δύο 
συµπληρωµατικών αλυσίδων. Η διαδικασία περιλαµβάνει επαναλαµβανόµενους 
κύκλους σε διαφορετικές θερµοκρασίες, µε γρήγορη µετάβαση από τη µια 
θερµοκρασία στην άλλη. Τα απαραίτητα αντιδραστήρια για την PCR – εκτός του 
στόχου DNA – είναι οι εκκινητές, τα τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια, η DNA 
πολυµεράση, τα ιόντα µαγνησίου και το ισοτονικό διάλυµα της αντίδρασης. Κάθε 
κύκλος περιλαµβάνει : 
 Θέρµανση σε υψηλή θερµοκρασία (93–95οC) ώστε να αποδιαταχθεί το DNA 

(Denaturation step). 
 Θερµοκρασία υβριδισµού (Annealing step), προκειµένου οι εκκινητές να 
υβριδίσουν µε το DNA. Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από το µήκος του 
εκκινητή και την περιεκτικότητά του σε G και C. Ένας τρόπος υπολογισµού της 
θερµοκρασίας του εκκινητή είναι µέσω του τύπου Tm = 2(A+T) + 4(C+G). Η 
θερµοκρασία του υβριδισµού είναι τελικά 5οC κάτω από τον µέσο όρο των τιµών  
Tm των δύο εκκινητών της αντίδρασης.  

 Θερµοκρασία επιµήκυνσης ή πολυµερισµού (Extention step). Κατά τη διάρκεια 
αυτού του βήµατος λαµβάνει χώρα η σύνθεση της συµπληρωµατικής αλυσίδας 
του DNA, µε τη δράση της πολυµεράσης.  

       Η διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω επαναλαµβάνεται για 25–30 κύκλους 
συνήθως. Κατά τη διάρκεια των κύκλων η παραγωγή των προϊόντων της αντίδρασης 
γίνεται µε εκθετικό ρυθµό, εφόσον βέβαια δεν παρουσιαστούν περιοριστικοί 
παράγοντες, όπως για παράδειγµα έλλειψη νουκλεοτιδίων. Η PCR βρίσκει εφαρµογή 
σε πολλούς τοµείς και, τελευταία, έχουν αναπτυχθεί πολλές παραλλαγές της 
παραπάνω βασικής αντίδρασης. Μία ευρέως χρησιµοποιούµενη παραλλαγή είναι η 
RT-PCR, κατά την οποία χρησιµοποιείται - ως µήτρα για ενίσχυση - RNA, το οποίο 
πρώτα µεταγράφεται σε cDNA µε τη βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση 
(Reverse transcriptase).  
 
PCR για τον έλεγχο ύπαρξης γενωµικού DNA 
 

Πραγµατοποιείται η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης στο ολικό RNA που 
αποµονώθηκε για να διαπιστωθεί τυχόν ύπαρξη DNA. Για αυτό το σκοπό θα 
ενισχυθεί το γονίδιο της ουµπικουϊτίνης το οποίο εκφράζεται σε όλους τους φυτικούς 
ιστούς.  

 Σε σωλήνα eppendorf  προστίθενται τα παρακάτω σε τελικό όγκο 20µl. 
       -15,42µl ddH2O 

             -2µl 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα Kapa Taq 
             -0,4µl µίγµα dNTPs 
             -0,5µl ολικό RNA 
             -0,8µl εκκινητής έµπροσθεν 
             -0,8µl εκκινητής ανάστροφος 
             -0,08µl DNA πολυµεράση kapa Taq (1Unit/µl) 

 Το µίγµα αναµιγνύεται µε γρήγορη φυγοκέντρηση και τοποθετείται στη συσκευή 
PCR, προκειµένου να εκτελεστεί το παρακάτω πρόγραµµα (Πίνακας 5): 
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        Πίνακας 5. 

 Θερµοκρασία Χρόνος Αρ. κύκλων

Αρχική αποδιάταξη 95 οC 2 λεπτά 1 

Αποδιάταξη αλυσίδων DNA 95 οC 30 δευτερόλεπτα 35 

Υβριδισµός εκκινητών  30 δευτερόλεπτα 35 

Σύνθεση νέων αλυσίδων DNA 72 οC 30 δευτερόλεπτα 35 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 λεπτά 1 

 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής: 
UBQ 
R: 5'-CCG ACA CCA TTG ACA ACG-3' 
F: 5'-TCC AGC GAA GAT GAG ACG-3' 
 
Μετά το τέλος της διαδικασίας το προϊόν της PCR αναλύεται σε πηκτή αγαρόζης. 
 
RT-PCR 

 
Στην PCR αντίστροφης µεταγραφής (RT-PCR) ως αρχικό δείγµα 

χρησιµοποιείται το ολικό RNA το οποίο µετατρέπεται σε cDNA παρουσία του 
ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης (reverse transcriptase). Για τη µεταγραφή 
αυτή χρησιµοποιούνται τυχαία εξαµερή ή εννιαµερή όλιγοdTs και το cDNA που θα 
παραχθεί θα χρησιµοποιηθεί ως εκµαγείο για την DNA πολυµεράση στη συνήθη 
τεχνική της PCR. Εξελίξεις στην RT-PCR περιλαµβάνουν την ανάπτυξη απλών 
πρωτοκόλλων στα οποία η σύνθεση cDNA και η αντίδραση PCR εκτελούνται σε ένα 
στάδιο (one step RT-PCR). Τα πρωτόκολλα αυτά βασίζονται στην αξιοποίηση της 
διπλής ιδιότητας ορισµένων θερµοσταθερών DNA πολυµερασών όπως η 
T.Thermophilus (Tth) DNA πολυµεράση να µεταγράψουν αντίστροφα RNA 
παρουσία Mn2+, ενώ ταυτόχρονα δρουν και ως DNA πολυµεράσες.  
Η σύνθεση του cDNA έγινε χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο ImProm-II™ Reverse 
Transcription System της εταιρίας Promega και πραγµατοποιείται σε ένα στάδιο. 

 Αρχικά σε σωλήνα eppendorf  τοποθετούνται τα παρακάτω συστατικά: 
       -1ng–5mg ολικού RNA 
       -1µl oligo(dT)15 primer (0,5mg / αντίδραση) 
       -δις απεσταγµένο νερό (ddH2O) µέχρι τελικό όγκο 5µl. 

 Το παραπάνω µίγµα φυγοκεντρείται γρήγορα και θερµαίνεται στους 70 οC για 
πέντε λεπτά. 

 Τοποθετείται αµέσως στον πάγο για 5 λεπτά, φυγοκεντρείται γρήγορα και 
διατηρείται στον πάγο µέχρι να ετοιµαστεί το επόµενο µίγµα. 

 Σε δεύτερο σωλήνα eppendorf  δηµιουργείται το µίγµα της αντίδρασης µε την 
αντίστροφη µεταγραφάση το οποίο περιέχει τα παρακάτω συστατικά: 

       -ddH2O µέχρι τελικό όγκο 15µl 
       -4µl ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 
       -0,5µl MgCl2 (final concentration 1.5–8.0mM) 
       -1µl dNTPs Mix (final concentration 0.5mM each dNTP) 
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       -1µl αναστολέας RNάσης (20 units) 
       -1µl ImProm-II™ αντίστροφη µεταγραφάση 
 Το παραπάνω µίγµα φυγοκεντρείται γρήγορα και προστίθεται στο πρώτο σωλήνα 

eppendorf  ο οποίος περιέχει το αρχικό δείγµα. Έτσι προκύπτει τελικός όγκος 20 
µl. 

 Το τελικό διάλυµα τοποθετείται στην συσκευή PCR όπου πραγµατοποιούνται τα 
παρακάτω στάδια (Πίνακας 6): 

 
                      Πίνακας 6. 

Θερµοκρασία Χρόνος 
25 ο C 5 λεπτά 
42 ο C 60 λεπτά 
70 ο C 15 λεπτά 

                       
Στο δεύτερο στάδιο πραγµατοποιείται η αντίδραση PCR.  
 
 Σε σωλήνα φυγοκέντρησης προστίθενται τα παρακάτω, σε τελικό όγκο 20µl: 

-14,92µl ddH2O 
      -0,4µl 10mM µίγµα dNTPs 
      -2µl 10X ρυθµιστικό διάλυµα µε Mg+2 
      -0,8µl 5µΜ εκκινητής έµπροσθεν (forward)  
      -0,8µl 5µΜ εκκινητής ανάστροφος (reverse) 
      -0,08µl KapaTaq πολυµεράση (5U/µl)  
      -1µl δείγµα  
 Το µίγµα αναµιγνύεται πολύ καλά και τοποθετείται στη συσκευή PCR, 
προκειµένου να εκτελεστεί το παρακάτω πρόγραµµα στον Πίνακα 7 : 

 
Πίνακας 7. 

 Θερµοκρασία Χρόνος Αρ. κύκλων 

Αρχική 

αποδιάταξη 

95 οC 2 λεπτά 1 

Αποδιάταξη 

αλυσίδων DNA 

95 οC 30 δευτερόλεπτα 25-35 

Υβριδισµός 

εκκινητών 

84-92 οC 1 λεπτό 25-35 

Σύνθεση νέων 

αλυσίδων DNA 

72 οC 1 λεπτό 25-35 

Τελική 

επιµήκυνση 

72 οC 2 λεπτά 1 

 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής: 
AtNOC 
F: 5'-TCG CAT ATG GCG TCG TCG TCT C-3' 
R: 5'-CTC GAG ATT ATT GGC TAT ATG TTT CGG TTG ATC-3' 
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (real time PCR) 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (real-time PCR) ή 
αλλιώς και ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (qPCR) είναι µια µέθοδος 
που βασίζεται στην PCR και χρησιµοποιείται για να ενισχύσει τµήµατα DNA και η 
οποία επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριµένων αλληλουχιών-στόχων. Επιτρέπει 
την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση πολλαπλών τµηµάτων DNA σε απόλυτο αριθµό 
µε τη χρήση προτύπων διαφόρων συγκεντρώσεων DNA. Η µέτρηση της ποσότητας 
του προϊόντος πραγµατοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, µέσω της 
παρακολούθησης της αύξησης του φθορισµού κάποιας φθορίζουσας ουσίας. Στη 
συγκεκριµένη περίπτωση ο φθορισµός µετριέται σε κάθε κύκλο της PCR, µε αποτέ-
λεσµα να προκύπτει µια καµπύλη ενίσχυσης (amplification plot), γεγονός που 
επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Η 
αύξηση του σήµατος φθορισµού είναι ανάλογη του συντιθέµενου προϊόντος και 
σχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος. 
 Πολλές φορές η real-time PCR συνδυάζεται µε την πρότερη µετατροπή µιας 
ποσότητας RNA σε DNA, χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της  αντίστροφης 
µεταγραφής, µε σκοπό κυρίως την µελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων. Στη 
βασική έρευνα χρησιµοποιείται για την ποσοτικοποίηση και παρακολούθηση της 
διαφορικής έκφρασης γονιδίων-στόχων µετά από µεταχειρίσεις ή για την 
αναπτυξιακή µελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων-στόχων. 
 
Αντίδραση της real time PCR 
      

 Όλες οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται µε το ίδιο θερµοκρασιακό 
πρόγραµµα σε συσκευή Mx3005P (Stratagene) και καταγράφηκαν για 45 κύκλους. 
Στο τέλος κάθε αντίδρασης ακολουθεί η παρακολούθηση της καµπύλης αποδιάταξης 
βάση της οποίας επιβεβαιώνεται η ύπαρξη ενός µόνο προϊόντος στην κάθε 
αντίδρασης. Σε όλες τις περιπτώσεις το µίγµα της αντίδρασης προετοιµάζεται 
σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας (Stratagene), ενώ στην τελική 
αντίδραση χρησιµοποιείται η χρωστική αναφοράς ROX.  Μετά το τέλος των 
αντιδράσεων τα δεδοµένα εξάχθηκαν µε τη µορφή πινάκων και επεξεργάστηκαν µε 
τη χρήση του προγράµµατος LinRegPCR προκειµένου να προσδιοριστούν η 
αποτελεσµατικότητα των εκκινητών (efficiency) της κάθε αντίδρασης αλλά και ο 
αριθµός των κύκλων ορίου (Ct), ο οποίος αντιπροσωπεύει των αριθµό των κύκλων 
της αντίδρασης πάνω από τους οποίους είναι δυνατή η ανίχνευση φθορισµού. Για 
κάθε µία από τις βιολογικές επαναλήψεις πραγµατοποιήθηκαν τρεις τεχνικές 
επαναλήψεις. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων. 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε η PCR πραγµατικού χρόνου για το γονίδιο της 
ουµπικουϊτίνης ώστε να γίνει κανονικοποίηση – ποσοτικοποίηση στα αρχικά 
δείγµατα cDNA. Για το σκοπό αυτό σε optical tubes προστέθηκαν τα παρακάτω 
αντιδραστήρια µέχρι τελικό όγκο 20 µl: 
-10µl 2X buffer 
-0,8µl εκκινητής έµπροσθεν 
-0,8µl εκκινητής ανάστροφος 
-1µl cDNA (αραιωµένο 1:10) 
-0,4µl χρωστική αναφοράς ROX 
-7µl ddH2O 
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Παρακολουθώντας την έκφραση του γονιδίου της ουµπικουϊτίνης σε κάθε 
δείγµα βλέπουµε την πυκνότητα του cDNA που πήραµε από κάθε ιστό και κάνοντας 
τις κατάλληλες αραιώσεις ισοσκελίζουµε τις συγκεντρώσεις cDNA από κάθε δείγµα.  
 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής: 
AtNOC 
F: 5'-TCG CAT ATG GCG TCG TCG TCT C-3' 
R: 5'-ATC GTC TTC TTC CTT GCT GTT GG-3' 
 
Ηλεκτροφόρηση δεοξυριβονουκλεϊνικών οξέων (DNA) σε πηκτή αγαρόζης 

 
Ο διαχωρισµός των δεοξυριβονουκλεϊνικών οξέων γίνεται, µε βάση το 

µέγεθος και τη διαµόρφωσή τους, µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Αν πρέπει 
να διαχωριστούν γραµµικά δίκλωνα µόρια, η σχέση που συνδέει την κινητικότητα 
των µορίων µε το µέγεθός τους είναι ηµιλογαριθµική. Η κινητικότητα µη γραµµικών 
µορίων εντός του ηλεκτρικού πεδίου της πηκτής δεν είναι άµεση συνάρτηση του 
µεγέθους τους, αλλά εξαρτάται και από τη διαµόρφωσή τους στο χώρο. Το εύρος των 
µεγεθών που µπορούν να διαχωριστούν σε πηκτή αγαρόζης εξαρτάται από τη 
συγκέντρωση της πηκτής σε αγαρόζη, για παράδειγµα σε 0,8% συγκέντρωση 
αγαρόζης µπορούν να διαχωριστούν, ανάλογα µε το µοριακό τους βάρος, τµήµατα 
του DNA που κυµαίνονται από 1 έως 12 kb. Τα µόρια του DNA γίνονται ορατά µε 
την προσθήκη βρωµιούχου αιθιδίου, το οποίο έχει την ιδιότητα να παρεµβάλλεται 
µεταξύ των βάσεων του DNA και να φθορίζει παρουσία υπεριώδους φωτός. Η 
προετοιµασία της πηκτής των δειγµάτων γίνεται ως εξής : 
 Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης (συνήθως 1,2-1,5%) προστίθεται σε ρυθµιστικό 
διάλυµα ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ 1Χ και θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων 
µέχρι να λιώσει. 

 Στην λιωµένη αγαρόζη προστίθεται 0,001% v/v διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου και 
αφήνεται να κρυώσει. 

 Η πηκτή τοποθετείται σε κατάλληλο εκµαγείο της συσκευής οριζόντιας 
ηλεκτροφόρησης και αφήνεται να στερεοποιηθεί σε θερµοκρασία δωµατίου. Εδώ 
πρέπει να σηµειωθεί πως στην πηκτή βυθίζεται ειδική ˝χτένα˝ που δηµιουργεί τις 
υποδοχές των δειγµάτων. Στα δείγµατα του DNA που πρόκειται να αναλυθούν 
προστίθεται 1/10 όγκου διαλύµατος χρωστικής DLB 6X. 

 Μόλις στερεοποιηθεί η πηκτή αποµακρύνεται η ˝χτένα˝ και τοποθετείται στο 
δοχείο ηλεκτροφόρησης, το οποίο συµπληρώνεται µε ρυθµιστικό διάλυµα 
ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ 1Χ. 

 Τα δείγµατα αναλύονται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως που δεν πρέπει να 
υπερβαίνει τα 5V/cm. 

 
Επανάκτηση τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
  
 Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης αποµονώνεται από την πηκτή µε ξυραφάκι η 
ταινία του DNA που µας ενδιαφέρει. 

 Ζυγίζεται το κοµµάτι της πηκτής σε eppendorf και προστίθεται ρυθµιστικό 
διάλυµα QG σε αναλογία 3:1. 

 Ακολουθεί επώαση στους 50οC για 10 λεπτά ώστε να λιώσει πλήρως η πηκτή. Γι’ 
αυτό συνίσταται ανάδευση µε µηχανικό αναδευτήρα (vortex) κάθε 2-3 λεπτά της 
επώασης. Στο τέλος της επώασης το χρώµα του µίγµατος γίνεται κίτρινο. 

 Προστίθεται ίσος όγκος µε την πηκτή, ισοπροπανόλη και αναδεύεται καλά. 
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 Προσαρµόζεται η στήλη, που διατίθεται στο kit, στο eppendorf ώστε να 
συλλεχθεί το DNA και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. 

 Αποµακρύνεται το διάλυµα που συλλέχθηκε στο eppendorf και αυτό 
ξαναπροσαρµόζεται στη στήλη. 

 Προστίθενται 500µl ρυθµιστικού διαλύµατος QG και επαναλαµβάνεται η 
διαδικασία. 

 Για να ξεπλυθεί το DNA προστίθενται 0,75ml ρυθµιστικού διαλύµατος ΡΕ και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό. 

 Αποµακρύνεται το διάλυµα που συλλέχθηκε στο eppendorf και φυγοκεντρείται 
πάλι για 1 λεπτό, 13.000rpm. 

 Η στήλη προσαρµόζεται σε νέο eppendorf, προστίθενται 50µl ρυθµιστικού 
διαλύµατος ΕΒ και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό, 15.000rpm, 
προκειµένου να συλλεχθεί το DNA. 

 
Υποκλωνοποίηση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό φορέα 
 

Ο ένας από τους δύο φορείς κλωνοποίησης που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 
εργασία ήταν το πλασµίδιο pGEM®-T Easy vector. Τα χαρακτηριστικά αυτού του 
φορέα, που τον κάνουν επιθυµητό προς χρήση είναι τα εξής : 
 Ο υψηλός αριθµός αντιγράφων ανά κύτταρο. 
 Το γονίδιο ampr που του προσδίδει ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη. 
 Οι προαγωγείς που αναγνωρίζονται από τις SP6 και Τ7 RNA πολυµεράσες 
βρίσκονται εκατέρωθεν της περιοχής υποκλωνοποίησης.  

 Φέρει τµήµα του γονιδίου lacZ´ που κωδικοποιεί για τα πρώτα 146 αµινοξέα του 
γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης, το οποίο χρησιµοποιείται για την επιλογή των 
ανασυνδυασµένων κλώνων µέσω του µηχανισµού της α-συµπληρωµατικότητας. 

 Φέρει στα άκρα πολύT, ώστε να διευκολύνεται η σύνδεση µε κατάλληλα 
διαµορφωµένα προϊόντα της αντίδρασης της PCR. 

 
Το προϊόν της αντίδρασης RT-PCR του γονιδίου που κωδικοποιεί για την AtNOC 
υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM®-T Easy vector. Ο χάρτης του πλασµιδιακού 
φορέα φαίνεται στην Εικόνα 9. 

 
                 Εικόνα 9. 
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Ενοποίηση των άκρων DNA µε τη χρήση της DNA λιγάσης 
 

Η αντίδραση της DNA λιγάσης πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10µl και 
περιέχει τα παρακάτω συστατικά : 
-5µl ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης 2X  
-1µl Τ4 DNA λιγάση (2unit/µl)  
-0,5µl pGEM T-Easy φορέα  
-3µl DNA 102,36mgr/ml  
-0,5µl ddH2O  
Το δείγµα επωάζεται Ο/Ν στους 4οC. 
 
Μετασχηµατισµός των βακτηριακών κυττάρων E.coli 
 
 Σε σωλήνα eppendorf που περιέχει 80µl δεκτικά κύτταρα του στελέχους 

µεταφέρονται 2µl πλασµιδίου.  
 Το δείγµα παραµένει στον πάγο για 30 λεπτά.  
 Υποβάλουµε τα κύτταρα σε θερµική καταπόνηση (42°C) για 1 λεπτό και τα 
αφήνουµε στον πάγο για 2 λεπτά, προκειµένου να διευκολυνθεί η εισαγωγή του 
πλασµιδίου. 

 Προστίθενται 200µl υγρού θρεπτικού υποστρώµατος LB και τοποθετούνται σε 
κλίβανο στους 37οC για 45 λεπτά. 

 Προσθέτουµε στα κύτταρα 10µl 0,1M IPTG και 50µl 2% X-Gal 
 Τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό που περιέχουν το 
κατάλληλο αντιβιοτικό για την επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων. Στην 
περίπτωσή µας, αµπικιλίνη. 

 Μετά, γίνεται επώαση των τρυβλίων για όλο το βράδυ στους 37οC. 
 Η φύλαξη των τρυβλίων γίνεται στο ψυγείο στους 4οC. 
 .Οι αποικίες που φέρουν µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο εµφανίζονται µπλε, λόγω 
της δράσης της β-γαλακτοσιδάσης. Αντίθετα, οι αποικίες που φέρουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο εµφανίζονται λευκές.  

 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
 
• Πρωτόκολλο Miniprep (Qiagen) 

 Μετά από φυγοκέντρηση 1,5ml υγρής καλλιέργειας, τα βακτηριακά κύτταρα 
επαναδιασπείρονται σε 250µl ρυθµιστικό διάλυµα Ρ1 που περιέχει Rnάση Α. 

 Προστίθενται 250µl ρυθµιστικό διάλυµα Ρ2 και γίνεται ελαφρά ανακίνηση 
του φυγοκεντρικού σωλήνα (eppendorf). 

 Προστίθενται επιπλέον 350µl ρυθµιστικό διάλυµα Ν3 και αµέσως 
αναποδογυρίζεται το eppendorf 4-6 φορές. Το εναιώρηµα θολώνει. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στη µέγιστη ταχύτητα, µε αποτέλεσµα 
να σχηµατιστεί ένα λευκό ίζηµα. 

 Το υπερκείµενο υγρό µεταφέρεται µε πιπέτα σε µια στήλη Qiaprep. 
 Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30-60sec και απορρίπτεται το υγρό που έχει 
διέλθει από το φίλτρο.   

 Η στήλη ξεπλένεται µε 0,75ml ρυθµιστικό διάλυµα ΡΕ και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση για 30-60sec. 

 Το διερχόµενο από το φίλτρο υγρό απορρίπτεται και επαναφυγοκεντρείται για 
1 λεπτό µέχρι να απαλειφθεί το υπολειπόµενο διάλυµα ξεπλύµατος. Εάν 
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παραµείνει αιθανόλη από το διάλυµα ΡΕ ίσως παρεµποδιστούν περαιτέρω 
ενζυµικές αντιδράσεις. 

Η στήλη Qiaprep τοποθετείται σε καθαρό φυγοκεντρικό σωλήνα 1,5ml. Προκειµένου 
να ληφθεί το DNA, προστίθεται διάλυµα 50µl EB (10mM Tris-HCl, pH=8,5) ή νερό. 
Το διάλυµα έκλουσης αφήνεται για 1 λεπτό και, τέλος, φυγοκεντρείται για 1 λεπτό, 
οπότε και λαµβάνεται το καθαρό πλασµιδιακό DNA. 
 
Μέθοδος του βρασµού (Boiling method, Holmes and Quigley 1981) 

 
3ml υγρής καλλιέργειας LB, που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό 

εµβολιάζονται µε µια µεµονωµένη αποικία κυττάρων E.coli. Η καλλιέργεια 
αναπτύσσεται στους 37οC µε συνεχή ανακίνηση για 12-16 ώρες.  

 Από την παραπάνω καλλιέργεια µεταφέρονται 1,5ml σε σωλήνα eppendorf 
και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό, 13.000 rpm. 

 Το υπερκείµενο υγρό αποµακρύνεται όσο το δυνατόν περισσότερο, γιατί το 
ίζηµα πρέπει να παραµείνει όσο το δυνατόν πιο στεγνό. 

 Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 150µl STET και προστίθεται 1µl λυσοζύµη (50 
mg/ml). 

 Στη συνέχεια, γίνεται επώαση στους 100οC για 45sec και φυγοκέντρηση στις 
για 20 λεπτά, 13.000 rpm. 

 Το ίζηµα αποµακρύνεται µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα, καθώς 
αποτελείται από βακτηριακά υπολείµµατα. 

 Για την κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA προστίθενται 180µl 
ισοπροπανόλης, ακολουθεί καλή ανάδευση και φυγοκέντρηση για 7 λεπτά, 
13.000 rpm. 

 Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα ξεπλένεται µε 300µl αιθανόλη 70% 
v/v. 

 Ακολουθεί καλή ανακίνηση και φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, 13.000 rpm. 
 Αφαιρείται η αιθανόλη και το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει. 
 Αφού στεγνώσει το ίζηµα, επαναδιαλύεται σε 20µl dH2O. 

 
Πέψη του ανασυνδυασµένου πλασµιδιακού φορέα µε ενδονουκλεάσες 
περιορισµού 
  

Πραγµατοποιήσαµε πέψη του ανασυνδυασµένου πλασµιδιακού φορέα 
pGEM®-T Easy που περιέχει το γονίδιο που κωδικοποιεί την AtNOC, µε την 
ενδονουκλεάση περιορισµού EcoRI. Το συγκεκριµένο ένζυµο κόβει το πλασµίδιο 
δεξιά και αρίστερα της περιοχής ένθεσης.  
Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 20µl και περιέχει τα παρακάτω 
συστατικά: 
-2µl ρυθµιστικό διάλυµα 10X  
-0,5µl EcoRI (20units/ml)  
-2µl pGEM T-Easy φορέα  
-15,5µl ddH2O  
Το δείγµα επωάζεται για 15 λεπτά στους 37οC. 
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Πέψη του DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 
 
Στη συνέχεια πραγµατοποιούµε πέψη του γονιδίου που κωδικοποιεί την 

AtNOC, το οποίο το βγάλαµε από τον πλασµιδιακό φορέα pGEM®-T Easy. Η 
αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 20µl και περιλαµβάνει τα παρακάτω 
συστατικά:  
-2µl ρυθµιστικό διάλυµα 4 10X 
-0,2µl BSA  
-0,5µl NdeI (20units/ml) 
-0,5µl XhoI (20units/ml) 
-3µl DNA 102,36mgr/ml 
-13,8 ddH2O  
Το δείγµα επωάζεται για 1,5 ώρα στους 37οC. 
 
Υποκλωνοποίηση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό φορέα 
  

Ο δεύτερος πλασµιδιακός φορέας που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία 
ήταν ο pET15b. Τα χαρακτηριστικά αυτού του φορέα, που τον κάνουν επιθυµητό 
προς χρήση είναι τα εξής : 
 Ο υψηλός αριθµός αντιγράφων ανά κύτταρο. 
 Το γονίδιο ampr που του προσδίδει ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη. 
 Το γονίδιο που κωδικοποιεί τον καταστολέα του οπερονίου της λακτόζης. 
 Φέρει αλληλουχία 6 ιστιδινών (His tag) στο Ν-τελικό άκρο. 
 Φέρει 3 περιοχές κλωνοποίησης. 

 
Πραγµατοποιούµε πέψη του πλασµιδιακού φορέα pET15b µε δύο ενδονουκλεάσες 
περιορισµού. Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 20µl και περιλαµβάνει 
τα παρακάτω συστατικά: 
-2µl ρυθµιστικό διάλυµα 4 10X 
-0,2µl BSA  
-0,5µl NdeI (20units/ml) 
-0,5µl XhoI (20units/ml) 
-4µl pET15b 
-12,3 ddH2O  
Το δείγµα επωάζεται για 1,5 ώρα στους 37οC. 
 
Το γονίδιο της AtNOC υποκλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα pET15b 
(Εικόνα 10). Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10µl και περιλαµβάνει 
τα παρακάτω συστατικά: 
-5µl ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης 2Χ 
-1µl Τ4 DNA λιγάση (2unit/µl)  
-0,5µl pET15b φορέα  
-3,5µl DNA 102,36mgr/ml 
Το δείγµα επωάζεται Ο/Ν στους 4οC. 
 



∆ιπλωµατική Εργασία Τοµατσίδου Αναστασία 
 

 40

 
Εικόνα 10. 
Ανασυνδυασµένος πλασµιδιακός φορέας pET15b.  
 
 
 
Έκφραση και αποµόνωση ανασυνδυασµένης AtNOC   
 
• Μετασχηµατισµός BL21 µε pET15b AtNOC 

Σε 200µl επιδεκτικών κυττάρων BL21, γίνεται προσθήκη 5µl του 
ανασυνδυασµένου πλασµιδιακού DNA Pet15b AtNOC το οποίο εκφράζει την 
AtNOC η οποία φέρει 6 ιστιδίνες στο αµινοτελικό της άκρο. Στη συνέχεια 
πραγµατοποιείται επώαση στον πάγο για 30 λεπτά και ακολούθως στους 42ΟC για 1,5 
λεπτό. Έπειτα τα κύτταρα επωάζονται στον πάγο για 2 λεπτά και εν συνεχεία 
προστίθεται σε κάθε καλλιέργεια 800µl υλικό SOC. Ακολουθεί επώαση για 1,5 ώρα 
στους 37ΟC υπό ανάδευση (160rpm). Τέλος, επιστρώνονται 300µl της 
µετασχηµατισµένης καλλιέργειας σε τρυβλία µε στερεό θρεπτικό µέσο LB agar το 
οποίο περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό, ανάλογα µε τα γονίδια ανθεκτικότητας που 
διαθέτει το εκάστοτε πλασµίδιο που χρησιµοποιείται για το µετασχηµατισµό 
(αµπικιλίνη) και χλωραµφαινικόλη στην οποία ήδη έχουν ανθεκτικότητα τα BL21 
από µόνα τους. Ακολουθεί επώαση των τρυβλίων στους 37ΟC για 12-14 ώρες (Ο/Ν). 

Σε 5ml LB Broth µε χλωραµφαινικόλη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 
25mg/ml και αµπικιλίνη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0,1mg/ml, 
ενοφθαλµίζονται µετασχηµατισµένα κύτταρα BL21 και επωάζονται για 12-14 ώρες 
στους 37ΟC υπό ανάδευση (210rpm). Ακολουθεί µεταφορά των 5ml της Ο/Ν 
καλλιέργειας σε 400ml φρέσκου θρεπτικού µέσου LB Broth µε χλωραµφαινικόλη και 
αµπικιλίνη. Στη συνέχεια, πραγµατοποιείται µέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 
600nm (OD600) και επώαση των καλλιεργειών στους 37OC υπό ανάδευση µέχρι το 
OD600 να φτάσει περίπου το 0,6 που αντιστοιχεί στη λογαριθµική φάση ανάπτυξης. 
Προσθέτουµε IPTG (Isopropyl Thio Galactosyl, 1Μ) σε τελική συγκέντρωση 1mM, 
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το οποίο επάγει την έκφραση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Οι καλλιέργειες 
επωάζονται υπό ανάδευση για 4 ώρες στους 37ΟC. Τα κύτταρα συλλέγονται µε 
φυγοκέντρηση στις 4.000rpm για 20min στους 4ΟC, αφαιρείται το υπερκείµενο και το 
ίζηµα αποθηκεύεται στους -80ΟC. 
 
• Αποµόνωση της AtNOC 
Οµογενοποίηση των κυττάρων 

Τα κατεψυγµένα ιζήµατα των κυττάρων διαλύονται στον πάγο σε ρυθµιστικό 
διάλυµα λύσης ~10ml (2-3 ml/gr κυττάρου). Στη συνέχεια, πραγµατοποιείται η 
διαδικασία του σπασίµατος των κυττάρων µε υπέρηχους (sonicator) µέσα στον πάγο. 
Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 12.000rpm, για 60min στους 4oC. Το υπερκείµενο 
διαχωρίζεται από το ίζηµα και ακολουθεί η αποµόνωση της πρωτεΐνης, η οποία 
βρίσκεται στο υπερκείµενο. 
Χρωµατογραφία συγγένειας 

Το υπερκείµενο αναµιγνύεται µε ρητίνη νικελίου αγαρόζης (NTA-Ni agarose), 
η οποία έχει εξισορροπηθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα εξισορρόπησης, και το µείγµα 
αναδεύεται ήπια για 30min στους 4oC. Η πρωτεΐνη δεσµεύεται στην ρητίνη µέσω 
σύνδεσης των ιστιδινών που έχει στο αµινοτελικό άκρο, µε τα άτοµα νικελίου. Το 
διάλυµα εκχυλίζεται προσεκτικά µέσα από στήλη που κατακρατά την ρητίνη. Η 
στήλη ξεπλένεται µε 4,5ml ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης (wash buffer) ώστε να γίνει 
αποµάκρυνση των µη-ειδικών ουσιών που κατακρατήθηκαν στη στήλη. Η έκλουση 
της πρωτεΐνης γίνεται µε 6ml ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης (elution buffer) το οποίο 
περιέχει ιµιδαζόλιο σε συγκέντρωση 250mM. Ο ρόλος του ιµιδαζολίου είναι να 
δεσµεύεται στα ακινητοποιηµένα ιόντα νικελίου και να ανταγωνίζεται τη δέσµευση 
των πρωτεϊνών συνδεµένων µε ιστιδίνη (His-tagged). Συλλέγουµε οκτώ κλάσµατα 
από τη στήλη (FT,W1-W3 και Ε1-Ε4) για µέτρηση της ολικής πρωτεΐνης σε καθένα 
από αυτά και για ηλεκτροφόρηση. 
 
Μέτρηση συγκέντρωσης ολικής πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford  
 
Σε σωλήνες eppendorf  προστίθενται τα παρακάτω: 
 
Πίνακας 8.  

 H2O ∆είγµα Χρωστική 
FT 18µl 2µl 1ml 
W1 - 20µl 1ml 
W2 - 20µl 1ml 
W3 - 20µl 1ml 
E1 - 20µl 1ml 
E2 - 20µl 1ml 
E3 - 20µl 1ml 
E4 - 20µl 1ml 

  
 Επωάζουµε για 15 λεπτά και φωτοµετρούµε σε οπτική απορρόφηση 595nm 
(OD595). Υπολογίζουµε τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης µε βάση την πρότυπη 
καµπύλη. 
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Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 
 

• Προετοιµασία δειγµάτων για ηλεκτροφόρηση  
Υπολογίζουµε την ποσότητα του κάθε δείγµατος που πρέπει να φορτώσουµε στην 

πηκτή ώστε να έχουµε 20µgr πρωτεΐνης. Σε 20µl δείγµατος προσθέτουµε 10µl 
loading buffer SDS page. Θερµαίνουµε τα δείγµατα στους 95°C.  
 
• Προετοιµασία πηκτής SDS- πολυακρυλαµιδίου  

Στήνουµε τη συσκευή. Φτιάχνουµε πηκτή SDS- πολυακρυλαµιδίου 10%. Πρώτα, 
φτιάχνουµε το Running Gel προσθέτοντας 50µl APS και 5µl TEMED στα 7ml 
Running Gel buffer. Αναδεύουµε και εκχύνουµε µε πιπέτα ανάµεσα στα δύο τζάµια 
µέχρι τα ~3/5 του ύψους. Για να οριζοντιοποιηθεί η πηκτή και να σπάσουν οι 
φουσκάλες εκχύνουµε µε πιπέτα ανάµεσα στα δύο τζάµια ισοπροπανόλη. 

Καθώς περιµένουµε να πήξει φτιάχνουµε το Stacking Gel προσθέτοντας 25µl 
APS και 5µl TEMED στα 3,5ml Stacking Gel buffer. Αφαιρούµε την ισοπροπανόλη 
και εκχύνουµε µε πιπέτα ανάµεσα στα δύο τζάµια. Τέλος, τοποθετούµε το χτενάκι για 
να σχηµατιστούν τα πηγαδάκια.  
 
• Φόρτωση και ηλεκτροφόρηση δειγµάτων στην πηκτή SDS- πολυακρυλαµιδίου 

Αφού πήξει η πηκτή, φορτώνουµε τα δείγµατα στα πηγαδάκια. Ρυθµίζουµε το 
τροφοδοτικό στα 110V και αφήνουµε τα δείγµατα να "τρέξουν" µέχρι να φτάσουν 
στο Running Gel buffer. Στη συνέχεια ρυθµίζουµε το τροφοδοτικό στα 200V µέχρι τα 
δείγµατα να φτάσουν στο τέλος της πηκτής.  

 
• Χρώση της πηκτής SDS- πολυακρυλαµιδίου 

Μετά το πέρας της ηµεκτροφόρησης, τοποθετούµε την πηκτή σε ποτήρι ζέσεως 
και προσθέτουµε οξικό οξύ 10%. Βράζουµε στο φούρνο µικροκυµάτων και 
τοποθετούµε την πηκτή σε ποτήρι ζέσεως που περιέχει Staining buffer. Βράζουµε και 
πάλι στο φούρνο µικροκυµάτων και αφήνουµε για ανάδευση για πέντε λεπτά. 
Ξεπλένουµε την πηκτή µε λίγο απιονισµένο νερό και την τοποθετούµε στο ποήρι 
ζέσεως µε το οξικό οξύ. Βράζουµε στο φούρνο µικροκυµάτων. Τέλος, τοποθετούµε 
την πηκτή σε ένα πλαστικό δοχείο µε οξικό οξύ και την αφήνουµε για ανάδευση 
ώσπου να ξεβάψει καλά.  
 
• ∆ιαπίδυση 

Αφού κόψουµε ένα κοµµάτι (~10cm) µεµβράνης διαπίδυσης, τη βράζουµε σε 
υψηλή θερµοκρασία σε 2% w/v NaHCO3 για 25 λεπτά και ξεπλένουµε µε 
απιονισµένο νερό. Σφραγίζουµε τη µεµβράνη από τη µία πλευρά µε ένα πιαστράκι 
και µε πιπέτα µεταφέρουµε το κλάσµα ή τα κλάσµατα, στα οποία είδαµε από την 
πηκτή ότι υπάρχει το υπό µελέτη ένζυµο. Σφραγίζουµε τη µεµβράνη και από την 
άλλη πλευρά κατά τον ίδιο τρόπο. Τοποθετούµε τη µεµβράνη σε ποτήρι ζέσεως το 
οποίο περιέχει 900ml διαλύµατος διαπίδυσης µε pH=7.0. Τοποθετούµε το ποτήρι 
ζέσεως, στο οποίο έχουµε προσθέσει και ένα µαγνήτη, σε συσκευή µαγνητικής 
ανάδευσης έτσι ώστε να αναδεύεται το διάλυµα απαλά στους 4°C για όλο το βράδυ. 
Την επόµενη ηµέρα αφαιρούµε προσεκτικά το περιεχόµενο της µεµβράνης και, αφού 
πραγµατοποιήσουµε µέτρηση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο 
Bradford, το µοιράζουµε σε µικροσωλήνες φυγοκέντρησης (eppendorf tubes 1.5 ml). 
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Μέτρηση της ενεργότητας της PARN µε κυανό του µεθυλενίου 
 

Η µέθοδος στηρίζεται στη αύξηση της απορρόφησης του πολυ(Α) στα 662nm 
όσο αυξάνεται η συγκέντρωσή του (Cheng et al., 2006, Greiner-Stoeffele et al., 
1996). Στην αρχή αυτή και µε βάση την πρότυπη καµπύλη γίνεται η µέτρηση της 
συγκέντρωσης σε µία αντίδραση των 100µl µε προσθήκη 900µl διαλύµατος κυανού 
του µεθυλενίου. Το τελευταίο περιέχει κυανό του µεθυλενίου το οποίο προσδένεται 
στο πολυµερές πολυ(Α). Παρουσία ενός ενζύµου που υδρολύει το πολυ(Α), το µήκος 
του τελευταίου µικραίνει, µε αποτέλεσµα να απελευθερώνονται µόρια κυανού του 
µεθυλενίου και να αυξάνει ο ρυθµός µεταβολής της απορρόφησης (∆Α). Επίσης, 
έχουµε εξετάσει ένα εύρος συγκεντρώσεων υποστρώµατος, ώστε να ελεγχθεί και να 
καθοριστεί η περιοχή της γραµµικής απόκρισης της µεταβολής της ∆Α. Κατ’ αυτόν 
τον τρόπο µετράµε την ενεργότητα της AtNOC.  
     
• Κατασκευή πρότυπης καµπύλης πολυ(Α) 

Τα δείγµατα για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης προετοιµάζονται 
σύµφωνα µε τον Πίνακα 9. Μετά την προσθήκη του διαλύµατος κυανού του 
µεθυλενίου τα δείγµατα επωάστηκαν για 15min στους 30ΟC και η φωτοµέτρηση έγινε 
στα 662nm. Το φωτόµετρο µηδενίστηκε µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση πολυ(Α) 
(10µg/ml τελική συγκέντρωση). Υπολογίστηκε η διαφορά απορρόφησης (∆.Α) 
θέτοντας το τυφλό ως 0. Από την πρότυπη καµπύλη προκύπτει η εξίσωση από την 
οποία µπορούµε να υπολογίζουµε την ποσότητα του πολυ(Α) που αποικοδοµείται-
υδρολύεται κατά την ενζυµική αντίδραση. 

 
Πίνακας 9. 
Τελική συγκέντρωση πολυ(Α) (µg/ml) 0 2 4 6 8 10 (Τ) 

Πολυ(Α)100µg/ml (µl) 0 20 40 60 80 100 

∆ιάλυµα αντίδρασης (µl) 100 80 60 40 20 0 

∆ιάλυµα κυανού του µεθυλενίου(µl) 900 900 900 900 900 900 

 
• Χρονοκαµπύλη ενζυµικής δράσης 

Η αντίδραση λαµβάνει χώρα σε τρία pH (6.5, 7.0, 7.5) και σε τρεις θερµοκρασίες 
(25, 30, 37°C) ώστε να δούµε σε ποιες συνθήκες λειτουργεί καλύτερα το ένζυµο 
AtNOC. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σύµφωνα µε τον Πίνακα 10: 
 
Πίνακας 10. 
 P1 P2 
∆ιάλυµα αντίδρασης 27µl 67µl 

RNasin 1µl 1µl 
Υπόστρωµα (S) 70µl 30µl 

∆ιάλυµα κυανού του 
µεθυλενίου 

900µl 900µl 

Ένζυµο (E) 2µl 2µl  
 
 

Το υπόστρωµα, δηλαδή το πολυ(Α), έχει συγκέντρωση στο δείγµα P1= 7µgr/ml και 
στο δείγµα Ρ2= 3µgr/ml και ένζυµο 0,25mgr/ml. Μετά το πέρας του χρόνου 
αντίδρασης, δηλαδή των 15 λεπτών, προσθέτουµε το ένζυµο και φωτοµετρούµε τα 
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δείγµατα στα 662nm και λαµβάνονται τιµές σε χρόνο 0, 1, 3, 5, 10, 15, 30 λεπτών. Ως 
τυφλό χρησιµοποιούµε το δείγµα P1, πριν από την προσθήκη ενζύµου, γιατί έχει την 
υψηλότερη συγκέντρωση πολύ(Α). 

Αφού βρεθούν οι βέλτιστες συνθήκες, κατασκευάζουµε τη χρονοκαµπύλη 
ενζυµικής δράσης χρησιµοποιώντας τις τιµές που πήραµε.  
 
• Κινητική µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις πολυ(Α) 

Κατασκευάζουµε την καµπύλη Michaelis-Menten πραγµατοποιώντας αντιδράσεις 
σε pH= 6,5 και σε pH=7,0, σε δύο θερµοκρασίες, 25 και 30°C, υπολογίζοντας τη 
διαφορά απορρόφησης (∆Α). Τα δείγµατα προετοιµάζονται σύµφωνα µε τον Πίνακα 
11: 
 
Πίνακας 11. 
 T1 Ρ1 Ρ2 Ρ3 Ρ4 Ρ5 
∆ιάλυµα 

αντίδρασης 
29µl 27µl 37µl 57µl 67µl 77µl 

RNasin 1µl 1µl 1µl 1µl 1µl 1µl 
Υπόστρωµα 

(S) 
70µl 70µl 60µl 40µl 30µl 20µl 

∆ιάλυµα 
κυανού του 
µεθυλενίου 

900µl 900µl 900µl 900µl 900µl 900µl 

Ένζυµο (E) - 2µl 2µl 2µl 2µl 2µl 
 

Τα δείγµατα Ρ1-Ρ5 αντιστοιχούν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις πολυ(Α): 
Ρ1= 7µgr/ml 
Ρ2= 6µgr/ml 
Ρ3= 4µgr/ml 
Ρ4= 3µgr/ml 
Ρ5= 2µgr/ml 
Το Τ1 είναι το τυφλό µε το οποίο µηδενίζουµε το φωτόµετρο καθώς έχει τη 
µεγαλύτερη συγκέντρωση πολυ(Α).  

Μετά το πέρας του χρόνου αντίδρασης, δηλαδή των 15 λεπτών, προσθέτουµε το 
ένζυµο και φωτοµετρούµε τα δείγµατα στα 662nm και λαµβάνονται τιµές σε χρόνο 0, 
1, 3, 5, 10, 15, 30 λεπτών.  
 
• Μελέτη της ενεργότητας απουσία Mg+2 

Πραγµατοποιούµε αντίδραση παρουσία και απουσία Mg+2, σε pH=6,5 και σε 
pH=7,0 και σε θερµικρασία 25°C. Τα δείγµατα προετοιµάζονται σύµφωνα µε τον 
ακόλουθο Πίνακα. 
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Πίνακας 12. 
 T  P  T  P 
∆ιάλυµα 

αντίδρασης 
89µl 87µl ∆ιάλυµα 

αντίδρασης 
χωρίς Mg+2 

89µl 87µl 

RNasin 1µl 1µl RNasin 1µl 1µl 
Υπόστρωµα 

(S) 
10µl 10µl Υπόστρωµα 

(S) 
10µl 10µl 

∆ιάλυµα 
κυανού του 
µεθυλενίου 

900µl 900µl ∆ιάλυµα 
κυανού του 
µεθυλενίου 

900µl 900µl 

Ένζυµο (E) - 2µl Ένζυµο (E) - 2µl 
 

Το υπόστρωµα, δηλαδή το πολυ(Α), έχει συγκέντρωση 0,7mgr/ml και το ένζυµο 
0,25mgr/ml. Μετά το πέρας του χρόνου αντίδρασης, δηλαδή των 15 λεπτών, 
προσθέτουµε το ένζυµο, φωτοµετρούµε τα δείγµατα στα 662nm και λαµβάνουµε 
τιµές σε χρόνο 0, 1, 3, 5, 10, 15, 30 λεπτών.  
 
• Μελέτη της ενεργότητας παρουσία διαφορετικών υποστρωµάτων 

Πραγµατοποιήσαµε αντίδραση σε τρία pH (6.5, 7.0, 7.5) και σε τρεις 
θερµοκρασίες (25, 30, 37°C) µε διαφορετικά υποστρώµατα όπως το πολύ(U), το 
πολύ(C) και το πολύ(G) ώστε να µελετήσουµε την ενεργότητα του ενζύµου. Τα 
δείγµατα προετοιµάζονται σύµφωνα µε τον Πίνακα 13 : 

 
Πίνακας 13.  
 P T (τυφλό) 
∆ιάλυµα αντίδρασης 87µl 89µl 

RNasin 1µl 1µl 
Υπόστρωµα (S) 10µl 10µl 

∆ιάλυµα κυανού του 
µεθυλενίου 

900µl 900µl 

Ένζυµο (E) 2µl - 
 

Το υπόστρωµα (S) αντιστοιχεί στο πολύ(U), στο πολύ(C) και στο πολύ(G) και 
έχει συγκέντρωση 0,7mgr/ml. Το ένζυµο έχει συγκέντρωση 0,25mgr/ml. Μετά το 
πέρας του χρόνου αντίδρασης, δηλαδή των 15 λεπτών, προσθέτουµε το ένζυµο, 
φωτοµετρούµε τα δείγµατα σε διαφορετικό µήκος κύµατος για το κάθε υπόστρωµα 
και λαµβάνουµε τιµές σε χρόνο 0, 1, 3, 5, 10, 15, 30 λεπτών.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 Μετά από ανάλυση των γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν για παράγοντες  
µε οµολογία µε την nocturnin,  εντοπίστηκαν τρείς υποψήφιες αλληλουχίες µε τα 
χαρακτηριστικά αυτά. Ακολούθως, σχεδιάζουµε τους εκκινητές που χρησιµοποιούµε 
στους διάφορους τύπους PCR για την κλωνοποίηση, όπως φαίνεται στον ακόλουθο 
πίνακα, και ακολουθήσε επιβεβαίωση της ορθότητας της διαδικασίας µε 
αλληλούχιση.   
 
Πίνακας 14. 
Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιούµε στους διάφορους τύπους PCR. 

UBQ R 5'-CCG ACA CCA TTG ACA ACG-3' 
UBQ F 5'-TCC AGC GAA GAT GAG ACG-3' 

AtNOC R 5'-CTC GAG ATT ATT GGC TAT ATG 
TTT CGG TTG ATC-3' 

AtNOC F 5'-TCG CAT ATG GCG TCG TCG TCT 
C-3' 

AtNOC R 5'-ATC GTC TTC TTC CTT GCT GTT 
GG-3' 

AtNOC F 5'-TGG CGT CGT CGT CTC-3' 
   
Πρότυπη καµπύλη πρωτεΐνης 
 
 H πρότυπη καµπύλη έγινε µετρώντας διάφορες αραιώσεις διαλύµατος BSA 
µε τη µέθοδο Bradford. Από την πρότυπη καµπύλη προκύπτει η γραµµική σχέση µε 
εξίσωση: 
Α= 0,594x + 0,082 
 

Εικόνα 11.  
Πρότυπη καµπύλη πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford. 

0,5 1 2,5 0 
0 

0,4 

0,8 

0,6 

0,2 

Πολυ(Α) µgr/ml 

A
59

5n
m

 

1 

1,2 

1,4 

1,5 2 



∆ιπλωµατική Εργασία Τοµατσίδου Αναστασία 
 

 47

Έκφραση και αποµόνωση AtNOC 
  
 Η διαδικασία της έκφρασης και αποµόνωσης της AtNOC περιγράφεται στα 
Υλικά και Μέθοδοι. Στην Εικόνα 12 παρουσιάζεται η ηλεκτροφόρηση των 
δειγµάτων από τα στάδια αποµόνωσης της πρωτεΐνης AtNOC, µε τη βοήθεια ρητίνης 
νικελίου αγαρόζης, σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου 10%. Όπως φαίνεται και στην 
εικόνα η πρωτεΐνη βρίσκεται στα κλάσµατα Ε1 και Ε2 τα οποία στη συνέχεια 
ετοιµάζουµε για διαπίδυση. Η πρωτεΐνη AtNOC φαίνεται να έχει µέγεθος 30kDa. Η 
συγκέντρωση της πρωτεΐνης σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford υπολογίστηκε κάθε 
φορά από την εξίσωση της πρότυπης καµπύλης της BSΑ που παρατίθεται παραπάνω 
και είναι ίση µε 0,25mgr/ml. 
 
 

 
Εικόνα 12. 
Ηλεκτροφόρηση δειγµάτων από τα στάδια αποµόνωσης της AtNOC. Χρώση µε 
Coomasie Brilliant Blue. W1, W2: ∆είγµατα έκπλυσης, Ε1-Ε4: ∆είγµατα έκλουσης από 
την στήλη. Συγκέντρωση πρωτεΐνης που εντοπίζεται στο Ε1: 0,25mgr/ml.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FT W1 W2  W3         E1  E2  E3   E4
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Πρότυπη καµπύλη πολυ(A) 
 
Τα δείγµατα για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης πολυ(Α) 

προετοιµάζονται σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. Από την πρότυπη καµπύλη προκύπτει η γραµµική σχέση µε εξίσωση: 
A= 0,0117*C (µgr/ml) + 0,0182 
Με την παραπάνω εξίσωση µετατρέπουµε τις απορροφήσεις των ενζυµικών 
αντιδράσεων σε πολυ(Α) που αποικοδοµήθηκε κατά τη διάρκεια των αντιδράσεων. 
Στην Εικόνα 13 παρουσιάζεται η πρότυπη καµπύλη πολυ(Α).  
 
 

    Εικόνα 13.  
    Πρότυπη καµπύλη πολυ(Α) µε χρήση κυανού του µεθυλενίου. 
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Χρονοκαµπύλη ενζυµικής δράσης 
 
 Τα δείγµατα για την κατασκευή της χρονοκαµπύλης ενζυµικής δράσης της 
AtNOC προετοιµάζονται σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στα Υλικά και 
Μέθοδοι. Οι τιµές απορρόφησης που παρουσιάζονται στο γράφηµα της παρακάτω 
εικόνας προκύπτουν από αντιδράσεις που πραγµατοποιούνται σε pH=6,5 και σε 
θερµοκρασία 30°C.   
 
 

    Εικόνα 14. 
    Χρονοκαµπύλη ενζυµικής δράσης AtNOC. 
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Κινητική µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις πολυ(Α) 
 
Τα δείγµατα για την κατασκευή της καµπύλης Michaelis-Menten σε pΗ=6,5 

και pΗ=7,0 και σε θερµοκρασία 25 και 30°C προετοιµάζονται σύµφωνα µε τη 
διαδικασία που περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Στην Εικόνα 14 
παρουσιάζεται η καµπύλη Michaelis-Menten σε pΗ=6,5 και σε δύο θερµοκρασίες, 25 
και 30°C. Παρατηρούµε ότι σε θερµοκρασία 25°C η νοκτουρνίνη αποικοδοµεί το 
πολυ(Α) πιο αποτελεσµατικά από τους 30°C.  
 

 
Εικόνα 14.  
Καµπύλη Michaelis-Menten σε pΗ=6,5. Οι  συνθήκες του πειράµατος  περιγράφονται 
στα «Υλικά και Μέθοδοι». 
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Στην Εικόνα 15 παρουσιάζεται η καµπύλη Michaelis-Menten σε pH=7,0 και 
σε δύο θερµοκρασίες, 25 και 30°C. Παρατηρούµε ότι σε θερµοκρασία 25°C η 
νοκτουρνίνη αποικοδοµεί το πολυ(Α) πιο αποτελεσµατικά από τους 30°C.  

 
Εικόνα 15. 
Καµπύλη Michaelis-Menten σε pH=7,0. Οι  συνθήκες του πειράµατος  περιγράφονται 
στα «Υλικά και Μέθοδοι». 
 

Στην Εικόνα 16 παρουσιάζεται η καµπύλη Michaelis-Menten σε θερµοκρασία 
25°C και σε pH=6,5 και pH=7,0. Παρατηρούµε ότι σε pH=6,5 η νοκτουρνίνη 
αποικοδοµεί το πολυ(Α) πιο αποτελεσµατικά απ’ότι σε pH=7,0. 

 
Εικόνα 16. 
Καµπύλη Michaelis-Menten σε Τ=25°C. Οι  συνθήκες του πειράµατος  περιγράφονται 
στα «Υλικά και Μέθοδοι». 
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Στην Εικόνα 17 παρουσιάζεται η καµπύλη Michaelis-Menten σε θερµοκρασία 
30°C και σε pH=6,5 και pH=7,0. Παρατηρούµε ότι σε pH=6,5 η νοκτουρνίνη 
αποικοδοµεί το πολυ(Α) πιο αποτελεσµατικά απ’ότι σε pH=7,0.  
 

 
Εικόνα 17. 
Καµπύλη Michaelis-Menten σε Τ=30°C. Οι συνθήκες του πειράµατος  περιγράφονται 
στα «Υλικά και Μέθοδοι». 
 
 

Συµπερασµατικά, οι καλύτερες συνθήκες για το ένζυµο είναι pH=6,5 και 
Τ=25°C. Επίσης, πρέπει να σηµειωθεί πως σε όλα τα πειράµατά µας, η καµπύλη της 
ταχύτητας σε διάγραµµα v-S (όπως στο διάγραµµα Michaelis-Menten) ακολουθεί 
σιγµοειδή µορφή, γεγονός που υπαινίσσεται πως το ένζυµο είναι αλλοστερικό. Η 
τελευταία παρατήρηση αξίζει και πρέπει να διερευνηθεί περισσότερο και να 
επιβεβαιωθεί η ορθότητά της. 
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Υπολογισµός κινητικών σταθερών του ενζύµου 
 

Για να υπολογίσουµε τις κινητικές σταθερές του ενζύµου χρησιµοποιήσαµε τα 
διαγράµµατα v-S (pH 6,5 και T=30oC) και το αντίστοιχο διάγραµµα διπλού 
αντιστρόφου (Lineweaver-Burk). Θεωρώντας πως η καµπύλη είναι σιγµοειδής, το 
διάγραµµα διπλού αντιστρόφου που θα προκύψει από αυτή, για να δώσει ευθεία 
καµπύλη πρέπει να είναι της µορφής 1/v – 1/[S]2. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται 
στην Εικόνα 18. Με βάση το διάγραµµα αυτό υπολογίζουµε  τις κινητικές σταθερές 
Vmax και KM (Πίνακας 15). 

 
 

 
 
Εικόνα 18. 
∆ιαγράµµατα Michaelis-Menten (αριστερά) και διπλού αναστρόφου.  
 
 
Πίνακας 15. 

KM 
µg poly(A)/ml 

Vmax 
µg poly(A)/(ml x min) 

0,34 6,2 
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Μελέτη του ρόλου των ιόντων Mg+2 

 
 Οι αποαδενυλάσες είναι ένζυµα που γενικά χρησιµοποιούν Mg(II). Για να 
εξεταστεί ο ρόλος των ιόντων στη δραστικότητα της AtNOC, µελετήθηκε η 
ενεργότητα του ενζύµου απουσία, και σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις Mg2+. Η 
διαδικασία της µελέτης της ενεργότητας της AtNOC, απουσία Mg+2 περιγράφεται 
στα Υλικά και Μέθοδοι. Στην Εικόνα 19 παρουσιάζεται η % ενεργότητα του ενζύµου 
παρουσία και απουσία Mg+2. Παρατηρούµε ότι απουσία Mg+2 η ενεργότητα του 
ενζύµου είναι σχεδόν µηδενική, γεγονός που δείχνει πως το ένζυµο χρειάζεται τα 
ιόντα αυτά για να δράσει.  
 
 

Εικόνα 19. 
∆ιαφορές στην % ενεργότητα της AtNOC απουσία και παρουσία                      
διαφορετικών συγκεντρώσεων Mg+2.  
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Η AtNOC είναι µια πολυ(Α)-εξειδικευµένη ριβονουκλεάση  
 
 Στη συνέχεια, εξετάστηκε η εξειδίκευση του ενζύµου για να αποικοδοµεί 
πολυ(Α). Για το σκοπό αυτό µελετήθηκε η ενεργότητα της AtNOC παρουσία των 
υποστρωµάτων πολύ(U), πολύ(C) και πολύ(G), σε σχέση µε αυτή παρουσία πολυ(Α), 
όπως περιγράφεται στα Υλικά και µέθοδοι. Προκαταρκτικές µελέτες καθόρισαν τα 
µήκη κύµατος όπου τα απορροφούν τα διάφορα υποστρώµατα (βλ. «Υλικά και 
Μέθοδοι»). Στην Εικόνα 20 παρουσιάζονται οι διαφορές στην ενεργότητα του 
ενζύµου. Παρατηρούµε ότι η ενεργότητα του ενζύµου AtNOC µειώνεται σηµαντικά 
παρουσία του υποστρώµατος πολύ(U), ενώ γίνεται σχεδόν µηδενική παρουσία των 
υποστρωµάτων πολύ(C) και πολύ(G). 
Συµπερασµατικά, η AtNOC είναι µια πολυ(Α)-εξειδικευµένη ριβονουκλεάση. 
 

Εικόνα 20. 
∆ιαφορές στην ενεργότητα της νοκτουρνίνης παρουσία των υποστρωµάτων πολύ(Α), 
πολύ(U), πολύ(C) και πολύ(G). 
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Μελέτη της ρύθµισης της έκφρασης της AtNOC από τον κιρκάδιο ρυθµό µε real 
time RT-PCR 
 Ένας από τους κύριους στόχους της  εργασίας, είναι η αναγνώριση 
αποαδενυλασών που ρυθµίζονται από τον κιρκάδιο ρυθµό. Για να εξετάσουµε την 
έκφραση της AtNOC από τον κιρκάδιο ρυθµό πραγµατοποιούµε πρώτα 
δειγµατοληψίες φυτών A. thaliana, 7 ηµερών. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιείται σε 
διαφορετικές ώρες του 24ώρου, στο σκοτάδι. Λαµβάνονται δείγµατα στις 18:00, 
22:30, 23:00, 23:30, 24:00, 3:00, 6:30, 7:00, 7:30 και 8:00 από τα οποία 
αποµακρύνονται οι ρίζες. Στη συνέχεια, τοποθετούνται σε υγρό άζωτο και 
αποθηκεύονται στους -80°C. Ακολούθεί αποµόνωση ολικού RNA και ανάλυση της 
έκφρασης του mRNA της AtNOC µε real time RT-PCR. 
 Στην Εικόνα 21 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της real time RT-PCR.  
Ως µάρτυρες κιρκάδιας έκφρασης χρησιµοποιούνται τα γονίδια TOC1 και CCA1, 
όπου είναι γνωστό πως υπόκεινται σε κιρκάδια έκφραση (James et al. 2008). 
Παρατηρούµε ότι το γονίδιο AtNOC ακολουθεί την κατατοµή έκφρασης του γονιδίου 
TOC1, παρουσιάζοντας µέγιστο έκφρασης λίγο πριν σταµατήσει η έκθεση στο φώς. 
Συµπεραίνουµε ότι η έκφραση του γονιδίου AtNOC ρυθµίζεται από τον κιρκάδιο 
ρυθµό.  

Εικόνα 21. 
Κατατοµή έκφρασης των γονιδίων AtNOC, TOC1 και CCA1. Η λευκή ράβδος δηλώνει 
έκθεση σε φως (ώρες 7-23), η µαύρη απουσία φωτός (ώρες 23-7). 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 Στην παρούσα διπλωµατική εργασία αναζητήσαµε αποαδενυλάσες στο 
φυτό Arabidopsis thaliana που ρυθµίζονται από τον κιρκάδιο ρυθµό, εξετάζοντας την 
ύπαρξη οµολόγων της νοκτουρνίνης. Μετά από ανάλυση των γονιδίων τα οποία 
κωδικοποιούν για παράγοντες  µε οµολογία µε την νοκτουρνίνη,  εντοπίστηκαν τρείς 
υποψήφιες αλληλουχίες µε τα χαρακτηριστικά αυτά. Ακολούθως, σχεδιάσαµε τους 
εκκινητές που χρησιµοποιήσαµε στους διάφορους τύπους PCR για την κλωνοποίηση. 
  Στη συνέχεια, αφού επιλέξαµε ένα από τα τρία υποψήφια γονίδια, 
κλωνοποιήσαµε τον παράγοντα σε δύο φορείς υπερέκφρασης, πρώτα στον φορέα 
pGEM®-T Easy vector και έπειτα στον φορέα pET15b. Ακολούθησε υπερέκφραση 
του ανασυνδυσµένου πλασµιδίου pET15b σε καλλιέργειες κυττάρων E.coli BL21. 
Έπειτα, συνεχίσαµε µε τον καθάρισµο του παράγοντα χρησιµοποιώντας ρητίνη 
νικελίου αγαρόζης (NTA-Ni agarose). Η πρωτεΐνη που λάβαµε µετά το πέρας του 
καθαρισµού είχε συγκέντρωση 0,25mgr/ml και µέγεθος 30kDa.  
 Το επόµενο βήµα ήταν ο βιοχηµικός χαρακτηρισµός της πρωτεΐνης. Στις 
αντιδράσεις που πραγµατοποιήσαµε χρησιµοποιήσαµε το πολυ(Α) ως υπόστρωµα 
ώστε να διαπιστωθεί η δράση αποαδενυλάσης. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν 
σε διαφορετικές συνθήκες, σε τρία διαφορετικά pH (6,5, 7,0, 7,5) και σε τρεις 
διαφορετικές θερµοκρασίες (25, 30, 37),  ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες για την 
λειτουργία του ενζύµου. Στη συνέχεια µελετήθηκε η κινητική του ενζύµου σε 
διαφορετικές συνθήκες και η κατασκευή της καµπύλης  σε διαγράµµατα v-S 
(ταχύτητας αντίδρασης – συγκέντρωστης υποστρώµατος) ώστε να υπολογιστούν οι 
κινητικές σταθερές του ενζύµου. Παρατηρήσαµε πως οι καλύτερες συνθήκες για το 
ένζυµο είναι pH=6,5 και Τ=25°C. Πρέπει να σηµειωθεί πως σε όλα τα πειράµατά 
µας, η καµπύλη στο διάγραµµα v-S δεν ακολουθεί κλασική µορφή Michaelis-
Menten), αλλά σιγµοειδή µορφή, γεγονός που υπαινίσσεται πως το ένζυµο είναι 
αλλοστερικό. Η τελευταία παρατήρηση πρέπει να διερευνηθεί περισσότερο και να 
επιβεβαιωθεί η ορθότητά της. Για να υπολογίσουµε τις κινητικές σταθερές του 
ενζύµου χρησιµοποιήσαµε τα κατάλληλα διαγράµµατα διπλού αναστρόφου σε 
συνθήκες pH 6.5, T=25oC και το αντίστοιχο διάγραµµα διπλού αντιστρόφου 
(Lineweaver-Burk). Η AtNOC παρουσιάζει KM= 0,34 µg poly(A)/ml και Vmax= 6,2 µg 
poly(A)/(ml x min).  

Οι αποαδενυλάσες είναι ένζυµα που γενικά χρησιµοποιούν Mg(II). Για να 
εξεταστεί ο ρόλος των ιόντων στη δραστικότητα της AtNOC, µελετήθηκε η 
ενεργότητα του ενζύµου απουσία, και σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις Mg2+. 
Παρατηρήσαµε ότι απουσία Mg+2 η ενεργότητα του ενζύµου είναι σχεδόν µηδενική, 
γεγονός που δείχνει πως το ένζυµο χρειάζεται τα ιόντα αυτά για να δράσει.  

Στη συνέχεια, εξετάστηκε η εξειδίκευση του ενζύµου για να αποικοδοµεί 
πολυ(Α). Για το σκοπό αυτό µελετήθηκε η ενεργότητα της AtNOC παρουσία των 
υποστρωµάτων πολυ(U), πολυ(C) και πολυ(G), σε σχέση µε αυτή παρουσία πολυ(Α). 
Παρατηρήσαµε ότι η ενεργότητα του ενζύµου AtNOC µειώνεται σηµαντικά 
παρουσία του υποστρώµατος πολυ(U), ενώ γίνεται σχεδόν µηδενική παρουσία των 
υποστρωµάτων πολυ(C) και πολυ(G). Συµπερασµατικά, η AtNOC είναι µια πολυ(Α)-
εξειδικευµένη ριβονουκλεάση. 
 Ένας από τους κύριους στόχους της  εργασίας, ήταν η αναγνώριση 
αποαδενυλασών που ρυθµίζονται από τον κιρκάδιο ρυθµό. Για να εξετάσουµε την 
έκφραση της AtNOC από τον κιρκάδιο ρυθµό πραγµατοποιήσαµε real time PCR. Ως 
µάρτυρες κιρκάδιας έκφρασης χρησιµοποιήσαµε τα γονίδια TOC1 και CCA1, όπου 
είναι γνωστό πως υπόκεινται σε κιρκάδια έκφραση (James et al. 2008). 
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Παρατηρήσαµε ότι το γονίδιο AtNOC ακολουθεί την κατατοµή έκφρασης του 
γονιδίου TOC1, παρουσιάζοντας µέγιστο έκφρασης λίγο πριν σταµατήσει η έκθεση 
στο φώς. Συµπερασµατικά, η έκφραση του γονιδίου AtNOC ρυθµίζεται από τον 
κιρκάδιο ρυθµό.  
 Η ανακάλυψη µιας νέας αποαδενυλάσης στο φυτό Arabidopsis thaliana 
είναι ιδιαίτερα σηµαντική, και µάλιστα είναι η πρώτη της οποίας η έκφραση 
σχετίζεται µε τον κιρκάδιο ρυθµό. Η AtNOC είναι η δεύτερη αποαδενυλάση που 
ταυτοποιήθηκε στο φυτό A. thaliana, µετά την AtPARN. Επιπρόσθετα το γονίδιο 
AtNOC ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθµό και η έκφρασή του παρουσιάζει µέγιστο 
λίγο πριν το σκοτάδι, γεγονός που φανερώνει πως η AtNOC µπορεί να στοχεύει και 
να αποικοδοµεί επιλεγµένα µετάγραφα.   
 Οι φυσιολογικοί και βιοχηµικοί ρυθµοί των φυτών ακολουθούν 24ωρες 
διακυµάνσεις, οι οποίες πραγµατοποιούνται σε συγκεκριµένες χρονικές στιγµές κατά 
τη διάρκεια του κύκλου µέρας/νύχτας (Dunlap, 1999).  Παραδείγµατα τέτοιων 
διεργασιών είναι το άνοιγµα και το κλείσιµο των στοµατίων οι κινήσεις των ανθέων 
και των φύλλων ακόµη και ο χρόνος της άνθησης (Mas, 2005). Οι µεταβολές αυτές, 
οι οποίες οφείλονται στην προσαρµογή των φυτών στη σηµαντική αλλαγή των 
συνθηκών µεταξύ µέρας και νύκτας υπονοούν σηµαντικές αλλαγές που 
πραγµατοποιούνται στο επίπεδο της έκφρασης των γονιδίων (Dunlap, 1999). Πολλοί 
µεταγραφικοί παράγοντες έχουν χαρακτηριστεί για τη συµµετοχή τους στην 
ενεργοποίηση γονιδίων σε καθορισµένα χρονικά διαστήµατα του 24ωρου (Mas, 
2005). Στην παρούσα εργασία χαρακτηρίσαµε βιοχηµικά και µοριακά µια 
αποαδενυλάση της οποίας τα επίπεδα έκφρασης ακολουθούν 24ωρη διακύµανση. 
Πράγµατι, τα µέγιστα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της AtNOC βρέθηκαν µισή 
περίπου ώρα πριν την νυχτερινή περίοδο ανάπτυξης των φυτών. Είναι καλά 
θεµελιωµένο ότι τα κιρκαδικά ρυθµιζόµενα γονίδια καθορίζονται και µεταβάλουν την 
έκφρασή τους ανάλογα µε εξωτερικά ερεθίσµατα όπως το φως και η θερµοκρασία. 
Έτσι σε σταθερές συνθήκες η µεταβολή της έκφρασης των γονιδίων είναι σταθερή. 
Επιπλέον, η µεταβολή των εξωτερικών συνθηκών έχει τη δυνατότητα να τροποποιεί 
τη µέγιστη έκφραση των κιρκαδικά ρυθµιζόµενων γονιδίων, δίνοντας έτσι στα φυτά 
τη δυνατότητα της προσαρµογής και του επανακαθορισµού (resetting) των 
βιοχηµικών διεργασιών (Devlin and Kay, 2001). Κατά συνέπεια η µέγιστη έκφραση 
του γονιδίου λίγο  πριν την νυχτερινή περίοδο µπορεί να σηµαίνει την προετοιµασία 
και προσδοκία του φυτού για τις επερχόµενες διεργασίες της νύχτας (anticipation). 
Είναι δυνατόν το φυτό να αποαδενυλιώνει και να καθιστά ευάλωτα στην αποδόµηση 
γονίδια τα οποία είτε δε χρειάζονται στη διάρκεια της νύχτας, όπως γονίδια που 
συµµετέχουν στη φωτοσύνθεση είτε γονίδια παρεµποδιστές έκφρασης άλλων 
γονιδίων επιτρέποντας έτσι την έκφραση τους όταν αυτά είναι απαραίτητα.  
Τα φυτά κατά τη διάρκεια της νύχτας γίνονται καταναλωτές των υδατανθράκων οι 
οποίοι παράγονται από τη φωτοσύνθεση. Η κατανάλωση των υδατανθράκων µέσω τη 
αναπνοής αφενός µειώνει δραµατικά τα επίπεδα οξυγόνου στο κύτταρο αφετέρου 
µπορεί να παράγει ενεργές µορφές οξυγόνου ως παραπροϊόντα καταπονώντας 
περαιτέρω το φυτό. Κατά συνέπεια το φυτό θα πρέπει να έχει ήδη έτοιµους 
µηχανισµούς αποτοξίνωσης µαζί µε τους µηχανισµούς ρύθµισης των φυσιολογικών 
διεργασιών. Ο ρόλος της AtNOC και η φυσιολογική του σηµασία για τα φυτά πρέπει 
να διερευνηθεί περαιτέρω και να διαπιστωθεί το εύρος των γονιδίων που ρυθµίζονται 
από αυτή.  
 Οι µελλοντικές προοπτικές του θέµατος που ξεκίνησε µε την συγκεκριµένη 
εργασία είναι πολλές και ενδιαφέρουσες. Κάποιες από αυτές περιλαµβάνουν τη 
µελέτη του φαινοτύπου µεταλλαγµένων φυτών A. thaliana, που δεν εκφράζουν την 
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AtNOC. Επίσης, σηµαντική είναι και η µελέτη των επιπτώσεων που πιθανόν να έχει η 
απώλεια της AtNOC στον φυτικό οργανισµό καθώς και η µελέτη της κατατοµής της 
έκφρασης παραγόντων που ρυθµίζονται από τον κιρκάδιο ρυθµό απουσία της  
AtNOC. Τέλος, αξίζει να αναφερθεί η µελέτη της αλληλεπίδρασης της AtNOC µε 
άλλα ένζυµα αποικοδόµησης ευκαρυωτικών mRNAs ή µε µεταγραφικούς παράγοντες 
και η πιθανότητα να σχηµατίζεται κάποιο πρωτεϊνικό σύµπλοκο. 
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