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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η αποικοδόμηση του mRNA ξεκινάει με την βράχυνση της πολυ(Α) ουράς. 

Σε ανώτερους οργανισμούς το κύριο ένζυμο για την διαδικασία της 

αποαδενυλίωσης είναι η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση, PARN, η οποία 

προσδένεται ειδικά στην πολυ(Α) ουρά και την αποικοδομεί με φορά 3’-5’, ενώ 

το κάλυμμα στο 5’ άκρο διεγείρει την επεξεργαστική δράση του ενζύμου in vitro. 

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας αφορούν στην έκφραση, τον 

καθαρισμό και τη μελέτη της PARN. Ειδικότερα, μελετήθηκε η επίδραση των 

νουκλεοτιδίων πουρίνης σε in vitro αντιδράσεις αποαδενυλίωσης. Βρέθηκε ότι 

τα GMP, GDP, GTP και AMP, ADP, ΑΤΡ μειώνουν τη δραστικότητα του 

ενζύμου. To GMP και το ΑΤΡ ανέστειλλαν τη δραστικότητα του ενζύμου μη 

συναγωνιστικά, ενώ τα GMP και GDP, καθώς και τα ΑΜΡ και ADP έδρασαν ως 

συναγωνιστικοί αναστολείς. Επίσης εξετάστηκε η επίδραση του Mg(II) στην 

ανασταλτική ικανότητα των παραπάνω νουκλεοτιδίων και δείχνεται πως το ιόν 

επηρεάζει διαφορετικά τη δράση των ΥΤΡ και ΥΜΡ από αυτή των ΤΜΡ.

ABSTRACT

The degradation of mRNA usually begins with the shortening of poly(A) tail, 

where poly (A)-specific ribonuclease, PARN, is a key enzyme in this process. It 

binds specifically poly(A) tails and degrades them. The cap structure at the 5’-end 

of mRNA stimulates PARN activity by increasing the processivity of degradation. 

The results of this work are related to overexpression, purification and study of the 

regulation of PARN activity in vitro. In particular, we study the effect of purine 

nucleotides on PARN in in vitro deadenylation reactions. We find that GTP, 

GDP, GMP and ATP, ADP, AMP can reduce PARN activity: GTP and ATP 

inhibited PARN activity non-competitively, while GMP, GDP and AMP, ADP 

competitively. The effect of Mg(II) ions on the inhibitory effect of the 

noucleotides was tested. We find that the concentration of the ion can affect YDP 

and YTP nucleotides in a different mode than YMP.
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

To RNA είναι ένα μόριο κεντρικής σημασίας για τη γονιδιακή έκφραση. 

Αρχικά χαρακτηρίστηκε ως ενδιάμεσο προϊόν, της πρωτεϊνοσύνθεσης, όμως 

έχουν ανακαλυφθεί πολλά RNA που έχουν δομικούς η λειτουργικούς ρόλους σε 

άλλα στάδια της γονιδιακής έκφρασης. Η εμπλοκή του RNA σε πολλές 

λειτουργίες που αφορούν την γονιδιακή έκφραση υποστηρίζει την γενική άποψη 

ότι ολόκληρη η διαδικασία μπορεί να έχει εξελιχθεί σε έναν «κόσμο RNA», στον 

οποίο αρχικά το RNA ήταν το ενεργό συστατικό του μηχανισμού διατήρησης και 

έκφρασης της γενετικής πληροφορίας. Αργότερα οι πρωτεΐνες υποβοήθησαν ή 

ανέλαβαν αποκλειστικά πολλές από αυτές τις λειτουργίες, γεγονός που είχε ως 

συνέπεια την αύξηση της προσαρμοστικότητας και πιθανόν της 

αποτελεσματικότητας. Οι τρεις κύριες τάξης RNA είναι το mRNA το tRNA και 

το rRNA.fl]

1.1.To mRNA παράγεται με μεταγραφή και μεταφράζεται.

Η μεταγραφή (transcription) παράγει ένα μονόκλωνο μόριο RNA όμοιο 

στην αλληλουχία με μία από τις αλυσίδες του δίκλωνου DNA, ενώ η μετάφραση 

(translation) μετατρέπει τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του mRNA στην 

αλληλουχία αμινοξέων που αποτελούν μια πρωτεΐνη. Ένα μόριο mRNA δε 

μεταφράζεται σε ολόκληρο το μήκος του, αλλά κάθε mRNA περιέχει 

τουλάχιστον μία κωδική περιοχή (coding region), η οποία σχετίζεται με μια 

πρωτεϊνική αλληλουχία μέσω του γενετικού κώδικα: κάθε νουκλεοτιδική 

τριπλέτα (κωδικόνιο) της κωδικής περιοχής αντιστοιχεί σε ένα αμινοξύ. Μόνο η 

μία αλυσίδα του δίκλωνου DNA μεταγράφεται σε αγγελιαφόρο RNA. Η μία 

αλυσίδα του DNA η οποία κατευθύνει τη σύνθεση του mRNA δημιουργώντας 

ζεύγη συμπληρωματικών βάσεων αποκαλείται αλυσίδα-μήτρα (template strand) 

ή αντινοηματική αλυσίδα (antisense strand). Ο όρος «αντινοηματική»
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χρησιμοποιείται γενικά για την περιγραφή μιας αλληλουχίας του DNA ή του 

RNA που είναι συμπληρωματική με το mRNA ενώ η αλυσίδα του DNA που 

φέρει την ίδια αλληλουχία με το mRNA (με εξαίρεση ότι περιέχει Τ αντί για U) 

ονομάζεται κωδική αλυσίδα (coding strand) ή νοηματική αλυσίδα (sense strand).

1.2. Ωρίμανση και σταθερότητα mRNA.

Μετά τη σύνθεση του πρώιμου ευκαρυωτικού mRNA ακολουθεί η 

ωρίμανση που δίδει το τελικό ώριμο mRNA. Η ωρίμανση περιλαμβάνει την 

προσθήκη του καλύμματος στο 5’ άκρο, την προσθήκη της πολυ(Α) ουράς στο 3’ 

άκρο και το μάτισμα (Εικόνα 1). Οι δύο πρώτες τροποποιήσεις περιγράφονται 

στις δύο επόμενες παραγράφους. Μόνο μετά την ολοκλήρωση όλων των 

τροποποιήσεων και της επεξεργασίας μπορεί το mRNA να εξαχθεί από τον 

πυρήνα στο κυτταρόπλασμα. Κατά μέσο όρο, το mRNA καθυστερεί περίπου 20 

λεπτά για να εξέλθει από τον πυρήνα. Μόλις το mRNA εισέλθει στο 

κυτταρόπλασμα, αναγνωρίζεται από τα ριβοσώματα και μεταφράζεται.

Transcription

Addition of
5' methyl-guanine cap Splicing

4 ^Transport outside
Addition of nucleus
po!y-A tail

Introns are discarded

Εικόνα 1. Στάδια ωρίμανσης mRNA

Ο κύκλος ζωής του ευκαρυωτικού είναι πιο παρατεταμένος από αυτόν 

του βακτηριακού mRNA. Η μεταγραφή στα ζωικά κύτταρα συμβαίνει με τη ίδια 

περίπου ταχύτητα που συμβαίνει και στα βακτήρια (περίπου40 νουκλεοτίδια ανά 

δευτερόλεπτο). Πολλά ευκαρυωτικά γονίδια είναι μεγάλα: ένα γονίδιο 10.000 bp 

χρειάζεται περίπουδ λεπτά για να μεταγραφεί. Η μεταγραφή του mRNA δεν
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τερματίζεται με την αποδέσμευση του ένζυμου της RNA πολυμεράσης από το 

DNA. Αντίθετα, το ένζυμο συνεχίζει τη μεταγραφή και μετά το τέλος του 

γονιδίου. Μια συντονισμένη σειρά γεγονότων δημιουργεί το 3' άκρο του mRNA 

με αποκοπή ενός τμήματος και προσθήκη μιας αλληλουχίας πολυ(Α) στο 

πρόσφατα δημιουργημένο 3' άκρο (βλέπε 1.2.2).

Το ευκαρυωτικό mRNA αποτελεί μόνο ένα μικρό ποσοστό το συνολικού 

κυτταρικού RNA (περίπου3% της μάζας του). Ο χρόνος ημιζωής των mRNA 

στους ζυμομύκητες είναι σχετικά μικρός και κυμαίνεται από 1 έως 60 λεπτά. 

Υπάρχει μια αξιοσημείωτη αύξηση της σταθερότητας στους ανώτερους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς: το mRNA των ζωικών κύτταρο είναι σχετικά 

σταθερό, με χρόνο ημιζωής μεταξύ 1 και 24 ωρών. Οι τροποποιήσεις και στα 

δυο άκρα του mRNA συνεισφέρουν σε αυτή τη σταθερότητα.

1.2.1. Το 5’ άκρο του ευκαρυωτικού mRNA φέρει κάλυμμα.

Το 5' κάλυμμα σχηματίζεται με την προσθήκη μιας τριφωσφορικής 

γουανοσίνης στην πρώτη βάση του μεταγράψου μέσω ενός 5'-5' δεσμού. Που 

είναι ένα τριφωσφορικό νουκλεοσίδιο (συνήθως μια πουρίνη, Α ή G ). Η 

αρχική αλληλουχία του μεταγράψου μπορεί να αναπαρασταθεί ως:

5 'ρρρΑ/ GpNpNpNp...

Η προσθήκη της G στο 5’ άκρο καταλύεται από ένα πυρηνικό ένζυμο, τη 

γουανυλυλο-τρανσφεράση. Η αντίδραση αυτή συμβαίνει τόσο γρήγορα μετά την 

έναρξη της μεταγραφής, που δεν είναι δυνατόν να ανιχνευθούν παρά μόνο ίχνη 

του αρχικού 5' τριφωσφορικού άκρου στο πυρηνικό RNA. Η συνολική 

αντίδραση μπορεί να αναπαρασταθεί ως μία συμπύκνωση μεταξύ του GTP και 

του αρχικού 5' τριφωσφορικού άκρου του RNA όπως φαίνεται στο ακόλουθο 

σχήμα:

Gppp + ρρρΑρΝρΝρ... -» GpppApNpNp...+pp+p
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Το νέο κατάλοιπο G, που προστίθεται στο άκρο του RNA, έχει το αντίστροφο 

προσανατολισμό (5’-5’) από όλα τα άλλα νουκλεοτίδια της αλληλουχίας 

(εικόνα2).

Το κάλυμμα αποτελεί υπόστρωμα για αρκετές αντιδράσεις μεθυλίωσης. 

Οι τύποι των καλυμμάτων διακρίνονται από το πλήθος των μεθυλιώσεων που 

φέρουν. Η πρώτη μεθυλίωση γίνεται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

και αποτελείται από την προσθήκη μιας μεθυλομάδας στη θέση 7 της ακραίας 

γουανίνης, μια αντίδραση που καταλύεται από την 7-μεθυλο-τρανσφεράση της 

γουανίνης. Ένα κάλυμμα που έχει μόνο αυτή τη μεθυλομάδα ονομάζεται 

κάλυμμα 0 (cap 0). Στην Εικόνα 2 παρουσιάζεται η δομή του καλύμματος μετά 

την προσθήκη μεθυλομάδων.

1.2.2. Το 3’ άκρο πολυαδενυλιώνεται

7'-μέθυλογουανοσίνη

5' άκρο 
πρόδρομου 

mRNA

HO OH

OH

Εικόνα 2. To κάλυμμα στο 5’ άκρο του mRNA

Τα πρόδρομα mRNAs λαμβάνουν στο 3’ άκρο τους μια χαρακτηριστική 

αλληλουχία από 250-300 νουκλεοτίδια αδενοσίνης, γνωστής ως πολυ(Α) ουρά.
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Η μετα-μεταγραφική αυτή τροποποίηση ονομάζεται διεργασία του 3’ άκρου (3’ 

end processing) και είναι μια πολύπλοκη αντίδραση σε δύο στάδια όπου 

συμμετέχουν τουλάχιστο επτά πρωτεϊνικοί παράγοντες. Η αντίδραση της 

προσθήκης καταλύεται από το ένζυμο πολυ(Α)-πολυμεράση.

Ο ρόλος της πολυ(Α) ουράς είναι κεντρικής σημασίας για το mRNA. Προστατεύει 

το 3’ άκρο του mRNA από εξωνουκλεολυηκή αποικοδόμηση, συμμετέχει σε διεργασίες 

όπως η έξοδος στο κυτταρόπλασμα και από αυτή ξεκινά και το κύριο μονοπάτι 

αποικοδόμησης του mRNA. Στις διαδικασίες αυτές η πολυ(Α) ουρά συμμετέχει 

κυρίως μέσω των πρωτεϊνικών παραγόντων που προσδένονται σε αυτή, και 

κυρίως την πολυ(Α) προσδενόμενη πρωτεΐνη [poly(A)-binding protein, ΡΑΒΡ], 

Ομόλογα αυτής της πρωτεΐνης απαντώνται σε πολλούς ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς. Ένα μονομερές ΡΑΒΡ των περίπου 70 kd συνδέεται σε περίπου 24 

βάσεις της πολυ(Α) ουράς. Έτσι, μια πολυ(Α) ουρά από 240 νουκλεοτίδια φέρει 

περίπου 10 μόρια PABPC, δηλαδή περίπου 700 kd. Ο βασικότερος ρόλος της 

πρωτεΐνης αυτής είναι αφενός να προστατεύει την ίδια την ουρά από αποικοδόμηση 

και αφετέρου να αλληλεπιδρά με άλλους πρωτέίνικούς παράγοντες ρυθμίζοντας έτσι 

την βιωσιμότητα του mRNA, όπως φαίνεται και σε επόμενες παραγράφους. Για 

παράδειγμα, η αλληλεπίδραση της ΡΑΒΡ στον παράγοντα έναρξης elF4G δημιουργεί 

έναν κλειστό βρόχο, στον οποίο τα 5' και 3' άκρα του mRNA συγκρατούνται από το 

ίδιο πρωτέίνικό σύμπλοκο (Εικόνα 3) και έτσι προσλαμβάνεται από τη μεταφραστική 

μηχανή.

Εικόνα 3. Η πρόσδεση της ΡΑΒΡ στον παράγοντα έναρξης elF4G δημιουργεί έναν κλειστό βρόχο.

CAP: το κάλυμμα στο 5’ άκρο.
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Η αφαίρεση της πολυ(Α) ουράς αναστέλλει την έναρξη της μετάφρασης in vitro 

και η μείωση των επιπέδων της ΡΑΒΡ έχει το ίδιο αποτέλεσμα στο ζυμομύκητα in vivo. 

Αυτές οι επιδράσεις μπορεί να εξαρτώνται από την πρόσδεση της ΡΑΒΡ στο 

σύμπλοκο έναρξης, στο 5' άκρο του mRNA. Σε μερικές περιπτώσεις, τα mRNA 

αποθηκεύονται σε μη πολυαδενυλιωμένη μορφή και η πολυ(Α) προστίθεται όταν είναι 

απαραίτητη η μετάφραση τους. Σε άλλες περιπτώσεις, τα πολυ(Α)+ mRNA 

αποαδενυλιώνονται, με συνέπεια τη μείωση της μετάφρασης τους.

1.3. Αποικοδόμηση του mRNA

1.3.1.Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA

Η αποικοδόμηση του ευκαρυωτικού mRNA παίζει σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, στον ποιοτικό έλεγχο της βιοσύνθεσης mRNA 

και στην αντίίκή προστασία [2,3,4],

Η αποικοδόμηση του mRNA συνήθως ξεκινάει από την βράχυνση της 

πολυ(Α) ουράς στο 3’ άκρο του (αποαδενυλίωση) από διάφορες 

αποαδενυλάσες [5,6]. Ακολουθώντας την αποαδενυλίωση ένα ειδικό ένζυμο 

που αποτελείται από δύο υπομονάδες (Dcplp και Dcp2p ) αφαιρεί το κάλυμμα , 

εκθέτοντας το μετάγραφο σε αποικοδόμηση από την Xrnlp, μια 

5’> 3'εξωνουκλεάση. Εναλλακτικά, μετά την αποαδενυλίωση, το mRNA μπορεί 

να αποικοδομηθεί με την κατεύθυνση 3'> 5'από το κυτταροπλασματικό 

εξώσωμα, ένα σύμπλοκο εξωνουκλεασών [7-10]. Στην περίπτωση αυτή το 

κάλυμμα υδρολύεται από το DcpS [11]. Ωστόσο η αποικοδόμηση ορισμένων 

mRNA μπορεί να ξεκινήσει με ενδονουκλεοτιδική διάσπαση είτε από ειδικές 

ενδονουκλεάσες είτε από το μηχανισμό του RNAi [12]. Επίσης τα ευκαρυωτικά 

κύτταρα περιέχουν ειδικά μονοπάτια αποικοδόμησης (Εικόνα 4) που 

αναγνωρίζουν και αποικοδομούν ταχύτατα ανώμαλα mRNA χρησιμοποιώντας 

τα ίδια ένζυμα που αποικοδομούν φυσιολογικά mRNAs.
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UAA Pab Ip<3>&
AAAAARAA
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p-p-jpa·*

degradation by 
Xrnlp
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-^ΛΑΑΑΑΑΑΑ

degradation by 
exosome

degradation by Xrnlp 
and exosome

Εικόνα 4. Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA

Για παράδειγμα pre-mRNA που αποτυγχάνουν να ολοκληρώσουν την 

διαδικασία ωρίμανσης μπορεί να κατακρατηθούν στον πυρήνα και/ή να 

αποικοδομηθούν [13]. Εναλλακτικά τα κύτταρα μπορούν να υπολογίζουν την 

μεταφραστική χωρητικότητα των mRNA: σε μια διαδικασία που αναφέρεται και 

ως μη-νοηματικά διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση (nonsense-mediated decay, 

NMD) τα mRNA που περιέχουν μια πρόωρη αλληλουχία τερματισμού 

αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται. Τέτοια μετάγραφα αποικοδομούνται είτε 

μετά από αφαίρεση του καλύμματος σε μία διαδικασία η οποία είναι ανεξάρτητη 

από την αποαδενυλίωση, είτε από επιτάχυνση της αποαδενυλίωσης και της 

3’> 5'αποικοδόμησης από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα [14-17]. 

Παρομοίως σε μια διαδικασία που αναφέρεται ως αποικοδόμηση μη- 

τερματισμού (nonstop decay, NSD) τα mRNA στα οποία δεν υπάρχει αλληλουχία 

τερματισμού αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται ταχύτατα με κατεύθυνση 

3'> 5' από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα [18,19] (Εικόνα 5).
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mRNA decay in yeast and human

'40Ϊ&·· ■ . C5^ p5^3cXa5PC^>

Nonsense-mediated decay (NMD) Nonstop-mediated decay 1NSD)

Εικόνα 5. Τα mRNA τα οποία δεν περιέχουν, ή περιέχουν μια πρόωρη αλληλουχία 
τερματισμού αποικοδομούνται ταχύτατα

1.3.2. Ένζυμα και έλεγχος αποαδενυλίωσης

Όπως αναφέρθηκε η αποικοδόμηση του mRNA υπό φυσιολογικές 

συνθήκες συνήθως ξεκινάει από την βράχυνση της πολυ(Α) ουράς, μιας 

διεργασίας γνωστής ως αποαδενυλίωση. Έως τώρα έχουν ταυτοποιηθεί τρία 

διαφορετικά ένζυμα που αποικοδομούν πολυ(Α) ουρές. Ο λόγος για την ύπαρξη 

διαφορετικών αποαδενυλασών δεν είναι ξεκάθαρος και έχει προταθέι πως κάθε 

μορφή του mRNA το καθιστά διαθέσιμο στην αντίστοιχη αποαδενυλάση.
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Επίσης μπορεί να σημαίνει ότι κάθε αποαδενυλάση μπορεί να στοχεύει σε 

διαφορετικές δεξαμενές mRNA [38-42],

Στο ζυμομύκητα το επικρατέστερο σύμπλοκο αποαδενυλάσης 

περιλαμβάνει δύο νουκλεάσες, την Ccr4p και την Ρορ2ρ, και άλλες πρωτεΐνες 

Notl-Not5p, Caf4, Cafl6, Caf40 και CaBOp [20,21], H Ccr4p είναι διατηρημένη 

στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς με πολλαπλές γονιδιακές παραλλαγές στο 

γονιδίωμα των θηλαστικών και φυτών. Είναι μέλος της οικογένειας των ΕχοΙΙΙ 

νουκλεασών [22] και χρησιμοποιεί ένα γλουταμινικό και μία ιστιδίνη για να 

ενεργοποιήσει μία υδροξιλική ομάδα την πυρηνόφιλη προσβολή στον 

φοσφοδιεστερικό δεσμό. Σύμφωνα με αυτό το καταλυτικό μηχανισμό, 

μεταλλάξεις στα καταλυτικά αμινοξέα καταργούν την δραστικότητα του 

ενζύμου. Τα μεταλλάγματα αυτά δείχνουν ότι κάτω από τις συνθήκες που έχουν 

εξεταστεί έως τώρα στη ζύμη , η Ccr4p φαίνεται να έχει τον κυριότερο ρόλο στο 

σύμπλοκο αποαδενυλίωση [23-25], Η άλλη πρωτεΐνη στο σύμπλοκο με 

δραστικότητα αποαδενυλάσης είναι η Ρορ2ρ. Η Ρορ2ρ είναι επίσης ευρέως 

διατηρημένη με πολλαπλές γονιδιακές παραλλαγές ανάμεσα στους σύνθετους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Σύμφωνα με μελέτες πολλαπλής ομοπαράθεσης η 

Ρορ2ρ ανήκει στην οικογένεια των RNaseD νουκλεασών οι οποίες έχουν 

μηχανισμό δράσης και δομή παρόμοια με αυτή της περιοχής της DNA 

πολυμεράσης με δράση 3’> 5' εξωδεοξυρυβονουκλεάσης. Έχουν τις ίδιες 

αναδιπλώσεις, περιέχουν δύο θέσεις σύνδεσης για δισθενή ιόντα και έχουν τον 

ίδιο καταλυτικό μηχανισμό με τον οποίο υδρολύουν τον φοσφοδιεστερικό δεσμό 

[26-29], Εί Ρορ2 φαίνεται να έχει δύο λειτουργικούς ρόλους: α) η δράση 

νουκλεάσης και η εναλλαγή των καταλοίπων του ενεργού κέντρου δείχνει ότι 

κάτω από ορισμένες συνθήκες μπορεί να είναι υπεύθυνη για τη αποαδενυλύωση 

του mRNA. Έτσι το σύμπλοκο Ccr4-Pop2-Not μπορεί να έχει πολλαπλές 

νουκλεάσες που ωστόσο ρυθμίζονται διαφορετικά και β) η Ρορ2 διεγείρει την 

δράση της Ccr4 αποαδενυλάσης είτε σταθεροποιώντας το σύμπλοκο 

αποαδενυλάσης είτε προάγοντας την αλληλεπίδραση με το mRNA. Αυτός ο
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δεύτερος ρόλος βασίζεται σε παρατηρήσεις στη ζύμη όπου παρόλο η έλλειψη της 

Ρορ2 προκαλεί αλλαγές στην αποαδενυλίωση, η έλλειψη της καταλυτικής της 

δράσης μόνο δεν επιφέρει καμία αλλαγή στον φαινότυπο.

Το δεύτερο ενζυμικό σύμπλοκο που καταλύει την αποαδενυλίωση του 

mRNA είναι ένα διατηρημένο σύμπλοκο και αποτελείται από τις πρωτεΐνες 

Pan2p και Pan3p. Ο ρόλος των Pan στην αποαδενυλίωση έχει δειχθεί με Ccr4A 

στελέχη ζύμης όπου απουσιάζει ο κύριος τρόπος αποαδενυλίωσης, οπότε η 

αποαδενυλίωση εξαρτάται από την Pan2p. Στη ζύμη και πιθανόν σε άλλους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς η PAN εμπλέκεται σε ένα πρώιμο στάδιο της ζωής 

του mRNA όπου μία αρκετά μακριά πολυ(Α) ουρά βραχύνεται μέχρι να φτάσει 

τα 55-75 νουκλεοτίδια, αριθμός που κάθε φορά εξαρτάται από το συγκεκριμένο 

mRNA [30], Η Pan2p και Ρορ2ρ φαίνεται να παίζουν ρόλο στην ειδική ρύθμιση 

του mRNA της RAD5 σε απόκριση σε αντιγραφικό στρες [31]. Αναλύσεις 

αλληλουχιών δείχνουν ότι η καρβοξυτελική περιοχή της Pan2p, όπως και της 

Ρορ2ρ ανήκει στην οικογένεια των RNaseD, και περιλαμβάνουν τα καταλυτικά 

κατάλοιπα και μηχανισμό υδρόλυσης που εξαρτάται από δύο δισθενή ιόντα. Ο 

πιθανός ρόλος της Pan3p είναι η διέγερση της Pan2p. Η Pan3p αλληλεπιδρά με 

την Dunlp, που φαίνεται να παίζει ρόλο στην ρύθμιση του mRNA της RAD5. 

Επιπλέον η Pan3p αλληλεπιδρά με την Mex67p, μία πρωτεΐνη που εμπλέκεται 

στην εξαγωγή του mRNA, και μπορεί να ευθύνεται για την παράδοση του 

Pan2/Pan3p στο νέο συντιθέμενο mRNA για την αρχική αποαδενυλίωση της 

πολυ(Α) ουράς [32],

1.3.3. Η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση [poly(A)-specific ribonouclease, 

PARN]

Το τρίτο κύριο ένζυμο που αποικοδομεί πολυ(Α) ουρές mRNA είναι η 

πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση [poly(A) specific ribonouclease, PARN] με 

την οποία και θα ασχοληθούμε στην παρούσα διπλωματική εργασία. Η PARN 

αρχικά απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε σε κύτταρα θηλαστικών [33-34],
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Αναλύσεις αλληλουχιών δείχνουν ότι η PARN όπως και η Pan2p και Ρορ2ρ 

ανήκει στην οικογένεια των RNaseD νουκλεασών που φέρει το χαρακτηριστικό 

μοτίβο DEDD. Είναι συντηρημένη σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

αλλά απουσιάζει από το S.cerevisiae και την Drosophila melanogaster και 

μεταλλάξεις στα προβλεπόμενα καταλυτικά κατάλοιπα (DEDD) αναστέλλουν τη 

δράση της [35,36]. Βιοχημικές μελέτες έδειξαν ότι η ενεργότητα της PARN 

εξαρτάται από δισθενή μεταλλικά ιόντα ενώ μεγαλύτερη δραστικότητα έχει 

παρουσία ιόντων Mg(II) τα οποία πιθανόν βρίσκονται στο ενεργό κέντρο 

παίζοντας καθοριστικό ρόλο στο μηχανισμό της κατάλυσης. Το ελάχιστο μήκος 

υποστρώματος είναι τα δι- ή τρι -νουκλεοτίδα αδενοσίνης ανάλογα με το ποιό 

μεταλλικό ιόν βρίσκεται στο ενεργό κέντρο. Το ένζυμο απαντά σε δύο ισόμορφες 

μία πυρηνική 74 kd και μία κυτταροπλασματική 54 kd στον άνθρωπο (62 kd 

στον Xenopus laevis). Η τελευταία είναι πρωτεολυμένο παράγωγο από το οποίο 

απουσιάζει μια εύκαμπτη καρβοξυτελική περιοχή. Η περιοχή αυτή ευθύνεται και 

για την μετακίνηση της πρωτεΐνης στον πυρήνα αφού περιέχει την NLS (nuclear 

localization signal) αλληλουχία. Η PARN επίσης περιέχει ένα μοτίβο 

αναγνώρισης RNA (RNA recognition motif, RRM), το οποίο σημειώνεται πως 

απουσιάζει από την κρυσταλική δομή, το οποίο έχει ιδιότητες πρόσδεσης 

πολυ(Α) αλλά και καλύμματος [49] καθώς και μια συντηρημένη R3H περιοχή 

που φαίνεται να έχει δομή όμοια με αυτήν της IF3 καρβοξυτελικής περιοχής [37], 

Η R3H περιοχή προσδένεται σε μονόκλωνα νουκλεϊκά οξέα και πιθανόν 

κατευθύνει την PARN στο πολυαδενυλιωμένο mRNA (Σχήμα 6).

1 100 200 300 400 * * 500 600 639

PARN ( ' ( R3H ( ( RRM ( f)

I 100 200 300 400 , 470

PARN (1-470) ( ( R3H ( ( ( )

Εικόνα 6. Οι δύο ισομορφές της ανθρώπινης PARN. Σημειώνονται οι RRM και R3H περιοχές. 

Με αστερίσκο δηλώνονται σημαντικά αμινοξέα που συμμετέχουν στην πρόσδεση του

καλύμματος.
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Η κρυσταλλική δομή της ανθρώπινης PARN, από την οποία λείπει το 

καρβόξυ-τελικό άκρο (κατάλοιπα 1-430 σε σύνολο 639), έδειξε πως το ένζυμο 

είναι ομοδιμερές όπου κάθε υπομονάδα αναδιπλώνεται σε δύο περιοχές, μία 

συντηρημένη και την περιοχή της νουκλεάσης [37]. Το ενεργό κέντρο περιέχει 

τέσσερα απαράλλακτα κατάλοιπα, ένα γλουταμικό και τρία ασπαρτικά οξέα 

(Asp28, Glu30, Asp292 και Asp382) κατά το μοτίβο DEDD, τα οποία 

κατευθύνουν κύρια καταλυτικά δισθενή ιόντα, όπως Mg2+ [35]. Παρόλα αυτά η 

κρυσταλική δομή της κολοβωμένης PARN δεν έδειξε την ύπαρξη ιόντων Mg(II) 

στο ενεργό κέντρο του ενζύμου [37],

Εικόνα 7. Κρυσταλλική δομή της nPARN (αμινοξέα 1-430) [37].

Η δραστικότητα της PARN φαίνεται πως ρυθμίζεται με τουλάχιστο έξι 

διαφορετικούς τρόπους: (α) διέγερσή της μέσω απευθείας αλληλεπίδρασης της PARN 

και του καλύμματος στο 5’ άκρο [39,40,51,52], (β) αναστολή της από 

μονοφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών καθώς και από ένα ανάλογο του καλύμματος
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[51]; (γ) αναστολή από την κυτταροπλασματική πολυ(Α)-προσδενόμενη πρωτεΐνη C, 

PABPC, [34,52], πιθανόν λόγω της πρόσδεσης και αλληλεπίδρασης της τελευταίας 

με την πολυ(Α) ουρά, (δ) αλληλεπίδραση της PARN με την CUG-BP mRNA- 

προσδενόμενη πρωτεΐνη, η οποία είναι το ανθρώπινο ανάλογο της πρωτεΐνης του 

Xenopus EDEN-BP· η αλληλεπίδραση αυτή διεγείρει την βράχυνση των πολυ(Α) 

ουρών [53]; (ε) διέγερση της αποικοδόμησης του πολυ(Α) από πρωτεΐνες που 

προσδένονται σε περιοχές γνωστές ως ARE [36] (στ) συναγωνισμός μεταξύ της 

PARN και του eIF4E για την πρόσδεση του καλύμματος [52], Στην Εικόνα 8 

συνοψίζονται μερικοί από τους προαναφερθέντες μηχανισμούς ρύθμισης της 

PARN [κυρίως τα σημεία (α) και (γ)].

Α A

Εικόνα 8. Ρύθμιση της δράσης της PARN. Σημειώνεται ο ανασταλτικός ρόλος των

eIF4E και ΡΑΒΡ.

Η PARN φαίνεται επίσης να είναι απαραίτητη για ταχεία αποαδενυλίωση 

επαγόμενη από την πλούσια σε AU αλληλουχία, την ARE binding protein 

τριστρετραπρολίνη [36,43]. Ωστόσο η PARN βρίσκεται και σε άλλους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Στο Xenopus laevis η PARN απαιτείται σε έναν 

εξελικτικά διατηρημένο μηχανισμό κατά τον οποίο αποσιωπούνται τα μητρικά 

mRNA κατά την ωρίμανση του ωαρίου. Στην Arabidopsis thaliana φαίνεται να 

παίζει σημαντικό ρόλο στην διαδικασία της ανάπτυξης και στην 

αποαδενυλίωση μιας συγκεκριμένης ομάδας mRNA [44],
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Η PARN κατέχει σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της αποικοδόμησης του 

mRNA και κατά συνέπεια σε όλη τη διαδικασία της γονιδιακής έκφρασης. Η 

αποκάλυψη της κρυσταλλικής δομής έδωσε πολύτιμες πληροφορίες για τη 

ρύθμιση της δραστικότητας του ενζύμου ενώ πρόσφατες εργασίες αναφέρουν 

την επίδραση αναλογών του 5’ καλύμματος και ορισμένων νουκλεοτιδίων στην 

δραστικότητα του ενζύμου. Σκοπός της εργασίας είναι η μελέτη της ρύθμισης 

της PARN και ειδικότερα η επίδραση νουκλεοτιδίων πουρίνης στην 

αποαδενυλιωτική ικανότητα του ενζύμου. Προχωρήσαμε σε εκτενή κινητική 

μελέτη της δράσης των νουκλεοτιδίων στην PARN. Μελετήσαμε επίσης τον 

κρίσιμο ρόλο των ιόντων Mg(II) τόσο στη δραστικότητα του ενζύμου αλλά και 

κατά την αναστολή PARN από τα νουκλεοτίδια. Για το σκοπό αυτό 

βασιστήκαμε σε μια νέα απλή φωτομετρική τεχνική τεχνική αποφεύγοντας την 

πολύπλοκη διαδικασία με ραδιενεργά σημασμένα υποστρώματα και την 

αναπτύξαμε ώστε να προχωρήσουμε σε κινητική ανάλυση της δράσης του 

ενζύμου.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Υλικά

3.1.1 Χημικά

Αγαρόζη
Acrylamide
Αμτπκιλλίνη
APS (Ammonium Persulfate)
Bis-acrylamide
B - μερκατττοαιθανόλη
Βρωμιούχο αιθίδιο
BSA
Γλυκερόλη
Γλυκίνη
Γλυκόζη
Coomasie Brilliant Blue 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) 
Dithiothreitol (DTT)
EDTA
HC1
HEPES
Ισοπροπανόλη
IPTG (Isopropyl ThioGalactosyl) 
KC1
LB Broth 
LB Agar 
Μεθανόλη 
MgCh-6H20 
MOPS 
NaCl 
NaOH 
Οξικό οξύ
SDS (Sodium dodecyl sulfate)

SeaKem
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
Riedel de Haen 
Merck
New England Biolabs
Panreac
AppliChem
Panreac
Fluka
Research Organics
SERVA
Panreac
Merck
SERVA
Scharlau
Fermentas
Merck
Scharlau
Scharlau
Panreac
Panreac
Alfa Aesar
Panreac
Merck
Merck
SIGMA

TEMED (Ν,Ν,Ν',Ν'-tetramethylethylenediamine) Research Organics 
Τετρακυκλίνη SIGMA
Tris base
Phenylmethansulfonylfluorid
Χλωραμφαινικόλη

Merck
PMSF
SIGMA
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3.1.2 Βακτηριακά στελέχη

DH5a E.coli Κ12, F endAl hsdR17(rK-MK+) supE44thi-l recAlgyrA

(Nalr) relAl D(lacIZYA-argF)U169 deoR[O80dlacD(lacZ)M15 

BL21 (DE3) pUBS E. coli B, F dcm ompT hsdS(rB+mB+) gal A(DE3)

3.1.3 Θρεπτικά υλικά 

LB Broth Scharlau

LB Agar Scharlau

3.1.4 Πρωτεΐνες και ένζυμα 

His6-hPARN 74kD Από E.coli BL21

His6-hPARN 54kD Από E.coli BL21

BSA Fraction V Merck

Rnasin Biolabs

3.1.5 Νουκλεοτίδια και νουκλεϊκά οξέα

dNTPs Stratagene

NTPs SIGMA

Πολυαδενιλικό οξύ SIGMA

3.1.6 Πλασμίδια

pET33 PARN 74 και pET33 PARN 54 (NOVAGEN). Ο πλασμιδιακός φορέας με 

το γονίδιο της PARN 74-54 παραχωρήθηκε από τον καθηγητή Anders Virtanen 

(Uppsala University, Ουψάλα, Σουηδία).

3.1.7 Υλικά χρωματογραφίας 

Ni2+-NTA Agarose QIAGEN
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pET A-3b|>) sequent* las&maites
T7 promoter 3E4-4G6
T7 iranscriptk»> start 383
His* Tag coding sequence 284-301
PICA site coding sequence 242-256
17* Tag* coding sequence 200-238
Multiple cloning sites
{BiimH J - Xhol) ISS-203.
His* Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 26-72
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Εικόνα 9. Χάρτης πλασμιδιακού φορέα pET33-b

3.1.8 Διαλύματα

Θρεπτικά υλικά

• Υγρό θρεπτικό μέσο (LB Broth) pH 7,2

• Στερεό θρεπτικό μέσο (LB Agar) pH 7,2

• SOC medium (υγρό θρεπτικό μέσο) pH 7 για τελικό όγκο 100ml

Διαλύματα τηνηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οζέων

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωμα 

αγαρόζης (50χ) : Tris base 24,2% v/w , Οξικό οξύ 5,71% w/w , EDTA 0,05Μ, 

pH 8,6

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων (6χ): 

Bromophenol Blue 0,09% , Xylene Cyanol 0,09% , Γλυκερόλη 60%, EDTA 

60mM
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Διαλύματα για απομόνωση πρωτεΐνηε

• Ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης (20 mM HEPES pH 7.9, 0.5 Μ KC1, 0.1% 

Triton Χ-100 , 10% γλυκερόλη, 2mM μερκαπτοαιθανόλη and 2.5 mM 

ιμιδαζόλιο, PMSF 0,1 mM, λυσοζύμη)

• Ρυθμιστικό διόιλυμα έκπλυσης (20 mM HEPES pH 7.9, 0.5 Μ KC1, 10% 

γλυκερόλη, 5 mM ιμιδαζόλιο)

• Ρυθμιστικό διόιλυμα έκλουσης (20 mM HEPES pH 7.9, 0.5 Μ KC1, 10% 

γλυκερόλη and 150 mM ιμιδαζόλιο)

Διαλύματα για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου(ΙΟχ).: Tris base 1,5 % , Γλυκίνη 7,2% v/w , SDS 0,5% , pH 

8,3

Διαλύματα στοκ για πήκτωμα ακρυλαμιδίου

• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HC1 pH 8,8 1,5Μ

• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HC1 pH 6,8 0,5Μ

• SDS 10% v/w

• Ακρυλαμίδιο 30% v/w (ακρυλαμίδιο/δις-ακρυλαμίδιο : 29/1) σε ddH20 

Διαλύματα για το πήκτωμα ακρυλαμιδίου

Ανάλογα με την συσκευή και την περιεκτικότητα ακρυλαμιδίου που θα 

χρειαστούμε θα αναζητήσουμε τους πίνακες για την αναλογία των διαλυμάτων 

στοκ που θα πρέπει να αναμείξουμε και προσθέτουμε στο τέλος τους καταλύτες 

APS 10% και TEMED 

Διαλύματα για βαφή του gel

• Διάλυμά χρώσης Coomassie 0,1% v/w, Ισοπροπανόλη 33% , Οξικό οξύ 2%

• Διάλυμα αποχρωματισμού, Ισοπροπανόλη 9% , Οξικό οξύ 1%

Διαλύματα via την μέτρηση Tnc ενερνότητα τη c PARN σύμφωνα με το άρθρο

• διάλυμα αντίδρασης (1.5mM MgCb , 100 mM KC1 , 20 mM HEPES-KOH 

pH7 0.2 mM EDTA , 0.25 mM DTT και 10% γλυκερόλη)
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• διάλυμα κυανού του μεθυλενίου ( 0.0012% κυανό του μεθυλενίου Ο,ΙΜ 

MOPS-KOH ρΗ7,5 2mM EDTA)

• στοκ 10 mg/ml πολυ(Α) στερεό πολυ(Α) διαλύεται σε διάλυμα 

αντίδρασης για συγκέντρωση 100pg/ml πολυ(Α)

3.2. Μέθοδοι

3.2.1. Υπερέκφραση και απομόνωση ανασυνδυασμένης PARN74-54 kd [6]

3.2.1.1 Μετασχηματισμός BL21 με ρΕΤ33 PARN 74-54

Σε 200μ1 επιδεκτικών κυττάρων BL21, γίνεται προσθήκη 5μ1 του 

ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού DNA ρΕΤ33 PARN 74-54 το οποίο εκφράζει 

την PARN η οποία φέρει 6 ιστιδίνες στο αμινοτελικό της άκρο. Στη συνέχεια 

πραγματοποιείται επώαση στον πάγο για 30 λεπτά και ακολούθως στους 42°C 

για 1,5 λεπτά. Έπειτα τα κύτταρα επωάζονται στον πάγο για 1-2 λεπτά και εν 

συνεχεία προστίθενται σε κάθε καλλιέργεια 800μ1 υλικό SOC. Ακολουθεί επώαση 

για 1,5 ώρες στους 37°C υπό ανάδευση (160 rpm). Τέλος, επιστρώνονται 300μ1 

της μετασχηματισμένης καλλιέργειας σε τριβλία 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 (καναμικίνη) και χλαραμφαινικόλη στην οποία ήδη έχουν 

ανθεκτικότητα τα BL21 από μόνα τους. Ακολουθεί επώαση των τριβλίων στους 

37°C για 12-14Η.

Σε 5ml LB Broth με χλωραμφαινικόλη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 

25mg/ml και καναμυκίνη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0,lmg/ml, 

ενοφθαλμίζονται μετασχηματισμένα κύτταρα BL 21 και επωάζονται για 12-14h 

στους 37°C υπό ανάδευση (210 rpm). Ακολουθεί μεταφορά των 5ml της ο/η 

καλλιέργειας σε 400ml από φρέσκο θρεπτικό μέσο LB broth με χλωραμφαινικόλη 

και καναμικίνη. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται μέτρηση της οπτικής 

απορρόφησης στα 600nm (Οϋβοο) και επώαση των καλλιεργειών στους 37°C υπό 

ανάδευση έως ότου το Οϋβοο φτάσει περίπου το 0,5 που αντιστοιχεί στη
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λογαριθμική φάση ανάπτυξης. Προσθέτουμε IPTG (Ο,ΙΜ) (Isopropyl Thio 

Galactosyl) σε τελική συγκέντρωση 0,5mM και 1 mM, το οποίο επάγει την 

έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Οι καλλιέργειες επωάζονται υπό 

ανάδευση είτε για 4 ώρες στους 37° για την PARN 74 είτε Ο/Ν σε θερμοκρασία 

δωματίου για την PARN54. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 12000 

rpm για 30 min στους 4°C, αφαιρείται το υπερκείμενο και το ίζημα αποθηκεύεται 

στους-80°C.

3.2.1.2. Απομόνωση τηςPARN

Ομογενοποίηση των κυττάρων

Το καταψυγμένο ίζημα κυττάρων διαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα 

εκχύλισης. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται η διαδικασία του σπασίματος των 

κυττάρων με υπέρηχους (sonicator) μέσα σε πάγο. Πραγματοποιείται 

φυγοκέντρηση στις 14000 rpm, για 30 λεπτά στους 4°C. Διαχωρίζεται το 

υπερκείμενο από το ίζημα και ακολουθεί η διαδικασία απομόνωσης της 

πρωτεΐνης η οποία βρίσκεται στο υπερκείμενο .

Χρωματογραφία συγγένειας

Στο υπερκείμενο προστίθεται ρητίνη νικελίου αγαρόζης (ΝΤΑ-Νϊ 

agaroze), η οποία έχει προηγουμένως εξισορροπηθεί με ρυθμιστικό διάλυμα 

εκχύλισης και αναδεύεται απαλά για μια ώρα στους 4°. Η πρωτεΐνη δεσμεύεται 

στην ρητίνη μέσω σύνδεσης των ιστιδινών που περιέχει με τα άτομα του 

νικελίου. Το διάλειμμα περνιέται προσεκτικά από στήλη η οποία κατακρατεί την 

ρητίνη. Η στήλη ξεπλένεται με 10ml ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης. Η έκλουση 

της πρωτεΐνης έγινε με 3 ml ρυθμιστικό διάλυμα έκλουσης το οποίο περιέχει 

ιμιδαζόλη σε συγκέντρωση 150mM . Αυτό που κάνει στην ουσία η ιμιδαζόλη 

είναι να δεσμεύεται στα ακινητοποιημένα ιόντα νικελίου και να ανταγωνίζεται 

τις πρωτεΐνες συνδεμένες με ιστιδίνες (His-tagged) στη δέσμευση. Συλλέγονται 5
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κλάσματα από τη στήλη (Ε1-Ε5). Από κάθε βήμα της απομόνωσης κρατάμε 

δείγματα για μέτρηση ολικής και για ηλεκτροφόρηση

3.2.2. Μέτρηση της ενεργότητας της PARN με κυανό του μεθυλενίου

3.2.2.1 Αρχή της μεθόδου

Η μέθοδος στηρίζεται στη μείωση της απορρόφησης στα 662nm όσο 

αυξάνεται η συγκέντρωση του πολυ(Α). Στην αρχή αυτή και με βάση την 

πρότυπη καμπύλη γίνεται η μέτρηση της συγκέντρωσης σε μία αντίδραση των 

Ιθθμίμε πρόσθεση 900μ1 διάλυμα κυανού του μεθυλενίου. Το τελευταίο περιέχει 

κυανό του μεθυλενίου το οποίο προσδένεται στο πολυμερές πολυ(α) και EDTA 

σε συγκέντρωση 2mM το οποίο δεσμεύει τα ιόντα μαγνησίου. Τα ιόντα 

μαγνησίου είναι απαραίτητα για την λειτουργία του ενζύμου και έτσι το EDTA 

σταματάει την αντίδραση. Μείωση της συγκέντρωσης που μπορεί να οφείλεται 

σε ενζυμική δράση έχει ως συνέπεια την αύξηση της απορρόφησης, έτσι για την 

μέτρηση της ενεργότητας προστίθεται ίδια ποσότητα πολυ(Α) στο τυφλό και 

στην αντίδραση όπου η τιμή της απορρόφησης, μετά από συγκεκριμένο 

χρονικό διάστημα στην αντίδραση, είναι ευθέως ανάλογη της ποσότητας 

πολυ(Α) που αποικοδομήθηκε.

3.2.2.2. Κατασκευή πρότυπης καμπύλης πολυ(Α) σύμφωνα με τη δοκιμή 

ενεργότητας με διάλυμα κυανού του μεθυλενίου.

Τα δείγματα ετοιμάστηκαν σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα Όταν 

προστέθηκε το διάλυμα κυανού του μεθυλενίου τα δείγματα επωάστηκαν για 15’ 

και φωτομέτρηση έγινε στα 662 nm. Το φωτόμετρο μηδενίστηκε με τη 

μεγαλύτερη συγκέντρωση (10pg/ml τελική συγκέντρωση). Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε άλλη μια φορά και αφού υπολογίστηκε ο μέσος όρος. 

Υπολογίστηκε η διαφορά απορρόφησης θέτοντας το τυφλό ως 0 . Από την 

πρότυπη καμπύλη προκύπτει η εξίσωση από την οποία μπορούμε να
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υπολογίζουμε την ποσότητα του πολυ(Α) που υδρολύεται κατά τις ενζυμικές 

αντίδρασης

Τελική συγκέντρωση (pg/ml) 0(Τ) 2 4 6 8 10

πoλυ(A)100μg/ml (μΐ) 0 20 40 60 80 100

Διάλυμα αντίδρασης (μΐ) 100 80 60 40 20 0

διάλυμα κυανού του μεθυλενίου(μΐ) 900 900 900 900 900 900

3.2.2.3. Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης

Σε χρόνο που θέλουμε να μετρήσουμε μείωση της συγκέντρωσης πολυ(Α) 

από αντίδραση πολλαπλάσια της βασικής (ΙΟΟλ) αραιώνονται 90μ1από την 

αντίδραση και προστίθενται σε 810μ1ρυθμιστικό διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 

που βρίσκονται είδη σε χωριστά eppendorf. Ο λόγος που παίρνουμε 90μ1 σε 

810μ1 ρυθμιστικό διάλυμα κυανού του μεθυλενίου και όχι ΙΟΟμΙ σε 900μ1 είναι 

για να φτάσει η ποσότητα της αντίδρασης και για την τελευταία μέτρηση αφού 

εάν παίρνουμε κάθε φορά 100 λόγω των σταγονιδίων που μπορεί να κολλήσουν 

στο ακροφύσιο (tip) κάθε φορά θα παραμείνει στο τέλος μικρότερος όγκος από 

ΙΟΟλ, ενώ η αναλογία είναι η ίδια και το φωτόμετρο μετράει 900λ. Τα δείγματα 

θερμαίνονται στους 30°C πριν προσθέσουμε ένζυμο για μερικά λεπτά για να 

φτάσουν στην θερμοκρασία αντίδρασης. Ακολουθεί προσθήκη του ενζύμου και 

οι αντιδράσεις συνεχίζουν στους 30°. Μετά το πέρας χρόνου αντίδρασης η 

αντίδραση σταματά με προσθήκη του ρυθμιστικού διαλύματος κυανού του 

μεθυλενίου στα και τα δείγματα φωτομετρούνται στα 662nm.

3.2.2.4. Κινητική με αυξανόμενες συγκεντρώσεις πολυ(Α).

Έχοντας υπολογίσει με πειράματα χρονοκαμπύλης την ποσότητα του 

ένζύμου και τον απαιτούμενο χρόνο αντίδρασης ώστε οι τιμές που θα 

λαμβάνουμε να βρίσκονται στο όριο της γραμμικής περιοχή της χρονοκαμπύλης 

μπορούμε να κατασκευάσουμε καμπύλη Michaelis-Menten με συγκεντρώσεις 

πολυ(Α) από περίπου 5 -90 pg/ml
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Πολλαπλασιασμός και έλεγχος πλασμιδίου

Τα ττλασμίδια που περιέχουν το γονίδιο της ανθρώπινης 

ανασυνδυασμένης PARN74-54 πολλαπλασιάστηκαν με κύτταρα DH5a, 

απομονώθηκαν και έγινε έλεγχος με τα ένζυμα περιορισμού BamHl και Ndel. 

Τα προϊόντα της πέψης αναλύθηκαν σε gel αγαρόζης 1% απο το οποίο 

επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη των γονιδίων της PARN 74 και PARN 54 (Εικόνα 10).

Εικόνα 10.Αποτέλεσμα της ηλεκτροφόρησης σε αγαρόζη 1% των προϊόντων της πέψης των 

πλασμιδίων ρΕΤ33-Ρ74 και ρΕΤ33-Ρ54 με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHl και Ndel. Με 

σειρά: Μάρτυρες , ρΕΤ33Ρ74 άκοπο, ρΕΤ33Ρ74 κομμένο, ρΕΤ33Ρ54κομένο και ρΕΤ33Ρ54 άκοπο

Πρότυπη καμπύλη πρωτεΐνης

Η πρότυπη καμπύλη έγινε μετρώντας διάφορες αραιώσεις διαλύματος 

BSA με τη μέθοδο BRADFORD..

Εικόνα 11. Πρότυπη καμπύλη πρωτεΐνης με τη μέθοδο BRADFORD από την πρότυπη καμπύλη 
προκύπτει η συνάρτηση Cmg/ml=0,652/A595
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Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει η συνάρτηση Cmg/ml=0,652/A595 

με την οποία θα βρίσκουμε την ολική συγκέντρωση πρωτεϊνών στα δείγματα από 

διάφορα στάδια της απομόνωσης

Υπερέκφραση και απομόνωση PARN 74

Κύτταρα BL21 μετασχηματίσθηκαν με πλασμίδια υπερέκφρασης ρΕΤ33 

Ρ74. Η επαγωγή πραγματοποιήθηκε σε OD περίπουόθθ με IPTG τελικής 

συγκέντρωσης 1 mM για 4 ώρες στους 37°C . Η μέτρηση ολικής συγκέντρωσης 

πρωτεΐνης από όλα τα στάδια της απομόνωσης της PARN74 έγινε με τη μέθοδο 

BRADFORD σύμφωνα με την πρότυπη καμπύλη (Εικόνα 12), και υπολογίστηκε 

η δραστικότητα σταθερής ποσότητας από όλα τα δείγματα με την μέθοδο 

κυανού του μεθυλενίου

Lys Ft Wl W2 El E2 E3 E4 E5

Εικόνα 12 Μέτρηση της συγκέντρωσης (mg/ml) ολικής πρωτεΐνης και της ενεργότητας 

αποαδενυλίωσης (pg poly(A)/min) από όλα τα στάδια της απομόνωσης της PARN74.

Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων από όλα τα στάδια της απομόνωσης της 

PARN74 έγινε σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 7.5%. Οι ζώνες στις διαδρομές 

των δειγμάτων της έκλουσης (Ε1-Ε5) που δείχνουν την στην ανασυνδυασμένη 

μορφή του ενζύμου μετά τον καθαρισμό δηλώνεται στην Εικόνα 13 με το 

σύμβολο «<—» και δείχνουν τον ικανοποιητικό βαθμό καθαρότητας του ενζύμου.

Τα δείγματα El, Ε2 και Ε3 μεταφέρθηκαν σε διάλυμα αντίδρασης με 

διαπίδυση και υπολογίσθηκε η συγκέντρωση με τη μέθοδο BRADFORD στα 0,248 

mg/ml.

6 0.8
ρ α
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PARN 74

Εικόνα 13. Ηλεκροφόρηση (SDS-PAGE) δειγμάτων από όλα τα στάδια της απομόνωσης της 
PARN74 σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 7,5%. Χρώση με Coomasie brilliant blue. Μ:δείκτες 

μοριακού βάρους, IN: Δείγμα προς καθαρισμό, FT: Δείγμα που δεν προσδέθηκε στην στήλη, 
W1,W2: Δείγματα έκπλυσης, Ε1-Ε5: Δείγματα έκλουσης από την στήλη.

Υπερέκφραση και απομόνωση PARN 54

Κύτταρα BL21 μετασχηματίσθηκαν με πλασμίδια υπερέκφρασης ρΕΤ33 

Ρ54. Η προσπάθεια υπερέκφρασης της PARN 54 στις ίδιες συνθήκες με την 

υπερέκφραση της PARN 74 δεν απέδωσε ένζυμο και η διαδικασία 

επαναλήφθηκε όμως η Η επαγωγή πραγματοποιήθηκε σε OD 600 με IPTG 

τελικής συγκέντρωσης 1 mM Ο/Ν στους 25°. Η μέτρηση της συγκέντρωση της 

πρωτεΐνης από όλα τα στάδια της απομόνωσης της PARN74 έγινε με τη μέθοδο 

BRADFORD και μετρήθηκε η δραστικότητα σταθερής ποσότητας από όλα τα 

δείγματα με την μέθοδο του κυανό του μεθυλενίου
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Εικόνα 14. Μέτρηση της συγκέντρωσης (mg/ml) ολικής πρωτεΐνης και της ενεργότητας 

αποαδενυλίωσης (pg poly(A)/min) από όλα τα στάδια της απομόνωσης της PARN54.
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Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα δείγματα της έκλουσης είναι αρκετά 

μικρότερη από αυτήν της PARN 74 (σύγκριση Εικόνες 14 και 15) Η 

ηλεκτροφόρηση δειγμάτων από όλα τα στάδια της απομόνωσης της PARN54 

έγινε σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 10 % (Εικόνα 15)

PARN 54

Μ IN FT W El E2 E3 E4 E5 Μ

Εικόνα 15. Ηλεκροφόρηση (SDS-PAGE) δειγμάτων από όλα τα στάδια της απομόνωσης της 
PARN54 σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 7,5%. Χρώση με Coomasie brilliant blue. Μ:δείκτες 

μοριακού βάρους, IN: Δείγμα προς καθαρισμό, FT: Δείγμα που δεν προσδέθηκε στην στήλη, 
W1.W2: Δείγματα έκπλυσης, Ε1-Ε5: Δείγματα έκλουσης από την στήλη.

Πρότυπη καμπύλη πολυ(Α)

Φωτομέτρηση στα 662 nm. Το φωτόμετρο μηδενίστηκε με τη μεγαλύτερη 

συγκέντρωση (10pg/ml τελική συγκέντρωση). Οι απόλυτες τιμές από την 

αφαίρεση από όλες τις απορροφήσεις την μεγαλύτερη (για πολυ(Α)=0 ) δίνουν 

την παρακάτω πρότυπη καμπύλη (Εικόνα 17)

Εικόνα 17. Πρότυπη καμπύλη πολυ(Α). Υ: Διαφορά απορρόφησης στα 662nm
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Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει η εξίσωση CKoXu(A)(pg/ml)=0,0831/A662 

από την οποία μπορούμε να υπολογίζουμε την ποσότητα του πολυ(Α) που 

υδρολύεται κατά τις ενζυμικές αντίδρασης

Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης

Μετά από πολλές δοκιμές καθορίστηκε για τα παρούσα πειραματικά 

δεδομένα η μέγιστη ποσότητα των ποσότητα των 3 ng/reaction σε 

συγκέντρωση πολυ(Α) 60pg/ml.

Εικόνα 18. Χρονοκαμπύλη με 6ng (τρίγωνα) και 3ng/reaction (ρόμβοι) σε 

συγκέντρωση πολυ(Α) 60pg/ml.

Προσδιορισμός ενζυμικής δραστικότητας παρουσία νουκλεοτιδίων

Έχει αναφερθεί ότι η δομή του καλύμματος διεγείρει το ρυθμό της 

αποαδενυλίωσης όταν χορηγείται in cis ενώ αναστέλλει το ένζυμο όταν 

χορηγείται in trans. Επίσης έχει δειχθεί ότι το GMP αναστέλλει την PARN 54 

όταν χορηγείται σε συγκεντρώσεις 10mM[51]. To GTP είναι βασικός ενεργειακός 

φορέας του κυττάρου και μαζί με το GDP εμπλέκονται σε πολυάριθμες 

βιοχημικές αντιδράσεις. Βασιζόμενοι στα δεδομένα και στην δομική ομοιότητα 

του GTP με το κάλυμμα μελετήσαμε την επίδραση των τριών νουκλεοτιδίων 

γουανίνης, δηλαδή των GTP, GDP και GMP, στην ενεργότητα της PARN.

To GTP μειώνει δραστικά την ενεργότητα του ενζύμου που ακολουθεί την 

κλασική κινητική κατά Michaelis-Menten. Παρατηρήσαμε περί το 90% μείωση 

της δραστικότητας σε συγκέντρωση GTP ίση με 4mM μετά από δέκα λεπτά
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επώασης. To GDP ήταν λιγότερο δραστικό σε σχέση με το GDP, καθώς η μείωση 

της δραστικότητας στα 4mM ήταν περίπου η μίση από αυτή του GTP.

Τέλος το GMP μείωσε τη δραστικότητα της PARN περί το 50% σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις (περίπου 14mM). Οι φαινομενικές σταθερές 

αναστολής aΡΡΑί προσδιορίστηκαν σε χαμηλές συγκεντρώσεις mM (1.0, 3.3 και 

11.7mM για το GTP, GDP και GMP, αντίστοιχα). To aΡΡΑί ορίστηκε ως η 

συγκέντρωση του νουκλεοτιδίου που είχε ως αποτέλεσμα 50% αναστολή της 

ενζυμικής ενεργότητας. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στο Σχήμα 19Α.

Ακολούθως ελέγχθηκε η επίδραση των νουκλεοτιδίων της άλλης ομάδας 

των βάσεων πουρίνης , της αδενίνης (AMP, ADP και ΑΤΡ) στην ενεργότητα της 

PARN. Και τα τρία νουκλεοτίδια μπορούσαν να μειώσουν το ρυθμό 

αποαδενυλίωσης και το προφίλ της μείωσης ήταν ίδιο με αυτό των 

νουκλεοτιδίων της γουανίνης. Σύμφωνα με τις τιμές της appAl για τα διάφορα 

νουκλεοτίδια φαίνεται ότι το ένζυμο δεν έχει προτίμηση μεταξύ της γουανίνης 

και της αδενίνης.

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην Εικόνα 19Β και δείχνουν ότι και 

τα τρία νουκλεοτίδια μπορούν να μειώσουν την ενεργότητα της PARN και ο 

αριθμός των φωσφορικών ομάδων παίζουν ρόλο στη μείωση αυτή, όσο 

μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των φωσφορικών ομάδων τόσο μεγαλύτερη είναι η 

μείωση της ενεργότητας.

[nucteatidei. πΜ InuGtasfeieJ, mM

Εικόνα 19. Επίδραση των νουκλεοτιδίων πουρίνης στη δραστικότητα της PARN. Α:Η σχετική 
δραστικότητα εκφρασμένη ως ποσοστό %, απεικονίζεται ως συνάρτηση αυξανόμενων συγκεντρώσεων 

GMP (Δ), GDP (I I), ή GTP (Ο). Η [Mg2+] είναι 1.5mM. Β. Όμοια με το Α, εκτός του ότι 
χρησιμοποιείται AMP (A), ADP (Η), ή ΑΤΡ (·).
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Τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών αναστέλλουν την PARN 

ακολουθώντας κινητική μη συναγωνιστικής αναστολής

Για να ερευνήσουμε το μηχανισμό της αναστολής από το GTP πιο 

προσεκτικά, προχωρήσαμε σε κινητική ανάλυση. Προετοιμάσαμε τα δείγματα 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων GTP. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται σε διαγράμματα Lineweaver-Burk και είναι συμβατά με τη μη 

συναγωνιστική αναστολή. Για να προσδιορίσουμε τις σταθερές αναστολής (Κ) 

κινητικά, η κλίση των ευθειών των παραπάνω διαγραμμάτων χρησιμοποιήθηκε 

για τη δημιουργία διαγράμματος σε σχέση με τις συγκεντρώσεις του GTP. 

Σύμφωνα με την ανάλυση η τιμή της Κχ είναι 3.30 mM, δηλαδή είναι της ίδιας 

τάξης μεγέθους με την appKi για το GTP (1.4mM).
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Εικόνα 20. Τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρίνης αναστέλλουν την PARN. Α. 
Απεικονίσεις κατά Michaelis-Menten που δείχνουν την επίδραση του GTP PARN. Οι αντιδράσεις 
έγιναν όπως περιγράφονται στην παράγραφο “Υλικά και Μέθοδοι” παρουσία 0 mM (Δ), 0.25 mM 
(Ο) και 1 mM (□) GTP. Αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα από τουλάχιστο τρία ανεξάρτητα 
πειράματα. Β. Όμοια με το Α, εκτός του ότι χρησιμοποιήθηκε ΑΤΡ σε 0 mM (A), 0.25 mM (·) και 
1 mM (Η). C. Σύγκριση της ανασταλτικής επίπτωσης του ΑΤΡ και του GTP στη δραστικότητα της 
PARN. Οι αντιδράσεις έγιναν παρουσία των αναγραφόμενων συγκεντρώσεων ΑΤΡ (σκίαση) ή GTP 
(λευκές στήλες). Μέσος όρος από τουλάχιστο τρία ανεξάρτητα πειράματα.

Οι ίδιες παρατηρήσεις έγιναν και για το ΑΤΡ. Το νουκλεοτίδιο αυτό 

συμπεριφέρεται σα μη συναγωνιστικός αναστολέας της PARN και η τιμή της Κΐ 

υπολογίστηκε στα 3.2mM, όπως και για το GTP-Αυτά τα αποτελέσματα
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υποδεικνύουν ότι η PARN δε διακρίνει μεταξύ των πουρινών, αλλά η αδενίνη 

και η γουανίνη μπορούν εξίσου αποτελεσματικά να μειώσουν τη δραστικότητα 

την ενζυμική δραστικότητα. Επιπλέον, τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών 

είναι μη συναγωνιστικοί αναστολείς της PARN.

Τα μονο- και διφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών αναστέλλουν την 

PARN ακολουθώντας συναγωνιστική κινητική

Ακολούθως, ακολουθήσαμε την ίδια προσέγγιση και πραγματοποιήσαμε 

κινητική ανάλυση των μονο- και διφωσφορικών νουκλεοτιδίων.

fpg ρο!ν(Α)/πιΟ_1
[μ§ pd^AymOi-1

liig po!y(A)/?nf|'1 [pg poiy(A>img]

Εικόνα 21. Κινητική ανάλυση παρουσία νουκλεοτιδίων πουρινών GTP (A) and ATP (Β) 

δρουν ως μη συναγωνιστικοί αναστολής. AMP (C) and ADP (ϋ)δρουν ως συναγωνιστικοί 
αναστολείς. Φαίνονται τα διαγράμματα διπλού ανάστροφου 1/ν ,Ι/s Οι συγκεντρώσεις των 
GTP (καινά σχήματα στο Α) και ΑΤΡ (συμπαγή σχήματα στο Β) ήταν OmM (τρίγωνα), 0.25mM 
(κύκλοι), lmM (τετράγωνα) and 2mM (ανάστροφα τρίγωνα). Οι συγκεντρώσεις του ΑΜΡ ήταν 
OmM (A), 2mM (·), 4mM (B) and 6mM (▼). Οι συγκεντρώσεις του ADP ήταν OmM (A), lmM 
(·), 2mM d) and 3mM (▼). Στα A και Β φαίνονται οι κλήσεις (Km/ Vmax)
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Χρησιμοποιήσαμε ένα εύρος συγκεντρώσεων νουκλεοτιδίων γύρω από 

την τιμή της appKi του Πίνακα 1. Τα νουκλεοτίδια αυτά αναστέλλουν την PARN 

συναγωνιστικά. Οι τιμές της Κΐ που υπολογίστηκαν είναι 0.5 και 1.6mM για το 

ΑΜΡ και το ADP, αντίστοιχα. Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν έναν άμεσο 

ανταγωνισμό μεταξύ του ΑΜΡ, του ΑΟΡκαι του υποστρώματος για την ίδια 

θέση δέσμευσης της PARN..

Νουκλεοτίδιο Μ, mM app-Aij mM
1.5mM Mg2+ 0.5mM Mg2+

GTP 3.3 ± 0.5* 1.0 ±0.1 0.5 ±0.1

GDP 2.8 ±0.8 3.3 ±0.3 1.4 ±0.5

GMP 4.5 ± 2.2 11.3 ±3.2 4.8 ± 1.2

ΑΤΡ 3.2 ± 0.8 1.0 ±0.2 0.3 ±0.1

ADP 0.5 ±0.3 2.2 ± 0.7 1.0 ±0.3

ΑΜΡ 1.6 ±0.3 4.7 ± 1.2 6.7 ±2.2

dGTP 2.0 ±0.1 n.d n.d

dATP 2.8 ±0.5 n.d n.d

Πίνακας 1. Αναστολή της PARN 74 και της PARN 54 από νουκλεοτίδια πουρίνων

Το δεόξυ-ΑΤΡ και το δεόξυ-GTP μειώνουν τη δραστικότητα της PARN μη 

συναγωνιστικά

Ακολουθώντας τις προηγούμενες παρατηρήσεις, ελέγξαμε αν το είδος του 

σακχάρου του νουκλεοτιδίου επηρεάζει την δραστικότητα της PARN. 

Πραγματοποιήσαμε αντιδράσεις αποαδενυλίωσης όπως περιγράφηκαν 

παραπάνω συμπεριλαμβάνοντας dATP και dGTP. Και στις δύο περιπτώσεις τα 

δεοξυνουκλεοτίδια μείωσαν την ενζυμική δραστικότητα μη συναγωνιστικά. Οι 

τιμές της Κΐ ήταν 2.0 και 2.8mM για το dGTP και το dATP, αντίστοιχα. Τα
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αττοτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η φύση του σακχάρου δεν αλλάζει το προφίλ 

της αναστολής. Το γεγονός ότι οι τιμές της Κϊ για το ΑΤΡ και το dATP είναι 

παρόμοιες υποστηρίζει τις μετρήσεις μας.

Εικόνα 22. Τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών αναστέλλουν τη δραστικότητα της 

PARN: Τα dGTP (Α) και dATP (Β) είναι μη συναγωνιστικοί αναστολείς. Απεικονίσεις διπλού 
ανάστροφου (Lineweaver-Burk) (1/ν σε συνάρτηση με το 1/[υπόστρωμα]) δραστικότητας της 
PARN παρουσία dATP ή dGTP. Οι συγκεντρώσεις dGTP (κενά σύμβολα στο Α) και dATP 
(συμπαγή σύμβολα στο Β) ήταν 0 mM (τρίγωνο), 0.25mM (κύκλος), ImM (τετράγωνο) and 2mM 
(ανάστροφο τρίγωνο). Ενδεικτικά αποτελέσματα από δύο τουλάχιστο πειράματα. Ένθετα: 
Κλίσεις (λλι/Knax) των καμπύλών των διπλών ανάστροφων ως συνάρτηση της συγκέντρωσης 

των νουκλεοτιδίων.

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η PARN δεν διακρίνει μεταξύ της 

ριβόζης και της δεοξυριβόζης. Συμπερασματικά, τα πειράματα που 

περιγράφηκαν υποδεικνύουν ότι είναι ο αριθμός των φωσφορικών ομάδων που 

ρυθμίζει την αποτελεσματικότητα της PARN και όχι η πουρίνη ή το σάκχαρο.
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Η επίδραση των νουκλεοτιδίων πουρίνης αναστέλλεται από την προσθήκη 

ιόντων Mg(II).

Αναφέρεται στη βιβλιογραφία ότι τα δισθενή ιόντα Mg αλληλεπιδρούν με 

τριφωσφορικά νουκλεοσίδια, καθώς τα ιόντα δεσμεύουν τη β φωσφορική 

ομάδα. Για να ερευνήσουμε αν η παρατηρούμενη αναστολή της PARN 

οφειλόταν στην απώλεια Mg+2, πραγματοποιήσαμε αντιδράσεις 

αποαδενυλίωσης με τις συγκεντρώσεις των ιόντων να κυμαίνονται σε τιμές 

χαμηλότερες και υψηλότερες της συγκέντρωσης των νουκλεοτιδίων. Καθώς 

αυξάνεται η συγκέντρωση των Mg2+ παύει η αναστολή της PARN. Σε 15mM 

Mg2+ παρουσία ImM ATP ή GMP, η ενζυμική δραστικότητα επανακτάται 

πλήρως σε σύγκριση με το μάρτυρα. Όταν η συγκέντρωση των Mg2+ (0.5mM) 

ήταν χαμηλότερη από αυτή του νουκλεοτιδίου (ImM), παρατηρούνταν 

αναστολή της PARN. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι οι αντιδράσεια 

αποαδενυλίωσης πραγματοποιήθηκαν σε pH 7.5, καθώς η αλληλεπίδραση των 

Mg2+ με τη β φωσφορική ομάδα είναι ισχυρότερη σε ουδέτερες συνθήκες παρά σε 

όξινες.

Αν τα Mg2+ αλληλεπιδρούν με τη β και/ή τη γ φωσφορική ομάδα, τότε τα 

μονονουκλεοτίδια πουρίνης που δεν έχουν τέτοιες ομάδα δε θα ήταν ικανά να 

επανακτήσουν τη δραστικότητα της PARN. Πράγματι, σε πειράματα που έγιναν 

με συγκεντρώσεις Mg2+ κατά πολύ μεγαλύτερες από της συγκεντρώσεις των 

AMP (5mM) και GMP (5mM) η επανάκτηση της δραστικότητας δεν ήταν ποτέ 

υψηλότερη από 40%, σε σύγκριση με την σχεδόν πλήρη ανάκτηση της 

δραστικότητας στην περίπτωση των YTPs. Αυτή η παρατήρηση σε συνδυασμό 

με το γεγονός ότι δε λαμβάνει χώρα αλληλεπίδραση μεταξύ των ιόντων και των 

μονοφωσφορικών νουκλεοτιδίων, υποδεικνύει ότι τα νουκλεοτίδια πουρίνης 

μπορούν να μειώσουν τη δραστικότητα της PARN όχι μόνο μέσω 

αλληλεπίδρασης με τα Mg2+.
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Σύμφωνα με τα παραπάνω δεδομένα τα νουκλεοτίδια πουρίνης μειώνουν 

τη δραστικότητα της PARN κυρίως στερώντας του βασικά δισθενή ιόντα 

μετάλλου.

Εικόνα 23. Επίδραση των Mg2+ στην αναστολή της PARN από νουκλεοτίδια πουρινών. Α. 

Σχετική ενεργότητα στα 1.5mM ATP (γκρι στήλες ) και 1.5mM GTP (κενές στήλες) παρουσία 
των τριών συγκεντρώσεων Mg2+ . Β. σχετική ενεργότητα στα 1.5mM AMP (γκρι στήλες ) και 
1.5mM GMP (κενές στήλες) παρουσία των τριών συγκεντρώσεων Mg2 C. Σχετική ενεργότητα σε 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις AMP (A), ADP (|), or ATP (·). D. όπως και στο C, αλλά σε 
0.5mM Mg2+.
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η επίδραση των νουκλεοτιδίων 

πουρίνης και η πιθανή ρυθμιστική τους δράση στην δραστικότητα της PARN. 

Επιλέχτηκαν τα μόρια αυτά με βάση προηγούμενες αναφορές σχετικά με την 

επίδραση των νουκλεοτιδίων πουρινών και των αναλογών τους στη 

δραστικότητα της PARN. Συγκεκριμένα: α) το ΑΜΡ και το GMP αναφέρεται ότι 

αναστέλλουν το ένζυμο και β) τα νουκλεοτίδια πουρίνης είναι δομικά όμοια με 

τα μονομερή των πολύ(Α) ουρών και του 5' καλύμματος που δεσμεύει την 

RRM περιοχή του ενζύμου. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας 

μελέτης όλα τα νουκλεοτίδια πουρίνης μπορούν να μειώσουν την ενεργότητα της 

PARN. Λεπτομερής κινητική ανάλυση αποκάλυψε ότι ο αριθμός των 

φωσφορικών ομάδων των μονονουκλεοτιδίων αλλάζει τον τύπο της αναστολής: 

συναγωνιστική για τα μονο- και τα διφωσφορικά νουκλεοτίδια , μη 

συναγωνιστική για τα τριφωσφορικά. τελικά τα ιόντα Mg++ αίρουν την 

αναστολή από τα δι και τριφωσφορικά, αλλά δεν επηρεάζουν την αναστολή 

από τα μονοφωσφορικά νουκλεοτίδια.

Η PARN περιέχει δύο περιοχές δέσμευσης RNA, την R3H και την RRM. 

Έχει αναφερθεί ότι η περιοχή μεταξύ 431 και 537 της PARN είναι υπεύθυνη για 

την αναγνώριση του καλύμματος[37]. Αυτό το τμήμα περιλαμβάνει την περιοχή 

RRM που εκτείνεται από το αμινοξύ 437 έως το 524, τα οποία έχουν 

χαρακτηριστεί πρόσφατα με ανάλυση NMR (PDB entry: 1WMV) και 

σπεκτροσκοπικά. Η περιοχή RRM μπορεί να δεσμεύσει και τη δομή του 

καλύμματος και την πολύ(Α) ουρά και οι δύο περιοχές δέσμευσης είναι διακριτές 

τόσο δομικά όσο και λειτουργικά[50]. Μέρος της εργασίας αυτής αναφέρεται 

στην επίδραση του GTP και του ΑΤΡ στη δραστικότητα της PARN. Και τα δύο 

αυτά νουκλεοτίδια μπορούν να αναστείλουν το ένζυμο μη συναγωνιστικά. Με 

βάση τη δομική ομοιότητα του GTP και του ΑΤΡ με το κάλυμμα είναι πιθανό τα 

νουκλεοτίδια πουρίνης να δεσμεύονται στην περιοχή RRM της PARN. Αν αυτή η
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δέσμευση υφίσταται, τότε φαίνεται λογικό τα νουκλεοτίδια αυτά να 

συναγωνίζονται με το κάλυμμα για τη δέσμευση στην PARN και η μεγάλη 

συγκέντρωση των νουκλεοτιδίων σε σχέση με το κάλυμμα να ευνοεί τη δέσμευση 

των νουκλεοτιδίων, προστατεύοντας έτσι το mRNA από την αποικοδόμηση. 

Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι η PARN πλήρους μεγέθους αναστέλλεται 

από 20μΜ ελεύθερου m7GpppG , ενώ μια κατά 5 με 10 φορές μεγαλύτερη 

συγκέντρωση GpppG (περίπουθ.33 mM) απαιτούνταν για το ίδιο αποτέλεσμα.

Τουλάχιστον εφτά μηχανισμοί έχουν αναφερθεί για τη ρύθμιση της 

PARN: (ϊ) ενεργοποίηση της δραστικότητας της PARN μέσω άμεσης

αλληλεπίδρασης με το κάλυμμα του mRNA, (ii) αναστολή της PARN από 

μονοφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών και ανάλογα της καλύπτρας, (iii) 

αναστολή της δράσης της PARN από την PABPC, πιθανόν λόγω της δέσμευσης 

της PABPC με την πολύ(Α), (ΐν) αναστολή της PARN από το πυρηνικό 

σύμπλοκο δέσμευσης του καλύμματος (CBC), δίνοντας έμφαση στη σημασία της 

επικοινωνίας μεταξύ των δύο άκρων των mRNA μορίων, (ν) αλληλεπίδραση της 

PARN με την CUG-BP πρωτεΐνη που δεσμεύει mRNA, η οποία είναι η ομόλογη 

ανθρώπινη πρωτεΐνη της EDEN-BP του Xenopus, και ενεργοποίηση από τη 

μείωση της πολύ(Α) ουράς, (νΐ) προώθηση της αποικοδόμησης της πολύ(Α) από 

την ARE και τις συσχετιζόμενες με αυτή πρωτεΐνες, (νίί) ανταγωνισμός μεταξύ 

της PARN και του elF4E για τη δέσμευση του καλύμματος, όπου η 

φωσφορυλιωμένη PARN και eIF4E φαίνεται να ρυθμίζουν το αποτέλεσμα του 

ανταγωνισμού μεταξύ της PARN και του elF4E. Παρόμοια με τα παραπάνω 

αποτελέσματα (και ειδικότερα με το ϋ), τα δεδομένα μας δείχνουν ότι η PARN 

αναστέλλεται από το GTPή το ΑΤΡ με μη συναγωνιστικό τρόπο. Δεδομένης της 

δομικής ομοιότητας αυτών των νουκλεοτιδίων με το ανάλογο του καλύμματος 

και τον ίδιο τύπο αναστολής, είναι λογικό να προτείνουμε ότι τα τριφωσφορικά 

νουκλεοτίδια ασκούν τη δράση τους στην PARN πιθανώς μιμούμενα το κάλυμμα

m trans.
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Ένας ακόμα σημαντικός ρόλος της ικανότητας δέσμευσης του 

καλύμματος από την PARN είναι ότι θα μπορούσε να ρυθμίζει τον ανταγωνισμό 

μεταξύ της αποικοδόμησης και της μετάφρασης του mRNA, αλλά να μην 

επιτρέπει την έναρξη της μετάφρασης ενός mRNA που υπόκειται σε 

αποικοδόμησης της πολύ(Α) ουράς του από το ένζυμο, ή η αλληλεπίδραση 

καλύμματος-PARN να σταματά τη μετάφραση και να πυροδοτεί την 

αποικοδόμηση του mRNA. Σύμφωνα με τα δεδομένα μας αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις GTP και/ή ΑΤΡ γύρω από τη μεταφραστική μηχανή θα μείωναν 

την προτίμηση της PARN για το κάλυμμα και την επακόλουθη αποικοδόμηση 

του πολύ(Α). Επιπλέον, κατά τη διάρκεια της μετάφρασης η πολύ(Α) ουρά του 

mRNA μειώνεται συνεχώς σε μέγεθος. Αυτή η διαδικασία συνεχίζεται μέχρι ένα 

κρίσιμο ελάχιστο μήκος το οποίο φαίνεται να είναι περίπου 10-12 αδενυλικά 

κατάλοιπα στους κατώτερους ευκαρυώτες και το διπλάσιο στα μετάζωα. Σε 

κάθε περίπτωση η ουρά δε φαίνεται να απομακρύνεται πλήρως από την 

υπεύθυνη αποαδενυλάση. Όσον αφορά την PARN, φαίνεται ότι η υψηλή τοπική 

συγκέντρωση των παραγόμενων 5'- ΑΜΡ από την αντίδραση αποαδενυλίωσης 

αναστέλλει συναγωνιστικά το ένζυμο και το απελευθερώνει από τα 

υποστρώματά του.

Αναφέρεται στη βιβλιογραφία η αναστολή της PARN από το ΑΜΡ, το 

GMP και ένα ανάλογο του καλύμματος. Στην παρούσα μελέτη δείξαμε ότι το 

ανάλογο του καλύμματος μπορεί να δράσει ανασταλτικά όταν παρέχεται in 

trans και να διεγείρει το ένζυμο όταν παρέχεται in cis. Προς σύγκριση, το 5'- 

ΑΜΡ και το 5’- GMP ανέστειλαν επίσης το ένζυμο, αλλά όταν παρέχοντας σε 

συγκεντρώσεις περίπου δύο τάξεις μεγέθους πάνω από το ανάλογο (10mM από 

το νουκλεοτίδιο, O.lmM για το ανάλογο του καλύμματος.) το ανάλογο του 

καλύμματος αναφέρεται ότι αναστέλλει την PARN μη συναγωνιστικά με τον ίδιο 

τρόπο που βρήκαμε ότι το ΑΤΡ και το GTP δρουν στο ένζυμο. Επεκτείναμε τις 

παρατηρήσεις ,ας και πραγματοποιήσαμε κινητική ανάλυση της αναστολής από 

το 5'-ΑΜΡ και το 5'-GMP. Αποδείχτηκε ότι και αυτά τα νουκλεοτίδια
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αναστέλλουν την PARN, αλλά ο τύπος της αναστολής είναι συναγωνιστικός. 

Αυτή η παρατήρησε υποδεικνύει ότι το προϊόν της αντίδρασης μπορεί να 

αναστείλει το ένζυμο και να συναγωνιστεί για τη δέσμευση του υποστρώματος. 

Τα ADP και GDP ανέστειλαν και αυτά την PARN συναγωνιστικά. Σύμφωνα με 

τις τιμές των σταθερών αναστολής τα νουκλεοτίδια πουρίνης με δύο 

φωσφορικές ομάδες αλληλεπιδρούν ισχυρότερα από τα μονοφωσφορικά με το 

ενεργό κέντρο του ενζύμου. Μαζί με προηγούμενα δεδομένα μπορούμε να 

συμπεράνουμε ότι το ένζυμο μπορεί να διακρίνει μεταξύ των μονο- ή 

διφωσφορικών ομάδων και των τριφωσφορικών: τα πρώτα αλληλεπιδρούν με 

την PARN στην περιοχή του ενεργού κέντρου, ενώ τα τελευταία σε μια άλλη 

περιοχή του ενζύμου. Η RRM θα μπορούσε να είναι αυτή η περιοχή καθώς το 

κάλυμμα δεσμεύει την RRM και τα ATP/GTP είναι δομικά όμοια με το κάλυμμα. 

Επιπλέον, τόσο το κάλυμμα όσο και τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρίνης 

αναστέλλουν την PARN μη συναγωνιστικά. Ωστόσο, αυτή η υπόθεση απαιτεί 

περαιτέρω μελέτες. Παρόλα αυτά, το σημαντικό σημείο είναι ότι το προϊόν της 

αντίδρασης μπορεί να αναστείλει το ένζυμο μέσω ανταγωνισμού με το 

υπόστρωμα για το ενεργό κέντρο.

Τέλος, μελετήθηκε ο ρόλος των ιόντων Mg2+. Οι Son και συν. μελέτησαν 

την αλληλεπίδραση των Mg2+ με τα τριφωσφορικά νουκλεοσίδια και έδειξαν ότι 

τα ιόντα δεσμεύουν μόνο τη β-φωσφορική ομάδα - ένα ιόν μετάλλου δεσμεύεται 

ανά νουκλεοτίδιο. Πρόσφατες επίσης μελέτες δείχνουν πως η αλληλεπίδραση 

του Mg(II) με τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια γίνεται μέσω των β και γ 

φωσφορικών ομάδων τους (Εικόνα 23). Βασισμένοι σε αυτές τις παρατηρήσεις 

μελετήσαμε την επίδραση της συγκέντρωσης των Mg2+an]v αναστολή της PARN 

από τα νουκλεοτίδια. Τα τρι- και διφωσφορικά νουκλεοτίδια δεν αναστέλλουν 

την PARN παρουσία Mg2+ σε συγκεντρώσεις υψηλότερες από αυτές των 

νουκλεοτιδίων. Επομένως, μια ισομοριακή ποσότητα του ιόντος θα μπορούσε να 

δεσμεύει τα νουκλεοτίδια και να απενεργοποιεί τις επιδράσεις στην PARN, ενώ 

μια άλλη ποσότητα αλληλεπιδρά με το ενεργό κέντρο. Σε συμφωνία με την
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παρατήρηση ότι η β φωσφορική ομάδα αλληλεπιδρά με το ιόν, καμία ανάκτηση 

της δραστικότητας της PARN δεν παρατηρήθηκε σε αυξημένες συγκεντρώσεις 

Mg2+ παρουσία ΑΜΡκαι GMP καθώς τα νουκλεοτίδια αυτά δε φέρουν β 

φωσφορική ομάδα. Επομένως, μπορούμε λογικά να υποθέσουμε ότι ο 

συνδυασμός της τοπικής συγκέντρωσης των Mg2+ και των ATP/GTP (ή 

ADP/GDP) ρυθμίζει τη δραστικότητα της PARN. Όταν η αντίδραση 

αποαδενυλίωσης είναι ενεργή (και απελευθερώνεται 5'-ΑΜΡ) δεν υφίσταται 

ρύθμιση από ιόντα μετάλλου.

Εικόνα 33 Σύμπλοκο ATP-Mg++

Σε συνδυασμό με τους μηχανισμούς που αναφέρθηκαν παραπάνω, τα 

δεδομένα μας υποστηρίζουν ένα νέο, απλό μηχανισμό ρύθμισης μέσω του οπού 

η αποαδενυλίωση μέσω της PARN ρυθμίζεται με απλή αλλοστερική αναστολή 

του ενζύμου από τριφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρίνης σε συνδυασμό με τις 

συγκεντρώσεις των Mg2+. Στα πλαίσια αυτά, μια υψηλή συγκέντρωση GTP στο 

μικροπεριβάλλον της μεταφραστικής μηχανής θα μπορούσε να εξασφαλίσει ότι η 

PARN θα είναι λιγότερο δραστική σε ένα πολυαδενυλιωμένο mRNA με κάλυμμα,
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καθώς το ένζυμο θα μπορούσε4 να δεσμεύει το νουκλεοτίδιο έναντι του 

καλύμματος. Επιπλέον, τα eIF4E και PABC θα μπορούσαν να περιορίσουν την 

πρόσβαση της PARN στο mRNA. Σε ένα τέτοιο μικροπεριβάλλον, η PARN θα 

έμενε «σιωπήμένη» μέσω της προστασίας των δομών που προσεγγίζει στο 

mRNA, δηλαδή της πολύ(Α) ουράς και του καλύμματος, αλλά και μέσω 

αλλοστερικής αναστολής από μικρά και άφθονα μόρια, όπως το GFTP και το 

ΑΤΡ. Επομένως, ένα νουκλεοτίδιο πουρίνης μπορεί να δρα σαν πηγή ενέργειας 

αλλά ταυτόχρονα και σαν αλλοστερικό ρυθμιστικό μόριο. Όταν η αποικοδόμηση 

του mRNA λαμβάνει χώρα, η αποαδενυλίωσει συμβαίνει στο πρώτο στάδιο μέχρι 

ι ουρά να μειωθεί ως ένα κρίσιμο μήκος όπου η αποαδενυλάση δεν είναι ενεργή. 

Θα μπορούσε να είναι το παραγόμενο 5'-ΑΜΡ που τελικά αναστέλλει το ένζυμο, 

άσχετα με τη συγκέντρωση των Mg2+, και έπειτα άλλες εξονουκλεάσες 

αποικοδομούν πλήρως το mRNA. Ωστόσο, η απάντηση κλειδί στην ερώτηση 

πως η PARN έχει πρόσβαση τόσο στην πολύ(Α) ουρά όσο και στο κάλυμμα 

παραμένει αδιευκρίνιστη. Επιπλέον, οι παρατηρήσεις μας ότι τα 

δεοξυριβονουκλεοτίδια πουρίνης αναστέλλουν την PARN σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αντανακλούν το γεγονός ότι στο πυρηνικό μικροπεριβάλλον το 

ένζυμο παραμένει ανενεργό. Και σε αυτή την περίπτωση, παράγοντες όπως το 

CBC και το ΡΑΒΡΝ περιορίζουν την πρόσβαση της PARN στο mRNA. Ωστόσο 

απαιτούνται περαιτέρω πειράματα για να ελεγχθεί η υπόθεση αυτή.
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