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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η παγκρεατική ριβονουκλεάση A (RiboNuclease A, RNase A) από 

βοοειδή είναι μια ενδονουκλεάση που καταλύει τον αποπολυμερισμό 

μονόκλωνων aiRNA, σπάζοντας τους φωσφοδιεστερικούς δεσμούς μεταξύ 

γειτονικών ριβονουκλεοτιδίων, που είναι συνδεδεμένα κυρίως με πυριμιδίνες. 

Τα μέλη της υπεροικογένειας της RNase Α έχουν προσελκύσει ιδιαίτερο 

βιοϊατρικό ενδιαφέρον καθώς η ενδοριβονουκλεολυτική δραστικότητα αυτών 

των πρωτεϊνών σχετίζεται με μια πληθώρα κακοηθειών και μολυσματικών 

ασθενειών. Γι αυτό το λόγο οι έρευνες έχουν επικεντρωθεί στο σχεδίασμά 

μικρών μορίων-αναστολέων με βάση τη δομή οι οποίοι θα μπορούσαν να 

αποτελόσουν φαρμακευτικούς στόχους. Η RNase Α αποτελεί το ιδανικό 

μοντέλο εξαιτίας του υψηλού βαθμού συντήρησης του καταλυτικού της 

κέντρου με τα ομόλογα μέλη της, όπως είναι η ανθρώπινη αγγειογενίνη, 

(angiogenin), η οποία εμπλέκεται σε σχηματισμό όγκων στα αιμοφόρα αγγεία. 

Στην παρούσα εργασία σχεδιάσαμε μια σειρά από έξι συνθετικά ανάλογα 

νουκλεοσιδίων πυριμίδίνης, με αντικαρκινική δράση, που φέρουν 

τροποποιήσεις στο σάκχαρο και στη βάση και μελετήσαμε την επίδρασή τους 

στην δραστικότητα της RNase Α. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι δύο από αυτές 

τις ενώσεις μείωσαν δραστικά την ενεργότητα του ενζύμου και με κινητική 

ανάλυση προσδιορίστηκε ότι πρόκειται για συναγωνιστική αναστολή. Τα 

συνθετικά αυτά νουκλεοσίδια θα μπορούσαν να ελεγχθούν περαιτέρω για να 

χρησιμοποιηθούν ως αρχικά μόρια για την ανάπτυξη ενώσεων που θα 

ρυθμίζουν τη δραστικότητα της RNase Α.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ - ΖΕΡΒΑΚΑΚΗ ΒΑΣΙΛΙΚΗ
3



ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗ A (RNase A)

Η παγκρεατική ριβονουκλεάση A (RiboNuclease A, RNase A) από 

βοοειδή, κατέχει εξέχουσα θέση στη μοριακή βιολογία. Ήταν το πρώτο ένζυμο 

και η τρίτη πρωτεΐνη που αλληλουχήθηκε, ενώ κρυσταλλογραφήθηκε πενήντα 

χρόνια πριν. Έχουν καθοριστεί πάνω από εκατό ομόλογα της RNase Α σε 

όλα τα τετράποδα, ενώ πρόσφατα προσδιορίστηκε μια ύπεροικογένεια 

RNaouiv στα μηρυκαστικά στην οποία κατέχει εξέχουσα θέση η RNase A [1],

Η αξιοσημείωτη σταθερότητα του ενζύμου και η δυνατότητα να 

καθαρίζεται εύκολα και σε μεγάλες ποσότητες το καθιστά ένα ιδιαίτερα 

κατάλληλο μοντέλο για μελέτες πρωτεϊνών. Η RNase Α αποτέλεσε το πρώτο 

μοντέλο πρωτεΐνης για πολλές φασματοσκοπικές μεθόδους προσδιορισμού 

δομής [2], Χρησιμοποιήθηκε από τον Christian Anfinsen για να αποδείξει ότι η 

αλληλουχία αμινοξέων καθορίζει τη δομή μιας αναδιπλωμένης πρωτεΐνης. Οι 

Stanford Moore και William Stein με τη βοήθεια της RNase Α, απέδειξαν ότι 

συγκεκριμένα κατάλοιπα βρίσκονται στο καταλυτικό κέντρο κάθε ενζύμου. 

Τέλος, ο R. Bruce Merrifield με τη χρήση αυτής της πρωτεΐνης απέδειξε ότι τα 

βιολογικά μόρια είναι απλές χημικές ουσίες που μπορούν να κατασκευαστούν 

τεχνητά. Όλες αυτές οι ανακαλύψεις χάρη στην RNase Α βραβεύθηκαν με το 

βραβεία Nobel [3].

Η ΔΟΜΗ ΤΗΣ RNase Α

Η RNase Α είναι μια ενδονουκλεάση που καταλύει τον 

αποπολυμερισμό μονόκλωνων mRNA, σπάζοντας τους φωσφοδιεστερικούς 

δεσμούς μεταξύ γειτονικών ριβονουκλεοτιδίων, που είναι συνδεδεμένα κυρίως 

με πυριμιδίνες. Πρόκειται για μία πολύ μικρή πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 

13.686 Da, ενώ η πολυπεπτιδική της αλυσίδα αποτελείται από 124 

κατάλοιπα, τα περισσότερα από τα οποία είναι βασικά [4],

Η δευτεροταγής δομή της RNase Α αποτελείται από τρεις α-έλικες και 

επτά αντιπαράλληλα β-φύλλα, ενώ σχηματίζονται τέσσερις δισουλφιδικοί
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δεσμοί μεταξύ των εξής καταλοίπων Cys : 26-84, 40-95, 58-110, 67-72. 

Συγκεκριμένα, οι δεσμοί 26-84 και 58-110 συμβάλλουν ιδιαίτερα στη 

σταθερότητα του ενζύμου [4,5]. Το Ν-τελικό άκρο περιλαμβάνει μια α- 

αλυσίδα, ενώ συνδέεται με το κύριο σώμα της πρωτεΐνης με έναν ευκίνητο 

βρόχο. Το C-τελικό άκρο σχηματίζει μια φουρκέτα που αποτελείται από δύο 

β-φύλλα και περιέχει κυρίως υδρόφοβα κατάλοιπα σε αντίθεση με το Ν-τελικό 

άκρο. Στην Εικόνα 1 παρατίθεται η δομή της RNase Α.

Εικόνα 1: Η δομή της παγκρεατικής RNase Α. Οι τέσσερις δισουλφιδικοί 

δεσμοί του ενζύμου (26-84, 40-95, 58-110 και 65-72) φαίνονται με κίτρινες 

ράβδους.

ΤΟ ΕΝΕΡΓΟ ΚΕΝΤΡΟ ΤΗΣ RNase Α - ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ

Το ενεργό κέντρο του ενζύμου είναι υπεύθυνο για την αναγνώριση των 

αρνητικά φορτισμένων φωσφορικών ομάδων του υποστρώματος. Έχει 

ειδικότητα πρόσδεσης στις πυριμιδίνες της 3’ θέσης του φωσφοδιεστερικού 

δεσμού που υδρολύεται και στις πουρίνες της 5’ θέσης που συνήθως 

ακολουθούνται από γουανίνη. Επίσης, έχει προτίμηση για πολυνουκλεοτιδικές 

αλυσίδες όπως είναι το mRNA παρά για ολιγονουκλεοτίδια [6],

Το ενεργό κέντρο της RNase Α σχηματίζεται από τρία κύρια κατάλοιπα: 

την His 12, την His 119 και τη Lys 41. Οι δύο His, όπως περιγράφεται 

παρακάτω, είναι υπεύθυνες για την υδρόλυση του φωσφοδιεστερικού δεσμού,
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ενώ η Lys λόγω του θετικού της φορτίου αλληλεττιδρά με τις αρνητικά 

φορτισμένες φωσφορικές ομάδες. Αντικατάσταση των His 12 και His 119 από 

κατάλοιπα Asp 12 ή Glu 12 και Asp 12 αντίστοιχα, είχε ως αποτέλεσμα όχι 

μόνο τη μείωση της καταλυτικής δράσης του ενζύμου, αλλά και την 

αποσταθεροποίηση του, γεγονός που αποδεικνύει τον κυρίαρχο ρόλο των 

δύο αυτών καταλοίπων στη λειτουργία της ενδονουκλεάσης [7], Στην Εικόνα 2 

που ακολουθεί φαίνεται η καταλυτική τριάδα της RNase Α με κόκκινες και 

μαύρες ράβδους.
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Εικόνα 2. Η καταλυτική τριάδα του ενεργού κέντρου της RNase Α με κόκκινες 
και μαύρες ράβδους.

Ένα όχι πρωτεύον αλλά εξίσου σημαντικό κατάλοιπο του ενεργού 

κέντρου είναι η Thr 45. Το κατάλοιπο αυτό δεν συμμετέχει άμεσα στην 

καταλυτική δράση του ενζύμου αλλά έχει πολλαπλούς ρόλους τόσο στην 

ειδικότητα του ενζύμου για τα νουκλεοτίδια όσο και για την αναδιοργάνωση 

του υποστρώματος [8], Συγκεκριμένα, η Thr 45 έχει την ικανότητα να 

σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου με μία κυτοσίνη ή ουρακίλη του ενεργού 

κέντρου του συνδεδεμένου υποστρώματος. Αυτοί οι δεσμοί επηρεάζουν την 

προτίμηση της RNase Α για κυτοσίνη παρά για ουρακίλη. Έτσι, η ειδικότητα 

του ενζύμου για poly(C) είναι μεγαλύτερη από ότι για poly(A) , ενώ δεν έχει 

καθόλου ειδικότητα για poly(G) [9-12],
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Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις των αμινοξέων του ενεργού 

κέντρου δεν είναι αποκλειστικά υπεύθυνες για την πρόσδεση του 

υποστρώματος. Υπάρχουν κατάλοιπα σε μη καταλυτικές υπομονάδες της 

RNase Α που αλληλεπιδρούν με τις φωσφορικές ομάδες του υποστρώματος 

[13,14], Έτσι εκτός από την υπομονάδα ρι που αποτελεί το ενεργό κέντρο, 

υπάρχουν δύο ακόμα μη καταλυτικές υπομονάδες, η ρ2 που περιλαμβάνει τα 

βασικά κατάλοιπα Lys 7 και Arg 10 και η ρ0που περιλαμβάνει τη Lys 66. Η ρ2 

προσδένεται στις φωσφορικές ομάδες που βρίσκονται γειτονικά της 3’ θέσης 

κοπής ,ενώ η ρο προσδένεται στις φωσφορικές ομάδες που βρίσκονται 

γειτονικά της 5’ θέσης. Αυτές οι θέσεις πρόσδεσης διαδραματίζουν 

διαφορετικούς ρόλους στην καταλυτική διαδικασία της RNase Α. Οι 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις της υπομονάδας ρ2 είναι σημαντικές τόσο 

στην κατάλυση όσο και στην δραστικότητα ενδονουκλεάσης, ενώ η 

υπομονάδα ρο συνεισφέρει μόνο στην πρόσδεση του RNA [15-17], Ακολουθεί 

μια σχηματική αναπαράσταση του προσδεδεμένου συμπλόκου με τη 

συμμετοχή τόσο του ενεργού κέντρου όσο και των μη καταλυτικών 

υπομονάδων (Εικόνα 3).

ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΚΑΤΑΛΥΣΗΣ ΤΗΣ RNase Α

Όπως προαναφέρθηκε, τα δύο κατάλοιπα His του ενεργού κέντρου της 

RNase Α διαδραματίζουν πρωταγωνιστικό ρόλο στη δραστικότητα 

ενδονουκλεάσης του ενζύμου. Ο μηχανισμός κατάλυσης περιλαμβάνει δύο 

στάδια: μια αντίδραση μεταφοράς φωσφορικής ομάδας (transphosphorylation) 

και μία αντίδραση υδρόλυσης [19,20],

Στην πρώτη αντίδραση η His 12 λειτουργεί ως βάση που αποσπά ένα 

πρωτόνιο από τη 2’-ΟΗ ομάδα του υποστρώματος. Στη συνέχεια η 2’- Ο 

λειτουργεί ως πυρηνόφιλο και επιτίθεται στο θετικά φορτισμένο άτομο του 

φωσφόρου σχηματίζοντας ένα 2’-3’ κυκλικό ριβονουκλεοτιδικό φωσφορικό 

ενδιάμεσο, ενώ ταυτόχρονα εκτοπίζει ένα νουκλεοτίδιο (Εικόνα 4). Η 

δημιουργία αυτού του ενδιάμεσου διευκολύνεται από τον ιμιδαζολικό δακτύλιο 

της His 119, η οποία λειτουργεί ως οξύ και δίνει το πρωτόνιο της στο άτομο 

του οξυγόνου του δεσμού που κόβεται [21,22],

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Lys66 (40/4t)|~O-P=O 

ΡΟ subsite °

Glnll (40/40) 
His12 {41/41} 
Lys41 (41/41) 
Hisl 19 (41/41} 
Asp121 (41/41)

Pi subsite 
{active site)

O P—Oscissile 
bond

'Thf4o (41/41) | 
Asp83 (37/41) |

Bi substte

Ado Asn71 (39/40) | 
Giul 11 (37/40)|

B2 subsite

OH
Lys7 (41/41) | 
ArglO (41/41 )f

P2 subsite

I
“O—p=o

I

1

□
B3 subsite

Εικόνα 3: Σχηματική αναπαράσταση του συμπλόκου ενζύμου - 

υποστρώματος [18]. Το Β αντιπροσωπεύει τις καταλυτικές υπομονάδες, με τη Βί να 
έχει προτίμηση στις πυριμιδίνες και την Β2 στις πουρίνες. Τέλος, το Ρι είναι το ενεργό 
κέντρο και τα Ρ2 και Ρ0 οι μη καταλυτικές υπομονάδες.

1
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/
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I
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Εικόνα 4: Το ενδιάμεσο μεταβολικό προϊόν της πρώτης αντίδρασης.

Στην αντίδραση της υδρόλυσης οι ρόλοι των δύο καταλοίπων His 

αναστρέφονται. Έτσι, εδώ η His 12 δρά ως οξύ, δίνοντας το πρωτόνιο που 

έλαβε στο πρώτο στάδιο στο φωσφορικό ενδιάμεσο, ενώ η His 119 δρώντας
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ως βάση λαμβάνει ένα πρωτόνιο από το Η2Ο και προάγει την υδροξυλίωση 

του μεταβολικού ενδιάμεσου. Στη συνέχεια τα δύο προϊόντα 

απελευθερώνονται στο διάλυμα. Στην Εικόνα 5 παρατίθεται η διαδικασία των 

δύο σταδίων.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

(b)

His-119

5' CH ■
Base

,0.

—ο
ο ο

Εικόνα 5: Ο καταλυτικός μηχανισμός της RNase A. (a) Στο πρώτο στάδιο, με τη 
συμβολή των δύο καταλοίπων His αποσπάται ένα πρωτόνιο από τη 2’-ΟΗ ομάδα 
του υποστρώματος και στη συνέχεια προσβάλλει το φωσφοδιεστερικό δεσμό 
δημιουργώντας ένα μεταβολικό ενδιάμεσο, (b) Ακολουθεί το στάδιο της υδρόλυσης 
του ενδιάμεσου με την απόσπαση ενός πρωτονίου από το Η20.
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ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΤΗΣ RNase A - ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ

Πολλά μέλη της υττεροικογένειας της RNase Α έχουν δείξει ελττιδοφόρα 

αποτελέσματα από τη χρήση τους ως αντικαρκινικά φάρμακα. Η RNase A 

είναι ιδιαίτερα κυτταροτοξική και σε παλαιότερες κλινικές μελέτες αποτέλεσε 

στόχο χημειοθεραπείας. Το 1955 μικρή ποσότητα της ενέθηκε σε ποντίκια με 

όγκο και παρατηρήθηκε ότι εμπόδισε την ανάπτυξη του όγκου [23,24], Λίγα 

χρόνια αργότερα, χρησιμοποιήθηκε σε ανθρώπινες κλινικές δοκιμές για τη 

θεραπεία της λευχαιμίας. Σε ασθενείς με χρόνια μυελοκατασταλτική λευχαιμία 

παρατηρήθηκε μείωση στο μέγεθος της σπλήνας και γενικότερη βελτίωση 

μετά από υποδερμική χορήγηση RNase A [25].

Την τελευταία δεκαετία, μέλη της υπεροικογένειας της RNase Α έχουν 

προσελκύσει ιδιαίτερο βιοϊατρικό ενδιαφέρον καθώς οι βιολογικές 

δραστηριότητές τους σχετίζονται με μια πληθώρα κακοηθειών και 

μολυσματικών ασθενειών [26]. Έρευνες έδειξαν ότι οι περισσότερες 

παθολογικές καταστάσεις συνδέονται με την ενδοριβονουκλεολυτική 

δραστικότητα αυτών των πρωτεϊνών [27-35]. Γι αυτό το λόγο αναστολείς της 

της ενζυμικής τους δραστικότητας θα μπορούσαν να αποτελόσουν 

φαρμακευτικούς στόχους [36], Ο σχεδιασμός μικρών μορίων-αναστολέων με 

βάση τη δομή έχουν επικεντρωθεί κυρίως στην RNase Α εξαιτίας του υψηλού 

βαθμού συντήρησης του καταλυτικού της κέντρου με τα ομόλογα μέλη της, 

όπως είναι η ανθρώπινη αγγειογενίνη, (angiogenin). Η αγγειογενίνη, αποτελεί 

έναν επαγωγέα σχηματισμού νέων αιμοφόρων αγγείων in vivo [37], ενώ έχει 

δειχθεί ότι παίζει κρίσιμο ρόλο στην αναγνώριση και στη μεταστατική διάδοση 

όγκων στα ποντίκια [38,39]. Επίσης, από έρευνες έχει προκύψει ότι οι RNase 

2 και RNase 3 έχουν κοινές αμυντικές δραστηριότητες [40-42], αλλά είναι 

επίσης νευροτοξικές και μπορεί να εμπλέκονται σε ανάλογες ασθένειες [43- 

45],

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Μέχρι τώρα, έχει μελετηθεί η πρόσδεση μονονουκλεοτιδικών και 

δινουκλεοτιδικών αναλογών υποστρωμάτων, [46-48], με την πλειονότητα των 

αναστολέων να έχουν όξινες ομάδες όπως φωσφορικού ή θειϊκού άλατος 

[48,49]. Όλα αυτά τα συνθετικά νουκλεοτίδια προσδένονται καθηλώνοντας το
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φωσφορικό ή θειϊκό άλας στην κεντρική υπομονάδα ρι του ένζυμου [47,50], 

Πιο πρόσφατα, μια νέα τάξη ανάλογων νουκλεοτιδίων αναγνωρίστηκαν ως 

αναστολείς της RNase A [51]. Πρόκειται για έξι 5’ -δεόξυ- 5’ μορφόλινο, 

πιπερίδινο και πυρολίδινο ανάλογα νουκλεοσιδίων πυριμιδίνης, τα οποία 

ακολουθούν κινητική συναγωνιστικής αναστολής με Κί 103 μΜ. Η μελέτη με 

κρυσταλλογραφία με ακτίνες έδειξε πως όλοι οι αναστολείς προσδένονται 

στην RNase Α καθηλώνοντας τη φωσφορική τους ομάδα μακριά από το 

ενεργό κέντρο ρι και κοντά στην υπομονάδα ρο, δείχνοντας έτσι ότι μικρές 

τροποποιήσεις στη χημική δομή του αναστολέα μπορούν να δημιουργήσουν 

ριζικές μεταβολές στις αλληλεπιδράσεις με την πρωτεΐνη στόχο. Στην Εικόνα 

που ακολουθεί απεικονίζεται αυτή η διαφορετική πρόσδεση του αναστολέα 

στο ενεργό κέντρο της RNase Α. Η χρήση συνθετικών αναλογών 

νουκλεοσιδίων δεν είναι τυχαία, καθώς έχει δειχθεί πως έχουν αντικαρκινική 

και αντι-ιϊκή δράση και για ορισμένα από αυτά έχει βρεθεί πως ένας 

τουλάχιστον μοριακός στόχος είναι μια εξωριβονουκλεάση [52].

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Εικόνα 6: Στερεοδιάγραμμα που απεικονίζει τις αλληλεπιδράσεις ενός αναστολέα με 

την RNase Α. [51].
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ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Η αξιοσημείωτη σταθερότητα καθώς και η ευκολία καθαρισμού της, 

έχουν καταστήσει την RNase Α ιδανικό μοντέλο για την μελέτη πρωτεϊνών. Ο 

υψηλός βαθμός συντήρησης του ενεργού κέντρου του ενζύμου με άλλα μέλη 

της υπεροικογένειας, όπως η αγγειογενίνη που σχετίζεται με πληθώρα 

κακοηθειών, έχει οδηγήσει στο σχεδίασμά και την ανάπτυξη φαρμάκων, όπως 

συνθετικά νουκλεοσίδια, που αναστέλλουν δραστικά την RNase Α. Επιπλέον, 

έχει δειχθεί πως ορισμένα συνθετικά ανάλογα νουκλεοσιδίων με αντικαρκινική 

και αντι-ιϊκή δράση αναστέλλουν την ανθρώπινη PARN [poly(A)-specific 

ribonouclease, PARN], Η τελευταία έχει υψηλή εξειδίκευση για την πολύ(Α) 

ουρά του mRNA, όπως και η RNase Α αν και μικρότερη της PARN.

Σκοπός μας είναι να εξετάσουμε αν τα ανάλογα της οικογένειας που 

αναστέλλουν την PARN έχουν επίδραση στη δραστικοτητα της RNase Α. 

Απώτερος στόχος είναι να εξεταστεί αν οι ριβονουκλεάσες μπορούν να 

αποτελέσουν έναν ευρύτερο στόχο σχεδιασμού ενώσεων με πιθανή χρήση 

έναντι παθολογικών καταστάσεων.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α] ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Υλικά

Χημικά

Diethylpyrocarbonat (DEPC) 
Dithiothreitol (DTT)

EDTA

HCI

KCI

KOH

MOPS

Tris base

Β-μερκαπτοαιθανόλη

Research Organics 
SERVA

Panreac

Merck

Merck

Merck

Alfa Aesar

Merck

Riedel de Haen

Πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα και ένζυμα

RNase A 

Yeast RNA

SIGMA

SIGMA

Νουκλεοτίδια και συνθετικά νουκλεοσίδια

Τα συνθετικά νουκλεοσίδια

[1-(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)]ουρακίλη (U1), 

[1-(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο-ουρακίλη (FU1),

[1 -(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοττυρανοζύλ)]ουρακίλη (U2), 

[1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο-ουρακίλη (FU2), 

[1-(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)]θυμίνη (ΤΙ) και 

[1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]θυμίνη (Τ2)

παραχωρήθηκαν από τον Αναπληρωτή Καθηγητή Δημήτριο Κομιώτη, 

(Εργαστήριο Οργανικής Χημείας, Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, 

Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας).
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Διαλύματα

Διαλύματα για την μέτρηση της ενεργότητας της RNase A 

σύμφωνα με το άρθρο [53],

ο Νερό ελεύθερο νουκλεασών (0,05% DEPC, ο/π και αποστείρωση, 

αποθήκευση στο σκοτάδι)

ο Διάλυμα αντίδρασης (Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCI 50mM, pH 7,5) 

ο Διάλυμα κυανού του μεθυλενίου (0,0012% κυανό του μεθυλενίου, 

0,1 Μ MOPS-KOH ρΗ7,5, 2mM EDTA) 

ο Διάλυμα RNA 0,29μ9/ιτιΙ. Διάλυμα αποθήκευσης RNA (4mg/ml) 

αραιώνεται κατάλληλα σε διάλυμα αντίδρασης, 

ο Διάλυμα EDTA (Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCI 50mM, pH 7,5, 

2mM EDTA)

ο Διάλυμα KCI (Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCI 50mM, pH 7,5, 

lOOmM KCI)

ο Διάλυμα DTT (Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCI 50mM, pH 7,5, 

0,25mM DTT)

ο Διάλυμα Β-μερκαπτοαιθανόλης (Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCI 

50mM, pH 7,5, 0,142M Β-μερκαπτοαιθανόλης)

Μέθοδοι

Μέτρηση της ενεργότητας της RNase Α με κυανό του 

μεθυλενίου

Αρχή της μεθόδου

Η μέθοδος στηρίζεται στη μείωση της απορρόφησης του RNA στα 

688nm όσο αυξάνεται η συγκέντρωσή του [53], Στην αρχή αυτή και με βάση 

την πρότυπη καμπύλη γίνεται η μέτρηση της συγκέντρωσης σε μία αντίδραση 

των ΙΟΟμΙ με προσθήκη 900μΙ διαλύματος κυανού του μεθυλενίου. Το 

τελευταίο περιέχει κυανό του μεθυλενίου το οποίο προσδένεται στο RNA.

14
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Μείωση της συγκέντρωσης του RNA, που οφείλεται σε ενζυμική δράση έχει 

ως συνέπεια την αύξηση της απορρόφησης. Έτσι για την μέτρηση της 

ενεργότητας προστίθεται ίδια ποσότητα RNA στο τυφλό και στην αντίδραση 

όπου η τιμή της απορρόφησης, μετά από συγκεκριμένο χρονικό διάστημα 

στην αντίδραση, είναι ευθέως ανάλογη της ποσότητας RNA που 

αποικοδομήθηκε.

Κατασκευή πρότυπης καμπύλης RNA

Τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης ετοιμάστηκαν 

σύμφωνα με τον Πίνακα 1. Μετά την προσθήκη του διαλύματος κυανού του 

μεθυλενίου τα δείγματα επωάστηκαν για 15min στους 37°C και η 

φωτομέτρηση έγινε στα 688nm. Στη συνέχεια, υπολογίστηκε η διαφορά 

απορρόφησης (Δ.Α). Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει η εξίσωση από 

την οποία μπορούμε να υπολογίζουμε την ποσότητα του RNA που 

υδρολύεται κατά τις ενζυμικές αντιδράσεις.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α] ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Πίνακας 1: Τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης.

Τελική συγκέντρωση RNA (pg/ml) 10 20 50 100 200 300

RNA 1 mg/ml και 3,7mg/ml (\j 1) 10 20 50 27 54 81

Διάλυμα αντίδρασης (μΙ) και 90 80 50 73 46 19

διαλύματα ΕϋΤΑ,ϋΤΤ και KCI

διάλυμα κυανού του μεθυλενίου(μΙ) 900 900 900 900 900 900

Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης

Η αντίδραση λαμβάνει χώρα στους 37°C. Για να υπολογίσουμε τον 

βέλτιστο χρόνο αντίδρασης και την κατάλληλη ποσότητα ενζύμου, εκτελούμε 

πειράματα ενζυμικής δράσης κάτω από μεταβαλλόμενες συνθήκες. Μετά το 

πέρας του χρόνου αντίδρασης, η αντίδραση σταματά με προσθήκη του
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ρυθμιστικού διαλύματος κυανού του μεθυλενίου και τα δείγματα 

φωτομετρούνται στα 688nm.

Κινητική με αυξανόμενες συγκεντρώσεις RNA

Έχοντας υπολογίσει με πειράματα χρονοκαμπύλης την ποσότητα του 

ενζύμου και τον απαιτούμενο χρόνο αντίδρασης ώστε οι τιμές που θα 

λαμβάνουμε να βρίσκονται στη γραμμική περιοχή της χρονοκαμπύλης 

μπορούμε να κατασκευάσουμε καμπύλη Michaelis-Menten με συγκεντρώσεις 

RNA 10,30,75,150 pg/ml.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Πρότυπη καμπύλη RNA

Τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης RNA 

ετοιμάστηκαν σύμφωνα με τον Πίνακα 1. Μετά την προσθήκη του διαλύματος 

κυανού του μεθυλενίου τα δείγματα επωάστηκαν για 15min στους 37°C, που 

είναι η θερμοκρασία στην οποία γίνεται και η αντίδραση της RNase Α, και η 

φωτομέτρηση έγινε στα 688nm. Στη συνέχεια υπολογίστηκε η διαφορά 

απορρόφησης (Δ.Α).Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει μια πολυωνυμική 

σχέση με εξίσωση:

Α = - 2*10'6 * C2(gg/mL) + 0,0013 * C - 0,0044

Με τη συγκεκριμένη εξίσωση θα μετατραπούν οι απορροφήσεις των 

ενζυμικών αντιδράσεων σε RNA που αποικοδομήθηκε κατά τις αντιδράσεις. 

Στην Εικόνα 7 φαίνεται η πρότυπη καμπύλη RNA.

Εικόνα 7; Πρότυπη καμπύλη RNA με χρήση κυανού του μεθυλενίου

Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης

Βασιζόμενοι σε προηγούμενη εργασία [53], καθορίστηκε ως ιδανική 

συγκέντρωση ενζύμου για τα παρόντα πειραματικά αποτελέσματα τα 

0,29pg/ml και ελάχιστος χρόνος αντίδρασης Imin για την RNase Α. Η
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συγκέντρωση RNA είναι 75pg/ml για να είναι εντός των ορίων γραμμικότητας 

της μεθόδου. Η χρονοκαμττύλη της ενζυμικής δράσης της RNase A 

παρατίθεται στην εικόνα 8:

0,54

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

0 1 2 3 4 5 6

Time (min)

Εικόνα 8: Χρονοκαμπύλη της ενζυμικής δράσης της RNase A (0,29pg/ml) σε 
συγκέντρωση RNA 75pg/ml.

Προσδιορισμός ενζυμικής δραστικότητας παρουσία 

συνθετικών αναλογών νουκλεοσιδίων.

Πρόσφατα δείχθηκε ότι τα 5’ -δεόξυ- 5’ μορφόλινο, πιπερίδινο και 

πυρολίδινο συνθετικά ανάλογα νουκλεοσιδίων πυριμιδίνης μπορούν να 

αναστείλουν την ενζυμική δράση της RNase A , ακολουθώντας κινητική 

συναγωνιστικής αναστολής με Κί 103 μΜ [51]. Στην παρούσα εργασία 

χρησιμοποιήσαμε μια σειρά αναλογών νουκλεοσιδίων πυριμιδίνης που 

φέρουν τροποποιήσεις στο σάκχαρο και στη βάση, τα οποία παρατίθενται 

στην Εικόνα 9. Ειδικότερα, φέρουν εξαμελή δακτύλιο γλυκοπυρανόζης ως 

σάκχαρο με προσθήκη ενός ατόμου φθορίου. Ενώσεις με τις τροποποιήσεις 

αυτές έχουν αναφερθεί να εκδηλώνουν αντικαρκινική και αντι-ιϊκή δράση [54], 

Μελετήσαμε την επίδρασή τους στην ενζυμική δραστικότητα του ενζύμου στο 

πρώτο λεπτό αντίδρασης και παρατηρήσαμε, σύμφωνα με το διάγραμμα που 

απεικονίζεται στην Εικόνα 10, ότι δύο εκ των ενώσεων, οι [1 -(3'-δεόξυ-3 

φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]ουρακίλη (U1) και [1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β- 

ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο-ουρακίλη (FU2), μείωσαν σημαντικά τη
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δραστικότητα της RNase Α. Οι υπόλοιπες ενώσεις δεν παρουσίασαν κάποια 

σημαντική επίδραση στη δραστικότητα του ενζύμου.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Εικόνα 9: Δομή των συνθετικών νουκλεοσιδίων που μελετήθηκαν στην εργασία.

υ
Γ3
<
Φ
(Λre 
Ζ α:
ο
5?

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

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

0,0 50,0 100,0
S, (RNA), Mg/ml

Δ

150,0 200,0

❖ U1 
□ fui 
Δ U2 
XFU2 
ΧΤ1 
®T2

Εικόνα 10: Επίδραση συνθετικών νουκλεοσιδίων στην ενεργότητα της RNase 
Α. Χρόνος αντίδρασης 1’, συγκεντρώσεις RNA 30,75 και 150 pg/ml.
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Τα συνθετικά νουκλεοσίδια U1 και FU2 αναστέλλουν την 

RNase Α ακολουθώντας κινητική συναγωνιστικής αναστολής.

Για να μελετήσουμε το είδος της αναστολής της RNase Α από τα 

συνθετικά νουκλεοσίδια [1-(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-

γλυκοπυρανοζύλ)]ουρακίλη (U1) και [1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ- 

γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο-ουρακίλη (FU2) πραγματοποιήσαμε κινητική 

ανάλυση σε διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστολέων. Με πειράματα 

χρονοκαμπύλης υπολογίσαμε τη ποσότητα του ενζύμου στα 0,29 μ9/πιί 

καθώς επίσης και το χρόνο αντίδρασης του ενζύμου στο 1 min, ώστε οι τιμές 

που θα λαμβάνουμε να βρίσκονται στη γραμμική περιοχή της 

χρονοκαμπύλης. Η απεικόνιση των αποτελεσμάτων σε διαγράμματα 

Lineweaver-Burk έδειξε ότι τόσο το U1 όσο και το FU2 παρουσιάζουν κινητική 

συναγωνιστικής αναστολής όπως φαίνεται και στην Εικόνες 11 και 12.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

Εικόνα 11: Κινητική μελέτη της αναστολής της RNase Α παρουσία U1. Διάγραμμα 
διπλού ανάστροφου 1/V -1/S παρουσία 0 μΜ (γαλάζιος ρόμβος), 10 μΜ (καφέ 
τετράγωνο), 100 μΜ (πράσινο τρίγωνο) και 500 μΜ (μώβ κύκλος) U1.
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ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

1/(Μ9 RNA/ml)

Εικόνα 12: Κινητική μελέτη της αναστολής της RNase Α παρουσία FU2. Διάγραμμα 
διπλού ανάστροφου ΙΑ/ -1/S παρουσία 0 μΜ (γαλάζιος ρόμβος), 10 μΜ (καφέ 
τετράγωνο), 100 μΜ (πράσινο τρίγωνο) και 500 μΜ (μώβ κύκλος) FU2.

Για να προσδιορίσουμε τις σταθερές αναστολής (KJ κινητικά 

χρησιμοποιήθηκαν η κλίση των ευθειών των παραπάνω διαγραμμάτων, 

καθώς και οι συγκεντρώσεις των νουκλεοσιδίων (10, 100 και 500μΜ). 

Σύμφωνα με τα παραπάνω προέκυψαν οι τιμές Κ, για το U1 και του FU2 

(Πίνακας 2).

Πίνακας 2: Οι σταθερές αναστολής για τις ενώσεις υΐκαι FU2 .

Συνθετικά
νουκλεοτίδια Ku μΜ

U1 487

FU2 627

Σε αυτό το σημείο να αναφέρουμε ότι η κινητική ανάλυση που έγινε για τα 

συνθετικά ανάλογα[1-(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο- 

ουρακίλη (FU1) και [1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)] 

ουρακίλη (U2), που αποτελούνται από μια φθορο-ουρακίλη και μία
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υδροξυλομάδα ή μια ουρακίλη και μία μεθυλομάδα ττροσκολλημένες σε ένα 

δακτύλιο γλυκοττυρανόζης, αντίστοιχα, έδειξε ότι οι συγκεκριμένες ουσίες δεν 

έχουν καμία επίδραση στην RNase Α και δεν προχωρήσαμε σε περαιτέρω 

ανάλυση (Εικόνα 10). Ανάλογα αποτελέσματα έδειξαν και τα συνθετικά 

ανάλογα [1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο-β-ϋ-γλυκοπυρανοζύλ)]θυμίνη (ΤΙ) και [1- 

(3'-δεόξυ-3'-φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]θυμίνη (Τ2) τα οποία αποτελούνται 

από μια υδροξυλομάδα και μια θυμίνη ή μια μεθυλομάδα και μια θυμίνη 

προσκολλημένη σε ένα δακτύλιο γλυκοπυρανόζης, αντίστοιχα.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΚΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.

ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ - ΖΕΡΒΑΚΑΚΗ ΒΑΣΙΛΙΚΗ
22



ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η RNase Α έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον των ερευνητών, καθώς η 

ενδοριβονουκλεολυτική της δραστικότητα σχετίζεται με μια πληθώρα 

παθολογικών καταστάσεων. Ο υψηλός βαθμός συντήρησης του ενεργού 

κέντρου της RNase Α με ανθρώπινα ομολογά της, όπως η αγγειογενίνη 

οδήγησε στο σχεδίασμά μικρών μορίων - αναστολέων με βάση τη δομή, οι 

οποίοι θα μπορούσαν να αποτελέσουν φαρμακευτικούς στόχους.

Μέχρι τώρα, έχει μελετηθεί η πρόσδεση μονονουκλεοτιδικών και 

δινουκλεοτιδικών αναλογών υποστρωμάτων, ενώ πιο πρόσφατα 

αναγνωρίστηκε μια νέα τάξη αναλογών νουκλεοτιδίων ως αναστολείς της 

RNase Α με διαφορετικό μηχανισμό αναστολής. Πρόκειται για 5’ -δεόξυ- 5’ 

μορφόλινο, πιπερίδινο και πυρολίδινο συνθετικά ανάλογα νουκλεοσιδίων 

πυριμιδίνης τα οποία μπορούν να αναστείλουν την ενζυμική δράση της 

RNase Α, ακολουθώντας κινητική συναγωνιστικής αναστολής με σταθερά 

αναστολής 103 μΜ [51].

Στην παρούσα εργασία εξετάσαμε έξι ανάλογα νουκλεοσιδίων 

πυριμιδίνης που φέρουν τροποποιήσεις στο σάκχαρο και στη βάση και 

μελετήσαμε την επίδρασή τους στη δραστικότητα της RNase Α. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι κάποια συνθετικά ανάλογα νουκλεοσιδίων έχουν αντικαρκινική 

και αντι-ιϊκή δράση και για ορισμένα από αυτά έχει βρεθεί τουλάχιστον ένας 

μοριακός στόχος. Σκοπός μας είναι να εξετάσουμε αν στοχεύουν και σε άλλες 

ριβονουκλεάσες, ώστε να εξεταστεί αν οι ριβονουκλεάσες μπορούν να 

αποτελέσουν γενικά στόχο νέων ουσιών με πιθανό κλινικό ενδιαφέρον. Στην 

εργασία μας, επιλέξαμε να χρησιμοποιήσουμε την RNase Α για λόγους που 

προαναφέρθηκαν (βλ. Εισαγωγή).

Οι τέσσερις από αυτές τις χημικές ενώσεις που εξετάστηκαν, δεν 

παρουσίασαν κάποια επίδραση στην RNase Α. Δύο όμως, η [1-(3'-δεόξυ-3'- 

φθόρο-β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]ουρακίλη (U1) και η [1-(3',6'-διδεόξυ-3'-φθόρο- 

β-0-γλυκοπυρανοζύλ)]5-φθόρο-ουρακίλη (FU2), παρουσίασαν μια σημαντική 

μείωση στην καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου. Η U1 αποτελείται από μία 

ουρακίλη και μία υδροξυλομάδα προσκολλημένες σε ένα δακτύλιο

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.
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γλυκοπυρανόζης, ενώ η FU2 αποτελείται από μια φθορο-ουρακίλη και μία 

μεθυλομάδα προσκολλημένες στο δακτύλιο γλυκοπυρανόζης. 

Πραγματοποιήθηκε κινητική ανάλυση για να προσδιοριστεί το είδος της 

αναστολής και τα αποτελέσματα ήταν ενθαρρυντικά καθώς έδειξαν ότι 

πρόκειται για συναγωνιστική αναστολή με σταθερές αναστολής 487 μΜ για το 

U1 και 627 μΜ για το FU2. To U1 φαίνεται να είναι δραστικότερος αναστολέας 

της RNase Α από το FU2, παραμένουν όμως αρκετά πιο ασθενείς από άλλα 

συνθετικά ανάλογα πυριμιδίνης με Κί 103 μΜ [51], γεγονός που αποδεικνύει 

ότι μικρές αλλαγές στη δομή των μορίων μπορούν να παρουσιάσουν αλλαγές 

στις αλληλεπιδράσεις με το ένζυμο στόχο. Στον Πίνακα που ακολουθεί 

συγκρίνονται οι σταθερές αναστολής για την RNase Α με αυτές της PARN 

παρουσία των συνθετικών αναλογών U1, FU1 και FU2. Παρατηρούμε ότι ο 

U1 αναστέλλει σαφώς πιο δραστικά την PARN από την RNase Α, ενώ ο FU2 

δεν επηρεάζει καθόλου την δραστικότητα της ενώ μειώνει αυτή της RNase Α.

Πίνακας 3. Σταθερές αναστολής για την RNase Α και την PARN, παρουσία 

συνθετικών αναλογών.

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΣΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΤΗΣ
ΠΑΓΚΡΕΑΤΙΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ A (RNase Α) ΑΠΟ ΒΟΟΕΙΔΗ.
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Η διαπίστωση πως συνθετικά μόρια, όπως αυτά που χρησιμοποιήθηκαν 

στην παρούσα εργασία, μπορούν να ρυθμίσουν τη δράση του ενζύμου μπορεί 

να καταστήσει το ένζυμο στόχο για ουσιών με κλινικό ενδιαφέρον. Όπως 

προαναφέρθηκε, ουσίες όπως αυτές που χρησιμοποιήσαμε, έχουν 

αντικαρκινική και αντι-ιϊκή δράση. Η παρούσα εργασία στην αναστολή της 

RNase Α, καθώς και άλλες μελέτες μας στην εξοριβονουκλεάση PARN, 

δείχνει πως τα ανάλογα των νουκλεοσιδίων που χρησιμοποιούμε θα 

μπορούσαν να λειτουργούν ως αναστολείς ριβονουκλεασών γενικότερα. Αν 

και χρειάζονται αρκετές ακόμη μελέτες προς αυτή την κατεύθυνση, φαίνεται 

πως παράγοντες που ρυθμίζουν τη σταθερότητα του RNA, όπως οι 

ριβονουκλεάσες, μπορούν να αποτελόσουν κοινό στόχο των συνθετικών 

νουκλεοσιδίων. Τα τελευταία θα μπορούσαν να λειτουργήσουν ως πλατφόρμα 

για ανάπτυξη πιο αποτελεσματικών μορίων στο μέλλον.
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