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Περίληψη 

 
2 

 

Ως ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης ορίζονται βιοσυνθετικά μονοπάτια τα 
οποία εμπλέκουν μόρια tRNA ως κεντρικούς παράγοντες, τόσο κατά τη διαδικασία της 
πρωτεϊνοσύνθεσης όσο και εκτός αυτής. Τα τελευταία χρόνια, λειτουργικές και 
γονιδιωματικές αναλύσεις έχουν δείξει ότι αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA συμμετέχουν 
σε μία ποικιλία σημαντικών κυτταρικών διεργασιών πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης. 
Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη παραγόντων που εμπλέκονται σε δύο 
ασυνήθη συστήματα αμινοκυλίωσης. 

Στο πρώτο σκέλος της διατριβής μελετήθηκε και χαρακτηρίστηκε βιοχημικά ο 
ρόλος των μορίων tRNA κατά την tRNA-εξαρτώμενη μετατροπή του ασπαραγινικού 
οξέος σε ασπαραγίνη στο παθογόνο βακτήριο Neisseria meningitidis, μία αντίδραση η 
οποία καταλύεται από την tRNA-εξαρτώμενη αμιδοτρανσφεράση (AdT). Η βιοσυνθετική 
αυτή πορεία, η οποία είναι παρούσα σε όλα τα παθογόνα βακτήρια των οποίων το 
γονιδίωμα είναι γνωστό, έχει διττό ρόλο. Παρέχει τα Asn-tRNAAsn υποστρώματα για την 
ενσωμάτωση ασπαριγίνης στις νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες των οργανισμών, ενώ 
παράλληλα παίζει σημαντικό ρόλο κατά τη βιοσύνθεση της ασπαραγίνης, όταν από 
τους οργανισμούς απουσιάζουν τα ένζυμα που ευθύνονται για τη βιοσύνθεση του 
συγκεκριμένου αμινοξέος. Βρέθηκε ότι το καθοριστικό στοιχείο αναγνώρισης του 
tRNAAsn από τις βακτηριακές αμιδοτρανσφεράσες είναι το πρώτο ζεύγος βάσεων U1-
A72, ενώ για τα αντίστοιχα ένζυμα των αρχαίων είναι το μέγεθος και η αλληλουχία της 
μεταβλητής θηλιάς. Αντίστοιχα, το αντικαθοριστικό στοιχείο που παρεμποδίζει την 
αναγνώριση του tRNAAsp είναι το μέγεθος της θηλιάς D.   
 Το δεύτερο ασύνηθες σύστημα αμινοακυλίωσης που μελετήθηκε ήταν η tRNA-
εξαρτώμενη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος του παθογόνου Staphylococcus 
aureus. H πεπτιδογλυκάνη του κυτταρικού τοιχώματος στο συγκεριμένο παθογόνο 
σταθεροποιείται από χαρακτηριστικές γέφυρες πενταγλυκίνης οι οποίες συντίθενται 
εξω-ριβοσωμικά. Ως δότες γλυκίνης διαμεσολαβούν Gly-tRNAGly μόρια ο αριθμός και η 
ταυτότητα των οποίων ήταν μέχρι σήμερα άγνωστα. Στην παρούσα διατριβή 
διευκρινίστηκε ο αριθμός και ο ρόλος των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του S. aureus 
που υπάρχουν και εκφράζονται στο συγκεκριμένο παθογόνο. Βρέθηκε ότι 5 ισοδεκτικά 
μόρια κωδικοποιούνται και εκφράζονται στο συγκεκριμένο οργανισμό. Επιπρόσθετα, 
με βιοχημικές προσεγγίσεις έγινε εφικτός ο διαχωρισμός τους σε εκείνα που 
συμμετέχουν στην πρωτεΐνοσυνθετική μηχανή (πρωτεϊνογενετικά, 2 μόρια Ρ1 και Ρ2) 
και σε εκείνα που εμπλέκονται στη σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος 
(μη-πρωτεϊνογενετικά, 3 μόρια ΝΡ1, ΝΡ2 και NEW). 
 H παρούσα διατριβή εστιάσθηκε στο σημαντικό ρόλο των μορίων tRNA, όχι ως 
απλών προσαρμοστικών μορίων, αλλά ως σημαντικών παραγόντων σε βιοχημικές 
διεργασίες, οι οποίες σήμερα αναγνωρίζονται στην πλειοψηφία των παθογόνων, ως νέοι 
μοριακοί στόχοι για εξειδικευμένη απενεργοποίηση. 
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1.1 Η ροή των γενετικών πληροφοριών 

 
Η μεταφορά της γενετικής πληροφορίας από το DNA στις πρωτεΐνες είναι μια 

θεμελιώδης διαδικασία για τη βιωσιμότητα του κυττάρου. Το κεντρικό δόγμα της 
Βιολογίας, όπως αυτό διατυπώθηκε το 1958 από τον Crick, αποτελεί ουσιαστικά μια 
αναπαράσταση της ροής της γενετικής πληροφορίας από το DNA στις πρωτεΐνες (Crick, 
1958). Αρχικά, η πορεία που περιγραφόταν από το δόγμα αυτό αποτελούνταν από τρία 
διακριτά βήματα: την αντιγραφή, τη μεταγραφή και τη μετάφραση. Η αντιγραφή του 
DNA  αποτελεί μία από τις βασικές διαδικασίες του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Η 
μεταγραφή τμημάτων του DNA σε μόρια αγγελιοφόρου RNA (mRNA) και η ακόλουθη 
μετάφραση αυτών συνολικά επιτελούν τη μετατροπή της πληροφορίας από τη γλώσσα 
των νουκλεοτιδίων στη γλώσσα των αμινοξέων με βάση το γενετικό κώδικα (Crick, 
1970). Σήμερα, μετά από εκτεταμένες μελέτες στο πεδίο της ροής της γενετικής 
πληροφορίας και το χαρακτηρισμό μεγάλου αριθμού οργανισμών, το απλό αυτό σχήμα 
έχει εμπλουτιστεί με επιπλέον διεργασίες, όπως είναι η αντίστροφη μεταγραφή και ο 
αυτοδιπλασιασμός του RNA (Εικόνα 1). 

 

 
 
Εικόνα 1: Κεντρικό δόγμα της Βιολογίας. H μεταφορά της γενετικής πληροφορίας από το DNA 
στις πρωτεΐνες. (Α) Αρχική διατύπωση από τον Crick που περιλαμβάνει μόνο τις διαδικασίες 
αντιγραφής του DNA, μεταγραφής και μετάφρασης, (Β) Μεταγενέστερη διατύπωση μετά την 
αποκάλυψη επιπρόσθετων βιοχημικών διεργασιών, όπως η αντίστροφη μεταγραφή και ο 
αυτοδιπλασιασμός του RNA. 
 

1.2 To μεταφορικό RNA (tRNA) ως προσαρμοστικό μόριο κατά τη ροή 
της γενετικής πληροφορίας 
 

Το ρεπερτόριο της σύνθεσης των πρωτεϊνών βασίζεται στο ότι κάθε τριπλέτα 
βάσεων (κωδικόνιο) αντιστοιχεί σε ένα αμινοξύ (Εικόνα 2). Παρόλη την απλότητα της 
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αντιστοίχησης, η εξασφάλιση της πιστότητας της πρωτεϊνοσύνθεσης είναι μείζονος 
σημασίας για τις κυτταρικές λειτουργίες. Το 1958, ο Crick διατύπωσε την “Υπόθεση 
του Προσαρμοστή” (“Adaptor Hypothesis”), σύμφωνα με την οποία η μετάφραση 
λαμβάνει χώρα με τη μεσολάβηση “προσαρμοστικών μορίων” (Crick, 1958). Κάθε ένα 
από τα μόρια αυτά θα μπορούσε να μεταφέρει ένα συγκεκριμένο αμινοξύ και θα 
έπρεπε να περιέχει ριβονουκλεοτίδια, ώστε η αναγνώριση των κωδικονίων να 
πραγματοποιείται μέσω συμπληρωματικότητας ζευγών βάσεων.  

 

 
 
Εικόνα 2: Ο γενετικός κώδικας με βάση τoν οποίο γίνεται η αντιστοίχηση μεταξύ κωδικονίων και 
αμινοξέων. Κάθε αμινοξύ αντιστοιχεί σε περισσότερα του ενός κωδικόνια (εκφυλισμός του 
γενετικού κώδικα). 

 
Η θεωρία αυτή αποδείχθηκε προφητική, καθώς τα αμινοξέα που απαιτούνται 

για τη σύνθεση των πεπτιδίων μεταφέρονται εστεροποιημένα στο άκρο των μεταφορικών 
μορίων RNA (tRNA). Η σύνθεση των πρωτεϊνών είναι μια διαδικασία πολλών σταδίων 
και η πιστότητα σε κάθε ένα από αυτά επηρεάζει το τελικό αποτέλεσμα. Η συμμετοχή 
πολυάριθμων παραγόντων διασφαλίζει την ορθή μετάφραση, καθώς είναι πολλά τα 
σημεία ελέγχου που λειτουργούν σαν δικλείδες ασφαλείας. Στην πορεία της 
μετάφρασης τα μόρια tRNA και τα ένζυμα που καταλύουν την αμινοακυλίωσή τους, 
γνωστά ως αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες (aminoacyl-tRNA synthetases, aaRS), 
διαδραματίζουν ένα πολύ σημαντικό ρόλο στην παροχή των σωστών υποστρωμάτων 
(Ibba & Soll, 2001), τα οποία μεταφέρονται στο ριβόσωμα μέσω του παράγοντα 
επιμήκυνσης Tu (EF-Tu) (Εικόνα 3) (Sprinzl, 1994).   
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Εικόνα 3: Η εμπλοκή των μορίων tRNA στη διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης. Αρχικά το 
εναρκτήριο aa-tRNA συμμετέχει στο σχηματισμό του συμπλόκου έναρξης με τις δύο υπομονάδες 
του ριβοσώματος και το mRNA. Τα μόρια tRNA αμινοακυλιώνονται με το συγγενές αμινοξύ από τις 
συγγενείς αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες και μετά από έλεγχο μεταφέρονται μέσω του παράγοντα 
EF-Tu στο ριβόσωμα, όπου μεταφέρουν τα εστεροποιημένα αμινοξέα στις νεοσυντιθέμενες 
πρωτεΐνες.  

 
1.2.1 Βιογένεση του tRNA και χαρακτηριστικά του 

 
Η βιογένεση των μορίων tRNA είναι μια πολύπλοκη διαδικασία που 

διαμεσολαβείται από διάφορα στάδια σύνθεσης και τροποποίησης. Τα μόρια tRNA 
μεταγράφονται από τα αντίστοιχα γονίδια από την RNA πολυμεράση III. Τα πρόδρομα 
μετάγραφα που προκύπτουν (αναφέρονται ως pre-tRNA, precursor tRNA), περιέχουν 
επιπλέον αλληλουχίες τόσο στο 5΄ όσο και στο 3΄ άκρο τους και πολλές φορές και στη 
θηλιά του αντικωδικονίου. Τα επιπλέον νουκλεοτίδια του 5΄ άκρου απομακρύνονται 
μέσω μιας αντίδρασης που καταλύεται από την ριβονουκλεάση P (RNase P), ένα από 
τα πρώτα ριβοένζυμα που ανακαλύφθηκαν, ενώ αυτά του 3΄ άκρου από τη 
ριβονουκλεάση Ζ (RNase Ζ) (De La Sierra-Gallay et al., 2005). Η RNase P είναι ένα 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο του οποίου η σύσταση σε πρωτεΐνες και μόρια RNA 
ποικίλλει μεταξύ των οργανισμών των διαφόρων βασιλείων (Frank & Pace, 1998, 
Altman, 2007). Στα πλαίσια της ωρίμανσης των μορίων tRNA, ματίζονται τα ιντρόνια 
που εμπεριέχονται σε κάποιες περιπτώσεις στο βραχίονα του αντικωδικονίου. 
Επιπλέον, στις περιπτώσεις που δεν κωδικοποιείται από τα γονίδια των μορίων tRNA το 
συντηρημένο 3΄- CCA άκρο, αυτό προστίθεται μετα-μεταγραφικά από το ένζυμο CCA-
νουκλεοτιδυλτρανσφεράση (Xiong & Steitz, 2006, Tomita et al., 2004). Τελικό στάδιο 
της ωρίμανσης των μορίων tRNA είναι η τροποποίηση ορισμένων βάσεων σε θέσεις 
κλειδιά του μορίου (Bjork, 1995, Sprinzl et al., 1998). Χαρακτηριστικό παράδειγμα η 
σύνθεση της ψευδοουριδίνης στη θηλιά TψC του μορίου, λόγω της οποίας αποδίδεται 
και η συγκεκριμένη ονομασία στη θηλιά και εμπλέκεται στην αναγνώριση των μορίων 
από παράγοντες της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής (Εικόνα 4).  
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Εικόνα 4: Τα στάδια ωρίμανσης των μορίων tRNA. Από το πρόδρομο μόριο tRNA αποκόπτονται οι 
επιπρόσθετες αλληλουχίες από το 3΄ και 5΄ άκρο με τη δράση RNασών. Ακολουθεί μάτισμα, 
προσθήκη της ακολουθίας CCA στο 3΄ άκρο και τροποποίηση βάσεων σε συγκεκριμένες θέσεις.   

 
Τα μόρια του μεταφορικού RNA (tRNA) είναι ένα από τα είδη του RNA που 

συμμετέχουν ενεργά στη γονιδιακή έκφραση. Το πρώτο μόριο tRNA που 
αλληλουχήθηκε πλήρως ήταν αυτό που δεσμεύει αλανίνη (tRNAAla). Αυτή η καινοτόμος 
μελέτη πραγματοποιήθηκε από τον R. Holley και τους συνεργάτες του, πριν την 
ανακάλυψη των σύγχρονων τεχνικών αλληλούχησης (Holley et al., 1965). Σήμερα είναι 
γνωστό ότι τα μόρια tRNA είναι μονές αλυσίδες που περιέχουν από 73-93 
ριβονουκλεοτίδια, με εξαίρεση τα μιτοχονδριακά μόρια tRNA, τα οποία έχουν συνήθως 
μικρότερο μέγεθος. Το 5΄ άκρο των  μορίων tRNA είναι φωσφορυλιωμένο και συνήθως 
το κατάλοιπο είναι pG, ενώ στο 3΄ άκρο απαντάται η συντηρημένη αλληλουχία CCA, η 
τελική αδενοσίνη της οποίας αποτελεί και τη θέση πρόσδεσης του ενεργοποιημένου 
αμινοξέος. Στην αλληλουχία των μορίων tRNA εκτός από τις συνήθεις βάσεις Α, U, G 
και C απαντώνται τροποποιημένα νουκλεοτίδια, όπως ινοσίνη, ψευδοουριδίνη, 
διϋδροουριδίνη, ριβοθυμιδίνη και μεθυλιωμένα παράγωγα της γουανοσίνης και της 
ινοσίνης (Bjork et al., 1987).  

Παρά τις διαφοροποιήσεις των αλληλουχιών των μορίων tRNA, η δευτεροταγής 
τους δομή μπορεί να παρασταθεί γραφικά με το σχήμα ενός τριφυλλιού, στο οποίο τα 
μισά περίπου κατάλοιπα συμμετέχουν σε ζεύγη βάσεων (Εικόνα 5). Οι βάσεις που δε 
ζευγαρώνουν σχηματίζουν τις θηλιές ΤψC και DHU, τη θηλιά του αντικωδικονίου και 
τη μεταβλητή θηλιά, καθώς και το 3΄-CCA άκρο. Στις αρχές της δεκαετίας του 1970, η 
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τρισδιάστατη δομή του μορίου tRNA προσδιορίστηκε με την ανάλυση 
κρυσταλλογραφικών δεδομένων (Brown et al., 1972, Jack et al., 1976). Σύμφωνα με 
τις αναλύσεις που πραγματοποιήθηκαν, προέκυψε ότι η “δομή τριφυλλιού” λαμβάνει 
στο χώρο μια διαμόρφωση που προσομοιάζει με το λατινικό γράμμα L (Εικόνα 5). Στο 
ένα άκρο της δομής αυτής βρίσκεται η θηλιά του αντικωδικονίου, ενώ στο άλλο άκρο η 
περιοχή δέσμευσης του αμινοξέος. Αντίστοιχα, οι θηλιές DHU και TψC βρίσκονται 
αντιδιαμετρικά του κάθετου άξονα του μορίου. 

 

 
 

Εικόνα 5: Η δομή των μορίων tRNA. Δεξιά απεικονίζεται η δευτεροταγής δομή του μορίου 
(“σχήμα τριφυλλιού”) και αριστερά η τριτοταγής δομή (L μορφή). Το μόριο tRNA αποτελείται από το 
βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος, το βραχίονα και τη θηλιά DHU, το βραχίονα και τη θηλιά TψC, 
τη μεταβλητή θηλιά και το βραχίονα και τη θηλιά του αντικωδικονίου. 

 
1.2.2 Ταυτότητα των μορίων tRNA 

 
Τα μόρια tRNA παίζουν σημαντικότατο ρόλο, αντιστοιχώντας τα σωστά αμινοξέα 

στα κωδικόνια του mRNA, διαμορφώνοντας έτσι την ορθή αμινοξική αλληλουχία των 
πρωτεϊνών, όπως αυτή καθορίζεται από την αλληλουχία του γονιδίου. Για να επιτευχθεί 
αυτό, το μόριο tRNA πρέπει να παρουσιάζει εξειδίκευση όχι μόνο στο στάδιο της 
μετάφρασης αλλά και της αμινοακυλίωσης. Η εξειδίκευση των μορίων tRNA στη 
μετάφραση έγκειται στην αλληλεπίδραση κωδικονίου-αντικωδικονίου, ενώ στην 
αμινοακυλίωση στην αλληλεπίδραση με τη συγγενή τους αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση. 
Σε αντίθεση με τις αλληλεπιδράσεις tRNA-συνθετάσης, η αλληλεπίδραση κωδικονίου-
αντικωδικονίου είναι πιο αυστηρή καθώς διέπεται από ακριβείς κανόνες 
συμπληρωματικότητας, οι οποίοι υπαγορεύονται από το γενετικό κώδικα.     

Η αναγνώριση των μορίων tRNA από τις συνθετάσες πρέπει να διέπεται από μια 
σειρά κανόνων, διότι είναι μόρια που παρουσιάζουν μεγάλη νουκλεοτιδική και δομική 
ομοιότητα μεταξύ τους. Ο αριθμός των βάσεων στις περιοχές των θηλιών και των 
βραχιόνων είναι συντηρημένος σε τέτοιο βαθμό που μπορούν να αναφερθούν με 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Εισαγωγή 

 
9 

συγκεκριμένο σύστημα αρίθμησης (Sprinzl and Vassilenko, 2005). Αυξομειώσεις 
παρατηρούνται στη θηλιά D και στη μεταβλητή θηλιά. Κατ’ εξαίρεση, κάποια 
μιτοχονδριακά μόρια tRNA δε φέρουν το βραχίονα και τη θηλιά D ή / και το βραχίονα 
και τη θηλιά Τ, αλλά και αυτά τα ασυνήθη μόρια λαμβάνουν την L διαμόρφωση στο 
χώρο (Εικόνα 6) (de Bruijn & Klug, 1983, Helm et al., 2000).  

 

 
 
Εικόνα 6: Παραδείγματα μιτοχονδριακών μορίων tRNA του H. sapiens που στερούνται (Α) τη 
θηλιά  D (tRNALys) και (Β) το βραχίονα και τη θηλιά D (tRNASer). 

 
Οι περιοχές των μορίων tRNA που καθορίζουν την εξειδικευμένη 

αμινοακυλίωσή τους έχουν μελετηθεί συστηματικά και σε μεγάλη έκταση. Αρχικά 
υπήρχε η πεποίθηση ότι οι συνθετάσες αναγνωρίζουν κατά βάση την περιοχή του 
αντικωδικονίου. Έχει αναφερθεί χαρακτηριστικά ότι η δέσμευση συμπληρωματικών 
ολιγονουκλεοτιδίων στα αντικωδικόνια ή η χημική τροποποίησή τους οδηγεί σε μείωση 
της συγγένειας των aaRSs με το υπόστρωμα (Bruton & Clark, 1974). Επίσης, 
μετάλλαξη του αντικωδικονίου μπορεί να αποτελέσει σήμα αναγνώρισης από μη 
συγγενή συνθετάση, όπως στην περίπτωση του tRNATrp του Escherichia coli που η 
μετατροπή του αντικωδικονίου από CCA σε CUA το κατέστησε υπόστρωμα για την 
αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση της γλουταμίνης (GlnRS) (Rogers  et al., 1992).  

Ωστόσο, η αναγνώριση μόνο του αντικωδικονίου δημιουργεί το ερώτημα, πώς οι 
συνθετάσες αναγνωρίζουν τα ισοδεκτικά μόρια tRNA (isoecceptor tRNAs), καθώς ο 
γενετικός κώδικας είναι εκφυλισμένος και αντιστοιχούν πάνω από ένα κωδικόνιο ανά 
αμινοξύ. Επιπρόσθετα, μελέτες έχουν δείξει ότι η αλλαγή κάποιων αντικωδικονίων δεν 
επηρεάζει την αλληλεπίδραση με τη συνθετάση. Για παράδειγμα, η μετάλλαξη των 
αντικωδικονίων των μορίων tRNAGln, tRNASer και tRNATyr του Escherichia coli σε CUA, 
από την οποία προκύπτουν amber κατασταλτικά μόρια, φάνηκε να μην επηρεάζει την 
πιστότητα της αμινοακυλίωσης (Smith, 1972). 

Ποιά είναι τα στοιχεία που αποκλειστικά ή συνεργατικά με το αντικωδικόνιο 
καθορίζουν την αναγνώριση των μορίων tRNA; Ο ρόλος αυτός έχει αποδοθεί κυρίως στο 
βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος. Μόρια tRNAAla με χημικές τροποποιήσεις στην 
περιοχή αυτή έχει δειχθεί ότι δεν αμινοακυλιώνονται, ενώ μεταλλαγμένα κατασταλτικά 
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μόρια tRNA που αναγνωρίζονται από μη συγγενείς aaRSs φέρουν νουκλεοτιδικές 
υποκαταστάσεις στο βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος (Schulman & Chambers, 
1968). Εκτός όμως από το βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και άλλες περιοχές του 
μορίου tRNA φάνηκε να καθορίζουν την ταυτότητά του.  

Το πρόβλημα που αναδύθηκε από τις αρχικές μελέτες ήταν ότι υπέδειξαν 
σχεδόν όλα τα επιμέρους τμήματα των μορίων tRNA ως σημαντικά για την 
εξειδικευμένη αμινοακυλίωσή τους. Η λανθασμένη αυτή θεώρηση προέκυψε καθώς 
χημικές τροποποιήσεις ακόμα και ενός νουκλεοτιδίου μπορούσαν να προκαλέσουν 
αλλαγές στη διαμόρφωση του μορίου που απέτρεπαν την αμινοακυλίωσή του. Καθώς 
στις περισσότερες των περιπτώσεων αυτές οι αλλαγές δεν ήταν ανιχνεύσιμες, προέκυψε 
το λανθασμένο συμπέρασμα ότι κάθε τμήμα του μορίου tRNA είναι σημαντικό για την 
αναγνώρισή του από τις συνθετάσες. Σε αυτό συνέβαλε και το γεγονός ότι οι αρχικές 
μελέτες βασίστηκαν στα αγρίου τύπου και μεταλλαγμένα μόρια tRNΑ που συναντώνται 
φυσιολογικά στους οργανισμούς, λόγω έλλειψης τεχνογνωσίας. Τα αποτελέσματα των 
αρχικών μελετών δεν επηρεάστηκαν μόνο από την έλλειψη τεχνικών, αλλά και από το 
γεγονός ότι τα μεταλλαγμένα μόρια έφεραν υποκαταστάσεις μόνο μιας βάσης. 

Τις τελευταίες δεκαετίες, η ανάπτυξη των μεθοδολογιών έδωσε τη δυνατότητα 
σύνθεσης δίκλωνων μορίων DNA που κωδικοποιούν μόρια tRNA με οποιοδήποτε 
αριθμό νουκλεοτιδικών αλλαγών. Η ενσωμάτωση των συνθετικών γονιδίων σε πλασμίδια 
και η επακόλουθη μεταγραφή τους παρέχει νέα μεταλλαγμένα μόρια tRNA που 
μπορούν να αναλυθούν λειτουργικά τόσο in vivo όσο και in vitro. Στο σχεδιασμό των 
γονιδίων αυτών συνέβαλε και η ανάπτυξη τεχνικών για τη σύγκριση των μορίων tRNA 
μέσω εργαλείων της Βιοπληροφορικής. Τα προγράμματα αυτά έχουν τη δυνατότητα να 
προσδιορίζουν τις καθοριστικές περιοχές αναγνώρισης των μορίων tRNA, αλλά και το 
γενικό χαρακτήρα της εξειδίκευσης της αμινοακυλίωσης, γνωστό και ως cove score. Η 
διαδικασία αυτή ομοιάζει με τον τρόπο που οι συνθετάσες ξεχωρίζουν το υπόστρωμα 
τους μέσα στο πλήθος των παρόμοιων μορίων.  

Η ουσιαστική πρόοδος στο συγκεκριμένο τομέα προήλθε από την επίλυση της 
κρυσταλλικής δομής συμπλόκων μεταξύ μορίων tRNA και συνθετασών, η οποία 
αποσαφήνισε τη σχέση δομής – λειτουργίας λεπτομερώς (Steitz et al., 1990). Τυπικά, 
20% από την προσβάσιμη επιφάνεια του μορίου tRNA αλληλεπιδρά με τη συνθετάση 
και κάποιες αλληλεπιδράσεις συνοδεύονται από μεγάλες αλλαγές στη διαμόρφωση των 
μορίων tRNA. Στις περιοχές αυτές ένας μικρός αριθμός νουκλεοτιδίων συνήθως 
προσδιορίζει την ταυτότητα των μορίων tRNA. Τα νουκλεοτίδια αυτά στις περισσότερες 
των περιπτώσεων εντοπίζονται στις ίδιες περιοχές, και συγκεκριμένα στο βραχίονα 
υποδοχής του αμινοξέος, στο αντικωδικόνιο και λιγότερο συχνά στη μεταβλητή θηλιά, 
σε διαφορετικά μόρια RNA. Για το λόγο αυτό διατυπώθηκε ο όρος “ταυτότητα των 
μορίων tRNA” (tRNA identity) για να περιγράψει όλα εκείνα τα χαρακτηριστικά 
στην αλληλουχία και στη δομή των μορίων αυτών που είναι μοναδικά για κάθε ένα 
τύπο μορίων tRNA, αποτελούν δηλαδή ένα είδος δακτυλικού αποτυπώματος (Εικόνα 
7). Τα καθοριστικά νουκλεοτίδια ενός συγκεκριμένου μορίου tRNA προσδιορίζουν 
ταυτόχρονα τόσο παραγωγικές, όσο και μη παραγωγικές αλληλεπιδράσεις με τις 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Εισαγωγή 

 
11 

συνθετάσες. Συνεπώς, οι όροι “ταυτότητα των μορίων tRNA” και “αναγνώριση των 
μορίων tRNA” είναι έννοιες ταυτόσημες. Όπως προκύπτει από τις δομές των 
συμπλόκων μεταξύ των συνθετασών και των συγγενών μορίων tRNA υπάρχουν 
αλληλεπιδράσεις τόσο με τις βάσεις όσο και με το σκελετό σακχάρου-φωσφορικών. Οι 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ του σκελετού των μορίων tRNA με τις συνθετάσες είναι 
επικρατείς αλλά δεν είναι γνωστό πως επηρεάζουν την αναγνώριση από τις aaRS. 
Επιπλέον, οι αλληλεπιδράσεις αυτές εξαρτώνται άμεσα από τις αλλαγές στη 
διαμόρφωση των μορίων tRNA, οι οποίες σχετίζονται με την αλληλουχία τους. Τέλος, τα 
νουκλεοτίδια που καθορίζουν την ταυτότητα του tRNA δεν είναι πάντα συντηρημένα 
κατά τη διάρκεια της εξέλιξης. Αυτό εξαρτάται από τις αλλαγές των αμινοξέων των 
συνθετασών και την εξελικτική συμπροσαρμογή τους.  

Τα στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNA διακρίνονται σε θετικά 
(καθοριστικά, determinants) και αρνητικά (αντι-καθοριστικά, anti-
determinants), τα οποία αντίστοιχα επάγουν την εξειδικευμένη αμινοακυλίωση και 
αποτρέπουν την εστεροποίηση μη συγγενών αμινοξέων (Giege et al., 1998). Τα στοιχεία 
αυτά δεν καθορίζονται μόνο από τις στενές φυσικοχημικές ιδιότητες, αλλά κυρίως από 
λειτουργικά κριτήρια, δηλαδή από την ισορροπία μεταξύ της αναγνώρισης από μια 
συνθετάση και της μη αναγνώρισης από τις υπόλοιπες. 

Σε κάθε μόριο tRNA, τα θετικά στοιχεία είναι περιορισμένα στον αριθμό. 
Συμπεριλαμβάνουν μεμονωμένα νουκλεοτίδια σε μονόκλωνες περιοχές, ζεύγη βάσεων 
και μπορεί ακόμα να είναι και δομικά μοτίβα. Τα συντηρημένα (conserved) και ημι-
συντηρημένα (semi-conserved) νουκλεοτίδια που είναι υπεύθυνα για την 
αρχιτεκτονική των μορίων tRNA δε συμπεριλαμβάνονται στα στοιχεία ταυτότητας. Η 
δομή των μορίων tRNA μπορεί να θεωρηθεί σαν ένα ικρίωμα που επιτρέπει την 
κατάλληλη παρουσίαση σημάτων ταυτότητας στις συνθετάσες. Μετά την ενεργοποίηση 
του αμινοξέος από τη συνθετάση, το καταλυτικό κέντρο του ενζύμου ενεργοποιείται 
πλήρως από τη σωστή αλληλεπίδραση με το μόριο tRNA, οπότε και ακολουθεί η 
αμινοακυλίωσή του.  

 

 
 
Εικόνα 7: Η ταυτότητα των μορίων tRNA, που αποτελεί το “δακτυλικό αποτύπωμά” τους, 
καθορίζεται από νουκλεοτίδια σε συγκεκριμένα τμήματα του μορίου. Στις περισσότερες περιπτώσεις 
τα καθοριστικά στοιχεία εντοπίζονται στο βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και στη θηλιά του 
αντικωδικονίου.  
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Μεγάλος αριθμός μελετών έχει πραγματοποιηθεί στα πλαίσια της διευκρίνισης 
της ταυτότητας πολλών μορίων tRNA. Συγκεκριμένα, έχουν προσδιοριστεί τα στοιχεία 
αναγνώρισής τους και για τα 20 συστήματα αμινοακυλίωσης του Escherichia coli, 14 
του Saccharomyces cerevisiae, 4 του Τhermus thermophilus και κάποια από άλλους 
οργανισμούς, ακόμα και ανώτερους ευκαρυωτικούς, συμπεριλαμβανομένου του 
ανθρώπου (Πίνακες 1, 2) (Giege et al., 1998, Mallick et al., 2005). Στις περισσότερες 
των περιπτώσεων είναι συγκεκριμένα νουκλεοτίδια, όπως για παράδειγμα η βάση 
διαλογέας (discriminator base) ή τα πρώτα ζεύγη βάσεων του βραχίονα υποδοχής τους 
αμινοξέος. Τροποποιημένα νουκλεοτίδια έχουν επίσης αναφερθεί ως στοιχεία 
ταυτότητας για τα tRNA μόρια της ισολευκίνης (Muramatsu et al., 1988, Nureki et al., 
1994), του γλουταμινικού οξέος (Sylvers et al.,1993) και της λυσίνης του Escherichia 
coli και της ισολευκίνης του Saccharomyces cerevisiae (Perret et al., 1990). Αυτές οι 
τροποποιήσεις εντοπίζονται στη θηλιά του αντικωδικονίου. Εντούτοις, τα 
τροποποιημένα νουκλεοτίδια που προκύπτουν μετα-μεταγραφικά συνεισφέρουν 
κυρίως στη σωστή τριτοταγή διαμόρφωση των μορίων tRNA, αλλά δεν είναι κατά 
κανόνα κύριοι ρυθμιστές της εξειδίκευσης στη διαδικασία της αμινοακυλίωσης. 
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Πίνακας 1: Στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNA που αμινοακυλιώνονται από aaRS κλάσης I. (a) βραχίονας υποδοχής αμινοξέος, (b) θηλιά 
αντικωδικονίου, (c) υπόλοιπα τμήματα του μορίου tRNA. 
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Πίνακας 2: Στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNA που αμινοακυλιώνονται από aaRS κλάσης II. (a) βραχίονας υποδοχής αμινοξέος, (b) θηλιά 
αντικωδικονίου, (c) υπόλοιπα τμήματα του μορίου tRNA. 
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Σε όλα τα συστήματα που έχουν αναλυθεί, τα στοιχεία ταυτότητας εντοπίζονται 
κυρίως στα δύο απομακρυσμένα άκρα των μορίων tRNA, όπως αυτά παρουσιάζονται 
στην τριτοταγή δομή του. Το σημαντικότερο ρόλο παίζουν τα νουκλεοτίδια του 
αντικωδικονίου, η βάση διαλογέας Ν73 και κάποια ζεύγη βάσεων του βραχίονα 
υποδοχής του αμινοξέος. Το νουκλεοτίδιο στη θέση 37 της θηλιάς του αντικωδικονίου 
συμπεριλαμβάνεται στα στοιχεία ταυτότητας μόνο των μορίων tRNA που 
αμινοακυλιώνονται από συνθετάσες κλάσης Ι (Nureki  et al. 1994, Soma et al. 1996). 
Τα καθοριστικά στοιχεία αναγνώρισης στον πυρήνα των μορίων tRNA (nt 8-31 και 39-
65) εντοπίζονται ανάλογα με το σύστημα αμινοακυλίωσης και είναι διασκορπισμένα σε 
21 θέσεις. Κυρίως συμμετέχουν σε επτά περιπτώσεις συνθετασών κλάσης Ι (Ile, Leu, 
Cys, Glu, Gln, Arg, Met) (Nureki et al., 1994, Normanly et al., 1992, Hou et al., 1993)  
και σε έξι περιπτώσεις συνθετασών κλάσης ΙΙ (Ser, Pro, Phe, Gly, Asp, Ala) (Himeno et 
al., 1997, Himeno et al., 1990). Σε ελάχιστες περιπτώσεις στην αναγνώριση 
συμβάλλουν κάποιες ιδιαιτερότητας στην αλληλουχία των μορίων tRNA. 
Χαρακτηριστικά παραδείγματα, η μεγάλη μεταβλητή θηλιά του tRNASer (Asahara et 
al., 1994), το νουκλεοτίδιο N-1 του tRNAHis (Connolly et al., 2004) και το ασύνηθες 
ζεύγος βάσεων G15-G48 του tRNACys στο Escherichia coli (Hou et al. 1993).  

Η αναγνώριση, λοιπόν, και η ορθή αμινοακυλίωση των μορίων tRNA φαίνεται να 
είναι μια διαδικασία που χρήζει ιδιαίτερης μελέτης, καθώς γίνεται αντιληπτό ότι τα 
κύτταρα έχουν αναπτύξει σημαντικούς μηχανισμούς για τη διασφάλιση της πιστότητας 
της αμινοακυλίωσής τους.  

 
1.3 tRNA και αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες: Ο ρόλος τους στην 
πρωτεϊνοσύνθεση 

 
Η μετάφραση των αγγελιοφόρων RNA κατά την πρωτεϊνοσύνθεση περιλαμβάνει 

την αμινοακυλίωση των μορίων tRNA, τη μεταφορά τους στο ριβόσωμα, με τη βοήθεια 
του παράγοντα επιμήκυνσης EF-Tu, και τη δημιουργία πεπτιδικού δεσμού μεταξύ των 
αμινοξέων. Η ενσωμάτωση ενός αμινοξέος σε μια συγκεκριμένη θέση ενός 
νεοσυντιθέμενου πεπτιδίου καθορίζεται κυρίως από το σωστό συνδυασμό αμινοξέος – 
μορίου tRNA και την αλληλεπίδραση του αντικωδικονίου του αμινοακυλιωμένου tRNA 
με το κατάλληλο κωδικόνιο του mRNA. Επομένως, η πιστότητα της σύνθεσης των 
αμινοάκυλο-tRNA μορίων εξασφαλίζει την απρόσκοπτη ροή κατάλληλων 
υποστρωμάτων προς το ριβόσωμα, αλλά και από τη δομική ακεραιότητα του 
ριβοσώματος. Η διεργασία αυτή περιλαμβάνει την εστεροποίηση της καρβοξυλομάδας 
ενός και μόνο συγκεκριμένου αμινοξέος στην υδροξυλομάδα της αδενίνης στο 3΄-CCA 
άκρο του μορίου tRNA (Rould et al., 1989). Η αντίδραση καταλύεται από μια 
οικογένεια εξελικτικά συντηρημένων ενζύμων, τα οποία ονομάζονται αμινοάκυλο-tRNA 
συνθετάσες (Schimmel & Soll, 1979, Schimmel, 1987). Η πιστότητα της μετάφρασης 
εξαρτάται κυρίως από δύο βασικές ιδιότητες που εξασφαλίζουν τα ένζυμα αυτά: τη 
σωστή εστεροποίηση του συγγενούς αμινοξέος (cognate amino acid) στο συγγενές 
του μόριο tRNA (cognate tRNA) και την απομάκρυνση μη συγγενών αμινοξέων, τα 
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οποία δεσμεύονται σε μη συγγενή μόρια tRNA (Ibba & Soll, 2000). Υπάρχουν βέβαια 
και άλλα σημεία ελέγχου των αμινοακυλιωμένων tRNA καθώς αυτά μεταφέρονται στο 
ριβόσωμα σε σύμπλοκο με τον παράγοντα επιμήκυνσης Τu. Ο παραγόντας EF-Tu 
χρησιμοποιεί ως δότη ενέργειας την υδρόλυση GTP για τη μεταφορά των 
αμινοακυλιωμένων tRNA στο ριβόσωμα. Στα πλαίσια της επιδιόρθωσης, τα λανθασμένα 
μόρια tRNA αποδεσμεύονται πριν ή μετά την απελευθέρωση του EF-Tu. Ο παράγοντας 
EF-Tu συνεισφέρει στην πιστότητα της μετάφρασης με τρεις κυρίως τρόπους 
(Thompson et al., 1986, Ibba & Soll, 1999). Σε περίπτωση που το μόριο tRNA στη θέση 
Α του ριβοσώματος δεν είναι συμπληρωματικό με το κωδικόνιο του mRNA, ο EF-Tu 
καθυστερεί την υδρόλυση του GTP, με αποτέλεσμα το κακοφορτισμένο tRNA να 
απομακρύνεται από το ριβόσωμα. Επιπρόσθετα, υπάρχει ένας ακόμα έλεγχος μετά την 
απελευθέρωση του EF-Tu και πριν το μόριο tRNA εισέλθει πλήρως στη θέση Α. Έτσι, 
δίνεται η δυνατότητα τα λανθασμένα μόρια tRNA να απομακρυνθούν από τη θέση Α, 
πριν ενσωματώσουν το λανθασμένο αμινοξύ στην πρωτεΐνη. Έχει περιγραφεί και ένας 
τρίτος μηχανισμός, ο οποίος όμως δεν έχει χαρακτηριστεί πλήρως. Σύμφωνα με το 
μηχανισμό αυτό ο παράγοντας EF-Tu ελέγχει αδρά τη σύνδεση αμινοξέος - μορίου 
tRNA και αποβάλλει τα σύμπλοκα στα οποία το αμινοξύ δεν είναι δεσμευμένο με το 
συγγενές μόριο tRNA. Η πλήρης αξιολόγηση λοιπόν των αμινοακυλιωμένων tRNA 
ξεκινά από τις συνθετάσες και συνεχίζεται μέχρι και το τελευταίο τμήμα της 
πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής.  

Οι αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες διαχωρίζονται σε δύο κλάσεις, Ι και ΙΙ, 
ανάλογα με την τοπολογία των ενεργών τους κέντρων και τα δομικά τους μοτίβα (Eriani 
et al., 1990). Κάθε κλάση περιλαμβάνει δέκα ένζυμα στην πλειονότητα των 
οργανισμών, που έχουν μελετηθεί ως τώρα (Πίνακας 3).  

 
Πίνακας 3: Αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες κλάσης Ι και ΙΙ. Οι δύο κλάσεις των αμινοάκυλο-tRNA 
συνθετασών περιλαμβάνουν δέκα ένζυμα η κάθε μια στην πλειονότητα των οργανισμών. Το όνομα 
κάθε συνθετάσες αποτελείται από τα τρία πρώτα γράμματα του συγγενούς αμινοξέος και την 
κατάληξη RS. 
 

 
 

Οι aaRSs κλάσης Ι έχουν δύο ομόλογες περιοχές, που δεν απαντώνται σε άλλες 
πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν τις συντηρημένες αλληλουχίες His-Ile-Gly-His (HIGH) και 
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Lys-Met-Ser-Lys-Ser (KMSKS) (Εικόνα 8) (Burbaum & Schimmel, 1991). Τα δύο αυτά 
τμήματα αποτελούν μέρη μιας διαμόρφωσης που δεσμεύει δινουκλεοτίδια (Rossman 
διαμόρφωση), συμμετέχουν στη δέσμευση του ATP και εμπλέκονται στην κατάλυση 
(Sugiura et al., 2000). Οι συνθετάσες κλάσης ΙΙ είναι γενικά διμερή ή τετραμερή και 
χαρακτηρίζονται από τρία υδρόφοβα μοτίβα που δεν έχουν ιδιαίτερα συντηρημένες 
αλληλουχίες, γνωστά ως μοτίβα 1, 2 και 3 (Perona et al., 1993). Το μοτίβο 1 περιέχει 
ένα συντηρημένο κατάλοιπο προλίνης και εμπλέκεται στο διμερισμό. Οι συνθετάσες 
κλάσης ΙΙ δεν εμπεριέχουν τη διαμόρφωση Rossmann, αλλά το καταλυτικό τους 
κέντρο αποτελείται από μια δομή αντιπαράλληλων β-πτυχωτών φύλλων. Τα μοτίβα 2 
και 3 περιέχουν από μια συντηρημένη αργινίνη και σχηματίζουν το ενεργό κέντρο που 
εμπλέκεται στη σύνθεση του αμινοαδενυλικού ενδιάμεσου και στη δέσμευση του 3΄ 
άκρου του μορίου tRNA. Μια επιπλέον διαφορά μεταξύ των ενζύμων των δύο κλάσεων 
είναι ότι οι συνθετάσες κλάσης Ι μέσω του ενεργού τους κέντρου δεσμεύουν το 
βραχίονα αποδοχής του αμινοξέος του μορίου tRNA από την πλευρά της μικρής 
αύλακας, σε αντίθεση με τα ενεργά κέντρα των ενζύμων της κλάσης ΙΙ που 
προσεγγίζουν το βραχίονα αυτό στη μεγάλη αύλακα (Εικόνα 8). Αξίζει ακόμα να 
αναφερθεί ότι πολλές συνθετάσες της κλάσης Ι απαιτούν την αναγνώριση του 
αντικωδικονίου για να αμινοακυλιώσουν τα συγγενή μόρια tRNA, ενώ τα περισσότερα 
ένζυμα της κλάσης ΙΙ δεν αλληλεπιδρούν με το αντικωδικόνιο του μορίου tRNA που 
δεσμεύουν. Επιπλέον, οι συνθετάσες κλάσης Ι αμινοακυλιώνουν τα 3΄ άκρα των 
μορίων tRNA στη θέση 2΄-ΟΗ της τελικής αδενοσίνης, ενώ οι συνθετάσες κλάσης ΙΙ, 
εκτός από τη PheRS, επιτελούν την ίδια διεργασία στη θέση 3΄-ΟΗ (Cusack, 1997).  

 

tRNA aaRS + tRNA tRNA aaRS + tRNA

 
 
Εικόνα 8: Αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες κλάσης Ι και ΙΙ. Οι συνθετάσες των δύο κλάσεων 
διαφέρουν στην τοπολογία των ενεργών τους κέντρων, καθώς φέρουν διαφορετικά δομικά μοτίβα. 
Διαφέρουν επίσης και στον τρόπο προσέγγισης του μορίου tRNA.   
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1.3.1 Εξειδίκευση και επιδιορθωτική δράση των aaRSs 
 
Το σημαντικότερο χαρακτηριστικό των αμινοάκυλο-tRNA συνθετασών είναι η 

υψηλή τους εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα. Κάθε ένα από τα ένζυμα της 
οικογένειας αυτής ακυλιώνει ένα μόνο είδος συγγενών μορίων tRNA με το συγγενές του 
αμινοξύ. Η αντίδραση που καταλύουν λαμβάνει χώρα σε δύο στάδια. Στο πρώτο στάδιo 
ενεργοποιείται το αμινοξύ καθώς ένα μόριο ATP και το αμινοξύ δεσμεύονται στο ενεργό 
κέντρο της αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσης και δημιουργείται ένα σύμπλοκο 
αμινοακυλο-αδενυλικού, από ένα αμινοξύ και ένα μόριο AΜP, που είναι δεσμευμένο 
στο ένζυμο, ενώ μια ανόργανη πυροφωσφορική ομάδα αποχωρεί. Στο δεύτερο στάδιο 
ένα μόριο tRNA δεσμεύεται στο σύμπλοκο aaRS·aa-AMP και ακολουθεί εστεροποίηση 
του μορίου tRNA στο 3΄ άκρο με το κατάλοιπο του αμινοξέος και απελευθέρωση ενός 
μορίου AMP (Ibba & Soll, 2000). Συνολικά, κατά την αντίδραση αυτή το αμινοξύ 
συνδέεται με το 3΄ άκρο του tRNA, ενώ παράλληλα υδρολύεται ATP και 
απελευθερώνεται ενέργεια με τελικό αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός δεσμού υψηλής 
ενέργειας ανάμεσα στο μόριο tRNA και το αμινοξύ. Τα αμινοακυλιωμένα πλέον μόρια 
tRNA μεταφέρονται μέσω του παράγοντα επιμήκυνσης στο ριβόσωμα. Εκεί τα 
αντικωδικόνια των μορίων αυτών αλληλεπιδρούν με τα αντίστοιχα κωδικόνια του 
mRNA και το αμινοξύ, μετά την ενσωμάτωση του στην πολυπεπτιδική αλυσίδα, 
απελευθερώνεται από το μόριο του tRNA. 

Για να εξασφαλιστεί η ορθότητα της μετάφρασης, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει 
μια σειρά μηχανισμών “ελέγχου ποιότητας” (quality control) (Ibba & Soll, 1999). Στους 
μηχανισμούς αυτούς περιλαμβάνονται, η αποδοχή ή απόρριψη του αμινοάκυλο-tRNA 
από το ριβόσωμα, η εξειδικευμένη επιλογή υποστρωμάτων από τις aaRS και οι 
μηχανισμοί επιδιόρθωσης. Η υψηλή αυτή εξειδίκευση επιτυγχάνεται μέσω περίπλοκων 
αλληλεπιδράσεων τόσο με τα αμινοξέα όσο κυρίως με τα μόρια tRNA, ώστε να 
εξασφαλιστεί ότι μόνο τα συγγενή υποστρώματα έχουν επιλεγεί από ένα πλήθος δομικά 
παρόμοιων υποστρωμάτων. Αποτέλεσμα όλων αυτών είναι η υδρόλυση των εσφαλμένα 
ενεργοποιημένων αμινοξέων ή των λανθασμένα φορτισμένων μορίων tRNA.  

Η αναγνώριση του σωστού μορίου tRNA από την αντίστοιχη aaRS εξαρτάται από 
την ύπαρξη συγκεκριμένων στοιχείων ταυτότητας στα μόρια tRNA που δεν επιτρέπουν 
την αλληλεπίδραση με μη συγγενείς aaRSs (McClain, 1993). Οι περισσότερες 
συνθετάσες αλληλεπιδρούν μέσω δύο περιοχών με τα συγγενή μόρια tRNA. Η 
καταλυτική τους περιοχή δεσμεύει τη θηλιά TψC και το βραχίονα υποδοχής του 
αμινοξέος του μορίου tRNA, ενώ άλλες περιοχές των συνθετασών, λιγότερο 
συντηρημένες σε σχέση με το ενεργό κέντρο, αλληλεπιδρούν κατά περίπτωση με την 
περιοχή του αντικωδικονίου (Charles & Carter, 1993). Συνήθως, οι περιοχές αυτές 
είναι προεκτάσεις του Ν- ή C- τελικού άκρου των συνθετασών. Η αναγνώριση του 
αντικωδικονίου είναι δευτερεύουσας σημασίας για την εξειδικευμένη επιλογή του 
μορίου tRNA. Ωστόσο, υπάρχουν κάποιες περιπτώσεις που η αναγνώριση κυρίως του 
ενδιάμεσου νουκλεοτιδίου του αντικωδικονίου είναι κρίσιμη για τη δέσμευση του 
συγγενούς μορίου tRNA. Χαρακτηριστικό παράδειγμα η C- τελική προέκταση της 
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TyrRS του Μethanococcus jannaschii που παίζει σημαντικό ρόλο στην εξειδικευμένη 
αλληλεπίδραση του ενζύμου με το tRNATyr (Steer & Schimmel, 1999). Οι υπόλοιπες 
περιοχές του μορίου tRNA δεν αλληλεπιδρούν με το μόριο της συνθετάσης αν και έχει 
αναφερθεί ότι σε κάποιες περιπτώσεις, όπως για παράδειγμα αυτή της ArgRS του 
Thermus thermophilus, η συνθετάση αναγνωρίζει και κάποια στοιχεία του βρόγχου D 
στα πλαίσια της αλληλεπίδρασης με το μόριο tRNA (Hendricson, 2001). 

Η διαλογή των συγγενών αμινοξέων από τις συνθετάσες είναι μια διαδικασία 
περισσότερο πολύπλοκη, διότι τα μόρια αυτά είναι λιγότερο σύνθετα στη δομή τους σε 
σχέση με τα μόρια tRNA. Κάποια αμινοξέα, όπως η τρυπτοφάνη, φέρουν 
χαρακτηριστικές πλευρικές αλυσίδες και είναι εύκολη η αναγνώρισή τους. Παρόλα 
αυτά, υπάρχουν αμινοξέα που παρουσιάζουν μικρές διαφορές μεταξύ τους και δε 
μπορούν να διακριθούν σαφώς, ώστε να αποφευχθούν τυχόν λάθη κατά τη μετάφραση. 
Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα των αμινοξέων βαλίνη και ισολευκίνη, που 
διαφέρουν μόνο κατά μια μεθυλομάδα. Η χαμηλή συχνότητα ενσωμάτωσης 
λανθασμένων αμινοξέων οφείλεται στην υψηλή εξειδίκευση και στην επιδιορθωτική 
δράση των aaRSs. Για παράδειγμα, ενώ η IleRS δεσμεύει βαλίνη σε μια συχνότητα 
1:150 σε σύγκριση με την ισολευκίνη, η επιδιορθωτική δράση του εν λόγω ενζύμου 
εξασφαλίζει ότι ο ρυθμός με τον οποίο τα κωδικόνια της ισολευκίνης παρερμηνεύονται 
σε βαλίνη είναι περίπου 1:3000 (Loftfield & Vanderjagt, 1972). Αυτό επιτυγχάνεται 
μέσω δύο μηχανισμών επιδιόρθωσης. Η προ-μεταφοράς επιδιόρθωση (pre-transfer 
proofreading) λαμβάνει χώρα, όταν το μη συγγενές αμινοξύ βρίσκεται ακόμα στη 
μορφή του αμινοακυλο-αδενυλικού συμπλόκου. Αντίθετα, η μετα-μεταφοράς 
επιδιόρθωση (post-transfer proofreading) επιδρά στο ήδη αμινοακυλιωμένο μόριο 
tRNA (Εικόνα 9) (Ibba & Soll, 1999). 

 

 
 
Εικόνα 9: Επιδιορθωτικοί μηχανισμοί των aaRSs. Κάποιες συνθετάσες έχουν τη δυνατότητα να 
υδρολύσουν το ενεργοποιημένο μη συγγενές αμινοαξύ στο στάδιο του αμινοαδενυλικού ενδιάμεσου 
(προ-μεταφοράς επιδιόρθωση) ή μετά την εστεροποίησή του στο μόριο tRNA (μετα-μεταφοράς 
επιδιόρθωση).  

 
Τα μόρια tRNAIle επηρεάζουν έμμεσα και τους δυο επιδιορθωτικούς 

μηχανισμούς. Γενικά, η επιδιορθωτική δράση βασίζεται στην ύπαρξη δύο διακριτών 
καταλυτικών περιοχών της IleRS, που διαμορφώνουν ένα διπλό μηχανισμό διαλογής 
(“διπλό κόσκινο”, double sieve) κατά τη διαδικασία επιλογής των υποστρωμάτων 
(Εικόνα 10) (Nureki et al., 1998, Silvian et al., 1999). Στο ενεργό κέντρο της 
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αμινοακυλίωσης πραγματοποιείται αποκλεισμός των αμινοξέων που είναι μεγαλύτερα 
σε μέγεθος από την ισολευκίνη. Η βαλίνη όμως, λόγω μικρού μεγέθους, 
προσλαμβάνεται ως υπόστρωμα με αποτέλεσμα να συνθέτονται σύμπλοκα Val-AMP. 
Στη θέση επιδιόρθωσης (editing site) πραγματοποιείται η δεύτερη επιλογή, μέσω 
υδρόλυσης των αμινοακυλο-αδενυλικών αυτών συμπλόκων. 

 

 
 
Εικόνα 10: Η επιλογή των υποστρωμάτων από την IleRS με βάση ένα διπλό μηχανισμό διαλογής 
(“διπλό κόσκινο”, double sieve). Στην πρώτη διαλογή απομακρύνονται τα μεγαλύτερα σε μέγεθος 
αμινοξέα ενώ στη δεύτερη υδρολύονται τα αμινοαδενυλικά σύμπλοκα των μη συγγενών 
αμινοξέων.   

 
Πολύ πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η εξειδίκευση της αμινοάκυλο-tRNA 

συνθετάσης της θρεονίνης (ThrRS) βασίζεται στο διαχωρισμό των αμινοξέων μέσω ενός 
μηχανισμού, στον οποίο κρίσιμο ρόλο παίζει η ύπαρξη ιόντων ψευδαργύρου στο ενεργό 
κέντρο (Sankaranarayanan et al., 2000). Η ΤhrRS αναγνωρίζει και ενεργοποιεί 
εξειδικευμένα τη θρεονίνη, γιατί μέσω της αμινομάδας και της υδροξυλομάδας της 
πλευρικής της αλυσίδας συνδέεται ετεροπολικά με το ιόν του ψευδαργύρου του 
ενεργού κέντρου το ενζύμου. Αντίθετα, η βαλίνη, αν και ομοιάζει δομικά με τη 
θρεονίνη, στη θέση της υδροξυλομάδας φέρει μια μεθυλομάδα που δεν επιτρέπει την 
αλληλεπίδραση με το ιόν αυτό. Οπότε η βαλίνη απορρίπτεται άμεσα και δεν 
συντίθενται λανθασμένα φορτισμένα μόρια Val-tRNAThr.. Στο ίδιο ένζυμο υπάρχει και 
μετα-μεταφοράς επιδιόρθωση, διότι ενεργοποιεί κατάλοιπα σερίνης, των οποίων δεν 
είναι δυνατή η απόρριψη πριν την εστεροποίησή τους στο tRNAThr. Το μόριο του tRNA 
καθοδηγεί ουσιαστικά την επιδιόρθωση του σφάλματος αυτού. Η δομική ανάλυση του 
συμπλόκου της ThrRS και των υποστρωμάτων της έδειξε ότι το αμινοακυλιωμένο-CCA 
άκρο μετακινείται από το καταλυτικό κέντρο στην περιοχή επιδιόρθωσης, που απέχει 
περί τα 20Ǻ. Έτσι, χωρίς να αποδεσμεύεται το μόριο tRNA από τη συνθετάση, 
υδρολύεται η λανθασμένα ενεργοποιημένη σερίνη. 
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Η επιδιόρθωση μπορεί να λάβει χώρα και μετά τη δέσμευση με το μόριο tRNA. 
Η επιδιορθωτική δράση της IleRS εξαρτάται από συγκεκριμένες αλληλουχίες των 
tRNAIle, ενισχύοντας έτσι την ακρίβεια της σύνθεσης Ile-tRNAIle (Dock-Bregeon et al., 
2000). Τα μόρια tRNAIle ειδικά επάγουν τη μετατόπιση της εσφαλμένα 
ενεργοποιημένης βαλίνης, μέσω μακρομοριακών συγκρούσεων, από το καταλυτικό 
κέντρο στη θέση τροποποίησης και έτσι εξηγείται η χρησιμότητα των μορίων αυτών και 
για τις δύο αντιδράσεις επιλογής (Εικόνα 11).  

 

 
 

Εικόνα 11: tRNA-εξαρτώμενη επιδιορθωτική δράση των συνθετασών. Το μόριο tRNA είναι 
υπεύθυνο για τη μετατόπιση του κακοφορτισμένου 3΄ άκρου του από το ενεργό στο επιδιορθωτικό 
κέντρο για την απομάκρυνση του εστεροποιημένου μη συγγενούς αμινοξέος.  

 
Εκτός από τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης που περιγράφηκαν παραπάνω έχει 

περιγραφεί και μη εξαρτώμενη από tRNA υδρόλυση των μη συγγενών αμινοαδενυλικών 
συμπλόκων που είναι δεσμευμένα με το ένζυμο. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί 
η MetRS, η επιδιορθωτική δράση της οποίας κατευθύνεται πρωταρχικά προς την 
ομοκυστεΐνη (homocysteine), ένα ενδιάμεσο προϊόν του μεταβολισμού της μεθειονίνης. 
Ο μηχανισμός της απόρριψης περιλαμβάνει την κυκλοποίηση της ομοκυστεΐνης προς 
παραγωγή θειολακτόνης (Jakubowvski, 1995). Εκτός από τη MetRS, παρόμοια δράση 
έχει περιγραφεί και για τις IleRs, LeuRS και LysRS και υποδεικνύει ότι περιοχές 
δέσμευσης θειόλης υπάρχουν σε κάποιες aaRSs και των δύο κλάσεων. Εκτός από το 
ρόλο τους στην τροποποίηση της ομοκυστεΐνης, τα ένζυμα αυτά καταλύουν τη θειόλο-
εξαρτώμενη απακυλίωση του μορίου tRNΑ με συνακόλουθη σύνθεση διπεπτιδίων που 
φέρουν κυστεΐνη, αν και ο φυσιολογικός ρόλος της διεργασίας αυτής δεν έχει 
προσδιοριστεί. Παρόλα τα μέχρι στιγμής βιβλιογραφικά δεδομένα, η επιδιορθωτική 
ικανότητα των aaRSs δεν είναι πλήρως προσδιορισμένη για όλα τα μέλη των ενζύμων 
αυτής της οικογένειας. Επιπρόσθετα, φαίνεται από συγκριτικές εξελικτικές μελέτες ότι 
η ιδιότητα αυτή απουσιάζει από νεώτερα μέλη της οικογένειας, τα οποία εισήλθαν στο 
ρεπερτόριο της πρωτεϊνοσύνθεσης εξελικτικά αργότερα από κάποια άλλα. Η CysRS του 
Escherichia coli που θεωρείται η εξελικτικά νεώτερη συνθετάση έχει δειχθεί ότι δεν 
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περιέχει κανένα επιδιορθωτικό κέντρο παρόμοιο με αυτά που έχουν προσδιοριστεί για 
άλλες aaRSs (Newberry et al., 2002).  

 
1.4 Ρόλος των μορίων tRNA σε κυτταρικές διεργασίες πέραν της 
πρωτεϊνοσύνθεσης 
 

Ο ρόλος των μορίων tRNA στο κύτταρο δεν είναι μονοδιάστατος. Πέραν της 
συμμετοχής τους στην ενσωμάτωση αμινοξέων στα πεπτίδια, εμπλέκονται ακόμα και σε 
διεργασίες που προηγούνται της πρωτεϊνοσύνθεσης. Σε πολλές περιπτώσεις η σύνθεση 
συγκεκριμένων aa-tRNA μορίων εξαρτάται από τα μόρια tRNA καθώς επηρεάζουν τη 
δράση συγκεκριμένων ενζύμων τροποποίησης αμινοξέων για τη σύνθεση άλλων. 
Παράλληλα, αποτελούν και ρυθμιστές της σύνθεσης συγκεκριμένων αμινοξέων μέσω 
ασύνηθων συστημάτων αμινοακυλίωσης, σε περιπτώσεις που απουσιάζουν τα 
κατάλληλα βιοσυνθετικά ένζυμα. Για παράδειγμα, η βιοσύνθεση της ασπαραγίνης 
πραγματοποιείται μέσω ενός tRNA-εξαρτώμενου μηχανισμού στους οργανισμούς που 
απουσιάζει η συγγενής συνθετάση και το αντίστοιχο βιοσυνθετικό ένζυμο (Min et al., 
2002). Τις τελευταίες δεκαετίες, οι μελέτες υποδεικνύουν το tRNA ως μόριο κλειδί και 
άλλων κυτταρικών διεργασιών, εξίσου σημαντικών για τη βιωσιμότητα των κυττάρων 
(Εικόνα 12).  

 

 
 
Εικόνα 12: Συμμετοχή των αμινοακυλιωμένων μορίων tRNA σε ποικίλες κυτταρικές διεργασίες. 
Πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης, τα aa-tRNA μόρια συμμετέχουν σε σημαντικά μονοπάτια 
βιοσύνθεσης ή τροποποίησης κυτταρικών συστατικών.  
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Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων των μορίων tRNA 
έχει βρεθεί ότι σχετίζονται με την εμφάνιση καρκίνων. Για παράδειγμα, η αυξημένη 
σύνθεση του tRNAiMet μπορεί να συσχετισθεί με την ογκογόνο ικανότητα κυτταρικών 
σειρών σε καλλιέργεια (Marshall et al., 2008). Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς, τα 
μόρια tRNA εμπλέκονται σε ποικιλία διεργασιών. Ένα πρόσφατα προσδιορισμένο 
ισοδεκτικό tRNAGlu (αναφέρεται ως tRNA3Glu) του Acidithiobacillus ferrooxidants 
αποσυνδέει την πρωτεϊνοσύνθεση από τη σύνθεση της τετραπυρόλης (Levicán et al., 
2005). Επίσης, τα αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA χρησιμοποιούνται ως υποστρώματα 
για τη μεταφορά μεμονωμένων αμινοξέων στο αμινοτελικό άκρο πρωτεϊνών (Leibowitz 
& Soffer, 1970, Watanabe et al., 2007). Η προσθήκη αυτή αποτελεί σήμα για την 
αποικοδόμηση των “σημασμένων” πλέον πρωτεϊνών (Varshavsky, 1996).   

Τα aa-tRNA μόρια μπορεί να αποτελέσουν τη βάση και για τη σύνθεση άλλων 
μορίων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα, η μετατροπή του εστεροποιημένου 
γλουταμινικού οξέος στο μόριο tRNAGlu σε γλουταμινική 1-ημιαδελδεΰδη, ένα 
πρόδρομο μόριο της βιοσύνθεσης πορφυρίνης (Jahn et al., 1992). Αξίζει να σημειωθεί 
ότι τα μόρια tRNA εμπλέκονται και στο μετα-μεταγραφικό έλεγχο, καθώς στο κατά 
Gram θετικό βακτήριο Bacillus subtilis, η μετάφραση του mRNA της αμινοάκυλο-
tRNA συνθετάσης της γλυκίνης (GlyRS) ρυθμίζεται μέσω της δέσμευσης μη 
φορτισμένων μορίων tRNAGly σε συγκεκριμένες ρυθμιστικές αλληλουχίες της 5΄ 
αμετάφραστης περιοχής του mRNA γνωστές ως ριβοδιακόπτες (T-boxes, 
riboswitches, Εικόνα 13) (Yousef et al., 2005).  

 

 
 
Εικόνα 13: Ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου glyQS που κωδικοποιεί την GlyRS του B. subtilis 
μέσω ριβοδιακόπτη (riboswitch). Τα μόρια tRNA ρυθμίζουν την έκφραση του γονιδίου μέσω 
αλληλεπίδρασης με την περιοχή T-box του mRNA.  

 
Πέραν όμως των διαδικασιών που περιγράφηκαν παραπάνω τα 

αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο σε δύο μηχανισμούς 
που σχετίζονται με τις ιδιότητες της βακτηριακής κυτταρικής μεμβράνης και του 
κυτταρικού τοιχώματος (RajBhandary & Söll, 2008). Στο Clostridium perfringens έχει 
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μελετηθεί η συμμετοχή aa-tRNA μορίων και ειδικότερα του Lys-tRNALys στην 
αμινοακυλίωση των φωσφολιπιδίων (Roy & Ibba, 2008). Η διαδικασία αυτή σχετίζεται 
με τη μείωση της διαπερατότητας των μεμβρανών σε παράγοντες, όπως είναι 
βακτηριολυτικά ένζυμα και αντιμικροβιακά πεπτίδια, που έχουν κατιονικό 
χαρακτήρα. Επιπρόσθετα, τα aa-tRNA μόρια εμπλέκονται και στη σύνθεση του 
κυτταρικού τοιχώματος κατά Gram θετικών βακτηρίων. Στην περίπτωση αυτή τα μόρια 
tRNA δρουν ως δότες αμινοξέων για τη σύνθεση πεπτιδίων απαραίτητων για την 
ακεραιότητα του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος. Συγκεκριμένα, το tRNAAla 
συμμετέχει στη σύνθεση της πεπτιδογλυκάνης του Weissella viridescens (Plapp & 
Strominger, 1970) και του Streptococcus pneumoniae (Lloyd et al., 2008). Αντίστοιχα, 
τα tRNAGly και tRNASer εμπλέκονται στη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος των 
Staphylococcus aureus (Matsuhashi et al., 1965) και Staphylococcus epidermidis 
(Petit et al., 1968). Τα συγκεκριμένα παραδείγματα εναλλακτικών ρόλων των 
αμινοακυλιωμένων μορίων tRNA υποδεικνύουν την σημαντικότητα τους σε ασυνήθεις 
μεταβολικές οδούς, πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης.  

Ο πολυδιάστατος ρόλος των μορίων tRNA στις κυτταρικές λειτουργίες 
υποδεικνύει το λόγο για τον οποίο παραμένουν ιδιαίτερα συντηρημένα κατά τη 
διάρκεια της εξέλιξης. Χαρακτηριστική συνέπεια τυχαίων μεταλλάξεων των μορίων 
tRNA αποτελούν οι ασθένειες που οφείλονται σε μεταλλάξεις των μιτοχονδριακών 
ομολόγων τους στον άνθρωπο (Zifa et al., 2007). Τα μόρια tRNA που κωδικοποιούνται 
από το μιτοχονδριακό γονιδίωμα έχουν αναλυθεί σε μεγάλο βαθμό. Οι σημειακές 
μεταλλάξεις που φέρουν διακρίνονται σε πολυμορφισμούς και παθογόνες μεταλλάξεις, 
οι οποίες σχετίζονται με την εμφάνιση νευρομυϊκών και νευροεκφυλιστικών παθήσεων. 
Λόγω του αυξημένου βαθμού συντήρησης της αλληλουχίας τους, τα μιτοχονδριακά 
γονίδια των μορίων tRNA χρησιμεύουν και σαν βοηθητικοί δείκτες φυλογενετικών 
αναλύσεων σε ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Stamatis et al., 2008). Τα αποτελέσματα 
που προκύπτουν από τις αναλύσεις αυτές είναι συγκρίσιμα με εκείνα των μελετών που 
βασίζονται στο κυτόχρωμα C και τη θηλιά D του μιτοχονδριακού γενώματος.     

 
1.5 Ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης: Ο ρόλος των μορίων tRNA 
 
1.5.1 tRNA εξαρτώμενα συστήματα αλληλομετατροπής αμινοξέων  

 
Σύμφωνα με την υπόθεση του Crick, κάθε κύτταρο και οργανίδιο θα έπρεπε να 

διαθέτει 20 αμινοξέα και 20 αντίστοιχες αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες, κάθε μια από 
τις οποίες είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση καθενός από τα 20 διαφορετικά aa-tRNA 
μόρια που είναι απαραίτητα για τη μετάφραση των mRNA (Crick, 1958). Ωστόσο, οι 
πληροφορίες που προκύπτουν από τις γονιδιωματικές αναλύσεις των τελευταίων 
δεκαετιών υποδεικνύουν ότι η υπόθεση αυτή δεν αποτελεί δόγμα. Σε πολλούς 
οργανισμούς δεν εντοπίζονται και τα 20 γονίδια που κωδικοποιούν τις aaRSs. Το 
γεγονός αυτό υποδεικνύει την ύπαρξη εναλλακτικών οδών σύνθεσης των αντίστοιχων 
aa-tRNA μορίων, στους οργανισμούς που οι συγγενείς τους συνθετάσες απουσιάζουν. Η 
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αμφισβήτηση της καθολικότητας της υπόθεσης του προσαρμοστή βασίστηκε στη 
δημοσίευση του πλήρους γονιδιώματος μεθανιογόνων αρχαίων, του Methanococcus 
jannaschii και του Methanobacterium thermoautotrophicum (Bult et al., 1996, Smith 
et al., 1997). Εν συνεχεία, λειτουργικές και γονιδιωματικές αναλύσεις στα εν λόγω 
αρχαία αλλά και σε άλλους οργανισμούς οδήγησαν στην αναγνώριση γονιδίων τα οποία 
κωδικοποιούν μόνο 16 aaRSs. Ειδικότερα, στους οργανισμούς αυτούς η tRNA 
συνθετάση της λυσίνης (LysRS) είναι κλάσης Ι και όχι ΙΙ (Ibba et al., 1997) και 
απουσιάζουν τα γονίδια που κωδικοποιούν τις αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες της 
κυστεΐνης (CysRS) (Ibba et al., 2000), της γλουταμίνης (GlnRS) και της ασπαραγίνης 
(AsnRS) (Εικόνα 14) (Bunjun et al., 2000, Tumbula et al., 2000). 

 

 
 
Εικόνα 14: Παραδείγματα βακτηρίων και αρχαίων που εμφανίζουν φυλογενετική ποικιλομορφία 
όσον αφορά τη σύνθεση των αμινοάκυλο-tRNA μορίων. Οι οργανισμοί μέσα στο μπλε κύκλο δεν 
κωδικοποιούν τη CysRS, αυτοί μέσα στον κόκκινο κύκλο κωδικοποιούν LysRS τάξης Ι. Αντίστοιχα, 
οι οργανισμοί μέσα στον πράσινο κύκλο στερούνται της GlnRS, και τέλος αυτοί μέσα στον κίτρινο 
κύκλο στερούνται της AsnRS. 
 

Οι περισσότεροι οργανισμοί φέρουν ένα λειτουργικό αντίγραφο του γονιδίου 
cysS και βιοσυνθέτουν Cys-tRNA άμεσα μέσω της CysRS. Ωστόσο, στα δύο αρχαία 
που δεν απαντάται το συγκεκριμένο ένζυμο, ακολουθείται μια εναλλακτική πορεία 
αμινοακυλίωσης των tRNACys. Δύο είναι τα πιθανά μονοπάτια που έχουν μελετηθεί σε 
διαφορετικές συνθήκες. Σε αερόβιες συνθήκες, η σύνθεση Cys-tRNACys 
πραγματοποιείται μέσω της αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσης της προλίνης (ProRS) που 
παρουσιάζει διπλή εξειδίκευση (Εικόνα 15) (Li et al., 1999, Stathopoulos et al., 
2000). Το μόριο tRNACys σε αυτή την περίπτωση κατευθύνει την ορθή αμινοακυλίωσή 
του, καθώς αποτρέπει τη δέσμευση ενεργοποιημένης προλίνης (Stathopoulos et al., 
2001). Σε αναερόβιες συνθήκες μια Ο-φωσφοσερυλ-tRNA συνθετάση (SepRS) καταλύει 
την εξειδικευμένη δέσμευση φωσφοσερίνης στο tRNACys (Sauerwald et al., 2005). 
Ακολούθως, μια Sep-tRNA:Cys-tRNA συνθάση (SepCysS) καταλύει τη μετατροπή του 
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Sep-tRNACys σε Cys-tRNACys, χρησιμοποιώντας φωσφορική πυριδοξάλη ως 
συμπαράγοντα (Εικόνα 16). Στο Methanococcus maripaludis η πορεία αυτή πέρα από 
την πρωτεϊνοσύνθεση είναι υπεύθυνη και για τη βιοσύνθεση του αμινοξέος κυστεΐνη.  

 
 
Εικόνα 15: Σύνθεση των Cys-tRNACys σε αερόβιες συνθήκες στα αρχαία που απουσιάζει η 
CysRS. Μια ProRS με διπλή δραστικότητα συνθέτει Pro-tRNAPro και Cys-tRNACys μέσω μια 
διαδικασίας που εξαρτάται από τα μόρια tRNA.  

 

 
 
Εικόνα 16: Σύνθεση Cys-tRNACys σε αναερόβιες συνθήκες στα αρχαία που απουσιάζει η CysRS. 
Στο μονοπάτι σύνθεσης συμμετέχουν δύο ένζυμα:  μια  Ο-φωσφοσερυλ-tRNA συνθετάση (SepRS) 
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που καταλύει τη δέσμευση φωσφοσερίνης στο tRNACys και μια Sep-tRNA:Cys-tRNA συνθάση 
(SepCysS) που καταλύει τη μετατροπή του Sep-tRNACys σε Cys-tRNACys.   

 
Η έλλειψη των συνθετασών της ασπαραγίνης (AsnRS) και της γλουταμίνης 

(GlnRS) παρακάμπτεται μέσω ενός μηχανισμού δύο διαφορετικών ενζυμικών 
αντιδράσεων, του οποίου η ύπαρξη είχε εικαστεί πριν από τέσσερις δεκαετίες (Wilcox & 
Nirenberg, 1968, White & Bayley, 1972). Στους οργανισμούς που απουσιάζουν οι 
AsnRS και GlnRS, η αμινοακυλίωση των αντίστοιχων tRNAAsn και tRNAGln λαμβάνει 
χώρα ως εξής: ασπαραγινικό και γλουταμινικό οξύ εστεροποιούνται αντίστοιχα στα 
tRNAAsn και tRNAGln. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από μη εξειδικευμένες AspRS και 
GluRS που παρουσιάζουν χαμηλή εξειδίκευση στο καταλυτικό τους κέντρο όσον 
αφορά την αναγνώριση του μορίου tRNA (nondiscriminating, ND) (Lapointe et al., 
1986, Tumbula et. al. 2000). Έχουν, δηλαδή, την ικανότητα να αναγνωρίζουν ως 
υποστρώματα τόσο το συγγενές (tRNAAsp, tRNAGlu) όσο και το μη συγγενές tRNA μόριο 
(tRNAAsn, tRNAGln).  

Αντί να χρησιμοποιούν μόνο μια μη εξειδικευμένη AspRS, κάποια βακτήρια, 
όπως ο Thermus thermophilus, χρησιμοποιούν δύο AspRSs (AspRS1 με υψηλή 
εξειδίκευση και AspRS2 με χαμηλή εξειδίκευση) για την αμινοακυλίωση όλων των 
ισοδεκτικών tRNAAsp και tRNAAsn (Becker & Kern, 1998). Στο Thermus thermophilus η 
AspRS1 είναι εξειδικευμένη και αμινοακυλιώνει μόνο τα δύο ισοδεκτικά μόρια 
tRNAAsp και όχι τα tRNAAsn. Η αμινοακυλίωση των tRNAAsn καταλύεται αποκλειστικά 
από την AspRS2. Η χαμηλή εξειδίκευση της AspRS2, η αναγνώριση δηλαδή τόσο των 
tRNAAsn όσο και των tRNAAsp, θεωρείται ότι οφείλεται στις διαφορές που παρουσιάζει 
στην περιοχή δέσμευσης του αντικωδικονίου σε σχέση με την AspRS1 (Charron et al., 
2003). Κάτι αντίστοιχο έχει παρατηρηθεί και σε οργανισμούς οι οποίοι εκφράζουν δύο 
GluRSs. Συνήθως στους οργανισμούς αυτούς, όπως ο Acidithiobacillus ferrooxidans, η 
δράση των δύο συνθετασών είναι συμπληρωματική, καθώς η μία συνθέτει Glu-tRNAGlu, 
ενώ η δεύτερη Gln-tRNAGln (Salazar et al., 2003). 

Μέσω της δράσης των μη εξειδικευμένων συνθετασών προκύπτουν 
κακοφορτισμένα μόρια tRNA (mischarged tRNAs), τα οποία όμως δε θα πρέπει να 
χρησιμοποιηθούν στην πρωτεΐνοσύνθεση, προκειμένου να αποφευχθεί η ενσωμάτωση 
ασπαραγινικού οξέος στη θέση της ασπαραγίνης και γλουταμινικού οξέος έναντι της 
γλουταμίνης. Ο παράγοντας επιμήκυνσης EF-Tu δεν αναγνωρίζει τα κακοφορτισμένα 
μόρια οπότε δε μεταφέρονται στο ριβόσωμα για να συμμετέχουν στη σύνθεση 
πρωτεϊνών (Stanzel et al., 1994, Becker & Kern, 1998).  Ακολούθως, τα Asp-tRNAAsn 
και Glu-tRNAGln που προκύπτουν δεσμεύονται σε ένα δεύτερο βήμα από εξειδικευμένα 
ένζυμα, τις tRNA-εξαρτώμενες αμιδοτρανσφεράσες (tRNA-dependent 
amidotransferase, AdTs), των οποίων η δραστικότητα εξαρτάται από την παρουσία 
κακοφορτισμένων μορίων tRNA, ATP και ιόντων αμμωνίας (Curnow et al., 1997, 
Curnow et al., 1998). Σε γενικές γραμμές η αντίδραση που καταλύουν είναι η 
μεταφορά μιας αμιδομάδας στην πλευρική ομάδα ασπαραγινικού ή γλουταμινικού 
οξέος που είναι εστεροποιημένο στο μόριο tRNA και ταυτόχρονη κατανάλωση ΑΤP 
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(Εικόνα 17). Οι tRNA-εξαρτώμενες αμιδοτρανσφεράσες (tRNA-dependent 
amidotransferases, AdTs) είναι ένζυμα, των οποίων η δραστικότητα εξαρτάται από τα 
tRNA μόρια και διακρίνονται σε δύο είδη, την ετεροτριμερή GatCAB (υπομονάδες 
GatA, GatB και GatC) (Tumbula et al., 2000, Curnow et al., 1998) και την 
ετεροδιμερή GatDE (υπομονάδες GatD και GatE) (Tumbula et al., 2000).  

 

 
 
Εικόνα 17: Άμεσο και έμμεσο μονοπάτι σύνθεσης των Asn-tRNAAsn. Στο άμεσο μονοπάτι 
συμμετέχει μια εξειδικευμένη AsnRS που εστεροποιεί Asn στο συγγενές μόριο tRNA. Στο έμμεσο 
μονοπάτι μια μη εξειδικευμένη AspRS (AspRSND ή AspRS2) εστεροποιεί Asp τόσο στο συγγενές 
tRNAAsp όσο και στο μη συγγενές tRNAAsn. Το κακοφορτισμένο Asp-tRNAAsn δε δεσμεύεται από τον 
EF-Tu αλλά αποτελεί υπόστρωμα για την tRNA-εξαρτώμενη αμιδοτρανσφεράση (ΑdT) που 
μετατρέπει το εστεροποιημένο Asp σε Asn χρησιμοποιώντας κάποιο δότη αμιδίου.    

 
Η GatCAB είναι ένα ετεροτριμερές ένζυμο που κωδικοποιείται από τα γονίδια 

gatC, gatA και gatB. Σε κάποια βακτήρια, όπως ο Bacillus subtilis, τα γονίδια αυτά 
είναι οργανωμένα σε οπερόνιο (Curnow et al., 1997), ενώ σε άλλα, όπως ο Deinococcus 
radiodurans, οι υπομονάδες κωδικοποιούνται από μεμονωμένα γονίδια (Curnow et al., 
1998). Η υπομονάδα GatA φαίνεται να καταλύει την υδρόλυση της γλουταμίνης, που 
πραγματοποιείται μέσω της δημιουργίας ενός ενδιάμεσου ακυλ-ενζύμου στη γ-
καρβοξυλομάδα της γλουταμίνης με τη Ser178 (σύμφωνα με την αρίθμηση του 
ενζύμου του Staphylococcus aureus) (Nakamura et al., 2006). Η υπομονάδα GatB 
περιέχει τα ενεργά κέντρα κινάσης και αμιδοτρανσφεράσης καθώς και τη θέση 
αναγνώρισης των μορίων tRNA (Oshikane et al., 2006). Ένα υδρόφιλο κανάλι μήκους 
30 Ǻ συνδέει τα ενεργά κέντρα των δύο υπομονάδων (Nakamura et al., 2006). Ο ρόλος 
της υπομονάδας GatC δεν έχει προσδιοριστεί επακριβώς λόγω αντικρουόμενων 
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παρατηρήσεων. Στην κρυσταλλική δομή της GatCAB του Staphylococcus aureus, η 
υπομονάδα GatC περιτυλίσσεται γύρω από τη διεπιφάνεια των GatA και GatB και ίσως 
να παίζει κάποιο ρόλο στη σταθεροποίηση του συμπλόκου (Nakamura et al., 2006) 
(Εικόνα 18). Στο Bacillus subtilis, η GatC πιθανότατα εμπλέκεται στη σωστή έκφραση 
της GatA (Curnow et al., 1997) και στο Helicobacter pylori φαίνεται ότι είναι 
απαραίτητη για τη βιωσιμότητα του κυττάρου (Chalker et al., 2001). Αντίθετα, στο 
Τhermus thermophilus η παρουσία της δεν είναι αναγκαία για την καταλυτική 
δραστικότητα της αμιδοτρανσφεράσης, ενώ παράλληλα έχει παρατηρηθεί ότι κατά τον 
καθαρισμό του ενζύμου δεν ανακτάται η υπομονάδα GatC, χωρίς αυτό να επηρεάζει τη 
δραστικότητά του in vitro (Becker & Kern, 1998). Η μόνη πιθανή εξήγηση των 
αποτελεσμάτων αυτών είναι η διαφορική λειτουργία της υπομονάδας τόσο in vivo όσο 
και in vitro. 

 

 
 
Εικόνα 18: Η κρυσταλλική δομή της GatCAB αμιδοτρανσφεράσης (Asp- / Glu- AdT) και ο ρόλος 
των υπομονάδων GatA, GatB και GatC.  

 
Ο μηχανισμός της τρανσαμίδωσης αναλύθηκε με βάση την κινητική της 

GatCAB του Streptococcus pyogenes (Horiuchi et al., 2001). Σύμφωνα με την εν λόγω 
μελέτη, η δράση γλουταμινάσης και ATPάσης της GatCAB συνδέονται άμεσα με τη 
δράση τρανσαμιδάσης. Απουσία κακοφορτισμένων μορίων tRNA, οι δραστικότητες 
γλουταμινάσης και ATPάσης εμφανίζονται ιδιαίτερα χαμηλές. Αντιθέτως, κατά την 
προσθήκη Glu-tRNAGln η δραστικότητα γλουταμινάσης αυξάνεται σημαντικά, ενώ η 
συγγένεια του ενζύμου για τη γλουταμίνη παραμένει σταθερή. Αντίστοιχα, αυξάνεται 
και το ποσοστό υδρόλυσης του ATP παρουσία γλουταμίνης και Glu-tRNAGln. Η 
πρόσδεση λοιπόν των κακοφορτισμένων μορίων tRNA στην αμιδοτρανσφεράση φαίνεται 
να προκαλεί αλλαγή στη διαμόρφωσή της, η οποία επιτρέπει στα κατάλοιπα των 
ενεργών κέντρων της γλουταμινάσης και της ATPάσης να συμμετέχουν στην κατάλυση. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μελετών για τη δράση των AdTs έχει προταθεί ότι η 
πρόσδεση του ATP και του κακοφορτισμένου μορίου tRNA είναι ικανή συνθήκη για 
την επαγωγή της δράσης γλουταμινάσης. Ωστόσο η υδρόλυση του ATP είναι το 
καθοριστικό βήμα για τη συνέχιση της αντίδρασης τρανσαμίδωσης.  

Η GatCAB αμιδοτρανσφεράση συναντάται τόσο στα βακτήρια, 
συμπεριλαμβανομένων όλων των παθογόνων με γνωστό γονιδίωμα, όσο και στα αρχαία. 
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Σύμφωνα με in vitro πειράματα παρουσιάζει διπλή εξειδίκευση, έχει δηλαδή τη 
δυνατότητα να αναγνωρίσει και να τροποποιήσει τόσο το Asp-tRNAAsn όσο και το Glu-
tRNAGln (Asp-/Glu-AdT) (Curnow et al., 1998, Becker et al., 2000b, Tumbula et al., 
2000, Cathopoulis et al., 2007a). Ωστόσο, το ένζυμο in vivo συμπεριφέρεται κάτω από 
προϋποθέσεις είτε ως αμιδοτρανσφεράση του γλουταμινικού είτε του ασπαραγινικού 
οξέος. H ακριβής εξειδίκευση της GatCAB in vivo εξαρτάται από την απουσία των 
συγγενών συνθετασών (Becker et al., 2000, Bailly et al., 2007). Στα βακτήρια, όπως 
είναι το Bacillus subtilis, από τα οποία απουσιάζει η GlnRS (Lapointe et al., 1986), η 
GatCAB παρουσιάζει δραστικότητα Glu-AdT (Curnow et al., 1997). Στα βακτήρια που 
δεν κωδικοποιούν AsnRS, όπως για παράδειγμα τα Neisseria meningitidis, Thermus 
thermophilus, Deinococcus radiodurans κ.ά., παρουσιάζει εξειδικευμένη δράση ως 
Asp-AdT (Curnow et al., 1998, Akochy et al., 2004). Σε δύο περιπτώσεις, έχει 
αναφερθεί ότι το ένζυμο παρουσιάζει διπλή εξειδίκευση in vivo στα βακτήρια 
Chlamydia trachomatis (Raczniak et al., 2001) και Helicobacter pylori (Sheppard et 
al., 2007), από τα οποία απουσιάζουν και οι δύο συγγενείς συνθετάσες, AsnRS και 
GlnRS.     

Η GatDE αμιδοτρανσφεράση είναι ένα ένζυμο που απαντάται μόνο στα αρχαία 
και είναι ετεροδιμερές (Tumbula et al., 2000). Οι δύο υπομονάδες του 
κωδικοποιούνται από τα γονίδια gatD και gatΕ. Κατ’ αντιστοιχία με τις υπομονάδες 
GatA και GatB της GatCAB, η υπομονάδα GatD φέρει το ενεργό κέντρο 
γλουταμινάσης, ενώ η GatE περιέχει τα ενεργά κέντρα κινάσης και τρανσαμιδάσης και 
είναι υπεύθυνη για την αναγνώριση των μορίων tRNA (Εικόνα 19) (Oshikane et al., 
2006). Η δράση γλουταμινάσης συνδέεται άμεσα με τη δέσμευση του Glu-tRNAGln και 
την ακεραιότητα του GatDE ετεροδιμερούς. Τέσσερα συντηρημένα αμινοξέα (Thr101, 
Thr177, Asp178, και Lys254) είναι σημαντικά για τη δραστικότητα γλουταμινάσης, με 
τη μια από τις δύο θρεονίνες να αποτελεί το νουκλεόφιλο του ενεργού κέντρου σε 
συνδυασμό με την καταλυτική τριάδα Thr-Lys-Asp (Feng et al., 2005, Schmitt et al., 
2005), η οποία συναντάται και στις L-ασπαραγινάσες (Swain et al., 1993, Palm et al., 
1996). Πολλά συντηρημένα κατάλοιπα της υπομονάδας GatE (π.χ. His15, Glu157, 
Glu184) επηρεάζουν τη δράση κινάσης και τρανσαμιδάσης, αλλά όχι αυτή της 
γλουταμινάσης (Oshikane et al., 2006). Αντίθετα, μερικές μεταλλάξεις που έχουν 
ανιχνευθεί, όπως η Arg221Ala, αναστέλλουν και τις τρεις ενζυμικές δραστικότητες 
(Oshikane et al., 2006).  
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Εικόνα 19: Η κρυσταλλική δομή της GatDE αμιδοτρανσφεράσης (Glu – AdT) και ο ρόλος των 
υπομονάδων GatD και GatE.  
 

Από τα παραπάνω έχει προταθεί ότι υπάρχει άμεση σύνδεση μεταξύ της δράσης 
γλουταμινάσης της υπομονάδας GatD και του ενεργού κέντρου της GatE. Τα ενεργά 
κέντρα των δύο υπομονάδων συνδέονται μέσω ενός καναλιού μήκους 40 Ǻ, στο οποίο 
επικρατούν υδρόφιλα αμινοξέα, και είναι υπεύθυνο για τη μεταφορά της αμμωνίας 
από την GatD στην GatE υπομονάδα (Oshikane et al., 2006, Nakamura et al., 2006). 
Τέλος, η GatE περιέχει μια επιπρόσθετη περιοχή που ομοιάζει με την AspRS, η οποία 
έχει προταθεί ότι αποτρέπει τη δημιουργία συμπλόκου μεταξύ AspRS, Asp-tRNAAsn, 
και GatDE, αποκλείοντας έτσι τη χρήση του Asp-tRNAAsn από την τρανσαμιδάση 
(Oshikane et al., 2006).  

Τα δύο γονίδια που κωδικοποιούν την τρανσαμιδάση GatDE είναι παρόντα σε 
όλα τα 13 αρχαία με γνωστή γονιδιωματική αλληλουχία, ενώ δεν εντοπίζονται σε 
κανένα από τα άλλα δύο βασίλεια οργανισμών. Σε αντίθεση με την GatCAB, η GatDE 
έχει την ικανότητα να συνθέτει μόνο Gln-tRNAGln. Η κατανομή των δύο αυτών AdTs 
στα αρχαία οδηγεί στο συμπέρασμα ότι ο ρόλος της GatCAB στα αρχαία είναι να 
συνθέτει αποκλειστικά Asn-tRNAAsn, εφόσον παρατηρήθηκε ότι το συγκεκριμένο 
ένζυμο εντοπίζεται μόνο στα 8 από τα αρχαία με γνωστή γονιδιωματική αλληλουχία 
(Aeropyrum pernix, Archaeoglobus fulgidus, Halobacterium salinarum, 
Methanobacterium thermoautotrophicum, Methanococcus jannaschii, Methanosarcina 
mazei και τα δύο είδη Sulfolobus), τα οποία δε διαθέτουν γονίδια asnS που 
κωδικοποιούν την AsnRS (Tumbula et al., 2000). Αντίθετα, τα Pyrobaculum 
aerophilum, Thermoplasma acidophilum, Pyrococcus abyssi, Pyrococcus horikoshii 
και Pyrococcus furiosus, που διαθέτουν το συγκεκριμένο γονίδιο, χρησιμοποιούν μια 
εξειδικευμένη AsnRS και στερούνται των γονιδίων gatCAB. Σε αυτά τα αρχαία, 
επομένως, η GatDE αποτελεί την μοναδική πηγή δράσης Glu-AdT. Παρ’ όλα αυτά, η 
παρουσία και των δύο αμιδοτρανσφερασών σε έναν μεγάλο αριθμό αρχαίων δημιουργεί 
το ερώτημα αν η GatDE σε ορισμένα από αυτά, είναι πλεονάζον στοιχείο (Stathopoulos 
et al., 2001).  

Τόσο η GatCAB, όσο και η GatDE αναγνωρίζουν το ίδιο tRNAGln υπόστρωμα, 
ενώ ο in vivo δότης του αμιδίου δεν είναι γνωστός. Η εξέταση όλων των ικανών 
υποστρωμάτων έδειξε ότι η GatDE δεν παρουσιάζει πλεονέκτημα ως προς την 
κατανάλωση του υποστρώματος έναντι της GatCAB των αρχαίων. Επιπλέον, η GatCAB 
έχει τη δυνατότητα χρήσης γλουταμίνης, ασπαραγίνης ή ιόντων αμμωνίου ως δότη του 
αμιδίου, ενώ η GatDE δε μπορεί να χρησιμοποιήσει ιόντα αμμωνίου. Για αυτό το λόγο 
έχει προταθεί ότι τα δύο αυτά ένζυμα να συμμετέχουν σε διαφορετικές μεταβολικές 
λειτουργίες. 

Ομοπαραθέσεις αλληλουχιών έδειξαν ότι η υπομονάδα GatA είναι ομόλογη με 
τις αμιδάσες (Curnow et al., 1997), ενώ το γονίδιο της υπομονάδας GatD είναι 
παράλογο (paralog) του γονιδίου asnA (Spring et al., 1986), ενός γονιδίου που 
κωδικοποιεί μια τύπου Ι L-ασπαραγινάση με άγνωστη λειτουργία, η οποία εντοπίζεται 
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σε πολλά βακτήρια και αρχαία. Τόσο οι αμιδάσες, όσο και οι ασπαραγινάσες ανήκουν 
στην υπεροικογένεια των αμιδοτρασφερασών γλουταμίνης, οι οποίες καταλύουν την 
υδρόλυση της γλουταμίνης και την ακόλουθη μεταφορά της αμμωνίας σε έναν μεγάλο 
αριθμό δεκτών (Zalkin & Smith, 1998). Οι δύο αμιδοτρανσφεράσες, λοιπόν, έχουν 
στρατολογήσει μία ξεχωριστή γλουταμινάση για την ενεργοποίηση της αμμωνίας που 
είναι απαραίτητη για την αντίδραση της τρανσαμίδωσης. Παρ’ όλα αυτά, 
κρυσταλλογραφικές μελέτες και μελέτες μεταλλαξιγένεσης έδειξαν ότι καμία από τις 
δύο υπομονάδες, GatA και GatD, δε φέρει τις αλληλουχίες που είναι χαρακτηριστικές 
των γλουταμινασών. Αντίθετα, δείχθηκε ότι τα κατάλοιπα σερίνης και ασπαραγινικού 
που εντοπίζονται στο εσωτερικό του χαρακτηριστικού μοτίβου (DTGGS) της αμιδάσης 
του Rhodococcus έχουν ιδιαίτερη σημασία για την εκδήλωση της καταλυτικής δράσης 
(Kobayashi et al., 1997). 

 Οι υπομονάδες GatB και GatE παρουσιάζουν περίπου 30% ομοιότητα στην 
αλληλουχία τους και διαθέτουν σε γενικές γραμμές τα ίδια χαρακτηριστικά (Tumbula 
et al., 2000). Οι λειτουργίες τους δεν είναι ακόμα πλήρως κατανοητές, αλλά είναι 
γεγονός ότι και οι δύο είναι απαραίτητες για την διεξαγωγή της αντίδρασης 
τρανσαμίδωσης, εφόσον παρατηρήθηκε ότι η GatCA στο Bacillus subtilis και η GatD 
στο Methanobacterium thermautotrophicum από μόνες τους, δεν είναι ικανές να 
μετατρέψουν Glu-tRNAGln σε Gln-tRNAGln (Curnow et al., 1997). Ωστόσο, 
πιθανολογείται η συμμετοχή των υπομονάδων αυτών στην αναγνώριση των μορίων 
tRNA. Η θεώρηση αυτή βασίζεται στην ύπαρξη μιας επιπλέον περιοχής στο 
καρβοξυτελικό άκρο των υπομονάδων GatB και GatE, η οποία παρουσιάζει ομολογία 
με την οικογένεια των πρωτεϊνών YqeY (Sheppard & Söll, 2008). Η ΥqeY 
καρβοξυτελική προέκταση της GlnRS του Deinococcus radiodurans είναι υπεύθυνη 
για τη δέσμευση των tRNA υποστρωμάτων (Deniziak et al., 2007). Αντίστοιχα, λοιπόν, 
οι περιοχές των AdTs που ομοιάζουν με YqeY φαίνεται να αλληλεπιδρούν με τη θηλιά 
D των μορίων tRNA.  

Ο μηχανισμός δράσης των AdTs, στο βαθμό που αυτός έχει αποσαφηνιστεί, 
φαίνεται να αποτελείται από τρία διακριτά στάδια (Εικόνα 20) (Cathopoulis et al., 
2007b). Αρχικά, η υπομονάδα με δράση κινάσης του εκάστοτε ενζύμου (GatB ή GatE) 
φωσφορυλιώνει το Glu ή Asp που είναι εστεροποιημένο στο μόριο tRNA, 
σχηματίζοντας ένα ενεργοποιημένο ενδιάμεσο, γ-φωσφορυλ-Glu-tRNAGln ή γ-
φωσφορυλ-Asp-tRNAAsn, αντίστοιχα. Ο σχηματισμός του γ-φωσφορυλ-Glu-tRNAGln 
υποστηρίζεται από βιοχημικά δεδομένα (Wilcox, 1969), σε αντίθεση με την πιθανή 
σύνθεση του γ-φωσφορυλ-Asp-tRNAAsn, πιθανώς λόγω της αστάθειας του ενδιάμεσου. 
Στο δεύτερο στάδιο, η υπομονάδα με δράση γλουταμινάσης (GatA ή GatD) 
απελευθερώνει αμμωνία από δότες αμιδίου όπως είναι η ασπαραγίνη και η γλουταμίνη 
(Feng et al., 2005, Harpel et al., 2002). Τα ιόντα αμμωνίας μεταφέρονται από το 
ενεργό κέντρο γλουταμινάσης στο ενεργό κέντρο τρανσαμιδάσης μέσω ενός υδρόφιλου 
καναλιού (Nakamura et al., 2006). Στο τρίτο στάδιο πραγματοποιείται η αντίδραση 
τρανσαμίδωσης από τις αντίστοιχες υπομονάδες των AdTs (GatB ή GatE) με τελικό 
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αποτέλεσμα τη σύνθεση των ορθώς αμινοακυλιωμένων Asn-tRNAAsn και Gln-tRNAGln 
από τα κακοφορτισμένα Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln.    

 

 
 
Εικόνα 20: Μηχανισμός δράσης των AdTs. Πρώτο στάδιο (i): φωσφορυλίωση του κατάλοιπου Asp 
/ Glu που είναι εστεροποιημένο στο μόριο tRNA από την υπομονάδα με δράση κινάσης (GatB / 
GatE). Δεύτερο στάδιο (ii): απελευθέρωση αμμωνίας από το δότη αμιδίου που καταλύεται από την 
υπομονάδα με δράση γλουταμινάσης (GatA / GatD). Τρίτο στάδιο (iii): Τρανσαμίδωση των 
κατάλοιπων Asp / Glu από την υπομονάδα με δράση τρανσαμιδάσης (GatB / GatE) και σύνθεση 
του τελικού προϊόντος Asn-tRNAAsn και Gln-tRNAGln.  

 
Η σύνθεση του Asn-tRNAAsn διαφέρει από αυτή του Gln-tRNAGln σε τρία κυρίως 

σημεία. Πρώτον, η AsnRS υπάρχει σε περισσότερους οργανισμούς σε σχέση με την 
GlnRS, οπότε αυτό το έμμεσο μονοπάτι είναι λιγότερο σύνηθες στα βακτήρια, αλλά 
παρόλα αυτά είναι επικρατές στα αρχαία. Δεύτερον, η μετατροπή ασπαραγινικού οξέος 
σε ασπαραγίνη καταλύεται μόνο από την διπλής εξειδίκευσης Asp/Glu-AdΤ (GatCAB), 
καθώς το Asp-tRNAAsn δεν αποτελεί υπόστρωμα για την Glu-AdΤ (GatDE). Τρίτον, 
κάποιοι οργανισμοί δε φέρουν τη συνθάση της ασπαραγίνης με αποτέλεσμα να 
χρησιμοποιούν το μονοπάτι αυτό ως το μόνο τρόπο βιοσύνθεσης της ασπαραγίνης, κάτι 
που δεν φαίνεται να ισχύει για τη γλουταμίνη (Ibba et al., 2000). 

Εκτός από τα συστήματα που περιγράφηκαν παραπάνω, έχουν ταυτοποιηθεί 
και άλλοι tRNA-εξαρτώμενοι μηχανισμοί. Η σύνθεση της φορμυλ-μεθειονίνης είναι ο 
πιο κοινός από τους μηχανισμούς αυτούς. Όλοι οι οργανισμοί χρησιμοποιούν ένα 
ειδικό μόριο tRNAMet για την έναρξη της πρωτεϊνοσύνθεσης. Τα βακτήρια και τα 
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οργανίδια των ευκαρυωτικών οργανισμών (μιτοχόνδρια και χλωροπλάστες) απαιτούν 
φορμυλ-μεθειονυλ-tRNAfMet σαν εναρκτήριο μόριο. Η αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση της 
μεθειονίνης (MetRS) εστεροποιεί μεθειονίνη στο tRNAfMet, η οποία φορμυλιώνεται από 
την μεθειονυλ-tRNA φορμυλτρανσφεράση (methionyl-tRNA formyltransferase, MTF) 
παρουσία ενός δότη φορμυλίου, του N10-φορμυλτετραϋδροφολικού (FTHF) (Εικόνα 
21) (Dickerman et al., 1967, Gite et al., 2000). Η αντίδραση φορμυλίωσης 
περιλαμβάνει μια ιδιαίτερα εξειδικευμένη διαδικασία αναγνώρισης του μορίου tRNA, 
καθώς φορμυλιώνεται μόνο το Met-tRNAfMet.  

 

 
 
Εικόνα 21: tRNA εξαρτώμενη σύνθεση των fMet-tRNAfMet. Η MetRS εστεροποιεί Met στο tRNAfMet. 
Ακολουθεί φορμυλίωση του αμινοξέος από την μεθειονυλ-tRNA φορμυλτρανσφεράση (MTF) 
παρουσία ενός δότη φορμυλίου, του FTHF. 

 
Το 1976 αναφέρθηκε για πρώτη φορά ότι μια υπομονάδα της αναγωγάσης της 

γλυκίνης του Copsychus stricklandii περιέχει ένα κατάλοιπο σεληνιοκυστεΐνης (Cone 
et al., 1976). Δέκα χρόνια αργότερα, αποδείχθηκε ότι η σεληνιοκυστεΐνη 
ενσωματώνεται σε κάποιες πρωτεΐνες άμεσα λόγω υπερανάγνωσης ενός κωδικονίου 
τερματισμού UGA που εμπεριέχεται στο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης. Τα παραπάνω 
στοιχεία οδήγησαν στο χαρακτηρισμό της σεληνιοκυστεΐνης ως το 21ο αμινοξύ. Σήμερα 
είναι γνωστό ότι η σεληνιοκυστεΐνη ενσωματώνεται στις πρωτεΐνες μέσω του 
σεληνιοκυστεϊνυλ-tRNASec (Sec-tRNASec) και ότι η χρήση της απαντάται σε όλα τα 
ζωικά βασίλεια. Σε όλους τους οργανισμούς, το πρώτο στάδιο του βιοσυνθετικού 
μονοπατιού της σεληνιοκυστεΐνης είναι η εστεροποίηση σερίνης στο tRNASec μέσω της 
SerRS (Bilokapic et al., 2004, Leinfelder et al., 1988). Στα βακτήρια η συνθάση της 
σεληνιοκυστεΐνης (SelA) μετατρέπει το Ser-tRNASec σε Sec-tRNASec, το οποίο 
ακολούθως ενσωματώνεται στις πρωτεΐνες με τη βοήθεια του εξειδικευμένου παράγοντα 
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επιμήκυνσης SelB (Bock et al., 2005). Στα αρχαία και στους ευκαρυωτικούς 
οργανισμούς, το Ser-tRNASec δεν μετατρέπεται άμεσα σε Sec-tRNASec. Αντιθέτως, πρώτα 
μετατρέπεται σε Sep-tRNASec από μια Ο-φωσφοσερυλ-tRNA κινάση (PSTK) (Carlson  et 
al., 2004) και έπειτα το Sep-tRNA μετατρέπεται σε Sec-tRNA μέσω της δράσης της 
συνθάσης Sep-tRNA:Sec-tRNA (SepSecS) (Yuan et al., 2006, Xu et al., 2007) 
παρουσία σεληνιοφωσφορικού  (Leinfelder et al., 1988) (Εικόνα 22). Τα δύο ένζυμα, 
SelA και SepSecS, χρησιμοποιούν ως συμπαράγοντα τη φωσφορική πυριδοξάλη. 

 

 
 
Εικόνα 22: tRNA-εξαρτώμενη σύνθεση Sec-tRNASec στα βακτήρια, τα αρχαία και τους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Τα δύο μονοπάτια ξεκινούν με υπόστρωμα το κακοφορτισμένο Ser-
tRNASec. Στα βακτήρια η μετατροπή σε Sec-tRNASec καταλύεται από ένα μόνο ένζυμο (SelA), ενώ 
στα αρχαία και τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς πραγματοποιούνται δύο αντιδράσεις από τα 
ένζυμα PSTK και SepSecS για τη σύνθεση του επιθυμητού προϊόντος.  
 

Στα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης συμπεριλαμβάνεται και η σύνθεση ή 
τροποποίηση του κυτταρικού τοιχώματος των βακτηρίων. Το κυτταρικό τοίχωμα των 
οργανισμών αυτών περιέχει κάποια πεπτίδια που παίζουν το ρόλο γεφυρών μεταξύ των 
μονομερών του κυτταρικού τοιχώματος και η σύνθεση τους είναι εξαρτώμενη από 
μόρια tRNA, χωρίς όμως τη συμμετοχή της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής.  

 
1.5.2 tRNA και σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος 
 
1.5.2.1 Κυτταρικό τοίχωμα κατά Gram θετικών και αρνητικών βακτηρίων  
 

Το κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων βρίσκεται εξωτερικά της πλασματικής 
μεμβράνης και παρέχει στο κύτταρο κυρίως δομική στήριξη και προστασία. Η σύσταση 
του κυτταρικού τοιχώματος διαφέρει μεταξύ των κατά Gram θετικών και αρνητικών 
βακτηρίων (Εικόνα 23). Τα κατά Gram θετικά βακτήρια φέρουν ένα πυκνό κυτταρικό 
τοίχωμα που εμπεριέχει πολλά στρώματα πεπτιδογλυκάνης και τειχοϊκό οξύ. Αντίθετα, 
τα κατά Gram αρνητικά βακτήρια φέρουν ένα σχετικά λεπτό κυτταρικό τοίχωμα που 
αποτελείται από ελάχιστα στρώματα πεπτιδογλυκάνης που περιβάλλονται από μια 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Εισαγωγή 

 
36 

δεύτερη λιπιδιακή μεμβράνη αποτελούμενη από λιποπολυσακχαρίτες και 
λιποπρωτεΐνες.  

Η ανθεκτικότητα του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος οφείλεται στα 
μακρομόρια της πεπτιδογλυκάνης. Η κύρια λειτουργία της είναι να διατηρεί την 
ακεραιότητα του κυττάρου καθώς ανθίσταται στην εσωτερική οσμωτική πίεση. Η 
πεπτιδογλυκάνη είναι επίσης υπεύθυνη για τη διατήρηση του κυτταρικού σχήματος 
και εμπλέκεται στην κυτταρική αύξηση και διαίρεση.  

Η πεπτιδογλυκάνη είναι ένα ετεροπολυμερές που αποτελείται από αλυσίδες 
γλυκάνης συνδεδεμένες μέσω μικρών πεπτιδίων (Osborn, 1969). Το τμήμα γλυκάνης 
της πεπτιδογλυκάνης είναι ιδιαίτερα ομοιόμορφο. Αποτελείται συνήθως από 
εναλλασσόμενα κατάλοιπα Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης (GlcNAc) και Ν-
ακετυλομουραμικού οξέος (ΜurNAc) συνδεδεμένα μεταξύ του με δεσμό β1,4 (Bumsted 
et al., 1968). Η γλυκάνη παρουσιάζει ελάχιστες διαφοροποιήσεις, όπως ακετυλίωση ή 
φωσφορυλίωση της υδροξυλομάδας στη θέση 6 του μουραμικού οξέος (Araki et al., 
1971, Ghuysen, 1968, Liu & Gotschlich, 1967) και κατά περίσταση απουσία ενός 
πεπτιδίου ή Ν-ακέτυλο συστατικού (Ghuysen, 1968, Araki et al., 1971b). Σε 
διαφορετικούς οργανισμούς, ο μέσος όρος του μήκους της αλυσίδας είναι από 10 έως 
65 μονάδες δισακχαριτών (Ghuysen, 1968, Hughes, 1970).  

 

 
 
Εικόνα 23: Κυτταρικό τοίχωμα κατά Gram θετικών και αρνητικών βακτηρίων. Η σύσταση του 
κυτταρικού τοιχώματος διαφέρει στον αριθμό των στρωμάτων πεπτιδογλυκάνης και στην ύπαρξη 
της εξωτερικής λιπιδιακής μεμβράνης στα κατά Gram αρνητικά βακτήρια. Σε κάθε περίπτωση, η 
πεπτιδογλυκάνη αποτελείται από εναλλασσόμενες μονάδες Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης και Ν-
ακέτυλομουραμικού οξέος που φέρει μια πλευρική πεπτιδική αλυσίδα. Το πεπτιδικό τμήμα της 
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πεπτιδογλυκάνης είναι υπεύθυνο για τη διασύνδεση μεταξύ των μονομερών απευθείας ή μέσω 
πεπτιδικών γεφυρών.  
 

To πεπτιδικό τμήμα της πεπτιδογλυκάνης εξυπηρετεί τη σύνδεση μεταξύ των 
μονομερών (Εικόνα 24) (Rogers et al., 1980). Η σύγκριση της διαφορετικής 
αλληλουχίας αμινοξέων των πεπτιδογλυκανών υπέδειξε τους ακόλουθους κανόνες, 
όσον αφορά τη χημική κατασκευή του πεπτιδικού τμήματος (Schleifer & Kandler, 
1972): 

(i) Ο αριθμός των αμινοξέων στις διάφορες πεπτιδογλυκάνες είναι μάλλον 
περιορισμένος. 3 έως 6 διαφορετικά αμινοξέα απαντώνται σε μια συγκεκριμένη 
πεπτιδογλυκάνη. Διακλαδισμένα (βαλίνη, λευκίνη κ.τ.λ.), αρωματικά (φαινυλαλανίνη, 
τυροσίνη, τρυπτοφάνη), αμινοξέα που περιέχουν θείο (κυστεΐνη, μεθειονίνη), ιστιδίνη, 
αργινίνη και προλίνη δεν έχουν ανιχνευθεί σε πεπτιδογλυκάνες. 

(ii) Οι πεπτιδικές αλυσίδες αποτελούνται από εναλλασσόμενα L- και D- 
αμινοξέα.  Το D-γλουταμινικό οξύ στη θέση 2 και η D-αλανίνη στις θέσεις 4 και 5 της 
πεπτιδικής υπομονάδας δεν αντικαθιστώνται συνήθως από άλλα αμινοξέα. Στις θέσεις 
1 και 3 μπορεί να βρεθούν διάφορα αμινοξέα σε διαφορετικές πεπτιδογλυκάνες. Στη 
θέση 1 συναντάμε συνήθως L-αλανίνη, L-σερίνη ή γλυκίνη. Η θέση 3 παρουσιάζει τη 
μεγαλύτερη ποικιλομορφία, καθώς 9 διαφορετικά αμινοξέα έχουν βρεθεί στη θέση 
αυτή. 

(iii) Τα περισσότερα από τα αμινοξέα της πεπτιδικής υπομονάδας μπορεί να 
χρησιμοποιηθούν και στη σύνθεση της γέφυρας διασύνδεσης. Τα περισσότερα 
μονοκαρβοξυλικά αμινοξέα των γεφυρών απαντώνται στην διαμόρφωση L. Εξαίρεση 
αποτελεί η D-σερίνη της ενδιάμεσης γέφυρας της πεπτιδογλυκάνης του 
Bifidobacterium bifidum. Τα δικαρβοξυλικά αμινοξέα και τα διαμινοξέα αντιθέτως 
συναντώνται και στις δύο διαμορφώσεις.  

(iv) Τα μονοκαρβοξυλικά L-αμινοξέα και η γλυκίνη ενεργοποιούνται από τις 
συγγενείς τους συνθετάσες και μεταφέρονται εστεροποιημένα από τα συγγενή τους 
μόρια tRNA για την ενσωμάτωση τους στην ενδιάμεση γέφυρα (Bumsted et al., 1968, 
Roberts et al., 1968a & b), κάτι που δεν είναι εφικτό για τα δικαρβοξυλικά αμινοξέα.  

(v) Οι μεταξύ των πεπτιδίων γέφυρες που εμπεριέχουν διαμινοξέα 
παρουσιάζουν μια ενδιαφέρουσα συσχέτιση μεταξύ του τρόπου σύνδεσης και της 
διαμόρφωσης των διαμινοξέων.  

(vi) Είναι πιθανό σε μια συγκεκριμένη πεπτιδογλυκάνη να απαντώνται 
διαφορετικά αμινοξέα. Βρέθηκε σε πολλούς οργανισμούς ότι η L-λυσίνη και η L-
ορνιθίνη βρίσκονται στην ίδια πεπτιδογλυκάνη στη θέση 3 του πεπτιδικού τμήματος. 
Στις ενδιάμεσες γέφυρες η γλυκίνη, η L-αλανίνη και η L-σερίνη μπορούν να 
αντικαθιστούν μερικώς η μια την άλλη. 

Η σύνδεση μεταξύ των μονομερών της πεπτιδογλυκάνης ευθύνεται για τη 
δομική ακεραιότητα του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος και μπορεί επίσης να 
επηρεάζει τη διαπερατότητά του. Επειδή τα κύτταρα μπορεί να αλλάξουν όγκο ακόμα 
και κατά 200% λόγω των ιοντικών συνθηκών, το κυτταρικό τοίχωμα πρέπει να είναι 
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ευέλικτο. Ένα μοντέλο του κυτταρικού τοιχώματος προτείνει ότι οι αλυσίδες γλυκάνης 
συνεισφέρουν στη δομική σταθερότητα, ενώ οι γέφυρες διασύνδεσης παρέχουν ευελιξία 
καθώς επεκτείνονται σε καταστάσεις στρες. Πολλοί αντιβακτηριακοί αναστολείς 
εμπλέκονται στην αναστολή των διαφόρων βημάτων κατά τη βιοσύνθεση της 
πεπτιδογλυκάνης, τη διασύνδεση και τη μεταφορά ουσιών μέσω του κυτταρικού 
τοιχώματος. Έχει προταθεί ότι ο σχεδιασμός και ο έλεγχος τέτοιων φαρμάκων μπορεί 
να ενισχυθεί από έναν ενδελεχή βιοχημικό χαρακτηρισμό της διασύνδεσης της 
πεπτιδογλυκάνης, της κινητικότητας και των πιθανών θέσεων αλληλεπίδρασης με τα 
φάρμακα. 

 

 
 
Εικόνα 24: Τα μονομερή της πεπτιδογλυκάνης συνδέονται άμεσα ή μέσω πεπτιδικών γεφυρών 
μεταξύ δύο γειτονικών πεπτιδικών αλυσίδων. Οι γέφυρες διασύνδεσης αποτελούνται από αμινοξέα 
τόσο L όσο και D διαμόρφωσης.  

 
1.5.2.2 Κυτταρικό τοίχωμα του Staphylococcus aureus 

 
Το Staphylococcus aureus είναι ένα από τα πρώτα βακτήρια στα οποία 

μελετήθηκε η βιοσύνθεση της πεπτιδογλυκάνης, η οποία πραγματοποιείται σε τρία 
διακριτά στάδια (van Heijenoort, 2001). Το πρώτο από αυτά, που λαμβάνει χώρα στο 
κυτταρόπλασμα, είναι ένας καταράκτης ενζυμικών αντιδράσεων με τελικό προϊόν το 
UDP-ΜurNAc-πενταπεπτίδιο. Στο δεύτερο στάδιο της βιοσύνθεσης της 
πεπτιδογλυκάνης, πραγματοποιείται αρχικά σύνδεση του προϊόντος του πρώτου 
σταδίου με ένα λιπιδικό φορέα (φωσφοβακτοπρενόλη, C55-P) με αποτέλεσμα το 
σχηματισμό του λιπιδίου Ι (C55-PP-ΜurNAc-πενταπεπτίδιο). Έπειτα, στο μουραμικό 
τμήμα μεταφέρεται UDP-N-ακετυλογλυκοζαμίνη προκειμένου να παραχθεί ο 
ενδιάμεσος δισακχαρίτης, γνωστός ως  λιπίδιο ΙΙ (C55-PP-ΜurNAc πενταπεπτίδιο-β1-
4-GlcNAc) (Εικόνα 25) (van Heijenoort & Gutmann, 2000). Όπως το λιπίδιο Ι έτσι και 
το λιπίδιο ΙΙ, στο στάδιο αυτό της βιοσύνθεσης, παραμένουν αγκυροβολημένα στην 
εσωτερική πλευρά της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Ακολουθεί η σύνθεση των 
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γεφυρών σύνδεσης των μονομερών της πεπτιδογλυκάνης, εάν απαιτούνται, ανάλογα με 
τον οργανισμό.  

Κατά τη διάρκεια του τελευταίου σταδίου στη βιοσύνθεση της πεπτιδογλυκάνης, 
το λιπίδιο ΙΙ, μετά το σχηματισμό της πεπτιδικής γέφυρας, μεταφέρεται διαμέσου της 
βακτηριακής κυτταρικής μεμβράνης στην εξωκυτταρική πλευρά, όπου και ακολουθεί 
πολυμερισμός σε ίνες γλυκάνης με τη δράση τρανσγλυκολασών. Μετά τον 
πολυμερισμό και το σχηματισμό του υδατανθρακικού σκελετού της πεπτιδογλυκάνης, 
ο λιπιδιακός φορέας μεταφέρεται και πάλι μέσω της μεμβράνης στην εσωκυτταρική 
πλευρά προκειμένου να ανακυκλωθεί. Τα πολυμερή γλυκάνης από την άλλη, 
διασυνδέονται με το σχηματισμό πεπτιδικών δεσμών μεταξύ του αμινοξέος στη θέση 3 
του πεπτιδικού τμήματος μιας μονάδας Ν-ακετυλομουραμικού με την D-Ala στη θέση 
4 ενός γειτονικού πεπτιδίου, ενώ παράλληλα η D-Ala στη θέση 5 απομακρύνεται. Η 
αντίδραση αυτή της διασύνδεσης της πεπτιδογλυκάνης  καταλύεται από 
τρανσπεπτιδάσες, τις PBPs (Penicillin Binding Proteins), οι οποίες αναγνωρίζουν 
ειδικά το διπεπτίδιο D-Ala-D-Ala (Chambers, 1999). 

 

 
 

Εικόνα 25: Καταρράκτης αντιδράσεων για τη σύνθεση των μονομερών της πεπτιδογλυκάνης του 
S. aureus. Αρχικό υπόστρωμα αποτελεί η 6-φωσφορική φρουκτόζη και τελικό προϊόν το λιπίδιο ΙΙ, 
το οποίο ακολούθως μεταφέρεται στην εξωτερική πλευρά της κυτταρικής μεμβράνης και συνδέεται 
με τα πολυμερή της πεπτιδογλυκάνης.  
 

Στο Staphylococcus aureus η σύνθεση των αλυσίδων πενταγλυκίνης 
πραγματοποιείται σε τρία διαδοχικά στάδια στην κυτταροπλασματική πλευρά της 
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μεμβράνης, με το λιπίδιο ΙΙ ως υπόστρωμα και το πρώτο κατάλοιπο γλυκίνης να 
προστίθεται στην ε-αμινομάδα της L-λυσίνης της πεπτιδικής ουράς (Strominger & 
Ghuysen, 1967, Hegde & Shrader, 2001, Rohrer & Berger-Bächi, 2003a). Ακολουθεί 
διαδοχική προσθήκη και των υπολοίπων τεσσάρων καταλοίπων γλυκίνης. Αξίζει να 
σημειωθεί ότι η επιμήκυνση της γέφυρας πενταγλυκίνης πραγματοποιείται με 
κατεύθυνση από το καρβοξυ- προς το αμινο-τελικό άκρο, σε αντίθεση με τη σύνθεση 
πεπτιδίων μέσω της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής (Kamiryo & Matsuhashi, 1972). 
Επίσης, μελέτες επί της σύνθεσης της γέφυρας πενταγλυκίνης έχουν δείξει ότι δεν 
αναστέλλεται από τα αντιβιοτικά που στοχεύουν στα ριβοσώματα (Matsuhashi et al., 
1967). Οπότε, ο μηχανισμός προσθήκης των καταλοίπων γλυκίνης θεωρείται ότι είναι 
ανεξάρτητος της ριβοσωμικής πρωτεϊνοσύνθεσης. 

Τα ένζυμα που ευθύνονται για τη σύνθεση των ενδιάμεσων γεφυρών της 
πεπτιδογλυκάνης είναι οι παράγοντες Fem (Factors Essential for Methicillin 
resistance), που ανήκουν σε μια σημαντική οικογένεια μη-ριβοσωμικών πεπτιδυλ-
τρανσφερασών (Berger-Bächi & Tschierske, 1998). Σχεδόν όλοι οι παράγοντες Fem 
εμπλέκονται στη σύνθεση της πεπτιδογλυκάνης. Η ακεραιότητα των διασυνδέσεων της 
πεπτιδογλυκάνης σχετίζεται άμεσα με την ανθεκτικότητα του οργανισμού στη 
μεθικιλλίνη και σε άλλες β-λακτάμες. Οι παράγοντες FemXAB, εμπλέκονται 
αποκλειστικά στη σύνθεση της γέφυρας πενταγλυκίνης. Ως δότη καταλοίπων γλυκίνης 
και οι τρεις παράγοντες χρησιμοποιούν αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA (Gly-tRNAGly) 
(Kamiryo & Matsuhashi, 1972).  

Ένα ασύνηθες μονοπάτι αμινοακυλίωσης Gly-tRNAGly εμπλέκεται στη σύνθεση 
του κυτταρικού τοιχώματος του Staphylococcus aureus. Οι πρώτες ενδείξεις για τη 
συμμετοχή του στη σύνθεση της γέφυρας πενταγλυκίνης βασίστηκαν στο γεγονός ότι η 
ενσωμάτωση γλυκίνης στην πεπτιδογλυκάνη παρεμποδίζεται από ριβονουκλεάσες 
(Matsuhashi et al., 1967). Επιπρόσθετα στοιχεία αντλήθηκαν από το μερικό 
χαρακτηρισμό του συγκεκριμένου συστήματος σε ένα συγγενή οργανισμό, το 
Staphylococcus epidermidis. Στο βακτήριο αυτό οι γέφυρες διασύνδεσης της 
πεπτιδογλυκάνης αποτελούνται από κατάλοιπα γλυκίνης και σερίνης (Petit et al., 
1968). Όσον αφορά την ενσωμάτωση της γλυκίνης, έχουν ταυτοποιηθεί τα μόρια 
tRNAGly που ευθύνονται για τη μεταφορά των αμινοξέων στο κυτταρικό τοίχωμα, χωρίς 
όμως να έχει διευκρινιστεί πλήρως ο μηχανισμός κατάλυσης της προσθήκης των 
καταλοίπων στη γέφυρα. 

Τα μόρια tRNA που φαίνεται να εμπλέκονται αποκλειστικά στη διεργασία αυτή, 
και όχι στην πρωτεϊνοσύνθεση, φέρουν κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που 
οδήγησαν στο χαρακτηρισμό τους ως μη πρωτεϊνογενετικά (Roberts, 1972 & 1974). 
Συγκεκριμένα, παρουσιάζουν ιδιαιτερότητες στις θηλιές DHU και στο βραχίονα και τη 
θηλιά TψC. Η απουσία των νουκλεοτιδίων GG από τη θηλιά DHU δεν ευνοεί την 
αλληλεπίδραση των μορίων tRNA με τον παράγοντα EF-Tu. Επιπρόσθετα, η 
αντικατάσταση της χαρακτηριστικής αλληλουχίας GUψC της θηλιάς TψC με την 
αλληλουχία GUGC αλλοιώνει τη θέση αναγνώρισης των μορίων από το ριβόσωμα 
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(Ofengand & Henes, 1969, Stewart et al., 1971), αποτρέποντας έτσι και μη 
εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους (Εικόνα 26).   

Στο Staphylococcus aureus τουλάχιστον 4 tRNAGly μόρια έχουν ταυτοποιηθεί. 
Τα μόρια αυτά αμινοακυλιώνονται από τη μοναδική αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση της 
γλυκίνης (GlyRS) που κωδικοποιείται στο γονιδίωμά του (Niyomporn et al., 1968). Τα 
μόρια tRNAGly που κωδικοποιούνται από το γονιδίωμα του Staphylococcus aureus 
παρουσιάζουν μεταξύ τους σημαντικές διαφορές στη δομή και την αλληλουχία, αν και 
φέρουν την πλειοψηφία των στοιχείων ταυτότητας, όπως αυτά έχουν προσδιοριστεί για 
το tRNA της γλυκίνης (Nameki et al., 1997).  

 

 
 

Εικόνα 26: Ασυνήθη μόρια tRNAGly του S. epidermidis που συμμετέχουν αποκλειστικά στη 
σύνθεση των γεφυρών διασύνδεσης της πεπτιδογλυκάνης του κυτταρικού τοιχώματος. Τα ανοικτά 
πλαίσια υποδεικνύουν τις ιδιαιτερότητες των συγκεκριμένων μορίων, οι οποίες σχετίζονται με 
μειωμένη δεσμευτική ικανότητα για τον παράγοντα EF-Tu και το ριβόσωμα.   

 
1.5.2.2.1 Αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση της γλυκίνης (GlyRS) 
 

Η αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση της γλυκίνης (GlyRS) είναι υπεύθυνη για τη 
σύνθεση Gly-tRNAGly μορίων. Το ένζυμο αυτό ανήκει στην κλάση ΙΙ των συνθετασών. Το 
ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της GlyRS είναι ότι απαντάται σε δύο μορφές. Η μια από 
αυτές, που έχει εντοπιστεί μέχρι τώρα μόνο σε βακτήρια, είναι η ετεροτετραμερής α2β2, 
που αποτελείται από δύο α και δύο β αλυσίδες (Mazauric et al., 1996). Η α 
υπομονάδα είναι ιδιαίτερα συντηρημένη στα βακτήρια σε σύγκριση με την υπομονάδα 
β αλλά και άλλες συνθετάσες. Συνήθως, οι δύο υπομονάδες είναι οργανωμένες σε 
οπερόνιο (Keng et al., 1982). Η δεύτερη μορφή είναι η ομοδιμερής α2, η οποία είναι 
χαρακτηριστική των ευκαρυωτικών οργανισμών και των αρχαίων αλλά απαντάται και 
σε κάποια βακτήρια (Mazauric et al., 1996). Οι τετραμερείς και οι ομοδιμερείς GlyRSs 
έχουν κοινό καταλυτικό πυρήνα (catalytic central domain, CCD), αλλά οι περιοχές 
δέσμευσης του αντικωδικονίου (anticodon binding domain, ABD) διαφέρουν τόσο στην 
αλληλουχία όσο και στη δομή (Shiba et al., 1994). Η σύνθεση μορίων Gly-tRNAGly 
θεωρείται από τα πιο σύνθετα συστήματα αμινοακυλίωσης διότι η δομή των GlyRS 
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αλλά και τα στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNAGly διαφέρουν μεταξύ των τριών 
βασιλείων (Mazauric et al., 1998).  

Η ανάλυση των συστημάτων αμινοακυλίωσης αλλά και συνδυασμοί των GlyRS 
και tRNAGly από διαφορετικούς οργανισμούς έχουν δείξει την ύπαρξη ενός 
συντηρημένου συστήματος αναγνώρισης των tRNAGly στους προκαρυωτικούς 
οργανισμούς, παρά την ύπαρξη δομικά διαφορετικών συνθετασών (Mazauric et al., 
1998). Ωστόσο, η GlyRS του Thermus thermophilus αναγνωρίζει και αμινοακυλιώνει τα 
ευκαρυωτικά μόρια tRNAGly, ενώ η συνθετάση του Escherichia coli αναγνωρίζει μόνο τα 
προκαρυωτικά υποστρώματα. Αντίστοιχα, η GlyRS είναι ιδιαίτερα εξειδικευμένη ως 
προς τα ευκαρυωτικά υποστρώματα, σε αντίθεση με τη χαμηλή εξειδίκευση της 
συνθετάσης του Saccharomyces cerevisiae (Εικόνα 27). 

 

 
 
Εικόνα 27: Σχηματική αναπαράσταση των λειτουργικών σχέσεων μεταξύ συστημάτων 
αμινοακυλίωσης προκαρυωτικών (E. coli και T. thermophilus) και ευκαρυωτικών οργανισμών (S. 
cerevisiae και θηλαστικών). Φαίνονται οι ομοδιμερείς και τετραμερείς μορφές των GlyRSs για 
κάθε οργανισμό. Με μαύρο κύκλο επισημαίνεται η βάση διαλογέας (discriminator base). Οι 
έντονες γραμμές αναπαριστούν υψηλό ποσοστό αμινοακυλίωσης, η έντονη διακεκομμένη γραμμή 
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αναπαριστά μειωμένο ποσοστό αμινοακυλίωσης, η αχνή διακεκομμένη γραμμή αναπαριστά 
χαμηλό ποσοστό αμινοακυλίωσης και η διαγραμμένη διακεκομμένη γραμμή αναπαριστά απουσία 
αμινοακυλίωσης. 
 

Πέραν της ιδιαιτερότητας της σύνθεσης Gly-tRNAGly στους διάφορους 
οργανισμούς, η GlyRS παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον λόγω της συσχέτισής της με 
ασθένειες του ανθρώπου. Μεταλλάξεις που έχουν εντοπιστεί στην GlyRS σχετίζονται με 
νευροπάθειες και μυοπάθειες, όπως είναι η ασθένεια Charcot-Marie-Tooth και η 
Μυϊκή Ατροφία τύπου V (Seburn et al., 2006, Dubourg et al., 2006).  

 
1.5.2.3 Παράγοντες Fem και αλληλεπίδρασή τους με μόρια tRNAGly 

 
Η δράση των μη ριβοσωμικών πεπτιδυλο-τρανσφερασών FemXAB είναι 

ιδιαίτερα εξειδικευμένη και κάθε μια από αυτές είναι υπεύθυνη για την ενσωμάτωση 
καταλοίπων γλυκίνης σε συγκεκριμένες θέσεις της πεπτιδικής γέφυρας. Πρόσφατα 
αποκαλύφθηκε πως ο FemX καταλύει την προσθήκη του πρώτου καταλοίπου γλυκίνης 
στην ε-αμινομάδα της L-λυσίνης (Rohrer et al., 1999). Ο FemA ενσωματώνει το δεύτερο 
και τρίτο κατάλοιπο γλυκίνης (Maidhof et al., 1991, Stranden et al., 1997), ενώ o  
FemB, που παρουσιάζει 40% ταυτότητα και 60% ομοιότητα όσον αφορά την αμινοξική 
αλληλουχία με τον FemA, προσθέτει τα κατάλοιπα γλυκίνης 4 και 5 (Henze et al., 
1993). Ο FemX χρησιμοποιεί αποκλειστικά ως αποδέκτη για την πρώτη γλυκίνη, το 
λιπίδιο ΙΙ (Hegde & Shrader, 2001). Τα υποστρώματα των FemA και FemB είναι το 
λιπίδιο ΙΙ-Gly1 και το λιπίδιο ΙΙ-Gly3 αντίστοιχα, ενώ κανένα από τα ένζυμα FemΧΑB 
δεν απαιτεί την παρουσία κάποιου ή και των δύο άλλων Fem για να δράσει (Schneider 
et al., 2004). Αν και τα υποστρώματα των τριών παραγόντων διαφέρουν ως προς τον 
αριθμό των καταλοίπων γλυκίνης που εμπεριέχουν, και οι τρεις παράγοντες 
αναγνωρίζουν το λιπίδιο ΙΙ μέσω του σακχάρου. Αυτό μπορεί να αποτελεί και εξήγηση 
της μειωμένης δραστικότητας του FemX παρουσία FemA, που έχει παρατηρηθεί in 
vitro.  

Δεδομένου ότι η πεπτιδυλο-τρανσφεράση FemA περιέχει μόνο μια θέση 
δέσμευσης tRNA, είχε προταθεί ότι μετά την προσθήκη της πρώτης γλυκίνης 
ακολουθεί ένας δεύτερος γύρος δέσμευσης Gly-tRNA και μεταφοράς της δεύτερης 
γλυκίνης. Ωστόσο, με το σύστημα του διπλού υβριδίου έχουν ανιχνευθεί 
αλληλεπιδράσεις FemA–FemA, FemB–FemB και FemA–FemB. Ο FemX δεν φάνηκε να 
αλληλεπιδρά με τους άλλους δύο παράγοντες (Rohrer & Berger-Bächi, 2003b). Αυτό 
υποδεικνύει ότι ο FemX δρα ως μονομερές ενώ οι FemA και FemB μπορεί να δρουν ως 
ομοδιμερή.  

Τα γονίδια των παραγόντων FemAB είναι οργανωμένα υπό τη μορφή οπερονίου 
στο χρωμόσωμα του Staphylococcus aureus. Στελέχη που φέρουν μεταλλάξεις στο 
οπερόνιο femAB είναι ψευδοπολυκυτταρικά με παχιά κυτταρικά τοιχώματα, 
σημαντική μείωση στη διασύνδεση της πεπτιδογλυκάνης, χαμηλά ποσοστά γλυκίνης 
στο τοίχωμα, υπερευαίσθητα στη μεθικιλλίνη και άλλα αντιβιοτικά και πολλές φορές η 
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βιωσιμότητά τους εξαρτάται από αντισταθμιστικές μεταλλάξεις (Ling & Berger-Bächi, 
1998, Stranden et al., 1997). Ωστόσο, κάποια μεταλλαγμένα στελέχη που στερούνται 
των παραγόντων FemA και FemB μπορούν κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες να 
επιβιώσουν. Αντιθέτως, σε περίπτωση αναστολής του γονιδίου fmhB, που κωδικοποιεί 
τον παράγοντα FemX, προκαλείται κυτταρικός θάνατος (De Lencastre & Tomasz, 
1994). Σε τέτοια στελέχη παρατηρείται υπερσυσσώρευση μονομερών μονάδων 
πεπτιδογλυκάνης που δεν περιέχουν καθόλου γλυκίνη, πλήρης απώλεια της 
ανθεκτικότητας στη μεθικιλλίνη και μηδαμινή διασύνδεση της πεπτιδογλυκάνης. 

Οι παράγοντες Fem είναι ένζυμα υψηλής σημασίας για τη σύνθεση του 
κυτταρικού τοιχώματος. Εξασφαλίζοντας την ακεραιότητα των γεφυρών διασύνδεσης 
της πεπτιδογλυκάνης, εμπλέκονται έμμεσα και στην ανθεκτικότητα των κυττάρων στα 
αντιβιοτικά που στοχεύουν το κυτταρικό τοίχωμα.    

 
1.6 Συμβατικά και ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης - Νέοι μοριακοί 
στόχοι για απενεργοποίηση 
 
1.6.1 Αναστολείς των αμινοάκυλο-tRNA συνθετασών 
 

Οι aaRSs αποτελούν μια οικογένεια ενζύμων ιδιαίτερα σημαντικών για όλα τα 
ζωικά βασίλεια. Είναι ένζυμα συντηρημένα εξελικτικά, αλλά έχουν ταυτοποιηθεί 
κάποιες διαφορές μεταξύ των προκαρυωτικών και των ευκαρυωτικών ενζύμων που 
μπορεί να βοηθήσουν στο σχεδιασμό εξειδικευμένων αναστολέων. Ήδη αναφέρεται στη 
βιβλιογραφία η ύπαρξη φυσικών προϊόντων που αναστέλλουν τη δράση των aaRSs. Το 
ψευδομονικό οξύ (μουπιροσίνη, pseudomonic acid, mupirocin) συντίθεται από τον 
Pseudomonas fluorescens (Fuller et al., 1971)  και αναστέλλει τη δράση της 
αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσης της ισολευκίνης (IleRS) των κατά Gram θετικών 
παθογόνων, συμπεριλαμβανομένων των Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis και Staphylococcus saprophyticus, και κάποιων κατά Gram αρνητικών, 
όπως των Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae και Neisseria meningitidis 
(Hughes & Mellows, 1980). Είναι ενεργό έναντι κλινικών στελεχών Staphylococcus 
aureus που είναι ανθεκτικά στην πενικιλίνη (penicillin), τη στρεπτομυκίνη 
(streptomycin), τη μεθικιλλίνη (methicillin) και άλλα αντιβιοτικά (Casewell & Hill, 
1985). Το ψευδομονικό οξύ έχει 8000 φορές μεγαλύτερη επιλεκτικότητα για την IleRS 
των παθογόνων έναντι αυτής των θηλαστικών (Hughes & Mellows, 1980). Ωστόσο, έχει 
βρεθεί ότι υδρολύεται ταχύτατα στους ιστούς και το αίμα προς παραγωγή του 
ανενεργού μονικού οξέος. Οπότε, το φάρμακο αυτό χορηγείται μόνο για εξωτερική 
χρήση, όπως π.χ. για θεραπεία μολύνσεων του δέρματος (Baines et al., 1984). Άλλα 
γνωστά φυσικά προϊόντα που στοχεύουν τις aaRS περιλαμβάνουν τη μπορελλιδίνη 
(borrelidin, ThrRS) (Nass et al., 1969, Paetz & Nass, 1973), τη φουρανομυκίνη 
(furanomycin, IleRS) (Tanaka et al., 1969), τη γρανατισίνη (granaticin, LeuRS) 
(Ogilvie et al., 1975), την ινδολμυκίνη (indolmycin, ΤrpRS) (Werner et al., 1976), την 
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οχρατοξίνη Α (ochratoxin A, PheRS) (Konrad & Roschenthaler, 1977) και τη cis-
πεντασίνη (cispentacin, ProRS) (Konishi et al., 1989).  

Η αποκάλυψη όλων αυτών των φυσικών αναστολέων των συνθετασών προκάλεσε 
το ερώτημα, αν εξειδικευμένοι ως προς το παθογόνο αναστολείς θα μπορούσαν να 
αναπτυχθούν έναντι των 20 aaRSs. Τα ένζυμα αυτά συγκεντρώνουν πολλά θετικά 
στοιχεία ως πιθανοί στόχοι φαρμάκων διότι είναι διαλυτά, σχετικά σταθερά, 
εκφράζονται εύκολα από ανασυνδυασμένα γονίδια, απομονώνονται και καθαρίζονται 
σε μεγάλες ποσότητες και μπορούν να χρησιμοποιηθούν απευθείας σε δοκιμές με 
διάφορες μεθόδους. Επιπλέον, έχουν αναλυθεί οι κρυσταλλικές δομές για 
περισσότερες από τις μισές συνθετάσες και είναι γνωστός ο μηχανισμός και η χημεία 
της αντίδρασης αμινοακυλίωσης (Moras, 1992, Cusack, 1993, Carter, 1993). 
Βασιζόμενος σε αυτές τις πληροφορίες, ο ορθολογικός σχεδιασμός αναστολέων είναι 
πραγματοποιήσιμος και μπορεί να επιτευχθεί με χημική σύνθεση απλούστερη από 
αυτή που απαιτείται για τις σύνθετες δομές πολλών φυσικών προϊόντων.  

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα φαρμάκου που ομοιάζει με ενδιάμεσο προϊόν 
της αμινοακυλίωσης και έχει αναπτυχθεί για τη στόχευση μιας συνθετάσης είναι η 
μικροσίνη C (microcin C). Αποτελεί ένα επταπεπτίδιο που συντίθεται μέσω του 
ριβοσώματος και περιέχει μια τροποποιημένη μονοφωσφορική αδενοσίνη ομοιοπολικά 
δεσμευμένη με το κατάλοιπο ασπαραγινικού οξέος του καρβοξυτελικού άκρου 
(Metlitskaya et al., 2006). Το πεπτίδιο αυτό αποικοδομείται στο εσωτερικό των 
κυττάρων και παράγεται έτσι ένα τροποποιημένο ασπαρτυλ-αδενυλικό, το οποίο 
αναστέλλει τη δράση της αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσης τους ασπαραγινικού οξέος 
(AspRS). Γενικά, τα αντιβακτηριακά φάρμακα που έχουν αναπτυχθεί και ομοιάζουν με 
αμινοαδενυλικό ενδιάμεσο παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς το είδος.  

Η ανάπτυξη νέων αντιβιοτικών φαρμάκων μπορεί να βασιστεί και σε δεδομένα 
που προκύπτουν από μυκητοκτόνα φάρμακα με γνωστό μηχανισμό αναστολής των 
aaRSs. Το μυκητοκτόνο ευρέως φάσματος 5-φλουορο-1,3-διϋδρο-1-υδροξυλ-2,1-
βενζοξαμπορόλη (AN2690), το οποίο αναπτύχθηκε για τη θεραπεία της 
ονυχομυκητίασης, είναι ένα φάρμακο που μπορεί να αποτελέσει πρότυπο. Η ουσία 
αυτή αναστέλλει την κυτταροπλασματική αμινοακυλο-tRNA συνθετάση της λευκίνης 
(LeuRS) των μυκήτων σχηματίζοντας ένα σταθερό σύμπλοκο με το μόριο tRNALeu (Rock 
et al., 2007). Το σύμπλοκο αυτό παραμένει δεσμευμένο στο επιδιορθωτικό κέντρο της 
συνθετάσης παγιδεύοντας έτσι το ένζυμο σε μια ανενεργή κατάσταση. Αντίστοιχα, η 
αμινοακυλίωση των μορίων tRNA του Saccharomyces cerevisiae έχει βρεθεί ότι 
αναστέλλεται από την πενταμιδίνη (pentamidin). Το μόριο αυτό δεσμεύει τα μόρια 
tRNA αλλάζοντας τη δευτεροταγή τους διαμόρφωση και αποκρύπτοντας τη θηλιά του 
αντικωδικονίου μέσα στην τριτοταγή δομή (Sun & Zhang, 2008).  

Τέλος, ένα ακόμα φυσικό προϊόν, η πουρπουρομυκίνη (purpuromycin), που 
παράγεται από τον A. ianthinogenes, έχει αναφερθεί ότι αναστέλλει την 
πρωτεϊνοσύνθεση. Όπως αποκαλύφθηκε αργότερα ο μηχανισμός δράσης του 
αντιβιοτικού παρουσιάζει ιδιαιτερότητες, καθώς δεσμεύει με σχετικά υψηλή συγγένεια 
όλα τα μόρια tRNA, αναστέλλοντας τη δεσμευτική τους ικανότητα (Kirillov et al., 1997). 
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Η πουρπουρομυκίνη βρέθηκε ότι αναστέλλει μόνο την αμινοακυλίωση των μορίων 
tRNA και καμία άλλη κυτταρική λειτουργία πέραν αυτής, όπως για παράδειγμα την 
αλληλεπίδραση του μορίου με τους παράγοντες της μετάφρασης και το ριβόσωμα. 
Καθώς το αντιβιοτικό αυτό δεν επηρεάζει την αντίδραση ανταλλαγής ATP-PPi της 
συνθετάσης ή την αρχική αλληλεπίδρασή της με το μόριο tRNA, πιθανολογείται ότι η 
αναστολή της αμινοακυλίωσης προκύπτει από τη δημιουργία μη παραγωγικών 
συμπλόκων tRNA-συνθετασών παρουσία πουρπουρομυκίνης, κατά την οποία το μόριο 
tRNA δε μπορεί να αμινοακυλιωθεί με το συγγενές του αμινοξύ.  

 
1.6.2 Στόχευση παραγόντων που εμπλέκονται σε ασυνήθη συστήματα 
αμινοακυλίωσης.  
         

Το tRNA-εξαρτώμενο μονοπάτι τρανσαμίδωσης, που χρησιμοποιείται ευρέως 
από τα παθογόνα για τον άνθρωπο βακτήρια, αλλά απουσιάζει από το κυτταρόπλασμα 
των ευκαρυωτικών κυττάρων, έχει μελετηθεί σε κάποιο βαθμό ως στόχος αναστολέων. 
Οι AdTs, τα κύρια ένζυμα του μονοπατιού αυτού, αποτελούν έναν ενδιαφέροντα στόχο 
έναντι του οποίου μπορούν να σχεδιαστούν νέοι και ιδιαίτερα εξειδικευμένοι 
αντιμικροβιακοί παράγοντες. Ήδη έχουν συντεθεί και αξιολογηθεί κάποια ανάλογα της 
πουρομυκίνης ως αναστολείς του μηχανισμού δράσης των βακτηριακών 
αμιδοτρανσφερασών με ιδιαίτερα θετικά αποτελέσματα (Εικόνα 28) (Balg et al., 
2008). Η ανάλυση των συγκεκριμένων μορίων αποτελεί μια διέξοδο προς την ανάπτυξη 
νέων αντιβιοτικών φαρμάκων με καινοτόμο μηχανισμό δράσης.  
 

 
 
Εικόνα 28: Γενική δομή των εν δυνάμει αναστολέων των βακτηριακών AdTs και συνδυασμοί 
υποκαταστατών που έχουν μελετηθεί ως προς την ανασταλτική τους δραστικότητα. 
 

Μια ακόμα ώθηση προς τη στόχευση των ασύνηθων συστημάτων 
αμινοακυλίωσης από αντιβιοτικά φάρμακα έδωσε η μελέτη της αλληλεπίδρασης των 
μορίων tRNA με τον παράγοντα FemX του Weissella viridescens (Hegde & Blanchard, 
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2003). Το ένζυμο αυτό καταλύει τη μεταφορά L-Ala στο πρόδρομο μόριο UDP-
MurNAc-πενταπεπτίδιο χρησιμοποιώντας ως δότη του αμινοξέος το Ala-tRNAAla. 
Σύμφωνα με αναλύσεις που πραγματοποιήθηκαν με μόρια tRNA αγρίου τύπου και 
μεταλλαγμένα πρόκυψε ότι τα δύο πρώτα ζεύγη βάσεων του βραχίονα υποδοχής του 
αμινοξέος και η αλληλουχία ΑCCA του 3΄ άκρου αναγνωρίζονται από τον παράγοντα 
FemX (Villet et al., 2007). Η αποκάλυψη αυτών των στοιχείων ταυτότητας οδήγησε στη 
σύνθεση μορίων ανάλογων με τα Ala-tRNAAla μόρια. Τα ανάλογα αυτά φέρουν ένα 
1,2,4-οξαδιοζολικό δακτύλιο στο 3΄ άκρο του μορίου tRNA και αναστέλλουν τη δράση 
του παράγοντα FemX (Chemama et al., 2007), αποκαλύπτοντας μια χημική 
πλατφόρμα στην οποία μπορεί να βασιστεί ο σχεδιασμός αναστολέων των παραγόντων 
Fem που συμμετέχουν στη σύνθεση των γεφυρών διασύνδεσης των μονομερών της 
πεπτιδογλυκάνης. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Εισαγωγή 

 
48 

 
Σκοπός της Διδακτορικής Διατριβής 
 

Τα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης των μορίων tRNA εμπλέκονται σε 
πληθώρα σημαντικών κυτταρικών λειτουργιών. Η μελέτη των συστημάτων αυτών 
ξεκίνησε τη δεκαετία του ’70 αλλά συνεχώς αποκαλύπτονται νέοι ασύνηθεις ρόλοι των 
aa-tRNA μορίων, λόγω της αλματώδους εξέλιξης της μεθοδολογίας, η οποία επιτρέπει 
πιο λεπτομερείς πειραματικές προσεγγίσεις. Επιπλέον, ο μηχανισμός πολλών 
ασύνηθων συστημάτων παραμένει ακόμα άγνωστος ή έχει πρόσφατα αποσαφηνιστεί. Το 
μόριο tRNA εμπλέκεται σε διεργασίες πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης, όπως είναι η 
αλληλομετατροπή και βιοσύνθεση αμινοξέων, η σύνθεση και τροποποίηση συστατικών 
των κυττάρων και η σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος. Σκοπός της 
παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη παραγόντων που εμπλέκονται σε δύο ασυνήθη 
συστήματα αμινοκυλίωσης. 

Στο πρώτο στάδιο αναλύθηκε το σύστημα της tRNA-εξαρτώμενης τρανσαμίδωσης 
από την αμιδοτρανσφεράση GatCAB. H αμιδοτρανσφεράση GatCAB απαντάται σε 
βακτήρια και αρχαία και παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, διότι έχει τη δυνατότητα 
να συνθέτει δύο διαφορετικά αμινοακυλιωμένα tRNA μόρια, τα Asn-tRNAAsn και Gln-
tRNAGln. Για να το επιτύχει αυτό, το ένζυμο πρέπει να είναι αρκετά εξειδικευμένο ώστε 
να διαχωρίζει τα κακοφορτισμένα Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln από τα συγγενή Asp-
tRNAAsp και Glu-tRNAGlu. Παράλληλα, όμως, η εξειδίκευση της GatCAB πρέπει να 
είναι αρκετά χαλαρή ώστε να επιτρέπει τη σύνθεση τόσο Asn-tRNAAsn όσο και Gln-
tRNAGln. Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη των στοιχείων ταυτότητας των 
υποστρωμάτων της GatCAB και η αποσαφήνιση του κατά πόσο τα δύο tRNA 
αναγνωρίζονται μέσω των ίδιων ή διαφορετικών στοιχείων ταυτότητας. Ως οργανισμός 
μοντέλο για τη μελέτη της tRNA-εξαρτώμενης τρανσαμίδωσης επιλέχτηκε το παθογόνο 
για τον άνθρωπο Neisseria meningitidis. Στο σύνολο των πρωτεϊνών του βακτηρίου 
αυτού δεν εμπεριέχεται η AsnRS, οπότε και ακολουθεί το μονοπάτι των 
αμιδοτρανσφερασών για να συνθέσει Asn-tRNAAsn. Η παρουσία της GatCAB 
αμιδοτρανσφεράσης τόσο στα βακτήρια όσο και στα αρχαία προκάλεσε το ερώτημα αν 
τα δύο ένζυμα, που παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα ως προς την αλληλουχία τους, 
διαφέρουν στον τρόπο αναγνώρισης του tRNA. Για το λόγο αυτό διερευνήθηκε το κατά 
πόσο οι αμιδοτρανσφεράσες, όπως και οι συνθετάσες, χρησιμοποιούν διαφορετικά 
προφίλ αναγνώρισης των μορίων tRNA σε κάθε βασίλειο. 

Το δεύτερο ασύνηθες σύστημα αμινοακυλίωσης που μελετήθηκε είναι η 
σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος του Staphylococcus aureus. H πεπτιδογλυκάνη 
του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος αποτελείται από μονομερή τα οποία 
συνδέονται μεταξύ τους είτε άμεσα είτε έμμεσα μέσω πεπτιδικών γεφυρών. Η 
ενσωμάτωση των L-αμινοξέων στις πεπτιδικές γέφυρες διασύνδεσης διαμεσολαβείται 
από ένα ασύνηθες σύστημα αμινοακυλίωσης. Στο Sthaphylococcus epidermidis, έναν 
οργανισμό συγγενή του Sthaphylococcus aureus, η πεπτιδική γέφυρα αποτελείται από 
κατάλοιπα γλυκίνης και σερίνης. Τα ασυνήθη μόρια tRNAGly που εξυπηρετούν ως 
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δότες γλυκίνης για την ενσωμάτωσή της στις γέφυρες της πεπτιδογλυκάνης 
παρουσιάζουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά στην αλληλουχία τους, που αποτρέπουν την 
αλληλεπίδραση τους με παράγοντες της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής. Τα μόρια αυτά 
χαρακτηρίζονται ως μη-πρωτεϊνογενετικά και φαίνεται ότι συμμετέχουν αποκλειστικά 
στη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος. Ωστόσο, δεν είναι γνωστός ο ακριβής 
μηχανισμός σύνθεσης των γεφυρών της πεπτιδογλυκάνης του Staphylococcus 
epidermidis και δεν έχουν χαρακτηριστεί οι παράγοντες που συμμετέχουν στη 
διαδικασία αυτή. Στο Staphylococcus aureus είναι γνωστό ότι η ενσωμάτωση των 
καταλοίπων γλυκίνης στις γέφυρες πενταγλυκίνης της πεπτιδογλυκάνης καταλύεται 
από τις μη ριβοσωμικές πεπτιδυλ-τρανσφεράσες FemXAB. Οι παράγοντες αυτοί 
χρησιμοποιούν ως δότες γλυκίνης μόρια Gly-tRNAGly. Ωστόσο, ο αριθμός και τα 
χαρακτηριστικά των ισοδεκτικών μορίων του Staphylococcus aureus παρέμενε 
αδιευκρίνιστος. Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η διευκρίνιση του αριθμού των 
ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του Staphylococcus aureus με μελέτες έκφρασης των 
γονιδίων. Επιπρόσθετα, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε η μελέτη των λειτουργικών 
χαρακτηριστικών των μορίων αυτών όσον αφορά την αμινοακυλίωσή τους από τη 
συγγενή GlyRS αλλά και τη δεσμευτική τους ικανότητα για τον παράγοντα EF-Tu με 
απώτερο στόχο το διαχωρισμό των μορίων tRNAGly σε εκείνα που συμμετέχουν στην 
πρωτεΐνοσυνθετική μηχανή (πρωτεϊνογενετικά) και σε εκείνα που εμπλέκονται στη 
σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος (μη-πρωτεϊνογενετικά).     
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2.1 ΥΛΙΚΑ  

 
2.1.2 Αντιδραστήρια 

 
• 14C-Γλυκίνη (Amersham) 

• 14C-Ασπαραγινικό οξύ (Amersham) 
• Ammonium persulfate (Sigma) 
• ATP (Fluka) 
• BamHI (New England Biolabs) 
• Bis - ακρυλαμίδη (Merck) 
• Bromophenol Blue (Research Organics) 
• BSA (New England Biolabs) 
• BstNI (New England Biolabs) 
• CaCl2·2H2O (Merck) 
• Coomasie Brilliant Blue (Fluka) 
• DEPC (Merck) 
• DMSO (Sigma) 
• DNase I (New England Biolabs) 
• dNTPs (Stratagene) 
• DTT (Fluka) 
• DynaZyme EXT DNA πολυμεράση (Finzymes) 
• EcoRI (New England Biolabs) 
• EDTA (Panreac) 
• ExtractII (Macherey-Nagel) 
• HCl (Merck) 
• HindIII (New England Biolabs) 
• IPTG (Fermentas) 
• KCl (Merck) 
• LB agar (Scharlau) 
• LB Broth (Scharlau) 
• MgCl2·6H2O (Panreac) 
• MgSO4·7H20 (Panreac) 
• NaOH (Merck) 
• NcoI (New England Biolabs) 
• Ni-NTA αγαρόζη (Qiagen) 
• Pfu Ultra DNA πολυμεράση (Stratagene) 
• PMSF (Merck) 
• Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel) 
• RNase A (New England Biolabs) 
• RNasin (New England Biolabs)  
• SalI (New England Biolabs) 
• SDS (Sigma) 
• T4 Πολυνουκλεοτιδική κινάση (Takara) 
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• T7 RNA πολυμεράση (Takara) 
• TEMED (Research Organics) 
• Tris Base (Merck) 
• Tryptone (Merck) 
• X-gal (Sigma) 
• XhoI (New England Biolabs) 
• Xylene cyanol (Merck) 
• Άγαρ (Sigma) 
• Αγαρόζη (Biorad) 
• Αιθανόλη (Merck) 
• Ακρυλαμίδιο (Sigma) 
• MMuLV (Finzzymes) 
• β-μερκαπτοαιθανόλη (Riadel–De Haen) 
• Βρωμιούχο αιθίδιο (Merck) 
• Γλυκερόλη (Panreac) 
• Γλυκίνη (Applichem) 
• Γλυκόζη (Panreac) 
• Εκκινητές (VBC-Genomics, Austria) 
• Εκχύλισμα ζύμης (Scharlau) 
• Ιμιδαζόλιο (Merck) 
• Ισοπροπανόλη (Scharlau) 
• Καναμυκίνη (Sigma) 
• Λυσοζύμη (Sigma) 
• Μάρτυρας μοριακού βάρους DNA (Hytest LTD) 
• Μάρτυρας μοριακού βάρους πρωτεϊνών (Biorad) 
• Μεθανόλη (Panreac) 
• Μεμβράνες διαπίδυσης (Sigma) 
• Οξικό οξύ (Merck) 
• Σπερμιδίνη (Merck) 
• Σπερμίνη (Sigma) 
• Τ4 DNA λιγάση (Fermentas) 
• Τaq DNA πολυμεράση (Hytest LTD) 
• Φαινόλη (Merck) 
• Χλωριούχο νάτριο (Panreac) 
• Χλωροφόρμιο (Merck) 
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2.1.3 Βακτήρια στελέχη 
 

Escherichia coli DH5a: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– 
Escherichia coli BL21 DE3: F– ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])  
Escherichia coli Rosetta: F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 
gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE (CamR)  

 
2.1.4 Πλασμιδιακοί φορείς  

 
Πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης pET (Novagen) 
 
Το σύστημα pET αναπτύχθηκε για την υποκλωνοποίηση και την έκφραση 

ανασυνδυασμένων γονιδίων σε κύτταρα του στελέχους E. coli. Οι πλασμιδιακοί φορείς 
έκφρασης pET φέρουν σημαντικά στοιχεία: ένα γονίδιο lacI που κωδικοποιεί την 
πρωτεΐνη του καταστολέα lac, ένα Τ7 προαγωγέα που είναι εξειδικευμένος μόνο για την 
Τ7 πολυμεράση, έναν ρυθμιστή lac που μπορεί να σταματήσει τη μεταγραφή, έναν 
πολυσυνδέτη, μια f1 θέση έναρξης της αντιγραφής, ένα γονίδιο για ανθεκτικότητα στην 
αμπικιλίνη ή στην καναμυκίνη και μια θέση έναρξης της αντιγραφής ColE1. Σε κάθε 
περίπτωση το υπό μελέτη γονίδιο κλωνοποιείται στο πλασμίδιο pET στον πολυσυνδέτη. 
Ο προαγωγέας Τ7 και ο ρυθμιστής lac βρίσκονται στο 5’ άκρο του κλωνοποιημένου 
γονιδίου. Παρουσία της T7 RNA πολυμεράσης ο ρυθμιστής lac δεν καταστέλλεται και 
το γονίδιο μεταγράφεται κανονικά. Συνήθως, τα κύτταρα ξενιστές που 
χρησιμοποιούνται ανήκουν στο στέλεχος E. coli BL21(DE3). Ο έλεγχος του συστήματος 
έκφρασης pET επιτυγχάνεται μέσω του προαγωγέα και του ρυθμιστή lac. Το γονίδιο 
της T7 RNA πολυμεράσης στο χρωμόσωμα του κυττάρου ξενιστή έχει συνήθως ένα 
επαγώγιμο προαγωγέα που ενεργοποιείται από το IPTG. To IPTG είναι ένα ανάλογο της 
λακτόζης που δεσμεύει τον καταστολέα του ρυθμιστή lac.  

O φορέας έκφρασης pET-20b(+) έχει μήκος 3716bp. Φέρει μια σηματοδοτική 
αλληλουχία pelB στο Ν-τελικό άκρο, για πιθανή περιπλασμική τοποθέτηση, και μια 
αλληλουχία έξι ιστιδινών (His•Tag) στο C-τελικό άκρο. Η επιπλέον αλληλουχία των έξι 
ιστιδινών που προστίθεται στο καρβοξυτελικό άκρο της επιθυμητής πρωτεΐνης 
εξυπηρετεί την απομόνωσή της με στήλη χρωματογραφίας συγγένειας με ιόντα νικελίου 
(Ni-NTA). Επίσης, φέρει το γονίδιο bla που κωδικοποιεί τη β-λακταμάση, η οποία 
προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη (Εικόνα 29).  

Ο φορέας pET-24b(+) έχει μήκος 5309bp και φέρει μια αλληλουχία έξι 
ιστιδινών (His•Tag) στο C-τελικό άκρο και το γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην 
καναμυκίνη (www.novagen.com) (Εικόνα 30).  
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Εικόνα 29: Πλασμιδιακός φορέας έκφρασης pET20b(+). To ένθετο γονίδιο υποκλωνοποιείται στο 
τμήμα του πολυσυνδέτη. Το πλασμίδιο προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη στα κύτταρα 
ξενιστές.  

 

 
 

Εικόνα 30: Πλασμιδιακός φορέας έκφρασης pET20b(+). To ένθετο γονίδιο υποκλωνοποιείται στο 
τμήμα του πολυσυνδέτη. Το πλασμίδιο προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη στα κύτταρα 
ξενιστές.  
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Πλασμίδιο pUC18 
 
O φορέας pUC18 είναι ένα πλασμίδιο του E. coli με μέγεθος 2686 bp. Το 

πλασμίδιο φέρει το ρεπλικόνιο rep που ευθύνεται για την αντιγραφή του πλασμιδίου, 
το γονίδιο bla, που κωδικοποιεί τη β-λακταμάση παρέχοντας ανθεκτικότητα στην 
αμπικιλίνη, μια περιοχή του οπερονίου lac του E.coli, τον προαγωγέα Plac, τη θέση 
δέσμευσης του καταστολέα lac και ένα τμήμα του 5'-άκρου του γονιδίου lacZ που 
κωδικοποιεί την N-τελική περιοχή της β-γαλακτοσιδάσης. Ο πολυσυνδέτης εντοπίζεται 
μέσα στο τμήμα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης (Εικόνα 31). Η επιλογή των 
κλώνων που έχουν προσλάβει το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο βασίζεται στη θέση του 
πολυσυνδέτη. Η ένθεση του γονιδίου στον πολυσυνδέτη διακόπτει την αλληλουχία του 
γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης, οπότε και δεν παράγεται η λειτουργική μορφή του 
ενζύμου. Παρουσία του X-gal, που είναι ένα ανάλογο της λακτόζης, τα κύτταρα 
ξενιστές που έχουν προσλάβει μη ανασυνδυασμένο πλασμίδιο χρωματίζονται γαλάζια, 
λόγω του χρώματος του μεταβολίτη του X-gal. Αντίθετα, τα κύτταρα ξενιστές που 
προσλαμβάνουν ανασυνδυασμένα με το ένθετο γονίδιο πλασμίδια παρουσία X-gal 
χρωματίζονται λευκά, διότι δεν έχουν την ικανότητα να μεταβολίσουν την ουσία αυτή 
(Blue-White Screening).   

 

 
 

Εικόνα 31: Πλασμιδιακός φορέας pUC18. Ο πολυσυνδέτης βρίσκεται στο άκρο του γονιδίου της 
β-γαλακτοσιδάσης, οπότε η ενσωμάτωση του ένθετου γονιδίου επηρεάζει το ένζυμο και παρουσία 
υποστρώματος παρατηρείται διαφορετικός χρωματισμός των μετασχηματισμένων κυττάρων.  
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2.2 Μέθοδοι 
 
2.2.1 Ηλεκτροφορήσεις  

 
Α. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

 
Οι ηλεκτροφορήσεις των τμημάτων DNA πραγματοποιούνται σε πήκτωμα 

αγαρόζης. Ως διαλύτης χρησιμοποιείται διάλυμα ΤΑΕ 1Χ, το οποίο παρασκευάζεται 
μετά από αραίωση διαλύματος ΤΑΕ 50Χ. Η επί της εκατό περιεκτικότητα σε αγαρόζη 
διαφοροποιείται ανάλογα με το μέγεθος των τμημάτων DNA που πρέπει να 
διαχωριστούν. Για να είναι εμφανείς οι ζώνες του DNΑ κατά την παρατήρηση της 
πηκτής σε λάμπα υπεριώδους φωτός προστίθεται στο διάλυμα της αγαρόζης βρωμιούχο 
αιθίδιο (5 mg/ml). Επίσης, στα δείγματα που ηλεκτροφορούνται εισάγεται η ανάλογη 
ποσότητα διαλύματος πλήρωσης (Loading Buffer 6X). Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται σε 1Χ ΤΑΕ. Παράλληλα ηλεκτροφορείται και ένας μάρτυρας 
μεγέθους DNA (ladder), ώστε να υπολογίζεται το μέγεθος των τμημάτων DNΑ.  

 
B. Ηλεκτροφόρηση RNA σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες 

 
Η ηλεκτροφόρηση των τμημάτων RNA υπό αποδιατακτικές συνθήκες 

πραγματοποιείται σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου παρουσία ουρίας. Η πηκτή περιέχει 
12% πολυακρυλαμίδιο και 8Μ ουρία πολυμερισμένο με TEMED 0.025% v/v και 
υπερθειϊκό αμμώνιο 0.0025% w/v. Στα δείγματα προστίθεται διάλυμα πλήρωσης 
(Loading Buffer 2Χ). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε διάλυμα 1Χ ΤΒΕ. Μετά 
το πέρας της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται χρώση με Μπλε του Μεθυλίου 
(Methylene Blue 2%) και αποχρωματισμός με απιονισμένο νερό.  

 
Γ. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE) 

 
  Η ηλεκτροφόρηση των κυτταρικών εκχυλισμάτων και των πρωτεϊνών υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες πραγματοποιείται σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου παρουσία 
SDS. Η πηκτή αποτελείται από δύο τμήματα: την πηκτή διαχωρισμού και την πηκτή 
επιστοίβαξης. Η πηκτή διαχωρισμού περιέχει 10-12% w/v ακρυλαμίδιο, 
πολυμερισμένο χημικά με 0.025% v/v TEMED και 0.0025% w/v υπερθειϊκό 
αμμώνιο, σε διάλυμα τελικής συγκέντρωσης 375 mM Tris-HCl pH 8.8 και 0.1% SDS. 
Η πηκτή επιστοίβαξης περιέχει 3% w/v ακρυλαμίδιο πολυμερισμένο με TEMED και 
υπερθειϊκό αμμώνιο σε διάλυμα 125 mM Tris-HCl, pH 6.8, και 0.1% SDS. Στα 
δείγματα προστίθεται το διάλυμα πλήρωσης (Loading Buffer 4X). Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται με διάλυμα 1X Tris-Glycine-SDS. Μετά το πέρας της 
ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται χρώση της πηκτής με διάλυμα χρώσης (Protein 
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stain) και ακολουθούν επανειλημμένες πλύσεις με διάλυμα αποχρωματισμού (Protein 
destain).  

   
TAE 50X: 24.2% w/v Tris, 5.71% Glacial acetic acid, 1.86% w/v EDTA  
TBE10X: 10.8% w/v Tris base, 5.5% w/v Boric acid, 0.02 M EDTA (pH 8.0) 
Tris – Glycine – SDS 10X: 3.03% w/v Tris, 14.4% w/v glycine, 1% w/v SDS 
Loading Buffer 6X (DNA): 0.09% Bromophenol Blue, 0.09% Xylene Cyanol, 60% γλυκερόλη, 
60 mM EDTA  
Loading buffer 2X (RNA): 90% formamide, 0.05% Bromophenol Blue, 0.05% Xylene Cyanol 
Loabing Buffer 4X (Πρωτεΐνες): 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10%  γλυκερόλη, 5% 
2-μερκαπταιθανόλη, 0.001% Bromophenol Blue.  
Διάλυμα Χρώσης: 0.2% Coomassie Blue, 10% οξικό οξύ. 
Διάλυμα Αποχρωματισμού: 10% οξικό οξύ 

 
 2.2.2 Γονιδωματική ανάλυση 

 
Οι αλληλουχίες των υπό μελέτη γονιδίων του S. aureus MRSA, του T. 

thermophilus και του N. meningitides αντλήθηκαν από ψηφιακές βάσεις δεδομένων. 
Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν την AspRS2 (aspS2) του T. thermophilus, την GlyRS 
(glyS) και τον παράγοντα επιμήκυνσης Tu (tuf) του S. aureus. Με βάση τις 
αλληλουχίες των υπό μελέτη γονιδίων σχεδιάζονται οι εκκινητές (primers) έτσι ώστε να 
είναι συμπληρωματικοί ο ένας προς το 3΄ άκρο της μη κωδικοποιούσας αλυσίδας 
(πρόσθιος εκκινητής, forward primer) και ο δεύτερος προς το 5΄ άκρο της 
κωδικοποιούσας αλυσίδας (αντίστροφος εκκινητής, reverse primer). Στα άκρα των 
εκκινητών προσθέτονται νουκλεοτίδια, ώστε να δημιουργηθούν θέσεις αναγνώρισης για 
τα περιοριστικά ένζυμα που επιλέγονται ανάλογα με την αλληλουχία του γονιδίου και 
του πλασμιδίου στο οποίο θα γίνει η υποκλωνοποίηση.  

Αναλύσεις με εργαλεία της βιοπληροφορικής πραγματοποιήθηκαν για: 
1. Την πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια 

tRNAAsn και tRNAAsp των βακτηρίων και των αρχαίων που χρησιμοποιούν το ασύνηθες 
σύστημα αμινοακυλίωσης με τη συμμετοχή της tRNA-εξαρτώμενης 
αμιδοτρανσφεράσης GatCAB. Η ομοπαράθεση πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα 
ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw). Αντίστοιχα, πραγματοποιήθηκε πολλαπλή 
ομοπαράθεση των βακτηριακών tRNAGln και tRNAGlu.  

2. Την άντληση όλων των αλληλουχιών των μορίων tRNAGly διαφόρων στελεχών S. aureus 
και S. epidermidis από ψηφιακές βάσεις δεδομένων (T.I.G.R.,www.tigr.org, Genomic 
tRNA Database, http://gtrnadb.ucsc.edu).  

3. Την πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών των μορίων tRNAGly των S. aureus και 
S. epidermidis, που πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Mega3.1. 

4. Την πρόβλεψη της δευτεροταγούς δομής των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly των S. 
aureus και S. epidermidis με το πρόγραμμα tRNAScan-SE 
(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE) και τον υπολογισμό του cove score των 
μορίων αυτών.  
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5. Την αναζήτηση πρωτεϊνών που να κωδικοποιούνται από το γονιδίωμα του S. aureus 
και να παρουσιάζουν ομοιότητα με GTPάσες ή / και τον EF-Tu (T.I.G.R., 
www.tigr.org, Swiss-Prot/TrEMBL, http://ca.expasy.org). 

6. Την πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής της πρωτεΐνης EF-Tu-like που κωδικοποιείται 
από το γονίδιο SAR0294 του S. aureus με τα προγράμματα πρόβλεψης δομής 
SwissModel (http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html), LOOPP 
(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx) και HMMSTR/Rosetta 
(http://www.bioinfo.rpi.edu/~bystrc/hmmstr/server.php).      

 
2.2.3 Απομόνωση γενωμικού DNA  

 
Για την απομόνωση γενωμικού DNA από τα στελέχη των N. meningitides, Τ. 

thermophilus και S. aureus, 500 ml υγρού θρεπτικού μέσου LB εμβολιάζονται με 
μικρό αριθμό κυττάρων και η καλλιέργεια επωάζεται για 14-16 h στους 37ο C υπό 
ανάδευση στις 210 rpm. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 
20 min στους 4ο C και επαναδιαλύονται σε 10 ml διαλύματος Tris – HCl 100 mM, pH 
7.5, που περιέχει 15 μg λυσοζύμης. Το εναιώρημα επωάζεται για 10 min στους 20-22ο 

C και έπειτα προστίθενται 200 μl διαλύματος EDTA 500 mM, 20 μl RNase A (10 
mg/ml), 180 μl πρεωτεϊνάσης Κ (10 mg/ml), 100 μl διαλύματος 5 M NaCl και 1 ml 
10% SDS. Τα δείγματα επωάζονται για 45 min στους 45ο C και ακολουθούν πλύσεις 
με φαινόλη/χλωροφόρμιο (τουλάχιστον 5 φορές). Το DNA κατακρημνίζεται με 
αιθανόλη 100%, πραγματοποιείται πλύση με αιθανόλη 70% και μετά την 
απομάκρυνση κάθε υπολείμματος αιθανόλης επαναδιαλύεται σε 100 μl 
αποστειρωμένου νερού.  
 
2.2.4 Ενίσχυση των υπό μελέτη γονιδίων με αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (PCR)   

 
Τα υπό μελέτη γονίδια των Τ. thermophilus, N. meningitides και S. aureus, 

ενισχύονται με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). Για το σκοπό αυτό 
χρησιμοποιείται γενωμικό DNA των βακτηρίων και ειδικά σχεδιασμένοι εκκινητές. Για 
τα γονίδιο aspS2 που κωδικοποιεί την AspRS2 του T. thermophilus οι εκκινητές 
σχεδιάστηκαν ώστε να φέρουν συμβατά άκρα για υποκλωνοποίηση στο φορέα pET24b 
(EcoRV/SalI). Το ζεύγος των εκκινητών για το γονίδιο glyS σχεδιάστηκε έτσι ώστε τα 
άκρα του προϊόντος της PCR να είναι συμβατά για υποκλωνοποίηση σε pET24b 
(BamHI/XhoI) ενώ για το γονίδιο tuf ώστε να είναι συμβατά για υποκλωνοποίηση στο 
φορέα pET20b (BamHI/XhoI). Oι αλληλουχίες των εκκινητών παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 4. 
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Πίνακας 4: Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων 
aspS2 του T. thermophilus, glyS και tuf του S. aureus. Με πράσινο σημαίνονται οι αλληλουχίες 
που αναγνωρίζονται από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες ενώ με μπλε οι αλληλουχίες που είναι 
συμπληρωματικές με τα άκρα του γονιδίου.   

 

 
 
Όλες οι αντιδράσεις πραγματοποιούνται με DNA πολυμεράση υψηλής 

πιστότητας, ώστε να αποφευχθεί η εισαγωγή τυχαίων μεταλλάξεων κατά την ενίσχυση 
του γονιδίου. H PCR πραγματοποιείται χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο το γενωμικό 
DNA των βακτηρίων. Η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο 
για τη δράση της Pfu Ultra DNA πολυμεράσης, στο οποίο προστίθενται ~100 ng 
γενωμικού DNA, 0.2 mM από κάθε dNTP, 1.6 mΜ από κάθε εκκινητή, 2 U Pfu Ultra 
DNA πολυμεράσης. Το ένζυμο προστίθεται μετά το αρχικό στάδιο αποδιάταξης και 
ακολουθεί η αντίδραση στις συνθήκες που αναφέρονται στον Πίνακα 5. Για την 
προσθήκη της πολύ-Α ουράς στο 3΄ άκρο του προϊόντος της PCR (για τη χρήση του σε 
αντίδραση κλωνοποίησης ΤΑ) προστίθεται στο τελευταίο στάδιο επέκτασης της 
αντίδρασης ποσότητα Ταq DNA πολυμεράσης που δεν έχει επιδιορθωτική δράση.  

Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης 1%. H ανάκτηση του μορίου DNA που η ζώνη του αντιστοιχεί στο συνολικό 
μέγεθος του ενισχυμένου τμήματος πραγματοποιείται με εκτομή της από την πηκτή 
και καθαρισμό με τη βοήθεια του συστήματος Extract II (Macherey-nagel), σύμφωνα 
με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 
10Χ ρυθμιστικό διάλυμα για την Pfu Ultra DNA πολυμεράση: 20 mM Tris-HCl (pH 8.8 
στους 25°C), 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100, 0.1 mg/mL 
nuclease-free BSA. 
10Χ ρυθμιστικό διάλυμα για την Taq DNA πολυμεράση: 670 mM Tris-HCl, pH 8.8, 166 
mM (NH4)2SO4, 0.1 % Tween 20 
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Πίνακας 5: Συνθήκες των αντιδράσεων PCR για την ενίσχυση των γονιδίων aspS2 του T. 
thermophilus, glyS και tuf του S. aureus. 

 

 
 

2.2.5 Κλωνοποίηση των γονιδίων – μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων 
 
Η κλωνοποίηση προϊόντων PCR γίνεται με ενσωμάτωσή τους σε 

γραμμοποιημένο (linearized) πλασμίδιο το οποίο φέρει στα δύο 3΄ άκρα του δύο 
προεξέχουσες θυμίνες (TA cloning). H DNA πολυμεράση προσθέτει στην αλυσίδα που 
επιμηκύνει, αμέσως μετά το τέλος της δίκλωνης περιοχής, 2-3 αδενίνες, με 
αποτέλεσμα τα προϊόντα της PCR να διαθέτουν 3΄ προεξέχουσες αδενίνες. Οι αδενίνες 
αυτές υβριδοποιούνται με τις 3΄ προεξέχουσες θυμίνες του πλασμιδιακού φορέα με 
αντίδραση λιγάσης και έτσι σχηματίζονται ανασυνδυασμένα πλασμίδια.   

Τα ενισχυμένα γονίδια κλωνοποιούνται στο φορέα pSC-A (Stratagene). Η 
τεχνική αυτή της κλωνοποίησης εκμεταλλεύεται τη συνδυασμένη δράση της 
τοποϊσομεράσης Ι από τον ιό Vaccinia και της ρεκομπινάσης Cre του βακτηριοφάγου 
Ρ1. In vivo, η DNA τοποϊσομεράση Ι συμμετέχει στην αντιγραφή του DNA 
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χαλαρώνοντας και επανενώνοντας τις αλυσίδες του DNA. Η τοποϊσομεράση Ι διασπά το 
φωσφοδιεστερικό σκελετό μιας αλυσίδας DNA μετά την αλληλουχία 5´-CCCTT, 
σχηματίζοντας ένα ομοιοπολικό ενδιάμεσο DNA-ενζύμου το οποίο διατηρεί την 
ενέργεια του δεσμού για να χρησιμοποιηθεί στην επανασύνδεση του διασπασμένου 
DNA και το σχηματισμό του αρχικού κλώνου. Μετά το σχηματισμό του ομοιοπολικού 
ενδιάμεσου DNA-ενζύμου, η αντίδραση επανασύνδεσης μπορεί να πραγματοποιηθεί 
και με ετερόλογο τμήμα DNA. Η ρεκομπινάση Cre καταλύει τον ανασυνδυασμό μεταξύ 
δύο αλληλουχιών αναγνώρισης loxP.  

Το μίγμα πλασμιδίων pSC-A (Stratagene) περιέχει δύο τμήματα DNA, που το 
καθένα φέρει μια τοποϊσομεράση Ι στο ένα άκρο και μια αλληλουχία αναγνώρισης loxP 
στο άλλο άκρο. Τα προϊόντα της PCR φέρουν επεκτάσεις αδενίνης οι οποίες 
υβριδίζονται με τις προεξέχουσες θυμίνες του πλασμιδίου και ακολουθεί σύνδεση των 
τμημάτων διαμεσολαβούμενη από την τοποϊσομεράση Ι. Το γραμμοποιημένο τμήμα 
DNA που προκύπτει (τμήμα πλασμιδίου - προϊόν PCR - τμήμα πλασμιδίου) 
χρησιμοποιείται άμεσα για το μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων που εκφράζουν 
τη ρεκομπινάση Cre. Ο διαμεσολαβούμενος από την Cre ανασυνδυασμός μεταξύ των 
περιοχών loxP του πλασμιδίου σχηματίζει ένα κυκλικό μόριο DNA που δύναται να 
αντιγραφεί σε κύτταρα που αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει αμπικιλίνη 
(Εικόνα 32).  

Για την κλωνοποίηση των γονιδίων προστίθενται 2 μL από το απομονωμένο DNΑ 
σε 1 μL πλασμιδίου pSC-A και 3 μL ρυθμιστικού διαλύματος. Το διάλυμα επωάζεται 
για 5 min στους 20-22ο C. Ακολουθεί μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων που 
παρέχονται μαζί με τον πλασμιδιακό φορέα. Τα κύτταρα αυτά εκφράζουν τη 
ρεκομπινάση Cre ώστε να κυκλοποιήσουν το ευθύγραμμο μόριο DNA που 
σχηματίζεται από την τοποϊσομεράση Ι. Για το μετασχηματισμό των κυττάρων 
μεταφέρονται 2-3 μl από την αντίδραση σύνδεσης σε 50 μl επιδεκτικών κυττάρων. 
Ακολουθεί επώαση για 20 min στους 0ο C και θερμικό σοκ για 45 sec στους 42ο C. Τα 
κύτταρα μεταφέρονται εκ νέου στις 0ο C για 2-3 min. Προστίθενται 300 μl διαλύματος 
SOC και ακολουθεί επώαση για 1 h στους 37ο C υπό ανάδευση στις 170 rpm. Τα 
μετασχηματισμένα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα 
(LB/άγαρ) που περιέχει αμπικιλίνη (100 μg/mL) και Χ-gal (30 μg/ml) και επωάζονται 
για 14 h στους 37ο C.   

 
Στερεό θρεπτικό υλικό LB/άγαρ: 1% Tryptone, 1% NaCl, 0.5% Yeast extract, 12 gr/Lt 
άγαρ 
SOC: 0.5% Yeast extract, 2% Tryptone, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 
απιονισμένο νερό μέχρι το 98% του τελικού όγκου, αποστείρωση με θέρμανση, προσθήκη 20 
mM MgSO4, 20 mM γλυκόζη. 
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Εικόνα 32: Κλωνοποίηση προϊόντων PCR στο φορέα pSC-A με τη μέθοδο του TA cloning. Το 
πλασμίδιο αρχικά είναι χωρισμένο σε δύο τμήματα που φέρουν μια τοποϊσομεράση Ι στο ένα άκρο. 
Η κλωνοποίηση βασίζεται στη δράση της τοποϊσομεράσης ενώ η κυκλοποίηση του 
ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού φορέα στη ρεκομπινάση των κυττάρων ξενιστών.    
 
2.2.6 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα  

 
Η επιβεβαίωση του μετασχηματισμού των κυττάρων με πλασμίδια στα οποία 

ενσωματώθηκαν τα υπό μελέτη γονίδια πραγματοποιείται με απομόνωση πλασμιδιακού 
DNA σε μικρή κλίμακα (mini-prep). Αναλυτικότερα, επιλέγονται κάποιες λευκές 
αποικίες, οι οποίες χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 5 mL υγρού θρεπτικού 
μέσου LB με αμπικιλίνη (100 μg/mL). Η μεταφορά των κυττάρων στο μέσο 
πραγματοποιείται σε ασηπτικές συνθήκες. Οι καλλιέργειες επωάζονται για 14 h στους 
37ο C υπό ανάδευση. Για την απομόνωση του πλασμιδιακού DNA, από 3 ml κάθε 
υγρής καλλιέργειας μετασχηματισμένων κλώνων συλλέγονται τα κύτταρα με 
φυγοκέντρηση για 1 min στα 13000 rpm. Ακολουθεί λύση των κυττάρων και 
απομόνωση του πλασμιδιακού DNA σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας 
εταιρίας (Εικόνα 33).  
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Εικόνα 33: Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini-prep) με το σύστημα 
Nucleospin plasmid της Macherey-Nagel. 
 
2.2.7 Έλεγχος ανασυνδυασμού των πλασμιδίων 

 
Για να ελεγχθεί αν τα κύτταρα έχουν μετασχηματιστεί με ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια πραγματοποιείται πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες που επιλέγονται 
ανάλογα με τις αλληλουχίες των άκρων των γονιδίων. Το διάλυμα της πέψης περιέχει 
1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για τη δράση των ενζύμων, περίπου 400 ng 
πλασμιδιακού DNA, 2 U από το κάθε περιοριστικό ένζυμο και 1Χ BSA (όταν απαιτείται 
για τη δράση του περιοριστικού ενζύμου). Τα δείγματα επωάζονται για 3 h στους 37ο C 
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και ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Από τα αποτελέσματα της 
ηλεκτροφόρησης επιλέγονται οι κλώνοι που φέρουν το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. Το 
πλασμιδιακό DNA των κλώνων αυτών αποστέλλεται για αλληλούχηση. 

 
2.2.8 Προετοιμασία των ανασυνδυασμένων γονιδίων και των φορέων 
έκφρασης για κλωνοποίηση 

      
Προκειμένου να κλωνοποιηθούν τα γονίδια σε φορείς έκφρασης 

πραγματοποιείται ενζυμική πέψη των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων και των φορέων 
έκφρασης με τα κατάλληλα ένζυμα, ώστε τελικά να έχουν συμβατά άκρα τα ένθετα 
γονίδια με τους φορείς έκφρασης. H πέψη του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου aspS2-
pSC-A (4 μg) και του πλασμιδιακού φορέα pET-24b (4 μg) πραγματοποιείται σε 1Χ 
ρυθμιστικό διάλυμα για τα ένζυμα περιορισμού EcoRV/SalI με 2 U από το κάθε 
ένζυμο. Η πέψη των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων glyS-pSC-A (4 μg) και tuf-pSC-A 
(4 μg) καθώς και των πλασμιδιακών φορέων pET24b (4 μg) και pET20b (4 μg) 
πραγματοποιείται σε 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για τα ένζυμα BamHI/XhoI, 
με 2 U από το κάθε ένζυμο. Μετά από επώαση για 3-4 h στους 37ο C ακολουθεί 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Μετά το πέρας της διαδικασίας αυτής 
απομονώνονται οι ζώνες που αντιστοιχούν στο συνολικό μέγεθος των γονιδίων και των 
γραμμοποιημένων φορέων έκφρασης και το DNA απομονώνεται από το πήκτωμα με τη 
βοήθεια του συστήματος Extract II (Macherey-Nagel), σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή.  
 
Ρυθμιστικό διάλυμα για τα ένζυμα περιορισμού EcoRV και SalI: 50 mM NaCl, 100 mM 
Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 0,025% Triton-X 100, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,5 @ 25ο C. 
Ρυθμιστικό διάλυμα για τα ένζυμα περιορισμού BamHI και XhoI: 100 mM NaCl, 50 mM 
Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9 @ 25ο C.    

 
 

2.2.9 Κλωνοποίηση των απομονωμένων γονιδίων σε φορέα έκφρασης 
 
Το προϊόν της πέψης χρησιμοποιείται για την ενσωμάτωση των γονιδίων στα 

πλασμίδια pΕΤ20b και pET24b. Για την κλωνοποίηση των γονιδίων περίπου 2 μg από 
το απομονωμένο DNA του ένθετου γονιδίου αναμιγνύεται με 0.7 μg του φορέα 
έκφρασης, 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για την Τ4 DNA λιγάση, 20 U Τ4 DNA 
λιγάσης και 1 mM ΑΤΡ. Παράλληλα παρασκευάζονται αρνητικοί μάρτυρες που 
περιέχουν όλα τα προαναφερθέντα συστατικά, εκτός από το DNA του γονιδίου. Μετά 
από επώαση 14 h στους 16ο C ακολουθεί μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων Ε. 
coli BL21 (DE3).  

 
Ρυθμιστικό διάλυμα για την Τ4 DNA λιγάση: 660 mM Tris-HCl (pH7.6), 66 mM MgCl2, 
100 mM DTT, 1 mM ATP. 
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2.2.10 Προετοιμασία επιδεκτικών κυττάρων  
 
Για τη διαδικασία αυτή χρησιμοποιούνται κύτταρα των στελεχών E.coli DH5a 

και BL21 (DE3). Αρχικά, 5 mL υγρού θρεπτικού μέσου LB εμβολιάζονται με μικρή 
ποσότητα κυττάρων από stock γλυκερόλης και επωάζονται υπό ανάδευση για 16 h 
στους 37ο C, 210 rpm. Η καλλιέργεια αυτή στη συνέχεια μεταγγίζεται σε κωνική φιάλη 
με 100 mL υγρού θρεπτικού μέσου LB και επωάζεται στους 37ο C υπό ανάδευση στις 
210 rpm μέχρι η οπτική απορρόφηση του εναιωρήματος στα 600 nm να είναι περίπου 
0.4, τιμή που αντιστοιχεί στη λογαριθμική φάση ανάπτυξης των βακτηριακών 
κυττάρων. Τα κύτταρα επωάζονται για 10 min στους 4ο C και συλλέγονται με 
φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 10 min, στους 4o C. Το ίζημα των κυττάρων 
επαναδιαλύεται σε 60 ml διαλύματος MgCl2 – CaCl2 (80 mM MgCl2 και 20 mM CaCl2, 
4ο C). Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 10 min στις 4000 rpm στους 4ο C και το 
ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 4 ml διαλύματος CaCl2 0.1Μ (4ο C) που 
περιέχει 140 μl DMSO. Ακολουθεί επώαση για 15 min στους 0-4ο C και μετά την 
προσθήκη 140 μl DMSO το κυτταρικό εναιώρημα μοιράζεται σε πλαστικούς σωλήνες 
(200 μl/σωλήνα) και ψύχεται άμεσα στους -80ο C.  

 
Υγρό θρεπτικό υλικό LB: 1% Tryptone, 1% NaCl, 0.5% Yeast extract 
 
2.2.11 Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E. coli BL21 (DE3) με 
ανασυνδυασμένους φορείς έκφρασης 

 
Για το μετασχηματισμό των επιδεκτικών κυττάρων, 5 μl της αντίδρασης 

κλωνοποίησης μεταφέρονται σε 100 μl επιδεκτικών κυττάρων Ε.coli BL21 (DE3) και 
ακολουθεί επώαση για 30 min στους 0-4ο C. Τα κύτταρα υποβάλλονται σε θερμικό σοκ 
στους 42ο C για 1 min και μεταφέρονται άμεσα στους 0ο C για 2-3 min. Τέλος, μετά 
την προσθήκη 400 μl διαλύματος SOC, επωάζονται για 1 h και 30 min στους 37ο C, 
υπό ανάδευση (170 rpm). Τα μετασχηματισμένα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία με 
στερεό θρεπτικό υπόστρωμα (LB/άγαρ) που περιέχει αμπικιλίνη (100 μg/ml, για τον 
ανασυνδυασμένο pET20b) ή καναμυκίνη (50 μg/mL, για τον ανασυνδυασμένο 
pET24b) και επωάζονται για 14 h στους 37ο C.  

 
2.2.12 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα – επιλογή θετικών 
αποικιών 

 
Από τις αποικίες που αναπτύσσονται στα τρυβλία ελέγχονται κάποιες για το αν 

τα κύτταρα έχουν μετασχηματιστεί με τους ανασυνδυασμένους φορείς έκφρασης. 
Πραγματοποιείται απομόνωση πλασμιδιακού DNA και πέψη με περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες, όπως ακριβώς περιγράφηκε παραπάνω (¶ 2.2.6).  

 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Υλικά & Μέθοδοι 

 
66 

2.2.13 Έλεγχος έκφρασης γονιδίων 
 
Για να προσδιοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες έκφρασης των κλωνοποιημένων 

γονιδίων πραγματοποιούνται δοκιμές έκφρασης. Συγκεκριμένα, 3 ml υγρού θρεπτικού 
μέσου LB με αμπικιλίνη (100 μg/ml, για τον ανασυνδυασμένο pET20b) ή καναμυκίνη 
(50 μg/ml, για τον ανασυνδυασμένο pET24b) εμβολιάζονται με κύτταρα E. coli BL21 
(DE3) μετασχηματισμένα με τους ανασυνδυασμένους φορείς έκφρασης. Οι 
καλλιέργειες επωάζονται για 14 h στους 37ο C υπό ανάδευση στις 210 rpm. Από την 
καλλιέργεια αυτή 2 ml χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό 140 ml υγρού θρεπτικού 
μέσου LB με το κατάλληλο αντιβιοτικό. Οι καλλιέργειες επωάζονται στους 37ο C υπό 
ανάδευση στις 210 rpm μέχρι η οπτική απορρόφηση του εναιωρήματος στα 600 nm 
να έχει τιμή  περίπου 0.6. H καλλιέργεια μοιράζεται σε επτά αποστειρωμένες κωνικές 
φιάλες (20 ml στην κάθε μια). Στις τρεις καλλιέργειες προστίθεται IPTG 0.5 mM και η 
μια επωάζεται στους 37ο C για 5 h, η δεύτερη στους 30ο C για το ίδιο χρονικό διάστημα 
και η τρίτη στους 20-22ο C για 14-16 h, υπό ανάδευση στις 210rpm. Η ίδια 
διαδικασία ακολουθείται και για τις υπόλοιπες τρεις καλλιέργειες με τη διαφορά ότι 
προστίθεται 1 mM IPTG. Η πέμπτη καλλιέργεια επωάζεται στους 37ο C για 5 h χωρίς 
την προσθήκη IPTG και χρησιμοποιείται ως μάρτυρας. Μετά το πέρας της επώασης τα 
κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4000 rpm, για 30 min στους 4ο C. Τα 
κύτταρα επαναδιαλύονται σε 1 ml διαλύματος λύσης και ομογενοποιούνται με 
υπερήχους για 2 min με παύσεις των 10 sec ανά 10 sec. Τα δείγματα φυγοκεντρούνται 
στις 14000 rpm για 30 min στους 4ο C για την απομάκρυνση των μεμβρανών και των 
κυτταρικών οργανιδίων. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέους πλαστικούς σωλήνες. 
Ακολουθεί προετοιμασία των δειγμάτων για ηλεκτροφόρηση υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες σε πηκτή ακρυλαμιδίου παρουσία SDS. Συγκεκριμένα, 9 μl από το κάθε 
υπερκείμενο αναμιγνύονται με 3 μl 4Χ διαλύματος πλήρωσης, επωάζονται για 5 min 
στους 98ο C και μεταφέρονται άμεσα στον πάγο. Τα ιζήματα επαναδιαλύονται σε 100 
μl 4Χ διαλύματος πλήρωσης και επωάζονται για 30 min στους 98ο C με έντονη 
ανάδευση ανά 5 min. Έπειτα, 3 μl από το κάθε αναδιαλυμένο ίζημα αραιώνονται με 9 
μl νερού. Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 12% και μετά 
το πέρας της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται χρώση και πλύση της πηκτής όπως 
περιγράφηκε παραπάνω (¶ 2.2.1. Γ).  

 
2.2.14 Έκφραση γονιδίων  

 
Μετά τον προσδιορισμό των κατάλληλων συνθηκών για την έκφραση κάθε 

γονιδίου, εφαρμόζονται οι συνθήκες αυτές σε καλλιέργειες μεγαλύτερου όγκου για την 
έκφραση των γονιδίων και την ακόλουθη απομόνωση των πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, 5 
ml υγρού θρεπτικού μέσου με το κατάλληλο αντιβιοτικό επιμολύνονται με κύτταρα 
E.coli BL21 (DE3) που έχουν μετασχηματιστεί με τους ανασυσδυασμένους φορείς 
έκφρασης. Οι καλλιέργειες επωάζονται για 14-16 h στους 37ο C υπό ανάδευση στις 
210 rpm. Από την καλλιέργεια αυτή, 5 ml χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 3 Lt 
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υγρού θρεπτικού μέσου LB με το κατάλληλο αντιβιοτικό. Οι καλλιέργειες αυτές 
επωάζονται στους 37ο C στις 210 rpm, έως ότου η οπτική απορρόφηση στα 600 nm 
είναι περίπου 0,6. Στο σημείο αυτό προστίθεται η κατάλληλη ποσότητα IPTG ανάλογα 
με τα αποτελέσματα του ελέγχου υπερέκφρασης και οι καλλιέργειες επωάζονται στη 
βέλτιστη θερμοκρασία για το αντίστοιχο χρονικό διάστημα. Μετά το πέρας της επώασης 
τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 30 min στους 4ο C και το 
κυτταρικό ίζημα αποθηκεύεται στους -80ο C.  

 
2.2.15 Απομόνωση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών  

 
Για την απομόνωση των πρωτεϊνών που φέρουν έξι κατάλοιπα ιστιδίνης στο 

αμινοτελικό ή στο καρβοξυτελικό τους άκρο (N-terminal και C-terminal His-tag) 
χρησιμοποιείται στήλη συγγένειας Ni-NTΑ. Τα κατάλοιπα των έξι εν σειρά ιστιδινών 
αλληλεπιδρούν μέσω των ιμιδαζολικών δακτυλίων με τα ιόντα νικελίου της ρητίνης. Η 
αλληλεπίδραση αυτή είναι αρκετά ισχυρή και για την απομόνωση των πρωτεϊνών, μετά 
την απομάκρυνση των μη επιθυμητών πεπτιδίων με το διάλυμα πλύσης, 
χρησιμοποιείται διάλυμα έκλουσης που περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου. 
Το ιμιδαζόλιο ανταγωνίζεται την ουρά ιστιδινών για την πρόσδεση στη στήλη (Εικόνα 
34). 
 

His

His

 
 
Εικόνα 34: (Α) Αλληλεπίδραση δύο γειτονικών κατάλοιπων ιστιδίνης με τα ιόντα νικελίου της 
στήλης χρωματογραφίας συγγένειας Ni-NTΑ. (Β) Αλληλεπίδραση του ιμιδαζολίου με τα ιόντα 
νικελίου. Το ιμιδαζόλιο ανταγωνίζεται τα κατάλοιπα ιστιδίνης για τη δέσμευση στα ιόντα νικελίου.     

 
Αρχικά, τα κυτταρικά ιζήματα επαναδιαλύονται στον αντίστοιχο όγκο 

διαλύματος λύσης (3 ml/gr κυττάρων) και επωάζονται για 20 min στους  0-4ο C. 
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Ακολουθεί λύση των κυττάρων με υπερήχους για 2 min, με παύσεις των 10sec ανά 
10sec. Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 min στις 14000 rpm στους 4ο C και τα 
υπερκείμενα μεταφέρονται σε νέους πλαστικούς σωλήνες.  Ακολουθεί η προετοιμασία 
της στήλης συγγένειας Ni-NTΑ. Σε σύριγγα των 5ml τοποθετείται υαλοβάμβακας και 
έπειτα προστίθεται 2 ml Ni-NTΑ αγαρόζης. Η στήλη πακετάρεται και μετά 
πραγματοποιείται εξισορρόπηση με 10 όγκους διαλύματος εξισορρόπησης. Τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα μεταφέρονται στη στήλη και τα δείγματα συλλέγονται σε 
πλαστικούς σωλήνες με τις χαρακτηριστικές ονομασίες FT (flow – through). Στα 
κλάσματα αυτά περιέχεται η πλειονότητα των πρωτεϊνών που δε δεσμεύονται στη 
στήλη. Για την απομάκρυνση των πρωτεϊνών που έχουν δεσμευτεί στη στήλη μη ειδικά 
πραγματοποιείται πλύση με διάλυμα πλύσης που περιέχει μικρή συγκέντρωση 
ιμιδαζολίου. Τα δείγματα αυτά συλλέγονται σε πλαστικούς σωλήνες με τις 
χαρακτηριστικές ονομασίες W (wash). Συνήθως, οι πρωτεΐνες που συλλέγονται σε αυτό 
το στάδιο της απομόνωσης περιέχουν κάποια κατάλοιπα ιστιδίνης που δεσμεύονται στα 
ιόντα νικελίου. Τέλος, η υπό μελέτη πρωτεΐνη εκλούεται από τη στήλη με διάλυμα 
έκλουσης που περιέχει ιμιδαζόλιο σε συγκέντρωση 250 mM-1Μ. Τα δείγματα 
συλλέγονται σε πλαστικούς σωλήνες με τις χαρακτηριστικές ονομασίες EL (elution). Τα 
κλάσματα αποθηκεύονται στους 4ο C. Κάποια αντιπροσωπευτικά δείγματα από τα FT, 
W και EL ηλεκτροφορούνται σε SDS-PAGE 10% για την εμφάνιση των αποτελεσμάτων 
της απομόνωσης. Οι πρωτεΐνες που περιέχονται στα δείγματα της έκλουσης 
συλλέγονται σε μια μεμβράνη διαπίδυσης, η οποία τοποθετείται σε ποτήρι ζέσεως που 
περιέχει 100 όγκους διαλύματος διαπίδυσης. Η διαπίδυση λαμβάνει χώρα στους 4ο C 
για 3 h υπό ελαφρά ανάδευση και μετά την αντικατάσταση του διαλύματος διαπίδυσης 
με ίσο όγκο νέου διαλύματος συνεχίζεται για 14-16 h. Σε περίπτωση που απαιτείται 
συμπύκνωση των πρωτεϊνών συλλέγεται το δείγμα σε μεμβράνη διαπίδυσης, η οποία 
τοποθετείται σε δοχείο που περιέχει PEG40000 για 1-2 h στους 4ο C. Τελικά, οι 
πρωτεΐνες μεταφέρονται σε πλαστικούς σωλήνες και προστίθεται γλυκερόλη σε τελική 
συγκέντρωση 40%.  

 
Διάλυμα λύσης: 50 mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 0.1% Triton-X, 5 mM β-
mercaptoethanol, 5 mM MgCl2, 15 μg/ml lysozyme, 1 mM PMSF, 10% glycerol. 
Διάλυμα εξισορρόπησης: 50 mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl 
Διάλυμα πλύσης: 50 mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 30 mM imidazol 
Διάλυμα έκλουσης: 50 mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 250mM-1M imidazol 
Διάλυμα διαπίδυσης (AspRS2, GlyRS): 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 15 mM MgCl2, 
2 mM β-mercaptoethanol 
Διάλυμα διαπίδυσης (EF-Tu): 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NH4Cl, 50 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM β-mercaptoethanol 
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2.2.16 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών 
 
Η μέθοδος Bradford χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό της πρωτεϊνικής 

συγκέντρωσης σε ένα διάλυμα. Η τεχνική βασίζεται στην πρόσδεση της χρωστικής 
Coomassie Brilliant Blue G-250 στις πρωτεΐνες (Bradford, 1976) και ο προσδιορισμός 
πραγματοποιείται με φωτομέτρηση στα 595 nm.  
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Εικόνα 35: Σύνοψη της πειραματικής διαδικασίας για την ενίσχυση και κλωνοποίηση των γονιδίων και την απομόνωση των ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών. 
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2.2.17 Cassette cloning των γονιδίων tRNA  
 
Για την κλωνοποίηση των γονιδίων των δύο αγρίου τύπου και δώδεκα 

μεταλλαγμένων μορίων tRNAAsn και tRNAAsp του Ν. meningitides και των πέντε μορίων 
tRNAGly του S. aureus χρησιμοποιήθηκε η τεχνική του cassette cloning, όπως 
περιγράφεται στη βιβλιογραφία (Fechter et al., 1998). Αρχικά, σχεδιάζονται 
επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτίδια και για τους δυο κλώνους του κάθε γονιδίου. Στο 
5΄ άκρο κάθε γονιδίου προστίθεται ένα ολιγονουκλεοτίδιο με την αλληλουχία του T7 
προαγωγέα και η αλληλουχία αναγνώρισης για το περιοριστικό ένζυμο HindIII. 
Αντίστοιχα, στο ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στο 3΄ άκρο της αλληλουχίας κάθε 
γονιδίου προστίθεται η αλληλουχία αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύμων BamHI 
και BstNI. Οι θέσεις αναγνώρισης από τα ένζυμα HindIII και BamHI εξυπηρετούν την 
υποκλωνοποίηση του γονιδίου στον κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα, ενώ η θέση 
αναγνώρισης του BstNI τη γραμμοποίηση του πλασμιδίου για την in vitro μεταγραφή. 
Στις περιπτώσεις που το πρώτο ζεύγος βάσεων του μορίου tRNA είναι UA, στο 5΄ άκρο 
του γονιδίου προστίθεται και η αλληλουχία ενός αυτοκαταλυόμενου ριβοενζύμου 
(Curnow et al., 1998). Για το κάθε γονίδιο που κωδικοποιεί μόριο tRNA αγρίου τύπου 
σχεδιάζονται 8-10 ολιγονουκλεοτίδια, ενώ για την ενσωμάτωση συγκεκριμένων 
μεταλλάξεων στα μόρια tRNA σχεδιάζονται επιπλέον ζεύγη ολιγουνουκλεοτιδίων 
(Πίνακες 6, 7 και 8).  

 
Πίνακας 6: Αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των 
γονιδίων των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων μορίων tRNAAsn του N. meningitidis.  
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Πίνακας 7: Αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των 
γονιδίων των αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων μορίων tRNAAsp του N. meningitidis. 
 

 
 
Πίνακας 8: Αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των 
γονιδίων των μορίων tRNAGly του S. aureus. 
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Για τη σύνθεση των γονιδίων πραγματοποιείται φωσφορυλίωση και 
υβριδοποίηση των εκκινητών και σύνδεσή τους με τον πλασμιδιακό φορέα pUC18 
(Εικόνα 36).  

 

NA
+

pUC18

 
 
Εικόνα 36: Κλωνοποίηση των γονιδίων των μορίων tRNA με τη μέθοδο του Cassette cloning. Τα 
ολιγονουκλεοτίδια φωσφορυλιώνονται, υβριδίζονται και συνδέονται μεταξύ τους και με τον 
πλασμιδιακό φορέα pUC18.  
 

Αναλυτικότερα, φωσφορυλιώνονται 100 pmol από τον κάθε εκκινητή σε 1Χ 
ρυθμιστικό διάλυμα για την Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση που περιέχει 1 mM ΑΤΡ 
και 10 U Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση. Πραγματοποιείται επώαση για 30 min στους 
37ο C. Το ένζυμο απενεργοποιείται με θέρμανση στους 65ο C για 20 min. Για την 
αντίδραση υβριδοποίησης αναμιγνύονται 20 pmol από κάθε έναν από τους εκκινητές 
που σχεδιάστηκαν για ένα γονίδιο tRNA με 3Χ ρυθμιστικό διάλυμα για την Τ4 DNA 
λιγάση. Τα δείγματα επωάζονται για 10 min στους 85ο C και ακολουθεί σταδιακή 
μείωση της θερμοκρασίας για 3h ώστε η τελική θερμοκρασία να είναι 20-22ο C. Το 1/3 
του προϊόντος της αντίδρασης υβριδοποίησης χρησιμοποιείται για την αντίδραση 
σύνδεσης με 1 μg πλασμιδιακού φορέα pUC18 που είχε υποστεί πέψη με τα 
περιοριστικά ένζυμα HindIII και BamHI. Η αντίδραση πραγματοποιείται για 16 h 
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στους 16ο C σε 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για την Τ4 DNA λιγάση που 
περιέχει 2,5 mM ΑΤΡ και 40 U Τ4 DNA λιγάση. Ο ανασυνδυασμένος φορέας 
χρησιμοποιείται για το μετασχηματισμό επιδεκτικών κυττάρων του στελέχους E. coli 
DH5a, όπως περιγράφηκε παραπάνω. Η επιλογή των κλώνων γίνεται με βάση το χρώμα 
των αποικιών (Blue-White screening).     

 
Ρυθμιστικό διάλυμα για τα ένζυμα περιορισμού BamHI και HindIII : 10 mM Tris-HCl, 50 
mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9 @ 25ο C   
 
2.2.18 Έλεγχος ανασυνδυασμένων πλασμιδίων 

 
Για να ελεγχθεί αν ο φορέας pUC18 ανασυνδυάστηκε με τα γονίδια που 

κωδικοποιούν τα μόρια tRNA πραγματοποιείται αντίδραση PCR. Ως εκμαγείο 
χρησιμοποιούνται ελάχιστα κύτταρα από την κάθε αποικία. Τα κύτταρα μεταφέρονται 
αρχικά με ένα ρύγχος σε πλαστικό σωλήνα στον οποίο πραγματοποιείται η αντίδραση 
PCR και έπειτα επιστρώνονται σε τρυβλίο με στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB/agar που 
περιέχει αμπικιλίνη (100 μg/ml). Το τρυβλίο είναι χωρισμένο σε διακριτές θέσεις ώστε 
να επιστρωθούν κύτταρα από όλες τις αποικίες που ελέγχονται και για την ανάπτυξη 
των κυττάρων επωάζεται για 14-16 h στους 37ο C. Για το κάθε γονίδιο η αντίδραση 
πολυμεράσης πραγματοποιείται σε ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για τη δράση της 
Taq DNA πολυμεράσης (Hytest), στο οποίο προστίθενται 0.2 mM από κάθε dNTP, 1.6 
mΜ από τους δύο ακραίους εκκινητές, 2.5 mM MgCl2 και 2.5 U Taq DNA 
πολυμεράσης. Οι αντιδράσεις για όλα τα γονίδια πραγματοποιούνται στις συνθήκες 
που αναγράφονται στον Πίνακα 9. Τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορούνται σε 
πήκτωμα αγαρόζης 2.5%. Το πλασμιδιακό DNA από τις αποικίες που είναι θετικές 
απομονώνεται όπως περιγράφηκε παραπάνω και αλληλουχείται με τον εκκινητή M13F. 
Τα αποτελέσματα της αλληλούχησης αξιολογούνται με ομοπαράθεση με τις 
αλληλουχίες των γονιδίων που αντλούνται από ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων. 

 
Πίνακας 9: Συνθήκες της αντίδρασης PCR για έλεγχο των ανασυνδυασμένων με τα γονίδια tRNA 
πλασμιδίων.  
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2.2.19 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα (maxipreps) 
 
Για την in vitro μεταγραφή των γονιδίων των μορίων tRNA απαιτούνται μεγάλες 

ποσότητες πλασμιδιακού DNA. Για το λόγο αυτό απομονώνεται πλασμιδιακό DNA από 
τις θετικές αποικίες σε μεγάλη κλίμακα (maxi-prep). Αρχικά, 5 ml υγρού θρεπτικού 
μέσου LB με αμπικιλίνη (100 μg/ml) εμβολιάζονται με μικρό αριθμό κυττάρων. Η 
καλλιέργεια επωάζεται για 5 h στους 37ο C, υπό ανάδευση στις 210 rpm, και έπειτα 2 
ml αυτής χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 1 lt υγρού θρεπτικού μέσου LB. Τα 
κύτταρα αναπτύσσονται για 14-16 h στους 37ο C υπό ανάδευση στις 210 rpm και 
φυγοκεντρούνται για 15 min στις 4200 rpm στους 4ο C. To κυτταρικό ίζημα 
επαναιωρείται σε 7.5 ml διαλύματος Ι και τα κύτταρα λύονται μερικώς με προσθήκη 
15 ml διαλύματος ΙΙ. Το εναιώρημα των κυττάρων αναδεύεται για 5 min και επωάζεται 
για 30 min στους 37ο C. H λύση σταματά με την προσθήκη 10 ml διαλύματος ΙΙΙ. Μετά 
από έντονη ανάδευση τα δείγματα επωάζονται στους 0ο C για 10 min και 
φυγοκεντρούνται για 30 min στις 4200 rpm. Το υπερκείμενο μεταφέρεται προσεκτικά 
σε νέο πλαστικό σωλήνα και αναμιγνύεται με 0.6 όγκους ισοπροπανόλης και επωάζεται 
στους 20-22ο C για 20 min. Ακολουθεί ανάδευση και φυγοκέντρηση για 20 min στις 
4200 rpm. Το ίζημα επαναδιαλύεται με έντονη ανάδευση σε 5 ml CsCl2 πυκνότητας 
1.58 και προστίθενται 200 μl βρωμιούχου αιθιδίου (10 mg/ml). Τα δείγματα 
επωάζονται για 10 min στους 4ο C και φυγοκεντρούνται για 10 min στις 3000 rpm 
ώστε να απομακρυνθούν τα μόρια RNA μεγάλου μεγέθους. Το υπερκείμενο 
μεταφέρεται σε πλαστικούς σωλήνες διαβάθμισης Quick-seal (13 X 51 mm Beckman) 
και γίνεται πλήρωση των σωλήνων με CsCl2. Τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 80000 
rpm σε κεφαλή Beckman Vti90 για 2.5 h (εναλλακτικά: 55000 rpm, 14 h). Με τη 
φυγοκέντρηση δημιουργείται μια διαβάθμιση πυκνότητας από 1.50 έως 1.65. Τα 
διάφορα τμήματα DNA διαχωρίζονται ανάλογα με την πυκνότητά τους. Το 
υπερελικωμένο πλασμιδιακό DNA ενσωματώνει λιγότερο βρωμιούχο αιθίδιο σε σχέση 
με το κατεστραμμένο πλασμιδιακό DNA, του οποίου ο ένας κλώνος έχει κοπεί ή με το 
γραμμοποιημένο γενωμικό DNA. Συνεπώς, το υπερελικωμένο πλασμιδιακό DNA είναι 
πιο πυκνό από το κατεστραμμένο πλασμιδιακό ή το γενωμικό DNA. Στο σωλήνα 
εμφανίζονται δύο ζώνες. Το υπερελικωμένο, κυκλικό, πλασμιδιακό DNA, που 
εντοπίζεται στην κατώτερη ζώνη, συλλέγεται με μια σύριγγα και μεταφέρεται σε σωλήνα 
με αιμολυσίνη. Για να απομακρυνθεί το βρωμιούχο αιθίδιο προστίθεται 1 όγκος 
διαλύματος ισοπροπανόλης 80% σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ. Μετά από 1-2 min 
απορρίπτεται το υπερκείμενο (περιέχει ισοπροπανόλη και βρωμιούχο αιθίδιο) και η 
διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι να αποχρωματιστεί το διάλυμα. Το δείγμα 
αραιώνεται σε αναλογία 1:3 με νερό και προστίθεται διάλυμα NaCl τελικής 
συγκέντρωσης 0.25 Μ. Για την κατακρήμνιση του DNA προστίθενται 3 όγκοι 
αιθανόλης 100%, τα δείγματα επωάζονται στους -20ο C για 1 h και φυγοκεντρούνται 
για 20 min στις 4000 rpm στους 4ο C. Ακολουθεί πλύση με αιθανόλη 80% και 
φυγοκέντρηση για 5 min στις 4000 rpm στους 4ο C. Μετά την απομάκρυνση κάθε 
υπολείμματος αιθανόλης, το ίζημα του DNA επαναδιαλύεται σε 400 μl 
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αποστειρωμένου νερού και πραγματοποιείται πλύση με φαινόλη και χλωροφόρμιο για 
την απομάκρυνση των υπολειμμάτων του βρωμιούχου αιθιδίου. Ακολουθεί 
κατακρήμνιση του DNA όπως περιγράφηκε παραπάνω και τελικά το πλασμιδιακό DNΑ 
επαναδιαλύεται σε 200 μl αποστειρωμένου νερού και αποθηκεύεται στους -20ο C.     

     
2.2.20 In vitro μεταγραφή 

 
Για την in vitro μεταγραφή των γονιδίων που κωδικοποιούν τα μόρια tRNA 

απαιτείται το πλασμίδιο να είναι γραμμικό. Πραγματοποιείται αρχικά πέψη του 
ανασυνδυασμένου pUC18 με το ένζυμο περιορισμού BstNI. Η αντίδραση 
πραγματοποιείται σε 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για το BstNI με 1X BSA, 100 
μg πλασμιδιακό DNA και 50 U BstNI. Τα δείγματα επωάζονται για 2 h στους 60ο C και 
μετά την πάροδο 1.5 h προστίθενται επιπλέον 6 U ενζύμου. Ακολουθεί πλύση με 
φαινόλη/χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη και τελικά το προϊόν της πέψης 
επαναδιαλύεται σε 50 μl αποστειρωμένου νερού. Από το προϊόν της πέψης 1μl 
ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα αγαρόζης 0.8%. Ακολουθεί η in vitro μεταγραφή των 
γονιδίων των μορίων tRNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης, της οποίας η σύσταση 
φαίνεται στον Πίνακα 10, είναι 500μl.  

 
Πίνακας 10: Σύσταση των αντιδράσεων της in vitro μεταγραφής των γονιδίων των μορίων tRNA. 
 

 
 
Τα δείγματα επωάζονται για 2 h στους 37ο C. Μετά την πρώτη ώρα παρατηρείται 

κατακρήμνιση πυροφωσφορικού μαγνησίου και προστίθενται 2 μl πυροφωσφατάση 
(Ppse, 20 U/μl). Μετά από 30 min, 5 μl από την αντίδραση ηλεκτροφορούνται σε 
πηκτή πολυακρυλαμιδίου 12% με 8Μ ουρία για να ελεγχθεί αν έχει παραχθεί tRNA. 
Την ίδια χρονική στιγμή προστίθενται 5 U Τ7 RNA πολυμεράσης σε κάθε αντίδραση 
και ακολουθεί επώαση για επιπλέον 2 h. Πραγματοποιείται πλύση με 
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φαινόλη/χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη. Τελικά, το RNA 
επαναδιαλύεται σε 150 μl αποστειρωμένου DEPC-νερού. Τα δείγματα 
ηλεκτροφορούνται σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 12% με 8 Μ ουρία στα 400 Volts για 
14-16 h. Η πορεία της in vitro μεταγραφής παρουσιάζεται συνοπτικά στην Εικόνα 37. 

 

 
 

Εικόνα 37: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας που ακολουθείται κατά την in vitro 
μεταγραφή των γονιδίων των μορίων tRNA.  

 
Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται ηλεκτροέκλουση των 

μορίων tRNA. Αρχικά τοποθετούνται τρεις μεμβράνες στη συσκευή. Οι δύο ακραίες 
μεμβράνες, της ανόδου και της καθόδου, είναι μη διαπερατές ενώ η τρίτη μεμβράνη, 
που τοποθετείται μεταξύ των δύο και πιο κοντά στη μεμβράνη της καθόδου, είναι 
διαπερατή. Μετά την εκτομή των ζωνών που αντιστοιχούν στα μόρια tRNA, τα κομμάτια 
τεμαχίζονται και τοποθετούνται μεταξύ των δύο μεμβρανών στη συσκευή της 
ηλεκτροέκλουσης. Στο τμήμα της συσκευής που τοποθετείται το κομμάτι της πηκτής 
προστίθενται 10 ml αποστειρωμένου διαλύματος 1Χ ΤΒΕ και μεταξύ των δύο 
μεμβρανών της καθόδου 800 μl του ίδιου διαλύματος. Η έκλουση πραγματοποιείται 
για 2 h στα 250 Volts και έπειτα γίνεται αλλαγή των πόλων για 15 sec. Το διάλυμα 
μεταξύ των μεμβρανών της καθόδου μεταφέρεται σε νέο πλαστικό σωλήνα και το RNA 
κατακρημνίζεται με αιθανόλη. Τελικά, το tRNA επαναδιαλύεται σε 100 μl 
αποστειρωμένου νερού και αποθηκεύεται στους -20ο C.   

 
Ρυθμιστικό διάλυμα για τo ένζυμo περιορισμού BstNI: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 
mM MgCl2, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,9 @ 25ο C   
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2.2.21 Αντίδραση αμινοακυλίωσης μορίων tRNA (tRNA aminoacylation assays)  
 
Αντιδράσεις αμινοακυλίωσης πραγματοποιούνται για την αμινοακυλίωση των 

αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων μορίων tRNAAsn και tRNAAsp από την AspRS2 του T. 
thermophilus και για την αμινοακυλίωση των μορίων tRNAGly από την GlyRS του S. 
aureus. Στην πρώτη περίπτωση χρησιμοποιείται σημασμένο [14C]ασπαραγινικό οξύ ενώ 
στη δεύτερη [14C]γλυκίνη. 

Για την αμινοακυλίωση των μορίων tRNAAsn και tRNAAsp χρησιμοποιούνται 
30pmol από το κάθε μετάγραφο. Στο θετικό μάρτυρα προστίθεται tRNAAsp του T. 
thermophilus. Ο αρνητικός μάρτυρας δεν περιέχει μετάγραφο tRNA. Η σύσταση του 
διαλύματος της αντίδρασης αμινοακυλίωσης αναγράφεται στον Πίνακα 11 και ο 
τελικός όγκος της αντίδρασης είναι 50μL. 
 
Πίνακας 11: Σύσταση των αντιδράσεων αμινοακυλίωσης των tRNAAsn και tRNAAsp μετάγραφων 
του N. meningitidis από την AspRS2 του T. thermophilus. 
 

 
 
Τα δείγματα επωάζονται στους 50ο C. Μετά από 30 min απομακρύνονται 20 μl 

από κάθε δείγμα τα οποία μεταφέρονται σε ένα κομμάτι χαρτιού whatman. Τα 
εμποτισμένα χαρτιά μεταφέρονται κατευθείαν σε 5% TCA, για να σταματήσει η 
αντίδραση. Ακολουθεί εκ νέου προσθήκη ενζύμου (5 μΜ) σε κάθε αντίδραση και μετά 
την πάροδο 15 min συλλέγονται δείγματα όπως περιγράφηκε παραπάνω. 
Πραγματοποιούνται τρεις πλύσεις των εμποτισμένων τμημάτων χαρτιού με 5% TCA για 
15 min και δύο με αιθανόλη 96% για 5 min. Ακολουθεί στέγνωμα, τοποθέτηση των 
τμημάτων χαρτιού σε ειδικά φιαλίδια, προσθήκη 3 ml υγρού σπινθηρισμού στο κάθε 
ένα από αυτά και μέτρηση της β-ακτινοβολίας με μετρητή σπινθηρισμού (Liquid 
Scintillation Counter, TriCARB 2800, Perkin Elmer).   

Αντίστοιχα, για την αμινοακυλίωση των μορίων tRNAGly χρησιμοποιούνται 300-
600pmol από τα μετάγραφα των μορίων του S. aureus. Στο θετικό μάρτυρα 
προστίθεται ολικό tRNA του S. aureus (20μΜ) ενώ ο αρνητικός μάρτυρας δεν 
εμπεριέχει μετάγραφο μορίου tRNA. Η σύσταση του διαλύματος της αντίδρασης 
αμινοακυλίωσης αναγράφεται στον Πίνακα 12 και ο τελικός όγκος της αντίδρασης 
είναι 300μl. Η αντίδραση πραγματοποιείται στους 37ο C και λαμβάνονται δείγματα των 
20μl ανά τακτά χρονικά διαστήματα και για συνολικό χρόνο των 30 min. Ακολουθεί 
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επεξεργασία των δειγμάτων όπως περιγράφηκε παραπάνω και μέτρηση της β-
ακτινοβολίας με μετρητή σπινθηρισμού (Liquid Scintillation Counter, TriCARB 2800, 
Perkin Elmer).  

 
Πίνακας 12: Σύσταση των αντιδράσεων αμινοακυλίωσης των tRNAGly μετάγραφων του S. aureus 
από τη GlyRS.  

 
 
2.2.22 Αντιδράσεις τρανσαμίδωσης (tRNA-dependent transamidation assays)   

 
Η δοκιμή τρανσαμίδωσης πραγματοποιείται για την κινητική ανάλυση της 

βακτηριακής GatCAB αμιδοτρανσφεράσης και τον έλεγχο των στοιχείων ταυτότητας 
των μορίων tRNAAsn για την τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου Asp. Για την 
αντίδραση τρανσαμίδωσης απαιτείται αρχικά η αμινοακυλίωση των αγρίου τύπου και 
μεταλλαγμένων μορίων tRNAAsn και tRNAAsp, η οποία πραγματοποιείται όπως 
περιγράφηκε παραπάνω, αλλά με 4.6 μΜ AspRS2, 75pmol μετάγραφο του μορίου 
tRNA και την προσθήκη 0,1 mg/ml ΒSA. Η αντίδραση πραγματοποιείται στους 50° C. 
Μετά από 30 min λαμβάνεται δείγμα 2μl για το έλεγχο της απόδοσης της αντίδρασης. 
Παράλληλα προστίθενται στην αντίδραση 5μl οξικό κάλιο (pH 4.5, 3 M, 4ο C) και 50μl 
όξινη φαινόλη (pH 5, κορεσμένη σε οξικό νάτριο). Τα δείγματα αναδεύονται έντονα για 
30 sec και φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 12000rpm. Μεταφέρεται το υπερκείμενο 
σε νέο πλαστικό σωλήνα και προστίθενται 50μl χλωροφόρμιο (4ο C). Τα δείγματα 
αναδεύονται έντονα για 30 sec και φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 12000 rpm και το 
υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο πλαστικό σωλήνα. Τα αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA 
κατακρυμνίζονται με 5μl οξικού καλίου (pH 4.5, 3 M, 4ο C) και 3 όγκους αιθανόλης 
100% (-20ο C). Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 20 min στις 12000 rpm στους 4ο C και 
πλύση των ιζημάτων με 80% αιθανόλη. Πριν την αντίδραση τρανσαμίδωσης τα ιζήματα 
αναδιαλύονται σε 25 μl αποστειρωμένου νερού. Για να ελεγχθεί η πιθανή απακυλίωση 
των μορίων tRNA λαμβάνεται δείγμα 1 μl από κάθε αντίδραση. Για την αντίδραση 
τρανσαμίδωσης χρησιμοποιούνται τα αμινοακυλιωμένα πλέον μετάγραφα tRNA. Για το 
θετικό και τον αρνητικό μάρτυρα χρησιμοποιείται Asp-tRNAAsn του T. thermophilus, 
αλλά στον αρνητικό μάρτυρα δεν προστίθεται ένζυμο. Η σύσταση της αντίδρασης 
τρανσαμίδωσης που έχει τελικό όγκο 50μl φαίνεται στον Πίνακα 13.   

H αντίδραση πραγματοποιείται στους 37ο C και λαμβάνονται δείγματα των 15 μl 
στα 5, 10 και 20 min. Από κάθε αντίδραση 1μl χρησιμοποιείται για να ελεγχθεί η 
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πιθανή απακυλίωση των μορίων tRNA. Στα δείγματα προστίθενται 50μl 
φαινόλης/χλωροφόρμιου, αναδεύονται ισχυρά και φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 
12000 rpm. To υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα και προστίθενται 50 μl 
χλωροφόρμιο, αναδεύονται ισχυρά και φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 12000 rpm. 
Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο πλαστικό σωλήνα και προστίθενται 2.5 μl ΚΟΗ 1Ν 
και τα δείγματα επωάζονται στους 90ο C για 2 h, ώστε να απακυλιωθούν τα μόρια 
tRNA. Μετά την πάροδο των δύο ωρών προστίθενται 3μl ΗCl 1N και τα δείγματα 
επωάζονται στους 100ο C  για την ξήρανσή τους. Αναδιάλυση πραγματοποιείται σε 5 μl 
αποστειρωμένου νερού. 
 
Πίνακας 13: Σύσταση των αντιδράσεων τρανσαμίδωσης των αμινοακυλιωμένων αγρίου τύπου και 
μεταλλαγμένων μετάγραφων Asp-tRNAAsp και Asp-tRNAAsn από την GatCAB αμιδοτρανσφεράση 
του N. meningtitidis.  

 
 

 
2.2.23 Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) για το διαχωρισμό αμινοξέων 
 
 Για να ελεγχθεί η απόδοση και η πορεία της αντίδρασης τρανσαμίδωσης 
πραγματοποιείται χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). Με τη μέθοδο αυτή είναι 
δυνατός ο διαχωρισμός των αμινοξέων που ήταν εστεροποιημένα στο μόριο tRNA, 
καθώς το ασπαραγινικό οξύ παρουσιάζει διαφορετική κινητικότητα από την 
ασπαραγίνη. Αρχικά σημειώνονται στο φύλλο κυτταρίνης τα σημεία εφαρμογής των 
δειγμάτων. Από κάθε δείγμα μεταφέρονται 3 μL στο αντίστοιχο σημείο. Το διάλυμα της 
χρωματογραφίας αποτελείται από 10 ml οξικό οξύ, 80 ml ισοπροπυλική αλκοόλη, 10 
ml φορμικό οξύ και 4 ml νερό.  
 
2.2.24 Απομόνωση ολικού RNA από κύτταρα S. aureus 
 

Για την απομόνωση ολικού RNA από το S. aureus, αρχικά συλλέγονται κύτταρα 
από καλλιέργεια των 30 ml που επωάστηκε για 14-16 h στους 37ο C στις 210 rpm. Το 
κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται σε 100 μl διαλύματος TE που περιέχει 2 mg/ml 
λυσοζύμη με έντονη ανάδευση. Ακολουθεί επώαση στους 37°C για 10 min. Για τη 
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λύση των κυττάρων προστίθενται 350 μl διαλύματος RA1 και 3.5 μl β-
mercaptoethanol και αναδεύεται το δείγμα ισχυρά. Το προϊόν της λύσης μεταφέρεται 
σε στήλη φιλτραρίσματος NucleoSpin και φυγοκεντρείται για 1 min στις 11000 rpm. 
Ακολουθεί προσθήκη 350 μl αιθανόλης 70% και μεταφορά σε στήλη NucleoSpin RNA 
II. Τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 11000 rpm. Για την αφαλάτωση της 
στήλης προστίθενται 350 μl διαλύματος MDB (Membrane Desalting Buffer) και 
πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις 11000 rpm για 1 min για την ξήρανση της 
στήλης. Η απομάκρυνση των αλάτων αυξάνει την αποτελεσματικότητα της κατεργασίας 
με την DΝάση. Για την απομάκρυνση του DNA παρασκευάζεται ένα διάλυμα με 10 μl 
DNάση και 90 μl ρυθμιστικού διαλύματος αντίδρασης για την DNάση. Από το διάλυμα 
αυτό μεταφέρονται 95 μl DNάσης στο κέντρο της στήλης. Η αντίδραση λαμβάνει χώρα 
για 15 min στους 20-22ο C. Για την απενεργοποίηση της DNάσης προστίθενται 200 μl 
διαλύματος RA2 και τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 30 sec στις 11000 rpm. Έπειτα 
πραγματοποιείται μια δεύτερη πλύση με 600 μl διαλύματος RA3 και φυγοκέντρηση 
για 30 sec στις 11000 rpm. Η στήλη ξεπλένεται εκ νέου με 250 μl διαλύματος RA3 και 
φυγοκέντρηση για 2 min στις 11000 rpm για να ξηρανθεί πλήρως. Η έκλουση του 
ολικού RNA πραγματοποείται με 60 μl νερού απαλλαγμένου από RNάσες και 
φυγοκέντρηση στις 11000 rpm για 1 min. 
 
TE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8 
 
2.2.25 Έλεγχος έκφρασης των μορίων tRNA του S. aureus με αντίδραση 
αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR) 

 
Για να ελεγχθεί αν εκφράζονται όλα τα γονίδια του tRNA και το ψευδογονίδιο 

του γονιδιώματος του S. aureus πραγματοποιείται RT-PCR με εκμαγείο το ολικό RNA 
που απομονώνεται από κύτταρα του βακτηρίου. Για την αντίδραση με την αντίστροφη 
μεταγραφάση (RT) και τη σύνθεση του cDNA χρησιμοποιούνται 100 pmoles τυχαία 
εξαμερή ως εκκινητές, 1 μg ολικό RNA, 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για την 
MMulV, 0.25 mM dNTPs, 6 mM DTT, 2 U αναστολέα της RNάσης (RNasin) και 100 U 
MMulV. Οι συνθήκες της αρχικής αντίδρασης σύνθεσης cDNA είναι: 25° C  για 30 
min, 37° C για 120 min και 65° C για 15 min. 

Στη συνέχεια το cDNA χρησιμοποιείται ως εκμαγείο σε αντιδράσεις PCR για τον 
έλεγχο της έκφρασης κάθε γονιδίου tRNA και του ψευδογονιδίου. Για τον έλεγχο της 
έκφρασης του ψευδογονιδίου πραγματοποιούνται δύο επιπλέον αντιδράσεις παρουσία 
DNάσης και RNάσης για να επιβεβαιωθεί το αποτέλεσμα της έκφρασης και να 
αποκλειστεί η πιθανότητα επιμόλυνσης από DNA. Οι αντιδράσεις PCR 
πραγματοποιούνται σε 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα κατάλληλο για την Dynazyme EXT 
DNA πολυμεράση με 0.5 μg cDNA, 100 pmoles από τον κάθε εκκινητή, 0.25 mM 
dNTPs, 2 mM MgCl2 και 2.5 U Dynazyme EXT DNA πολυμεράση. Οι συνθήκες της 
αντίδραση φαίνονται στον Πίνακα 14. Ακολούθως τα τελικά προϊόντα αναλύονται σε 
πηκτή αγαρόζης 2.5%.  
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5X Ρυθμιστικό διάλυμα για την ΜMulV αντίστροφη μεταγραφάση: 250 mM Tris-HCl, pH 
8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2, 50 mM DTT. 
1X Ρυθμιστικό διάλυμα για την Dynazyme EXT DNA πολυμεράση: 50 mM Tris-HCl (pH 
9.0, 25 °C), 15 mM (NH4)2SO4, 0.1 % Triton X-100. 

 
Πίνακας 14: Συνθήκες της αντίδρασης PCR μετά την αντίστροφη μεταγραφή για την ενίσχυση 
των μετάγραφων των μορίων tRNAGly του S. aureus. 
 

 
 

2.2.26 Χρωματογραφία συγγένειας με καθηλωμένο EF-Tu του S. aureus 
 
Για να ελεγχθεί η δεσμευτική ικανότητα των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly με τον 

EF-Tu αρχικά αμινοακυλιώνονται τα μετάγραφα των μορίων tRNA με σημασμένη 
[14C]Gly. Η αντίδραση αμινοακυλίωσης πραγματοποιείται όπως ακριβώς περιγράφηκε 
παραπάνω αλλά με διπλάσια ποσότητα ενζύμου και υποστρώματος.  

Παράλληλα, πραγματοποιείται ενεργοποίηση του EF-Tu (Ribeiro et al., 1995, 
Becker & Kern, 1998). O EF-Tu που φέρει έξι κατάλοιπα ιστιδίνης στο καρβοξυτελικό 
του άκρο επωάζεται για 10 min στους 20-22ο C με 2 ml εξισορροπημένης Ni-NTΑ 
αγαρόζης. Η στήλη εξισορροπείται με διάλυμα Α χωρίς την προσθήκη GTP. Ο EF-Tu 
ενεργοποιείται με επώαση για 30 min στους 37° C με 3 ml διαλύματος Α. Μετά την 
καθήλωση του EF-Tu μεταφέρονται στη στήλη τα αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA. Τα 
απακυλιωμένα μόρια tRNA και εκείνα που δε δεσμεύτηκαν με τον EF-Tu εκλούονται 
αρχικά με το διάλυμα Β. Τα ασθενώς δεσμευμένα μόρια aa-tRNA εκλούονται με το 
διάλυμα C σε ήπιες ιοντικές συνθήκες. Ακολούθως, τα ισχυρά δεσμευμένα aa-tRNA 
εκλούονται με το διάλυμα D σε υψηλές ιοντικές συνθήκες. Σε κάθε στάδιο έκλουσης 
συλλέγονται από 8-15 δείγματα. Έπειτα από κατεργασία με TCA, όπως περιγράφηκε 
παραπάνω, ακολουθεί μέτρηση της β-ακτινοβολίας με μετρητή σπινθηρισμού (Liquid 
Scintillation Counter, TriCARB 2800, Perkin Elmer).   

 
Διάλυμα Α: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM phosphoenolpyruvate, 5 mM GTP, 50 mM KCl, 
50 mM NH4Cl, 10 mM MgCl2, 10 mM β-mercaptoethanol, 100 μg/ml pyruvate kinase. 
Διάλυμα Β: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM GTP, 50 mM KCl, 50 mM NH4Cl, 10 mM MgCl2, 5 
mM β-mercaptoethanol.  
Διάλυμα C: 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 50 μM GTP, 50 mM KCl, 50 mM NH4Cl, 
10 mM MgCl2, 5 mM β-mercaptoethanol. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Υλικά & Μέθοδοι 

 
83 

Διάλυμα D: 100 mM Isoborate-Na pH 7.5, 1 M NaCl, 50 μM GTP, 10 mM MgCl2, 10 mM β-
mercaptoethanol. 
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3.1 Ασύνηθες σύστημα αλληλομετατροπής αμινοξέων – tRNA-
εξαρτώμενη σύνθεση της ασπαραγίνης 
 
3.1.1. Καθαρισμός ενζύμων και tRNA υποστρωμάτων για τη μελέτη της tRNA-
εξαρτώμενης τρανσαμίδωσης  

 
Η tRNA-εξαρτώμενη σύνθεση των μορίων Asn-tRNAAsn στα βακτήρια και στα 

αρχαία που δεν εκφράζουν την AsnRS πραγματοποιείται σε δύο διαδοχικά στάδια. 
Αρχικά, το μόριο tRNAAsn κακοφορτίζεται με Asp από μια AspRS με χαμηλή 
εξειδίκευση και ακολούθως το Asp-tRNAAsn μετατρέπεται σε Asn-tRNAAsn από την 
tRNA-εξαρτώμενη GatCAB αμιδοτρανσφεράση (ανασκόπηση: Sheppard et al., 2008). 
Για την κινητική μελέτη της βακτηριακής GatCAB αμιδοτρανσφεράσης και των 
στοιχείων ταυτότητας των υποστρωμάτων της επιλέχτηκε ως οργανισμός μοντέλο το 
Neisseria meningitidis, ένα παθογόνο για τον άνθρωπο βακτήριο. Τα  γονίδια που 
κωδικοποιούν τις τρεις υπομονάδες, gatA, gatB και gatC, από το Neisseria 
meningitidis ενισχύθηκαν και κλωνοποιήθηκαν υπό μορφή οπερονίου σε πλασμιδακό 
φορέα pCYB1. Οι τρεις πρωτεϊνικές υπομονάδες απομονώθηκαν από ετερόλογο 
σύστημα μετασχηματισμένων κυττάρων Escherichia coli με χρωματογραφία συγγένειας. 
Η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε από την ερευνητική ομάδα του εργαστηρίου του 
καθ. Daniel Kern στο IBMC, CNRS του Στρασβούργου. H πορεία που ακολουθήθηκε 
είναι παρόμοια με αυτή που περιγράφεται για τη σύνθεση του οπερονίου με τα γονίδια 
gatCAB της AdT του Τ. thermophilus (Bailly et al., 2008) (Εικόνα 38). Η διαφορά που 
παρουσιάζουν τα δύο συστήματα είναι ότι τα τρία γονίδια της GatCAB του Neisseria 
meningitidis είναι οργανωμένα σε οπερόνιο στο χρωμόσωμα ενώ αντίθετα στο Thermus 
thermophilus απαντώνται διαχωρισμένα στο γονιδίωμα.  

Για την in vitro αμινοακυλίωση των μορίων tRNA, κλωνοποιήθηκε το γονίδιο 
aspS2 που κωδικοποιεί την AspRS2 του Τ. thermophilus. Το ένζυμο αυτό παρουσιάζει 
χαμηλή εξειδίκευση και αμινοακυλιώνει τόσο το συγγενές μόριο tRNAAsp όσο και το μη 
συγγενές tRNAAsn με ασπαραγινικό οξύ (Becker at al., 2000). Επίσης, θα πρέπει να 
αναφερθεί ότι είναι η μόνη λειτουργική AspRS με χαμηλή εξειδίκευση που έχει 
απομονωθεί ανασυνδυαμένη, χωρίς να είναι ιδιαίτερα τοξική για το κύτταρο ξενιστή, 
και έχει εξαιρετική δραστικότητα στην παραγωγή κακοφορτισμένων Asp-tRNAAsn.   
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Εικόνα 38: Κλωνοποίηση των γονιδίων gatCAB της AdT του T. thermophilus υπό μορφή 
οπερονίου. Αρχικά, τα γονίδια ενισχύονται με PCR χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα γενωμικό DNA 
του οργανισμού. Έπειτα, συνδέονται μεταξύ τους με μια αντίδραση σύνδεσης και το οπερόνιο 
κλωνοποιείται στον πλασμιδιακό φορέα pCYB1. 
 

Το γονίδιο aspS2 (1270bp) ενισχύθηκε με αντίδραση PCR χρησιμοποιώντας ως 
υπόστρωμα γενωμικό DNA του Thermus thermophilus και ειδικούς εκκινητές που 
έφεραν στα 5΄ άκρα τους αλληλουχίες αναγνώρισης για τα ένζυμα περιορισμού EcoRV 
και SalI και ο αντίστροφος εκκινητής (reverse primer) δεν περιείχε κωδικόνιο 
τερματισμού (Εικόνα 39, 40Α). 
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Εικόνα 39: Αλληλουχία του γονιδίου aspS2 του T. thermophilus (κόκκινοι χαρακτήρες) και της 
κωδικοποιούμενης πρωτεΐνης AspRS2 με χαμηλή εξειδίκευση (μπλε χαρακτήρες). Στα πλαίσια 
περιέχονται οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου 
με PCR καθώς και οι αλληλουχίες που προστέθηκαν για αναγνώριση από περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες (πράσινοι χαρακτήρες).   
 

Μετά την επιβεβαίωση της ορθής αλληλουχίας του ενισχυμένου γονιδίου, 
υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα έκφρασης pET24b (Εικόνα 40Β). Στο 3΄ άκρο του 
πολυσυνδέτη του πλασμιδίου αυτού περιέχονται 6 κωδικόνια που μεταφράζονται σε 
μια ουρά ιστιδινών στο καρβοξυτελικό άκρο των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, η οποία 
εξυπηρετεί την απομόνωσή τους με χρωματογραφία συγγένειας. Το γονίδιο aspS2 
υπερεκφράστηκε σε ετερόλογο σύστημα μετασχηματισμένων κυττάρων του στελέχους 
Escherichia coli BL21 (DE3) παρουσία 1mM IPTG στους 30ο C. Για την απομόνωσή 
της AspRS2 (49kDa) αρχικά το πρωτεϊνικό εκχύλισμα θερμάνθηκε για την αποδιάταξη 
και ακόλουθη απομάκρυνση των πρωτεϊνών του Escherichia coli. Η ανασυνδυασμένη 
AspRS2-C-terminal-His6-tag που παρέμεινε στο υπερκείμενο απομονώθηκε με 
χρωματογραφία συγγένειας με στήλη Ni-NTA με τελικό ποσοστό καθαρότητας 95% 
(Εικόνα 40Γ).         

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Αποτελέσματα 

 
87 

 

 
 
Εικόνα 40: Ενίσχυση και κλωνοποίηση του γονιδίου aspS2 του T. thermophilus και απομόνωση 
της AspRS2. (Α) Προϊόν της ενίσχυσης του γονιδίου aspS2 του Τ. thermophilus με PCR. Το 
μέγεθος και η αλληλουχία του ενισχυμένου προϊόντος αντιστοιχεί σε αυτά του υπό μελέτη γονιδίου. 
L: Μάρτυρας μεγέθους τμημάτων DNA, 1: Προϊόν PCR (Β) Υποκλωνοποίηση του aspS2 στον 
πλασμιδιακό φορέα pET24b. Το ένθετο γονίδιο και το πλασμίδιο υπέστησαν πέψη με περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες (EcoRV/SalI) και τα συμπληρωματικά άκρα τους συνδέθηκαν προς σχηματισμό 
του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pET24b-aspS2. (Γ) Απομόνωση της AspRS2 με 
χρωματογραφία συγγένειας (Ni-NTA). Η τελική καθαρότητα της πρωτεΐνης είναι 95%. Έκλουση της 
πρωτεΐνης με 1: 20 mM, 2: 50 mM, 3: 250 mM και 4: 500 mM ιμιδαζολίου.     

 
Για την προετοιμασία των υποστρωμάτων tRNA ακολουθήθηκε η τεχνική του 

cassette cloning (Fechter, 1998). Σχεδιάστηκαν επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτίδια 
για τα αγρίου τύπου μόρια tRNAAsn και tRNAAsp, καθώς και ζεύγη ολιγονουκλεοτιδίων 
για την εισαγωγή συγκεκριμένων μεταλλάξεων. Στο 5΄ άκρο κάθε γονιδίου προστέθηκε 
η αλληλουχία του προαγωγέα Τ7. Στις περιπτώσεις που το πρώτο ζεύγος βάσεων των 
μορίων tRNA ήταν U1-A72 προστέθηκε μετά τον προαγωγέα στο 5΄ άκρο ένα επιπλέον 
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ολιγονουκλεοτίδιο με την αλληλουχία ενός αυτοκαταλυόμενου σφυροκέφαλου 
ριβοενζύμου (hammerhead ribozyme) (Curnow et al., 1998) (Εικόνα 41Α,Β). Τα 
γονίδια των μορίων tRNA κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακό φορέα pUC18, ελέγχθηκε 
η ορθότητα της αλληλουχίας τους και ακολούθησε η in vitro μεταγραφή τους. Τα 
μετάγραφα απομονώθηκαν με ηλεκτροέκλουση μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
ακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (Εικόνα 41Γ).  

 

 
 
Εικόνα 41: (A) Δευτεροταγής δομή των tRNA μετάγραφων. Αριστερά απεικονίζεται η 
δευτεροταγής δομή ενός απλού μετάγραφου, ενώ δεξιά ένα tRNA μετάγραφο συνδεδεμένο στο 5΄ 
άκρο με ένα αυτοκαταλυόμενο ριβοένζυμο. (Β) Παράδειγμα σύνθεσης γονιδίου ενός μορίου tRNA 
με επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτίδια. Στο 5΄ άκρο βρίσκεται η αλληλουχία του προαγωγέα Τ7 
(πράσινο) και ακολούθως η αλληλουχία του αυτοκαταλυόμενου ριβοενζύμου (μπλε). (Γ) 
Ηλεκτροφορητικό προφίλ των μετάγραφων tRNA σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες πριν και μετά τη δράση του αυτοκαταλυόμενου ριβοενζύμου.   
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3.1.2 Κινητική μελέτη της βακτηριακής GatCAB αμιδοτρανσφεράσης του 
Neisseria meningitidis 
 

Μέχρι πρόσφατα παρέμενε αναπάντητο το ερώτημα κατά πόσο οι AdTs 
συμπεριφέρονται ως ένζυμα που ακολουθούν κλασική κινητική συμπεριφορά κατά 
Michaelis-Menten. Η απουσία κινητικής μελέτης για την GatCAB AdT οφείλεται 
κυρίως στην έλλειψη σταθερότητας του εστερικού δεσμού μεταξύ του αμινοξέος και του 
μορίου tRNA του aa-tRNA υποστρώματος που μπορεί να μην επιτρέπει ακριβείς 
κινητικές μετρήσεις. Ο προσδιορισμός των κινητικών σταθερών για τα διάφορα Asp-
tRNA μόρια απαιτεί καθαρά aa-tRNA μόρια, οπότε είναι αναγκαία η χρήση in vitro 
μετάγραφων των μορίων tRNA. Ωστόσο, η δραστικότητα των GatCAB AdTs που έχουν 
μελετηθεί ως τώρα προσδιοριζόταν με τη χρήση αμινοακυλιωμένων, μετα-μεταγραφικά 
τροποποιημένων tRNAAsn ή tRNAGln μορίων που εκφράζονταν in vivo. Οπότε, η 
επίδραση των μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων των μορίων tRNA στην αναγνώριση 
τους από την GatCAB AdT παραμένει άγνωστη. Στην παρούσα μελέτη οι αντιδράσεις 
τρανσαμίδωσης χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση της δραστικότητας της AdT, για 
την οποία δεν είχαν προσδιοριστεί οι κινητικές σταθερές.  

Το πρώτο τμήμα της μελέτης περιελάμβανε την κινητική μελέτη της tRNA-
εξαρτώμενης σύνθεσης ασπαραγίνης από την AdT του Neisseria meningitidis. Ως 
υποστρώματα για την αντίδραση τρανσαμίδωσης χρησιμοποιήθηκαν in vitro μετάγραφα 
του tRNAAsn του Ν. meningitidis. To μετάγραφο αμινοακυλιώθηκε από τη μη 
εξειδικευμένη AspRS2 του Thermus thermophilus σε ποσοστό περίπου 100%. Η 
σταθερότητα του εστερικού δεσμού των Asp-tRNAAsn μορίων ελέγχθηκε με επώασή τους 
με το μίγμα της τρανσαμίδωσης. Σε αυτές τις συνθήκες ο χρόνος ημιζωής των aa-tRNA 
μορίων ήταν 45 min στους 37ο C. Έπειτα, ελέγχθηκε η ικανότητα του [14C]Asp-tRNAAsn 
να τρανσαμιδώνεται. Επώαση 100pmol του [14C]Asp-tRNAAsn με 10pmol AdT του 
Neisseria meningitidis για 30 min στους 37ο C είχε ως αποτέλεσμα την πλήρη 
μετατροπή του σε [14C]Asn-tRNAAsn, επιβεβαιώνοντας ότι το αμινοακυλιωμένο 
μετάγραφο του μορίου tRNA που δε φέρει μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις είναι 
κατάλληλο υπόστρωμα για την AdT του Neisseria meningitidis.  

Για την κινητική μελέτη της αντίδρασης τρανσαμίδωσης λαμβάνονται δείγματα 
για το σχεδιασμό καμπύλης χρόνου μεταξύ των 30 sec έως 2 min. Με κατακρήμνιση 
των δειγμάτων με TCA επιβεβαιώθηκε ότι η απακυλίωση των aa-tRNA μέσα σε αυτό το 
χρονικό διάστημα είναι αμελητέα (~3%). Ο έλεγχος του ποσοστού απακυλίωσης στο 
συγκεκριμένο στάδιο είναι ιδιαίτερα σημαντικός, διότι θα πρέπει να είναι ακριβής ο 
υπολογισμός της συγκέντρωσης των υποστρωμάτων για την κινητική μελέτη. Η 
μετατροπή του [14C]Asp-tRNAAsn σε [14C]Asn-tRNAAsn για ένα εύρος συγκεντρώσεων των 
μορίων aa-tRNA από 0.8 - 8 μΜ αναλύθηκε με ΤLC (Εικόνα 42Α). Με βάση τα 
δεδομένα της ανάλυσης σχεδιάστηκαν οι αρχικές χρονοκαμπύλες και τα αρχικά 
ποσοστά χρησιμοποιήθηκαν για το σχεδιασμό της καμπύλης του διπλού αντιστρόφου. 
Η γραμμικότητα της καμπύλης υποδεικνύει ότι η AdT του Neisseria meningitidis 
παρουσιάζει κινητική κατά Michaelis-Menten. Οι τιμές σταθερών ΚΜ (1.2 μΜ) και κcat 
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(0.64 sec-1) της AdT του Neisseria meningitidis για το συγγενές αμινοακυλιωμένο 
μετάγραφο του μορίου tRNAAsn προσδιορίστηκαν από τρεις ανεξάρτητες σειρές (Bailly 
et al., 2006) (Εικόνα 42Β). Η επίδραση των μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων του 
μορίου tRNA στην αποτελεσματικότητα της καταλυόμενης από την AdT αντίδρασης 
αναλύθηκε συγκρίνοντας τις κινητικές σταθερές της τρανσαμίδωσης του Asp που ήταν 
εστεροποιημένο είτε στο tRNAAsn του Thermus thermophilus που είχε απομονωθεί από 
ένα στέλεχος Escherichia coli μετά από υπερέκφραση, είτε στο Τ7 μετάγραφο του 
tRNAAsn του Neisseria meningtidis. Καθώς η AdT του Neisseria meningitidis 
τρανσαμιδώνει το Asp-tRNAAsn του Thermus thermophilus (KM = 0.6 μΜ, κcat = 0.34 
sec-1) και του Ν. meningitidis με συγκρίσιμη αποτελεσματικότητα, οι μετα-
μεταγραφικές τροποποιήσεις των μορίων tRNAAsn φαίνεται να μην επηρεάζουν σε 
σημαντικό ποσοστό την τρανσαμίδωση, αιτιολογώντας τη χρήση των μετάγραφων των 
μορίων tRNA για το χαρακτηρισμό των στοιχείων ταυτότητας των μορίων tRNA για την 
τρανσαμίδωση.  

 

 
 
Εικόνα 42: Προσδιορισμός των κινητικών σταθερών της τρανσαμίδωσης του Asp-tRNAAsn 
μετάγραφου από την AdT του Ν. meningitidis. (Α) Ανάλυση με χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας 
των εστεροποιημένων αμινοξέων στο μόριο tRNAAsn μετά από αντίδραση τρανσαμίδωσης με 
διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος (0,8μΜ-8μΜ) σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα (0-
120 sec). (Β) Διάγραμμα διπλού αντιστρόφου για τον προσδιορισμό των κινητικών σταθερών. 
 
3.1.3 Προσδιορισμός των στοιχείων ταυτότητας του Asp-tRNAAsn για την 
τρανσαμίδωση από τη βακτηριακή AdT 
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Για τον εντοπισμό των στοιχείων ταυτότητας των μορίων tRNAAsn που καθορίζουν 
την εξειδικευμένη αναγνώρισή τους από την GatCAB έναντι του tRNAAsp 
πραγματοποιήθηκε πολλαπλή ομοπαράθεση 49 αλληλουχιών γονιδίων βακτηριακών 
μορίων tRNAAsn και tRNAAsp (Εικόνα 43). Οι αλληλουχίες των γονιδίων αντλήθηκαν 
από βάσεις δεδομένων αποκλειστικά από γονιδιώματα οργανισμών που χρησιμοποιούν 
την tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση για τη σύνθεση Asn-tRNAAsn. O εντοπισμός των 
καθοριστικών στοιχείων κατευθύνθηκε από δύο ικανές και αναγκαίες συνθήκες. Η 
αρχική υπόθεση βασίζεται στο γεγονός ότι τα νουκλεοτίδια αυτά θα πρέπει να είναι 
συντηρημένα στα μόρια tRNAAsn όλων των οργανισμών που χρησιμοποιούν την Asp-
AdT για να συνθέσουν Asn-tRNAAsn και ότι τα καθοριστικά στοιχεία του μορίου tRNA 
που επάγουν την σύνθεση της ασπαραγίνης από την AdT δεν είναι ειδικά ως προς το 
βακτηριακό στέλεχος. Αυτή η υπόθεση υποστηρίζεται από προηγούμενα 
βιβλιογραφικά δεδομένα που έδειξαν ότι οι βακτηριακές AdTs μπορούν να 
τρανσαμιδώσουν αποτελεσματικά το Asp-tRNAAsn από άλλα βακτήρια (ετερόλογη 
τρανσαμίδωση) (Becker et al., 1996 & 2000). Η δεύτερη συνθήκη βασίστηκε στο 
γεγονός ότι όλες οι AdTs που έχουν μελετηθεί μέχρι τώρα δεν μπορούν να 
τρανσαμιδώσουν το Asp-tRNAAsp που συντίθεται στα κύτταρα. Ως εκ τούτου, τα 
νουκλεοτίδια που είναι συντηρημένα στο μόριο tRNAAsn αλλά απαντώνται και στο 
tRNAAsp θα έπρεπε να εξαιρεθούν από τα δομικά στοιχεία που είναι εν δυνάμει 
υπεύθυνα για την tRNA εξαρτώμενη σύνθεση της ασπαραγίνης. Τα εν δυνάμει λοιπόν 
στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNAAsn για την αναγνώρισή τους από τη βακτηριακή 
GatCAB θα έπρεπε να είναι συντηρημένα στα μόρια αυτά αλλά να παρουσιάζουν 
διαφορές συγκρινόμενα με τα νουκλεοτίδια στις αντίστοιχες θέσεις των μορίων tRNAAsp. 
Τα αποτελέσματα της πολλαπλής ομοπαράθεσης των γονιδίων των μορίων tRNAAsn και 
tRNAAsp έδειξαν ότι 8 ζεύγη βάσεων και 9 νουκλεοτίδια είναι συντηρημένα στα μόρια 
tRNAAsn. Από τα συντηρημένα αυτά στοιχεία ενδιαφέρον παρουσιάζουν μόνο ένα ζεύγος 
βάσεων, το U1-A72 του tRNAAsn και G1-C72 του tRNAAsp, και ένα νουκλεοτίδιο, U36 
στο tRNAAsn και C36 στο tRNAAsp, διότι αποτελούν συντηρημένες διαφορές μεταξύ των 
δύο μορίων. Επιπρόσθετα, τα μόρια tRNAAsp και tRNAAsn διαφέρουν στο μέγεθος της 
θηλιάς D. Στο tRNAAsn, η θηλιά D είναι πάντα κατά ένα νουκλεοτίδιο μικρότερη σε 
σχέση με το tRNAAsp λόγω της απουσίας της βάσης στη θέση 20Α, που στο tRNAAsp 
είναι κυρίως U.  

 
Εικόνα 43: Πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια 
tRNAAsp και tRNAAsp από βακτήρια που χρησιμοποιούν την tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση για τη 
σύνθεση Asn-tRNAAsn. Οι συντηρημένες διαφορές μεταξύ των μορίων (κόκκινες στήλες) 
εντοπίζονται στο πρώτο ζεύγος βάσεων (U1-A72 - tRNAAsn, G1-C72 - tRNAAsp), στο αντικωδικόνιο 
(GUU - tRNAAsn, GUC - tRNAAsp) και στο μέγεθος της θηλιάς D (+U20Α - tRNAAsp).  
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Μεταξύ αυτών των υποψήφιων στοιχείων, ως στοιχεία ταυτότητας της 
τρανσαμίδωσης μπορούν να θεωρηθούν τα νουκλεοτίδια του tRNAAsn που μετά από 
εναλλαγή τους με τα αντίστοιχα νουκλεοτίδια του μορίου tRNAAsp θα μειώσουν 
σημαντικά την αποτελεσματικότητα της τρανσαμίδωσης του Asp-tRNAAsn, ενώ η 
μεταμόσχευση των στοιχείων αυτών από το tRNAAsn στο tRNAAsp θα προκαλέσει 
επαγωγή της τρανσαμίδωσης του Asp-tRNAAsp. Για να προσδιοριστεί η συμμετοχή των 
συντηρημένων αυτών διαφορών στην εξειδικευμένη αναγνώριση μόνο των 
κακοφορτισμένων Asp-tRNAAsn και όχι των Asp-tRNAAsp από τη βακτηριακή GatCAB 
ακολούθησαν μελέτες μεταλλαξιγένεσης των μορίων των δύο τύπων. Συγκεκριμένα, 
σχεδιάστηκαν ζεύγη ολιγονουκλεοτιδίων για τη μεταμόσχευση των συντηρημένων 
στοιχείων της αλληλουχίας του μορίου tRNAAsp στο μόριο tRNAAsn και αντιστρόφως. 
Συνολικά συντέθηκαν τα γονίδια των αγρίου τύπου tRNAAsn και tRNAAsp και τα 
μεταλλαγμένα γονίδια του tRNAAsn που έφεραν ως πρώτο ζεύγος βάσεων G1-C72, ένα 
νουκλεοτίδιο λιγότερο στη θηλιά D και C στην τρίτη θέση του αντικωδικονίου, αλλά και 
γονίδια με συνδυασμούς των τροποποιήσεων αυτών. Αντίστοιχα, συντέθηκαν τα 
μεταλλαγμένα γονίδια του tRNAAsp που έφεραν ως πρώτο ζεύγος βάσεων U1-A72, ένα 
επιπλέον νουκλεοτίδιο U στη θέση 20A της θηλιάς D και U στην τρίτη θέση του 
αντικωδικονίου, καθώς και γονίδια με συνδυασμούς των τροποποιήσεων αυτών. 
Συνολικά, λοιπόν, συντέθηκαν 14 γονίδια που κωδικοποιούν αγρίου τύπου και 
μεταλλαγμένα μόρια tRNAAsp και tRNAAsn (Πίνακας 15).  

 
Πίνακας 15: Αγρίου τύπου και μεταλλαγμένα μετάγραφα tRNAAsp και tRNAAsn. Στον πίνακα 
αναγράφονται τα στοιχεία της αλληλουχίας κάθε μορίου tRNA που συντέθηκε με in vitro 
μεταγραφή, στο πρώτο ζεύγος βάσεων, στη θηλιά D και στο αντικωδικόνιο.    
 

 
 
Για να αξιολογηθεί η προσέγγιση που ακολουθήθηκε για τον εντοπισμό των 

στοιχείων ταυτότητας αρχικά συντέθηκαν δύο μόρια tRNA στα οποία όλα τα εν δυνάμει 
καθοριστικά στοιχεία εναλλάχτηκαν μεταξύ των tRNAAsp και tRNAAsn. Για το λόγο αυτό, 
συντέθηκαν το μεταλλαγμένο tRNAAsn(G1-C72, +U20A, C36), στο οποίο το πρώτο ζεύγος 
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βάσεων U1-A72 μεταλλάχτηκε σε G1-C72, το U36 αντικαταστάθηκε από το C36 και η 
θηλιά D επεκτάθηκε με την ενσωμάτωση ενός επιπλέον νουκλεοτιδίου U στη θέση 20Α. 
Στο μεταλλαγμένο tRNAAsp(U1-A72, ΔU20A, U36), το πρώτο ζεύγος βάσεων G1-C72 
μεταλλάχτηκε στο U1-A72, το C36 αντικαταστάθηκε από το U36 και μειώθηκε το 
μέγεθος της θηλιάς D με την απαλοιφή του U20A. Τα δύο μετάγραφα 
αμινοακυλιώθηκαν με [14C]Asp από την AspRS2 και έπειτα χρησιμοποιήθηκαν σε 
αντιδράσεις τρανσαμίδωσης σε συνθήκες που επέτρεπαν τη μέτρηση των KM και kcat. Η 
κινητική ανάλυση έδειξε ότι το Asp-tRNAAsn(G1-C72, +U20A, C36) χάνει πλήρως την ικανότητα 
του να τρανσαμιδώνεται από την AdT του Neisseria meningitidis. Αντίθετα, το Asp-
tRNAAsp(U1-A72, ΔU20A, U36) αποκτά την ικανότητα να τρανσαμιδώνεται τόσο αποτελεσματικά 
όσο το αγρίου τύπου Asp-tRNAAsn (Εικόνα 44). Αυτό το αποτέλεσμα επιβεβαιώνει την 
αρχική υπόθεση που προέκυψε ως αποτέλεσμα της στρατηγικής της πολλαπλής 
ομοπαράθεσης που χρησιμοποιήθηκε για να ταυτοποιηθεί το πλήρες σετ των εν 
δυνάμει στοιχείων ταυτότητας του μορίου tRNA για την τρανσαμίδωση.  

 

 
 

Εικόνα 44: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 
μετά από τρανσαμίδωση των αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την αξιολόγηση των 
αποτελεσμάτων της πολλαπλής ομοπαράθεσης. Τα επίπεδα της τρανσαμίδωσης με υπόστρωμα το 
αμινοακυλιωμένο tRNAAsp(U1-A72, ΔU20A, U36) στο οποίο έχουν ενσωματωθεί όλα τα εν δυνάμει στοιχεία 
ταυτότητας του tRNAAsn είναι συγκρίσιμα με εκείνα του αγρίου τύπου tRNAAsn. Αντίθετα, το Asp-
tRNAAsn(G1-C72, +U20A, C36), στο οποίο εναλλάχτηκαν τα εν δυνάμει στοιχεία ταυτότητας με εκείνα που 
απαντώνται στο tRNAAsp, δεν αποτελεί υπόστρωμα για την AdT του N. meningitidis όπως και το 
αγρίου τύπου αμινοακυλιωμένο tRNAAsp. Η μετατροπή αυτή της αναγνώρισης των υποστρωμάτων 
με την εισαγωγή των συγκεκριμένων μεταλλάξεων υποδεικνύει ότι τα στοιχεία ταυτότητας 
εμπεριέχονται σε αυτές τις συντηρημένες διαφορές.  
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Για να αναλυθεί η μεμονωμένη συνεισφορά κάθε στοιχείου και να εντοπιστεί ο 
ελάχιστος αριθμός των στοιχείων που προάγουν την τρανσαμίδωση, συντέθηκαν 
μετάγραφα του tRNAAsn του Neisseria meningitidis, στα οποία το πρώτο ζεύγος βάσεων 
U1-A72 και το U36 εναλλάχτηκαν μεμονωμένα με τα νουκλεοτίδια στις αντίστοιχες 
θέσεις του tRNAAsp (tRNAAsn(G1-C72) και tRNAAsn(C36)). Αντίστοιχα, συντέθηκαν μετάγραφα 
του tRNAAsp του Neisseria meningitidis, στα οποία το πρώτο ζεύγος βάσεων G1-C72 
και το C36 εναλλάχτηκαν μεμονωμένα με τα νουκλεοτίδια στις αντίσοχες θέσεις του 
tRNAAsn (tRNAAsp(U1-A72) και tRNAAsp(U36)). Για να ελεγχθεί η επίδραση του μεγέθους της 
θηλιάς D στην τρανσαμίδωση του Asp-tRNAAsn συντέθηκε ένα μεταλλαγμένο μόριο 
tRNAAsn στο οποίο το U20A ενσωματώθηκε στη θηλιά D (tRNAAsn(+U20A)) και ένα 
μεταλλαγμένο tRNAAsp στο οποίο έγινε απαλοιφή του U20A (tRNAAsp(ΔU20A)). 

Όσον αφορά την εναλλαγή του αντικωδικονίου, σύμφωνα με τα αποτελέσματα 
της αντίδρασης τρανσαμίδωσης, το μεταλλαγμένο tRNAAsn(C36), που φέρει το 
αντικωδικόνιο του tRNAAsp, προάγει την τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου Asp, αλλά 
κατά δύο φορές λιγότερο αποτελεσματικά σε σχέση με το αγρίου τύπου tRNAAsn  
(Εικόνα 45). Το αντικωδικόνιο, λοιπόν, των μορίων tRNA που ελέγχθηκαν δε βρέθηκε 
να συνεισφέρει στην τρανσαμίδωση που καταλύεται από τη βακτηριακή GatCAB AdT.  

 

 
 
Εικόνα 45: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της συνεισφοράς του αντικωδικονίου στην 
αναγνώριση του tRNAAsn. Η μετατροπή του εστεροποιημένου Asp σε Asn από την AdT του N. 
meningitidis δεν επηρεάζεται σε σημαντικό βαθμό από την εναλλαγή του αντικωδικονίου του 
tRNAAsn (GUU) με εκείνο του tRNAAsp (GUC), γεγονός που υποδεικνύει ότι πιθανώς το 
αντικωδικόνιο δεν αποτελεί στοιχείο ταυτότητας για την τρανσαμίδωση.  
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Για να ελεγχθεί η επίδραση του μεγέθους της θηλιάς D στην αναγνώριση του 
υποστρώματος από την AdT πραγματοποιήθηκε ενσωμάτωση του U20A στη θηλιά D 
του tRNAAsn. Αυτή η προσθήκη είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της 
αποτελεσματικότητας της τρανσαμίδωσης κατά σχεδόν μια τάξη μεγέθους ως 
αποτέλεσμα της μείωσης της συγγένειας του Asp-tRNAAsn(+U20A) για την AdT (Εικόνα 
46). Η απαλοιφή του νουκλεοτιδίου αυτού από τη θηλιά D του tRNAAsp ωστόσο δεν 
επαρκεί για να καταστήσει το tRNAAsp υπόστρωμα της AdT.  

 

 
 

Εικόνα 46: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της συνεισφοράς του μεγέθους της θηλιάς 
D στην αναγνώριση του tRNAAsn. Η ενσωμάτωση ενός επιπλέον νουκλεοτιδίου στη θέση 20Α της 
θηλιάς D του μορίου tRNAAsn μείωσε την τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου Asp κατά μια τάξη 
μεγέθους, πιθανώς μειώνοντας τη συγγένεια του υποστρώματος για την ΑdΤ του N. meningitidis. 
Tο μέγεθος της θηλιάς D δεν φαίνεται να είναι ένα στοιχείο ταυτότητας του tRNAAsn, καθώς η 
απαλοιφή του επιπλέον νουκλεοτιδίου από τη θηλιά D του tRNAAsp δε το κατέστησε υπόστρωμα για 
την αμιδοτρανσφεράση.   

 
Ο έλεγχος του πρώτου ζεύγους βάσεων του βραχίονα υποδοχής τους αμινοξέος 

ως εν δυνάμει στοιχείου ταυτότητας πραγματοποιήθηκε με μετάλλαξη του μορίου 
tRNAAsn προς δημιουργία του μορίου tRNAAsn(G1-C72). Η αμινοακυλιωμένη μορφή του 
μεταλλαγμένου tRNAAsn(G1-C72) τρανσαμιδώνεται σε ελάχιστα ποσοστά, σχεδόν 100 
φορές λιγότερο αποτελεσματικά σε σχέση με το Asp-tRNAAsn. Αυτή η διαφορά πιθανώς 
να οφείλεται στη μείωση της συγγένειας του Asp-tRNAAsn για την AdT. Ως αποτέλεσμα, 
μεμονωμένες κινητικές σταθερές δε μπορούσαν να υπολογιστούν για το συγκεκριμένο 
μεταλλαγμένο μετάγραφο, οπότε προσδιορίστηκε μόνο η απόδοση της καταλυτικής 
δραστικότητας. Η μετάλλαξη του πρώτου ζεύγους βάσεων στο μόριο tRNAAsp 
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δημιουργεί το μεταλλαγμένο μόριο tRNAAsp(U1-A72) του οποίου η αμινοακυλιωμένη 
μορφή τρανσαμιδώνεται. Ωστόσο, το μόριο Asp-tRNAAsp(U1-A72) παρουσιάζει μειωμένη 
τρανσαμίδωση κατά δύο τάξεις μεγέθους σε σύγκριση με το αγρίου τύπου Asp-tRNAAsn 
και το Asp-tRNAAsp(U1-A72‚ ΔU20A‚ U36) (Εικόνα 47). Η διαφορά στην απόδοση της 
καταλυτικής δραστικότητας της AdT έναντι των Asp-tRNAAsp(U1-A72) και Asp-tRNAAsp(U1-

A72‚ ΔU20A‚ U36) μπορεί να αποδοθεί στα διαφορετικά νουκλεοτίδια στη θέση 36 ή στα 
συγκεκριμένα μεγέθη της θηλιάς D στα δύο μόρια tRNA. Ωστόσο, η θέση 36 του 
αντικωδικονίου δεν ανήκει στα στοιχεία ταυτότητας. Επιπλέον, το νουκλεοτίδιο U20A 
που απουσιάζει από τη θηλιά D του tRNAAsn δε μπορεί να θεωρηθεί αυθεντικό στοιχείο 
ταυτότητας, και θα μπορούσε πιθανότατα να δρα ως αντι-καθοριστικό στοιχείο που 
μειώνει την αναγνώριση του Αsp-tRNAAsp. Η συνολική παρατήρηση λοιπόν των 
αποτελεσμάτων οδηγεί στο συμπέρασμα ότι το πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα 
υποδοχής του αμινοξέος του μορίου tRNAAsn είναι το κύριο στοιχείο που καθορίζει την 
ταυτότητα του μορίου tRNA για την τρανσαμίδωση από την AdT.  

 

 
 

Εικόνα 47: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της εμπλοκής του πρώτου ζεύγους βάσεων 
στην αναγνώριση του tRNAAsn. Η μετατροπή του πρώτου ζεύγους βάσεων του μορίου tRNAAsn σε 
G1-C72 (πρώτο ζεύγος βάσεων του tRNAAsp) προκαλεί δραματική μείωση της τρανσαμίδωσης. Η 
αντίστροφη μετατροπή του πρώτου ζεύγους βάσεων του tRNAAsp σε U1-A72 (πρώτο ζεύγος βάσεων 
του tRNAAsn) καθιστά το μεταλλαγμένο tRNAAsp(U1-A72) υπόστρωμα για την AdT του N. meningitidis, 
αλλά η απόδοση της καταλυτικής δραστικότητας είναι περιορισμένη (10% σε σχέση με το αγρίου 
τύπου Asp-tRNAAsn). Η τρανσαμίδωση ενισχύεται όταν παράλληλα απαλείφεται το επιπλέον 
νουκλεοτίδιο U20A της θηλιάς D του tRNAAsp προς σχηματισμό του μορίου tRNAAsp(U1-A72, ΔU20A). Το 
αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι το πρώτο ζεύγος βάσεων είναι το κύριο στοιχείο ταυτότητας για 
την τρανσαμίδωση του κακοφορτισμένου Asp-tRNAAsn, ενώ το μέγεθος της θηλιάς D δρα ως αντι-
καθοριστικό στοιχείο που περιορίζει την αλληλεπίδραση του tRNAAsp με την AdT.    
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Για να προσδιοριστεί ο ακριβής ρόλος του μεγέθους της θηλιάς D στην 
αναγνώριση των υποστρωμάτων της AdT, πραγματοποιήθηκε απαλοιφή του 
νουκλεοτιδίου U20A από το tRNAAsp(U1-A72) και προσθήκη ενός U20A στο tRNAAsn(G1-

C72). Όπως αναμενόταν, το μόριο Asp-tRNAAsp(U1-A72‚ ΔU20A) τρανσαμιδώνεται σχεδόν τόσο 
αποτελεσματικά όσο το αγρίου τύπου μόριο Asp-tRNAAsn από την AdT του Neisseria 
meningitidis, ενώ το μόριο Asp-tRNAAsn(G1-C72‚ +U20A) χάνει πλήρως την ικανότητα του να 
τρανσαμιδώνεται (Εικόνα 48). Η αποδοτική τρανσαμίδωση, λοιπόν, των μορίων Asp-
tRNA του Neisseria meningitidis από την ομόλογη AdT προάγεται από ένα μοναδικό 
στοιχείο ταυτότητας που είναι το πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα υποδοχής του 
αμινοξέος του tRNAAsn. Παράλληλα, η πιθανή εμπλοκή του Asp-tRNAAsp ως 
υπόστρωμα για τρανσαμίδωση αποτρέπεται από την παρουσία του επιπλέον 
νουκλεοτιδίου U20A στη θηλιά D του μορίου tRNAAsp, το οποίο δρα ως 
αντικαθοριστικό στοιχείο.  

 

 
 
Εικόνα 48: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της συνεισφοράς του μεγέθους της θηλιάς 
D στην αναγνώριση του tRNAAsn. Η ενσωμάτωση ενός επιπλέον νουκλεοτιδίου στη θέση 20Α της 
θηλιάς D του μορίου tRNAAsn(G1-C72) προς σχηματισμό του μορίου tRNAAsn(G1-C72, +U20A) απέτρεψε την 
αναγνώριση και ακόλουθη τρανσαμίδωση του αμινοακυλιωμένου μορίου από την AdT του N. 
meningitidis. Η απαλοιφή του επιπλέον νουκλεοτιδίου από το μόριο tRNAAsp στο οποίο είχε 
ενσωματωθεί το κύριο στοιχείο ταυτότητας για την τρανσαμίδωση (U1-A72) οδήγησε στη σύνθεση 
του tRNAAsp(U1-A72, ΔU20A). Το αμινοακυλιωμένο μεταλλαγμένο αυτό μόριο τρανσαμιδώνεται σε 
ποσοστά συγκρίσιμα με το αγρίου τύπου Asp-tRNAAsn, ενισχύοντας την υπόθεση ότι το μέγεθος της 
θηλιάς D αποτελεί ένα αντι-καθoριστικό στοιχείο για την αναγνώριση του tRNAAsp από την AdT του 
N. meningitidis.    
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Τέλος, προέκυψε το ερώτημα αν τα στοιχεία του μορίου tRNAAsn που 
προσδιορίστηκαν ως υπεύθυνα για την τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου Asp, 
μπορούσαν να περιοριστούν μόνο στη βάση U1. Για το σκοπό αυτό, συντέθηκαν τα 
μόρια tRNAAsn(U1-G72) και tRNAAsp(U1-G72‚ ΔU20A) και αναλύθηκε η ικανότητα τους να 
προάγουν την τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου σε αυτά Asp από την AdT. Σύμφωνα 
με τα αποτελέσματα των δοκιμών τρανσαμίδωσης, το μόριο Asp-tRNAAsn(U1-G72) 
τρανσαμιδώνεται μόνο κατά 6.4 φορές λιγότερο αποτελεσματικά σε σχέση με το αγρίου 
τύπου Asp-tRNAAsn, αλλά 16 φορές πιο αποτελεσματικά από ότι το Asp-tRNAAsn(G1-C72). 
Τα δεδομένα αυτά προτείνουν ότι το νουκλεοτίδιο U1 του βραχίονα υποδοχής του 
αμινοξέος είναι το κύριο καθοριστικό στοιχείο για την τρανσαμίδωση και ότι το A72 
μπορεί να είναι λιγότερο απαραίτητο. Παρομοίως, η ενσωμάτωση του U1–G72 στο 
μόριο tRNAAsp(DU20A) το μετατρέπει σε υπόστρωμα για την AdT, αλλά τρανσαμιδώνεται 
κατά 120 φορές λιγότερο αποτελεσματικά σε σχέση με το μόριο tRNAAsp(U1-A72‚ ΔU20A) 
(Εικόνα 49). Αυτό υποδεικνύει ότι το νουκλεοτίδιο A72 συνεισφέρει πιο 
αποτελεσματικά στην τρανσαμίδωση του Asp από την AdT όταν είναι εστεροποιημένο 
στο μόριο tRNAAsp παρά στο μόριο tRNAAsn. 

 

 
 
Εικόνα 49: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της συνεισφοράς της βάσης U1 στην 
αναγνώριση του tRNAAsn. Η μετατροπή του πρώτου ζεύγους βάσεων του μορίου tRNAAsn από U1-
A72 σε U1-G72, προκαλεί μείωση της απόδοσης της καταλυτικής δραστικότητας αλλά σε μικρό 
ποσοστό σε σχέση με τη μετάλλαξη του σε G1-C72. To νουκλεοτίδιο U1 φαίνεται να καθορίζει την 
αναγνώριση του μορίου tRNAAsn από την AdT σε μεγαλύτερο βαθμό από το A72. Η υπόθεση αυτή 
ενισχύεται και από το γεγονός ότι η μετατροπή του πρώτου ζεύγους βάσεων του tRNAAsp σε U1-
G72, με ταυτόχρονη απαλοιφή του νουκλεοτιδίου U20Α της θηλιάς D καθιστά το μεταλλαγμένο 
tRNAAsp(U1-G72, ΔU20A) υπόστρωμα για την AdT του N. meningitidis, αν και η απόδοση της 
καταλυτικής δραστικότητας είναι περιορισμένη.  
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Η  ανάλυση των αποτελεσμάτων των αντιδράσεων τρανσαμίδωσης έδειξε ότι το 

πρώτο ζεύγος βάσεων είναι αυτό που καθορίζει την εξειδικευμένη αναγνώριση των 
υποστρωμάτων από την GatCAB του Neisseria meningitidis (Bailly et al., 2006). Οι 
κινητικές σταθερές που υπολογίστηκαν για τα αγρίου τύπου και μεταλλαγμένα 
υποστρώματα που ελέχθησαν υποδεικνύουν ότι η συγγένεια του ενζύμου για το αγρίου 
τύπου tRNAAsn είναι συγκρίσιμη με εκείνη για το μεταλλαγμένο μόριο tRNAAsp(U1-A72, 

ΔU20A, U36). Αντίθετα, όπως αναμενόταν το αγρίου τύπου tRNAAsp και το μεταλλαγμένο 
tRNAAsn(G1-C72, +U20A, C36) δεν τρανσαμιδώνονται. To σημαντικότερο ρόλο στην αναγνώριση 
του tRNAAsn φαίνεται να παίζει η βάση U1, καθώς η μετατροπή του πρώτου ζεύγους 
βάσεων από U1-A72 σε U1-G72 μείωσε μεν τη συγγένεια της AdT για το υπόστρωμα 
αλλά όχι σε σημαντικό ποσοστό, όπως για παράδειγμα η μετάλλαξη σε G1-C72. Οι 
κινητικές σταθερές της GatCAB αμιδοτρανσφεράσης του Neisseria meningitidis για 
όλα τα αγρίου τύπου και μεταλλαγμένα υποστρώματα tRNA που αναλύθηκαν 
φαίνονται στον Πίνακα 16.   

 
Πίνακας 16: Κινητικές σταθερές της αντίδρασης τρανσαμίδωσης των αμινοακυλιωμένων αγρίου 
τύπου και μεταλλαγμένων μετάγραφων tRNAAsn και tRNAAsp από την AdT του N. meningitidis.  
 

 
 
Είναι όμως τα στοιχεία ταυτότητας του tRNAAsn που καθορίζουν την 

τρανσαμίδωση του εστεροποιημένου Asp στο Neisseria meningitidis συντηρημένα σε 
άλλα βακτηριακά είδη που συνθέτουν ασπαραγίνη μέσω του tRNA-εξαρτώμενου 
μονοπατιού; Για να απαντηθεί το ερώτημα αυτό αναλύθηκε το προφίλ τρανσαμίδωσης 
των Asp-tRNAAsp και Asp-tRNΑAsn του Neisseria meningitidis από την AdT ενός είδους 
που φυλογενετικά διαφέρει από το Neisseria meningitidis, όπως είναι το Thermus 
thermophilus. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των δοκιμών τρανσαμίδωσης, η AdT του 
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Thermus thermophilus αναγνωρίζει τα ίδια στοιχεία του μορίου tRNAAsn όπως και το 
ένζυμο του Neisseria meningitidis. Οι μικρές διαφορές που παρατηρούνται αφορούν 
τη σχετική συνεισφορά κάθε στοιχείου στην αποτελεσματικότητα της τρανσαμίδωσης. 
Για την AdT του Thermus thermophilus η σημασία της A72 φαίνεται αυξημένη καθώς 
το Asp-tRNAAsn(U1-G72) είναι λιγότερο κατάλληλο υπόστρωμα για το ένζυμο του Thermus 
thermophilus σε σχέση με αυτό του Neisseria meningitidis (Εικόνα 50). Επιπρόσθετα, 
το επιπλέον νουκλεοτίδιο U20A του μορίου tRNAAsp είναι ισχυρότερο αντικαθοριστικό 
στοιχείο όταν η τρανσαμίδωση καταλύεται από την AdT του Thermus thermophilus σε 
σχέση με το ένζυμο του Neisseria meningitidis. 

 

 
 
Εικόνα 50: Ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων σε TLC μετά από τρανσαμίδωση των 
αμινοακυλιωμένων tRNA μετάγραφων για την εκτίμηση της ομοιότητας των στοιχείων ταυτότητας 
του μορίου tRNAAsn για δύο βακτηριακές AdTs, του Ν. meningitidis και του T. thermophilus. Το 
προφίλ της τρανσαμίδωσης των αμινοακυλιωμένων αγρίου τύπου και μεταλλαγμένων μορίων 
tRNAAsp και tRNAAsn δε διαφέρει σημαντικά μεταξύ των δύο αμιδοτρανσφερασών. Ωστόσο, 
παρατηρούνται μικρές διαφορές στη συνεισφορά κάθε στοιχείου στην αναγνώριση του 
υποστρώματος μεταξύ των δύο ενζύμων. Η βάση A72 είναι περισσότερο σημαντική για την 
αναγνώριση από την AdT του T. thermophilus, καθώς το tRNAAsn(U1-G72) τρανσαμιδώνεται σε 
μικρότερο βαθμό από το ένζυμο αυτό σε σχέση με την AdT του N. meningitidis. Επιπρόσθετα, το 
μέγεθος της θηλιάς D είναι ισχυρότερο αντικαθοριστικό στοιχείο για την AdT του T. thermophilus, 
όπως υποδεικνύεται από το γεγονός ότι το tRNAAsp(U1-A72) αποτελεί καταλληλότερο υπόστρωμα για 
την AdT του N. meningitidis. Γενικά, όμως η αναγνώριση των υποστρωμάτων φαίνεται να 
καθορίζεται από τα ίδια στοιχεία. 
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Από τη συγκριτική ανάλυση της τρανσαμίδωσης με τις AdTs από τα δύο 
βακτήρια προκύπτει ότι το μόριο Asp-tRNAAsn(+U20A) τρανσαμιδώνεται κατά 60% 
λιγότερο αποτελεσματικά από την AdT του Thermus thermophilus σε σχέση με το 
ένζυμο από το Neisseria meningitidis. Επιπλέον, το μόριο Asp-tRNAAsn(ΔU20A) 
τρανσαμιδώνεται ελάχιστα από την AdT του Thermus thermophilus αλλά όχι από 
εκείνη του Neisseria meningitidis. Τέλος, όταν απαλείφεται το U20A, η 
αποτελεσματικότητα της τρανσαμίδωσης του μορίου Asp-tRNAAsp(U1-A72) αυξάνεται 
περισσότερο με την AdT του Thermus thermophilus σε σχέση με το ένζυμο του 
Neisseria meningitidis. Ωστόσο, εφόσον τα ίδια στοιχεία των μορίων tRNAAsn και 
tRNAAsp προάγουν και αποτρέπουν, αντίστοιχα, την τρανσαμίδωση από τις AdTs των 
Thermus thermophilus και Neisseria meningitidis, και τα δύο ένζυμα διακρίνουν το 
Asp-tRNAAsn από το Asp-tRNAAsp μέσω παρόμοιων μηχανισμών (Bailly et al., 2006).  
 
3.1.4 Ειδικά ως προς την οργανισμική προέλευση (species-specific) στοιχεία 
ταυτότητας των μορίων tRNA για την tRNA εξαρτώμενη σύνθεση ασπαραγίνης  

 
Το tRNA εξαρτώμενο ασύνηθες μονοπάτι σύνθεσης Asn-tRNAAsn, με τη 

μεσολάβηση της GatCAB απαντάται όχι μόνο στα βακτήρια αλλά και σε αρκετά 
αρχαία (Roy et al., 2003, Tumbula et al., 2000). Οι υπομονάδες GatC, GatA και GatB 
της AdT των αρχαίων παρουσιάζουν υψηλή ομολογία με τις υπομονάδες του 
βακτηριακού ενζύμου. Τα δύο ένζυμα παρουσιάζουν τα ίδια λειτουργικά 
χαρακτηριστικά καθώς in vitro έχουν διπλή εξειδίκευση, συνθέτουν δηλαδή τόσο Asn-
tRNAAsn όσο και Gln-tRNAGln (Tumbula et al., 2000). Ωστόσο, τα στοιχεία του μορίου 
tRNA που επάγουν την τρανσαμίδωση πιθανόν να διαφέρουν στα δύο βασίλεια. Η 
υπόθεση αυτή πηγάζει από την παρατήρηση ότι στα αρχαία, το πρώτο ζεύγος βάσεων 
G1–C72 του μορίου tRNAAsn απαντάται και στο tRNAAsp, υποδεικνύοντας ότι σε 
αντίθεση με τα βακτήρια, αυτό το ζεύγος βάσεων δε μπορεί να επάγει εξειδικευμένα 
την τρανσαμίδωση του Asp-tRNAAsn.  

Εφαρμόζοντας την ίδια στρατηγική των συγκριτικών πολλαπλών ομοπαραθέσεων 
των αλληλουχιών των μορίων tRNAAsp και tRNAAsn από αρχαία, προσδιορίστηκαν οι 
συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο μορίων (Εικόνα 51Α). Αναλυτικότερα, το 
ζεύγος βάσεων U12–A23 του βραχίονα D, το νουκλεοτίδιο U36 του αντικωδικονίου και 
τα νουκλεοτίδια G46 και U47 της μεταβλητής θηλιάς του μορίου tRNAAsn είναι τα 
πιθανά στοιχεία ταυτότητας που επάγουν την tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση από την 
AdT των αρχαίων (Εικόνα 51Β). Τα νουκλεοτίδια αυτά διαφέρουν στα μόρια tRNAAsp 
των αρχαίων όπου το ζεύγος 12–23 είναι κυρίως G–C, στη θέση 36 απαντάται C, και η 
μεταβλητή θηλιά είναι μικρότερη κατά ένα νουκλεοτίδιο σε σχέση με το μόριο tRNAAsn 
διότι απουσιάζει το νουκλεοτίδιο στη θέση 47 ενώ στη θέση 46 βρίσκεται μια A. Αξίζει 
να σημειωθεί ότι τα στοιχεία αυτά που πιθανώς καθορίζουν την τρανσαμίδωση του Asp-
tRNAAsn των αρχαίων είναι συντηρημένα στα βακτηριακά μόρια tRNAAsn. Επιπρόσθετα, 
τα νουκλεοτίδια G46 και U47 της μεταβλητής θηλιάς είναι επίσης συντηρημένα και σε 
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όλα τα βακτηριακά μόρια tRNAAsp, τα οποία στις περισσότερες των περιπτώσεων, όπως 
στο Neisseria meningitidis, φέρουν και το ζεύγος U12–A23.  
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Εικόνα 51: (Α) Συγκριτική ομοπαράθεση αλληλουχιών των γονιδίων των μορίων tRNAAsn και 
tRNAAsp από αρχαία που χρησιμοποιούν την tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση για τη σύνθεση Asn-
tRNAAsn. Οι συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο μορίων (πράσινες-κόκκινες στήλες) 
εντοπίζονται στο ζεύγος βάσεων 12-23 του βραχίονα D (U12-A23 στο tRNAAsn, G12-C23 στο 
tRNAAsp), στο μέγεθος και την αλληλουχία της μεταβλητής θηλιάς (G46, U47 στο tRNAAsn, A46, 
Δ47 στο tRNAAsp) και στο αντικωδικόνιο (GUU στο tRNAAsn, GUC στο tRNAAsp). (Β) Η δευτεροταγής 
δομή της συναινετικής (consensus) αλληλουχίας από δέκα μόρια tRNAAsp και tRNAAsn από 
αρχαία. Οι γκρι κύκλοι αντιστοιχούν σε νουκλεοτίδια συντηρημένα σε όλα τα μόρια tRNA. Ta 
νουκλεοτίδια με γκρι χαρακτήρες είναι συντηρημένα και στα δύο μόρια tRNAAsp και tRNAAsn. Τα 
νουκλεοτίδια στα κόκκινα πλαίσια αντιστοιχούν στις συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο 
μορίων.  
 

Αυτές οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι η AdT των αρχαίων μπορεί να 
αναγνωρίσει  τόσο το βακτηριακό αμινοακυλιωμένο tRNAAsn όσο και το tRNAAsp. 
Ωστόσο, καθώς όλα τα μόρια tRNAAsn των αρχαίων φέρουν το ζεύγος βάσεων G1–C72 
που έχει δειχθεί ότι αποτρέπει την τρανσαμίδωση από τη βακτηριακή AdT, μπορεί να 
υποτεθεί ότι τα αμινοακυλιωμένα tRNAAsn των αρχαίων δεν αποτελούν κατάλληλο 
υπόστρωμα για τη βακτηριακή AdT. 

Για να επιβεβαιωθεί η αρχική υπόθεση, πραγματοποιήθηκαν δοκιμές 
τρανσαμίδωσης με ετερόλογα ένζυμα και υποστρώματα από διαφορετικούς 
οργανισμούς. Το μόριο tRNAAsn του αρχαίου Methanosarcina barkeri κακοφορτίστηκε 
από την AspRS2 με χαμηλή εξειδίκευση του Thermus thermophilus και το 
εστεροποιημένο Asp τρανσαμιδώθηκε από την AdT του Methanosarcina barkeri 
(Εικόνα 52Α). Ωστόσο, όπως αναμενόταν, η AdT του Neisseria meningitidis δεν 
μπορεί να τρανσαμιδώσει το Asp που είναι εστεροποιημένο στο tRNAAsn των αρχαίων 
(Εικόνα 52Α), ενώ η AdT από το Methanosarcina barkeri τρανσαμιδώνει τόσο το Asp-
tRNAAsn όσο και το Asp-tRNAAsp του Neisseria meningitidis (Εικόνα 52Β, Γ). Τα 
αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η AdT των αρχαίων δε μπορεί να διακρίνει το 
βακτηριακό υπόστρωμα καθώς τρανσαμιδώνει και το ορθώς αμινοακυλιωμένο Asp-
tRNAAsp, ενώ η AdT των βακτηρίων δεν αλληλεπιδρά καθόλου με το υπόστρωμα των 
αρχαίων. Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν ότι τα στοιχεία του μορίου tRNA που 
καθορίζουν τη μετατροπή του εστεροποιημένου Asp σε Asn διαφέρουν μεταξύ των 
συστημάτων των βακτηρίων και των αρχαίων. Επίσης, από τα παραπάνω δεδομένα 
προκύπτει ότι το νουκλεοτίδιο στη θέση 36, C στο μόριο tRNAAsp και U στο μόριο 
tRNAAsn, δεν αποτελούν στοιχείο ταυτότητας της τρανσαμίδωσης στο σύστημα των 
αρχαίων. 
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Εικόνα 52: Προσδιορισμός των στοιχείων ταυτότητας του tRNAAsn για την τρανσαμίδωση από την 
AdT των αρχαίων με ετερόλογα ένζυμα και υποστρώματα από βακτήρια, αρχαία και 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς. (Α) Το αμινοακυλιωμένο μόριο tRNAAsn του M. barkeri 
τρανσαμιδώνεται μόνο από την ομόλογη αμιδοτρανσφεράση και όχι από τη βακτηριακή AdT 
καθώς δε φέρει το κύριο στοιχείο ταυτότητας U1-A72. (B) To μόριο Asp-tRNAAsn του Ν. 
meningitidis τρανσαμιδώνεται τόσο από την ομόλογη AdT όσο και από την AdT των αρχαίων 
καθώς φέρει όλα τα εν δυνάμει στοιχεία ταυτότητας για την τρανσαμίδωση από το ένζυμο αυτό 
(U12-A23, U36, G46, U47). (Γ) To αμινοακυλιωμένο μόριο tRNAAsp του N. meningitidis αποτελεί 
υπόστρωμα για την AdT των αρχαίων και φέρει τα εν δυνάμει στοιχεία αναγνώρισης για το ένζυμο 
αυτό, εκτός από το αντικωδικόνιο. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι το αντικωδικόνιο δεν 
εμπλέκεται στην αναγνώριση των υποστρωμάτων από την αμιδοτρανσφεράση των αρχαίων, όπως 
ισχύει και για τη βακτηριακή AdT. (Δ) Το μόριο tRNAAsp του S. cerevisiae που φέρει μόνο το 
στοιχείο U12-A23, δεν αποτελεί υπόστρωμα για την AdT των αρχαίων, γεγονός που υποδεικνύει ότι 
το ζεύγος αυτό του βραχίονα D δεν εμπλέκεται στην αναγνώριση του μορίου tRNA από την AdT. 
(Ε) Το μόριο tRNAPhe→Asp, στο οποίο έχουν ενσωματωθεί τα στοιχεία ταυτότητας για την 
αμινοακυλίωση από την AspRS, φέρει τα δύο εν δυνάμει στοιχεία ταυτότητας για τρανσαμίδωση 
από την AdT των αρχαίων. Δεδομένου ότι το ζεύγος 12-23 του βραχίονα D δε φαίνεται να 
καθορίζει την αναγνώριση του μορίου και ότι το αμινοακυλιωμένο tRNAPhe→Asp τρανσαμιδώνεται 
προκύπτει ότι το μέγεθος ή / και η αλληλουχία της μεταβλητής θηλιάς φαίνεται να αποτελεί 
στοιχείο ταυτότητας για την αναγνώριση του υποστρώματος από την AdT των αρχαίων.          
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Για να επιβεβαιωθεί ότι τα νουκλεοτίδια G46 και U47 της μεταβλητής θηλιάς 
του μορίου tRNAAsn εμπλέκονται στην τρανσαμίδωση στα αρχαία, πραγματοποιήθηκαν 
δοκιμές τρανσαμίδωσης με διασταύρωση της AdT των αρχαίων και των μετάγραφων των 
μορίων tRNAAsp και tRNAPhe (tRNAPhe→Asp) του Saccharomyces cerevisiae, που 
εμπεριέχουν τα στοιχεία ταυτότητας για την αμινοακυλίωσή τους από την AspRS του 
οργανισμού αυτoύ. Και τα δύο αυτά μόρια tRNA περιέχουν το ζεύγος βάσεων U12–A23 
στο βραχίονα D, αλλά ενώ το μόριο tRNAAsp φέρει τη μεταβλητή θηλιά του μορίου 
tRNAAsp των αρχαίων (απουσία της θέσης 47 και Α στη θέση 46), η μεταβλητή θηλιά 
του μορίου tRNAPhe→Asp προσομοιάζει με αυτή του μορίου tRNAAsn των αρχαίων (G46, 
U47). Επομένως, τα μόρια αυτά tRNA είναι κατάλληλα υποστρώματα για την ανάλυση 
του ρόλου της μεταβλητής θηλιάς στην τρανσαμίδωση από την AdT των αρχαίων. 
Σύμφωνα με την ανάλυση των εστεροποιημένων αμινοξέων μετά την αντίδραση 
τρασναμίδωσης, η AdT των αρχαίων τρανσαμιδώνει το Asp-tRNAPhe→Asp (Εικόνα 52Ε) 
αλλά όχι το Asp-tRNAAsp του Saccharomyces cerevisiae (Εικόνα 52Δ), 
επιβεβαιώνοντας ότι η τρανσαμίδωση από την AdT των αρχαίων προάγεται από τα 
νουκλεοτίδια G46 και U47 της μεταβλητής θηλιάς. Αυτό είναι σύμφωνο με την 
ανεπάρκεια της AdT των αρχαίων να τρανσαμιδώσει το Asp-tRNAAsp του 
Saccharomyces cerevisiae που φέρει το ζεύγος βάσεων U12–A23. Για το λόγο αυτό, 
αυτό το ζεύγος βάσεων, όπως και το U36, δεν μπορούν να θεωρηθούν και δεν 
αποτελούν καθοριστικά στοιχεία της τρανσαμίδωσης από τις αμιδοτρανσφεράσες των 
αρχαίων. Ωστόσο, δεν είναι βέβαιο αν η ταυτότητα καθορίζεται αποκλειστικά από το 
μήκος της μεταβλητής θηλιάς ή από τη φύση των νουκλεοτιδίων στις θέσεις 46 και 47. 
Τα νουκλεοτίδια στις συγκεκριμένες θέσεις του μορίου tRNA παίζουν σημαντικό ρόλο 
στην τριτοταγή διαμόρφωση και στη σταθερότητα του μορίου (Rogers & Soll, 1993). Ως 
εκ τούτου, η διάκριση από την AdT των αρχαίων μεταξύ των Asp-tRNAAsn και Asp-
tRNAAsp θα μπορούσε να βασίζεται σε συγκεκριμένη τριτοταγή διαμόρφωση των μορίων 
αυτών.  
 
3.1.5 Στοιχεία ταυτότητας για την τρανσαμίδωση του Glu-tRNAGln από τη 
βακτηριακή GatCAB 

 
Ανεξάρτητα από τη δραστικότητα που παρουσιάζουν in vivo (Asp- ή/και Glu-

AdT), όλες οι βακτηριακές AdTs που έχουν μελετηθεί έως σήμερα παρουσιάζουν διπλή 
εξειδίκευση in vitro και συνθέτουν τόσο Asn-tRNAAsn όσο και Gln-tRNAGln. Ένα από τα 
ερωτήματα που προέκυψαν από τα λειτουργικά χαρακτηριστικά της AdT είναι αν τα 
μόρια tRNAAsn και tRNAGln φέρουν τα ίδια ή παρόμοια στοιχεία αναγνώρισης ή αν οι 
AdTs αναγνωρίζουν διαφορετικά στοιχεία στα δύο είδη μορίων tRNA. Για τον εντοπισμό 
των στοιχείων εκείνων του μορίου tRNAGln που επάγουν την τρανσαμίδωση του 
εστεροποιημένου Glu και των στοιχείων του μορίου tRNAGlu που αποτρέπουν την 
τρανσαμίδωση, ακολουθήθηκε παρόμοια προσέγγιση. Ομοπαρατέθηκαν οι 
αλληλουχίες των μορίων tRNAGln και tRNAGlu από βακτήρια που χρησιμοποιούν το 
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μονοπάτι της τρανσαμίδωσης για να συνθέσουν Gln-tRNAGln για να εντοπιστούν οι 
συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο μορίων (Εικόνα 53).  

Η συγκριτική ομοπαράθεση δείχνει ότι τα στοιχεία που είναι συντηρημένα στο 
tRNAGln αλλά διαφέρουν στο tRNAGlu είναι το πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα 
υποδοχής του αμινοξέος, ένα U1–A72 απαντάται στο tRNAGln, το οποίο αντικαθίσταται 
στο tRNAGlu από το G1–C72. Επιπρόσθετα, το tRNAGlu φέρει ένα επιπλέον νουκλεοτίδιο 
στη θέση 20A ή 20B της θηλιάς D σε σχέση με το tRNAGln. Τέλος, τα μόρια tRNAGln και 
tRNAGlu διαφέρουν στο τρίτο νουκλεοτίδιο του αντικωδικονίου, που είναι G36 στο 
tRNAGln και C36 στο tRNAGlu.  
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Εικόνα 13: Συγκριτική ομοπαράθεση των γονιδίων που κωδικοποιούν τα μόρια tRNAGlu και tRNAGln από βακτήρια που χρησιμοποιούν την tRNA-
εξαρτώμενη τρανσαμίδωση για να συνθέσουν Gln-tRNAGln. Οι συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο μορίων (γαλάζιες-κόκκινες στήλες) εντοπίζονται 
στο πρώτο ζεύγος βάσεων (U1-A72 στο tRNAGln, G1-C72 στο tRNAGlu), στο μέγεθος της θηλιάς D (ένα ή δύο επιπλέον νουκλεοτίδια στις θέσεις 20Α και 
20Β στο tRNAGlu) και στο αντικωδικόνιο (UUG στο tRNAGln, UUC στο tRNAGlu)  
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Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της συγκριτικής ομοπαράθεσης τα στοιχεία που 
είναι συντηρημένα στο tRNAGln, αλλά διαφέρουν στο tRNAGlu, είναι εκείνα που στο 
tRNAAsn επάγουν τη μετατροπή του Asp σε Asn (πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα 
υποδοχής του αμινοξέος U1-A72) (Εικόνα 54). Αντίστοιχα, το μόριο tRNAGlu φέρει 
συντηρημένα τα στοιχεία εκείνα που απαντώνται και στο tRNAAsp και αποτρέπουν την 
αλληλεπίδρασή του με την αμιδοτρανσφεράση (επιπλέον νουκλεοτίδιο στη θέση 20Α ή 
Β της θηλιάς D). Παρόμοια με τα tRNAAsn και tRNAAsp, τα tRNAGln και tRNAGlu 
διαφέρουν στο τρίτο νουκλεοτίδιο του αντικωδικονίου. Ωστόσο, καθώς το νουκλεοτίδιο 
αυτό δεν συνεισφέρει σημαντικά στην τρανσαμίδωση του Asp-tRNAAsn, θεωρείται ότι οι 
AdTs δε διαχωρίζουν το tRNAGln από το tRNAGlu βασιζόμενες στο αντικωδικόνιο.  

 

 
 

Εικόνα 54: Δευτεροταγής δομή της συναινετικής αλληλουχίας που προκύπτει από την 
ομοπαράθεση (Α) 49 αλληλουχιών γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια tRNAAsp και tRNAAsn από 
βακτήρια που χρησιμοποιούν τη δραστικότητα Asp-AdT της GatCAB και (Β) 26 αλληλουχιών 
γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια tRNAGlu και tRNAGln από βακτήρια που χρησιμοποιούν τη 
δραστικότητα Glu-AdT της GatCAB. Τα δύο μόρια παρουσιάζουν τις ίδιες συντηρημένες διαφορές 
με αυτές των μορίων tRNAAsp και tRNAAsn. Το tRNAGln φέρει το στοιχείο ταυτότητας U1-A72 για την 
τρανσαμίδωση από τη βακτηριακή AdT, ενώ το tRNAGlu έχει επιπρόσθετα νουκλεοτίδια στις θέσεις 
20Α και Β της θηλιάς D, το οποίο δρα ως αντι-καθοριστικό στοιχείο. Οι γκρι κύκλοι αντιστοιχούν σε 
νουκλεοτίδια συντηρημένα σε όλα τα μόρια tRNA. Ta νουκλεοτίδια με γκρι χαρακτήρες είναι 
συντηρημένα και στα δύο μόρια (tRNAAsp και tRNAAsn ή tRNAGlu και tRNAGln). Τα νουκλεοτίδια στα 
κόκκινα πλαίσια αντιστοιχούν στις συντηρημένες διαφορές μεταξύ των δύο μορίων. 
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Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι τα ίδια δομικά στοιχεία εμπλέκονται στην 
αναγνώριση των Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln από τις βακτηριακές AdTs (Bailly et al., 
2006). Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται και από το γεγονός ότι στα βακτήρια που 
χρησιμοποιούν και τις δύο δραστικότητες των AdTs, τα tRNAAsn και tRNAGln φέρουν 
ένα U1–A72 ζεύγος βάσεων ενώ τα tRNAAsp και tRNAGlu ένα G1–C72 και μια επέκταση 
κατά ένα νουκλεοτίδιο στη θηλιά D (Πίνακας 17). Επιπρόσθετα, στα βακτήρια που in 
vivo μόνο η μια από τις δύο δραστικότητες της αμιδοτρανσφεράσης είναι παρούσα 
(Asp- ή Glu-AdT), το μόριο tRNA που επάγει κάθε φορά την τρανσαμίδωση πάντα 
φέρει τα στοιχεία ταυτότητας για την αναγνώριση από το ένζυμο. Τέλος, στα βακτήρια 
που στερούνται της AdT, τα tRNAAsn και tRNAGln αμινοακυλιώνονται άμεσα από τη 
συγγενή aaRS και δε φέρουν τα συγκεκριμένα στοιχεία ταυτότητας.  

Η πειραματική επιβεβαίωση της πρόβλεψης για τα στοιχεία ταυτότητας των 
βακτηριακών tRNAGln που σχετίζονται με την αναγνώρισή τους από την AdT είναι 
δύσκολο να επιτευχθεί. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα μη τροποποιημένα tRNAGlu, 
που προκύπτουν από in vitro μεταγραφή, έχει δειχθεί ότι δεν είναι κατάλληλα 
υποστρώματα για τις βακτηριακές GluRSs που έχουν μελετηθεί μέχρι τώρα είτε 
παρουσιάζουν υψηλή είτε χαμηλή εξειδίκευση. Στην περίπτωση της GluRS του 
Escherichia coli, έχει δειχθεί ότι το ένζυμο παρουσιάζει κατά 100 φορές μειωμένη 
καταλυτική δραστικότητα για το μετάγραφο του συγγενούς tRNAGlu σε σχέση με το 
tRNAGlu που υπερεκφράζεται in vivo (Kern & Lapointe, 1979, Sylvers et al., 1993). Το 
γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι τα tRNA μετάγραφα δεν αποτελούν κατάλληλα 
υποστρώματα για τη GluRS, καθώς φαίνεται να απαιτούνται μετα-μεταγραφικές 
τροποποιήσεις για την αναγνώριση των υποστρωμάτων tRNA από τη συγκεκριμένη 
συνθετάση.  
 
Πίνακας 17: Αλληλουχία του πρώτου ζεύγους βάσεων και της θηλιάς D των μορίων tRNAAsp, 
tRNAAsn, tRNAGlu και tRNAGln από βακτήρια που χρησιμοποιούν το tRNA-εξαρτώμενο μονοπάτι 
τρανσαμίδωσης. Το κύριο στοιχείο ταυτότητας U1-A72 είναι συντηρημένο στα μόρια tRNAAsn και 
tRNAGln στα βακτήρια που χρησιμοποιούν την αντίστοιχη δραστικότητα Asp-AdT ή Glu-AdT της 
GatCAB. Η θηλιά D των tRNAAsp και tRNAGlu φέρει στις περισσότερες περιπτώσεις επιπλέον 
νουκλεοτίδια στις θέσεις 20Α και Β. 
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Από τον προσδιορισμό των στοιχείων ταυτότητας που καθορίζουν την 

εξειδικευμένη αναγνώριση των κακοφορτισμένων μορίων tRNA από τις GatCAB 
αμιδοτρανσφεράσες των βακτηρίων και των αρχαίων προκύπτει ότι τα μόρια tRNA 
αναγνωρίζονται με τρόπο διαφορετικό στα δύο βασίλεια. Στα βακτήρια το πρώτο ζεύγος 
βάσεων και το μέγεθος της θηλιάς D καθορίζουν ουσιαστικά την αναγνώριση τόσο του 
tRNAAsn όσο και του tRNAGln ενώ στα αρχαία σημαντικό ρόλο παίζει το μέγεθος και η 
αλληλουχία της μεταβλητής θηλιάς. Ο εντοπισμός των στοιχείων ταυτότητας στην 
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τριτοταγή διαμόρφωση των αντίστοιχων μορίων tRNA οδηγεί στη παρατήρηση ότι πέραν 
των συγκεκριμένων νουκλεοτιδίων, διαφέρει και ο τρόπος προσέγγισης των 
υποστρωμάτων μεταξύ των δύο GatCAB αμιδοτρανσφερασών των βακτηρίων και των 
αρχαίων. Οι θέσεις κλειδιά για την αναγνώριση των βακτηριακών υποστρωμάτων 
εντοπίζονται στη μικρή αύλακα του μορίου tRNA οπότε η βακτηριακή GatCAB 
φαίνεται να προσεγγίζει το υπόστρωμά της με τρόπο παρόμοιο με αυτό των aaRSs 
κλάσης Ι (Εικόνα 55). Αντίθετα η GatCAB των αρχαίων αναγνωρίζει στοιχεία του 
μορίου tRNA που εντοπίζονται στη μεγάλη αύλακα του μορίου, ένας τρόπος 
προσέγγισης που παραπέμπει στις συνθετάσες κλάσης ΙΙ.   

 

 
 
Εικόνα 55: Τριτοταγής δομή των μορίων (A) tRNAAsn και tRNAAsp, (Β) tRNAGln και tRNAGlu από 
βακτήρια που χρησιμοποιούν τη δραστικότητα Asp- ή/και Glu-AdT της GatCAB και (Γ) tRNAAsn 
και tRNAAsp από αρχαία που χρησιμοποιούν τη δραστικότητα Asp-AdT της GatCAB. Με κίτρινο 
χρώμα σημαίνονται τα κύρια στοιχεία ταυτότητας των μορίων tRNAAsn και tRNAGln για την 
τρανσαμίδωση, ενώ με καφέ τα αντι-καθοριστικά στοιχεία των μορίων tRNAAsp και tRNAGlu. Ο 
εντοπισμός των στοιχείων στην τριτοταγή δομή των μορίων tRNA υποδεικνύει τη διαφορετική 
προσέγγιση των υποστρωμάτων από τις GatCAB των βακτηρίων και των αρχαίων.   
 
3.2 Διερεύνηση της tRNA-εξαρτώμενης σύνθεσης του κυτταρικού 
τοιχώματος στο Staphylococcus aureus 
 

Τα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης εμπλέκονται σε διάφορες κυτταρικές 
διεργασίες πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης. Ένα τέτοιο σύστημα αποτελεί και η tRNA 
εξαρτώμενη σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος. Αναλυτικότερα, σε 
ορισμένα κυρίως κατά Gram θετικά βακτήρια η σύνδεση μεταξύ των μονομερών της 
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πεπτιδογλυκάνης πραγματοποιείται μέσω πεπτιδικών γεφυρών. Η σύνθεση των 
γεφυρών διασύνδεσης της πεπτιδογλυκάνης συντίθεται μέσω ενός ασύνηθους 
συστήματος αμινοακυλίωσης μορίων tRNA. Στο Staphylococcus aureus η γέφυρα 
διασύνδεσης είναι ένα πεπτίδιο που αποτελείται από πέντε κατάλοιπα γλυκίνης. Η 
ενσωμάτωση των κατάλοιπων γλυκίνης είναι γνωστό ότι καταλύεται από τους 
παράγοντες FemXAB, που χρησιμοποιούν ως δότες γλυκίνης αμινοακυλιωμένα μόρια 
tRNA (Schneider et al., 2004). Ωστόσο, μέχρι πρόσφατα τίποτα δεν ήταν γνωστό για τον 
αριθμό και τα χαρακτηριστικά των μορίων tRNAGly που εμπλέκονται στην κυτταρική 
αυτή διεργασία.  

 
3.2.1 Ταυτοποίηση ενός πιθανού ψευδογονιδίου που κωδικοποιεί ένα 
ασύνηθες μόριο tRNAGly(UCC) 

 
Σε μια προσπάθεια να ανιχνευτούν γονίδια που κωδικοποιούν μόρια tRNAGly 

και δεν έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, ελέχθησαν όλες οι διαθέσιμες γονιδιωματικές 
βάσεις δεδομένων που περιλαμβάνουν πλήρεις γονιδιωματικές αλληλουχίες από 8 
διαφορετικά στελέχη του Staphylococcus aureus. Η ανάλυση με το πρόγραμμα 
tRNAScan-SE ταυτοποίησε τέσσερα γονίδια που ήταν κατατεθειμένα ως γονίδια που 
κωδικοποιούν μόρια tRNAGly και τα προϊόντα τους φέρουν τα απαραίτητα στοιχεία 
ταυτότητας για την αναγνώριση τους από τη GlyRS. Επιπρόσθετα ταυτοποιήθηκε και 
ένα πέμπτο γονίδιο που κωδικοποιεί tRNAGly, το οποίο σε κάποιες βάσεις δεδομένων 
ήταν κατατεθειμένο ως ψευδογονίδιο. Μόνο δύο από τα γονίδια αυτά (με τις κωδικές 
ονομασίες P1/GCC και P2/UCC) φαίνεται να κωδικοποιούν ισοδεκτικά μόρια tRNAGly 
με υψηλό cove score (86.82 και 75.68, αντίστοιχα), αρκετά υψηλό ώστε να θεωρηθούν 
μόρια tRNA. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα γονίδια αυτά βρίσκονται σε δύο αντίγραφα 
το καθένα. Τα υπόλοιπα τρία γονίδια (με τις κωδικές ονομασίες NP1/UCC, NP2/UCC 
και NEW/UCC) κωδικοποιούν μόρια tRNAGly με σημαντικά χαμηλότερο cove score 
(41.66, 33.70 και 27.77, αντίστοιχα). Το πιθανό ψευδογονίδιο, όταν αναλύθηκε με το 
πρόγραμμα tRNAScan-SE με τις προεπιλεγμένους περιορισμούς, παρουσίασε 
μηδενικό ή πολύ χαμηλό cove score (NEW/UCC), ανάλογα με τις παραμέτρους.  

Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα ισοδεκτικά tRNAGly μόρια εντοπίζονται σε 
τμήματα του χρωμοσώματος, όπου είναι οργανωμένα γονίδια που κωδικοποιούν μόρια 
tRNA (tRNA gene clusters). Παραδείγματος χάριν, στο γονιδίωμα του στελέχους 
Staphylococcus aureus Mu50 τα γονίδια αυτά εντοπίζονται στις εξής θέσεις: P1/GCC 
(αντίγραφο 1) σε μια ομάδα 8 γονιδίων tRNA (θετικός κλώνος, θέσεις 573993-574718), 
P1/GCC (αντίγραφο 2) και NP1/UCC – NP2/UCC σε μια ομάδα 27 γονιδίων tRNA 
(αρνητικός κλώνος, θέσεις 1994154-1996598), P2/UCC (αντίγραφο 1) σε μια ομάδα 8 
γονιδίων tRNA (αρνητικός κλώνος, θέσεις 1959708-1960455), P2/UCC (αντίγραφο 2) 
βρίσκεται μαζί με το γονίδιο ενός tRNALeu (αρνητικός κλώνος, θέσεις 2190796-
2190973). Το ψευδογονίδιο (NEW/UCC) σε αυτό το στέλεχος εντοπίζεται μεταξύ των 
γονιδίων των NP1/UCC και NP2/UCC (θέσεις 1994364-1994438) (Εικόνα 56). Αυτή 
η οργάνωση των γονιδίων των μορίων tRNA στο Staphylococcus aureus έχει περιγραφεί 
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στη βιβλιογραφία και αξίζει να σημειωθεί ότι το πιθανό ψευδογονίδιο είχε βρεθεί 
ανάμεσα σε γονίδια γνωστών μορίων tRNA, όπως αναφέρθηκε παραπάνω (Green & 
Vold, 1993).  

 

 
 

Εικόνα 56: Οργάνωση των γονιδίων των μορίων tRNA του S. aureus Μu50. Τα περισσότερα 
γονίδια των μορίων tRNA οργανώνονται σε ομάδες (gene clusters) στο γονιδίωμα του S. aureus. 
Τα γονίδια των ισοδεκτικών tRNAGly P1/GCC και P2/UCC απαντώνται σε δύο αντίγραφα σε 
διαφορετικές ομάδες γονιδίων. Τα γονίδια των NP1/UCC, NP2/UCC και NEW/UCC είναι 
ομαδοποιημένα μαζί με άλλα 24 γονίδια μορίων tRNA με το γονίδιο του NEW/UCC tRNAGly να 
εντοπίζεται μεταξύ των άλλων δύο. Τα μπλε πλαίσια αντιστοιχούν στα γονίδια που εντοπίζονται στο 
θετικό κλώνο του χρωμοσώματος του S. aureus και τα κόκκινα πλαίσια στα γονίδια του αρνητικού 
κλώνου.    

 
Η πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly 

από τον Staphylococcus aureus με τα ισοδεκτικά μόρια tRNAGly του Staphylococcus 
epidermidis, τα οποία έχουν χαρακτηριστεί ως μη πρωτεϊνογενετικά, υποδεικνύει ότι 
τα NP1tRNAGly(UCC), NP2tRNAGly(UCC) και NEWtRNAGly(UCC) είναι πολύ πιθανό να μη 
συμμετέχουν στην πρωτεϊνοσύνθεση (Εικόνα 57Β). Τα τρία ασυνήθη δομικά 
χαρακτηριστικά του NEWtRNAGly(UCC) εντοπίζονται στην αρχή του βραχίονα D (τρία 
ζεύγη βάσεων αντί για 4 και παρουσία των μη ζευγαρωμένων U10 και U25), στη θηλιά 
D (UUU ή UCU αντί για CGG ή GGG) και στη θηλιά T (GUGU αντί του GTψC) 
(Εικόνα 57Α). Ωστόσο, η σύγκριση των δευτεροταγών δομών των πέντε ισοδεκτικών 
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μορίων tRNAGly υποδεικνύει ότι τα μόρια αυτά φέρουν τα απαραίτητα στοιχεία 
ταυτότητας για την αναγνώριση τους από της GlyRS, τα οποία είναι κυρίως τα ζεύγη 
βάσεων G1-C72 και C2-G71 του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος, τα νουκλεοτίδια 
C35 και C36 του αντικωδικονίου και η βάση διαλογέας U73 (Nameki et al., 1997). 
Συγκρίνοντας το ασύνηθες μόριο tRNA με τα μη πρωτεϊνογενετικά ισοδεκτικά tRNAGly 
του Staphylococcus epidermidis προκύπτει ότι οι αλληλουχίες τους παρουσιάζουν 
υψηλή ομοιότητα. Οι ελάχιστες διαφορές που παρατηρούνται μεταξύ των δύο ειδών δεν 
είναι συντηρημένες και εντοπίζονται σε θέσεις που δεν επηρεάζουν την αναγνώριση 
από τη GlyRS ούτε προκαλούν διαφορική δεσμευτική ικανότητα για τον παράγοντα 
ΕF-Tu. Ωστόσο, τα μόρια tRNA που συμμετέχουν στη σύνθεση του βακτηριακού 
κυτταρικού τοιχώματος μπορεί να φέρουν διαφορετικά ιδιαίτερα χαρακτηριστικά όπως 
έχει αναφερθεί πρόσφατα για το tRNAAla του Weissella viridescens (Villet et al., 2007). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Αποτελέσματα 

 
118 

 
 

 
 

Εικόνα 57: (Α) Δευτεροταγής δομή των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του S. aureus. Τα ανοικτά πλαίσια αντιστοιχούν στα στοιχεία ταυτότητας των 
μορίων tRNAGly για την αμινοακυλίωσή τους από τη GlyRS. Οι χρωματισμένοι χαρακτήρες αντιστοιχούν σε τροποποιήσεις βάσεων στη θηλιά D, στο 
αντικωδικόνιο, στο βραχίονα και στη θηλιά T. (Β) Πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του S. aureus και των μη-
πρωτεϊνογενετικών  tRNAGly του S. epidermidis που αντλήθηκαν από τη βάση δεδομένων T.I.G.R. και από βιβλιογραφικές αναφορές. Η συντόμευση 
Βραχ. Υπ. Αμιν. αντιστοιχεί στο βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και Βραχ. Αντικ. στο βραχίονα του αντικωδικονίου.  
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Η έκφραση όλων των γονιδίων των tRNA μελετήθηκε μετά από απομόνωση 
ολικού RNA από καλλιέργειες του Staphylococcus aureus που είχαν αναπτυχθεί μέχρι 
το μέσο της λογαριθμικής φάσης ανάπτυξης, για να διασφαλιστεί ο μέγιστος ρυθμός 
πρωτεϊνοσύνθεσης και ακολούθησε ανάλυση με RT-PCR. Όλα τα γνωστά ισοδεκτικά 
μόρια tRNAGly ανιχνεύθηκαν με αλληλούχηση μετά την ενίσχυση με PCR των 
αντίστοιχων γονιδίων. Η ίδια προσέγγιση ακολουθήθηκε και για τη διερεύνηση της 
έκφρασης του NEWtRNAGly(UCC) και τα αποτελέσματα της αλληλούχησης έδειξαν ότι το 
μόριο αυτό εκφράζεται σε καλλιέργειες του Staphylococcus aureus (Εικόνα 58Α, Γ). 
Για να επιβεβαιωθεί η εξειδίκευση του προϊόντος μετά την αντίστροφη μεταγραφή και 
την ενίσχυση με PCR και να ελεγχθεί το ενδεχόμενο επιμόλυνσης από γενωμικό DNA 
στα δείγματα, πραγματοποιήθηκε επεξεργασία με DNάση I και RNάση A πριν την 
ενίσχυση με την PCR. Στο δείγμα που είχε υποστεί επεξεργασία με την DNάση I, 
ανιχνεύθηκε με RT-PCR η έκφραση του πιθανού ψευδογονιδίου. Αντίθετα, όταν το ίδιο 
υπόστρωμα υπέστη κατεργασία με RNάση A και αναλύθηκε με RT-PCR δεν 
ανιχνεύθηκε η αντίστοιχη ζώνη (Εικόνα 58Β).  

 

 
 
Εικόνα 58: (A) Έλεγχος έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν τα 5 ισοδεκτικά μόρια tRNAGly 
του S. aureus με RT-PCR. 1: P1/GCC, 2:P2/UCC, 3: NP1/UCC, 4: NP2/UCC, 5:NEW/UCC. (B) 
Έλεγχος έκφρασης του ψευδογονιδίου. L: Μάρτυρας μεγέθους τμημάτων DNA (100bp), 1: Προϊόν 
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της RT-PCR από την ενίσχυση του NEW/UCC χωρίς επιπλέον επεξεργασία, 2: μετά από 
επεξεργασία με DNάση I, 3: μετά από επεξεργασία με RNάση A. (Γ) Χρωματογράφημα 
αλληλούχησης του προϊόντος της RT-PCR για τον έλεγχο της έκφρασης του ψευδογονιδίου. Τα 
βέλη και τα πλαίσια υποδεικνύουν τα δομικά χαρακτηριστικά που απαντώνται στο 
NEWtRNAGly(UCC).   

 
Από τα δεδομένα των αναλύσεων της έκφρασης των γονιδίων των μορίων tRNAGly 

του Staphylococcus aureus, προκύπτει ότι εκτός από τα τέσσερα γονίδια που 
κωδικοποιούν μόρια tRNAGly, τα οποία είχαν περιγραφεί και είχαν κατατεθεί, ένα 
επιπλέον γονίδιο που κωδικοποιεί και εκφράζει ένα νέο ασύνηθες ισοδεκτικό tRNAGly 
υπάρχει σε όλα τα στελέχη του Staphylococcus aureus (Giannouli et al., 2008). Αυτή η 
παρατήρηση ξεκαθαρίζει το θέμα του πόσα ισοδεκτικά μόρια tRNAGly πραγματικά 
υπάρχουν στον οργανισμό αυτό και προτείνει ότι το ασύνηθες NEWtRNAGly(UCC) 
αντιπροσωπεύει ένα μη χαρακτηρισμένο έως τώρα πέμπτο ισοδεκτικό μόριο.  

 
3.2.2 Προετοιμασία παραγόντων για το χαρακτηρισμό των ισοδεκτικών μορίων 
tRNAGly του Staphylococcus aureus 

 
Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που παρουσιάζει το NEWtRNAGly(UCC) προκάλεσαν 

το ερώτημα κατά πόσο το μόριο αυτό αποτελεί κατάλληλο υπόστρωμα για 
αμινοακυλίωση από τη GlyRS. Για το σκοπό αυτό ενισχύθηκε το γονίδιο glyS (1391bp) 
που κωδικοποιεί την GlyRS του Staphylococcus aureus (Εικόνα 60Α). Για την 
ενίσχυση του γονιδίου χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα γενωμικό DNA του 
Staphylococcus aureus και ειδικοί εκκινητές που περιείχαν τις αλληλουχίες 
αναγνώρισης για τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI και ΧhoI. Ο αντίστροφος 
εκκινητής δεν περιείχε το κωδικόνιο τερματισμού (Εικόνα 59).  
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Εικόνα 59: Αλληλουχία του γονιδίου glyS του S. aureus (κόκκινοι χαρακτήρες) και της 
κωδικοποιούμενης πρωτεΐνης GlyRS (μπλε χαρακτήρες). Στα πλαίσια περιέχονται οι αλληλουχίες 
των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου με PCR καθώς και οι 
αλληλουχίες που προστέθηκαν για αναγνώριση από περιοριστικές ενδονουκλεάσες (πράσινοι 
χαρακτήρες).   
 

To ενισχυμένο γονίδιο μετά από έλεγχο της αλληλουχίας του κλωνοποιήθηκε σε 
φορέα έκφρασης pET24b (Εικόνα 60Β). Ο φορέας αυτός φέρει στο 3΄ άκρο του 
πολυσυνδέτη έξι κωδικόνια, που κωδικοποιούν μια ουρά ιστιδινών τα οποία 
ενσωματώνεται στο καρβοξυτελικό άκρο της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Το γονίδιο 
υπερεκφράστηκε σε κύτταρα του στελέχους Escherichia coli BL21 (DE3) παρουσία 1 
mM IPTG στους 30ο C. H ανασυνδυασμένη GlyRS-C-terminal-His6-tag (54kDa) του 
Staphylococcus aureus που έφερε έξι ιστιδίνες στο καρβοξυτελικό της άκρο 
απομονώθηκε με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη Ni-NTA (Εικόνα 60Γ). Το 
τελικό ποσοστό καθαρότητας του ενζύμου ήταν 95%.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Αποτελέσματα 

 
122 

 
 
Εικόνα 60: Ενίσχυση και κλωνοποίηση του γονιδίου glyS του S. aureus και απομόνωση της 
GlyRS. (Α) Προϊόν της ενίσχυσης του γονιδίου glyS του S. aureus με PCR. Το μέγεθος και η 
αλληλουχία του ενισχυμένου προϊόντος αντιστοιχεί σε αυτά του υπό μελέτη γονιδίου. L: Μάρτυρας 
μεγέθους τμημάτων DNA, 1: Προϊόν PCR (Β) Υποκλωνοποίηση του glyS στον πλασμιδιακό φορέα 
pET24b. Το ένθετο γονίδιο και το πλασμίδιο υπέστησαν πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
(BamHI/XhoI) και τα συμπληρωματικά άκρα τους συνδέθηκαν προς σχηματισμό του 
ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pET24b-glyS. (Γ) Απομόνωση της GlyRS με χρωματογραφία 
συγγένειας (Ni-NTA). Η τελική καθαρότητα της πρωτεΐνης είναι 95%. Έκλουση της πρωτεΐνης με 1: 
250 mM και 2: 500 mM ιμιδαζολίου.     
 

Επιπρόσθετα, κλωνοποιήθηκαν και μεταγράφηκαν in vitro και τα πέντε γονίδια 
των μορίων tRNAGly. Για την κλωνοποίηση των γονιδίων των μορίων tRNA σχεδιάστηκαν 
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επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτίδια για όλο το μήκος του γονιδίου και στο 5΄ άκρο 
κάθε γονιδίου προστέθηκε ένα ολιγονουκλετίδιο με την αλληλουχία του Τ7 προαγωγέα 
(Εικόνα 61Α). Για τα γονίδια των μορίων NP1tRNAGly(UCC) και NP2tRNAGly(UCC) 
χρησιμοποιήθηκαν τα ίδια ολιγονουκλεοτίδια εκτός από ένα ζεύγος που περιείχε τη 
σημειακή μετάλλαξη C56T, η οποία αποτελεί τη μοναδική διαφορά μεταξύ των δύο 
μορίων. Στο γονίδιο που κωδικοποιεί το NEWtRNAGly(UCC) τροποποιήθηκε το 
νουκλεοτίδιο στη θέση 37 από Τ σε C, για να απαλειφθεί η θέση αναγνώρισης από το 
περιοριστικό ένζυμο BstNI, το οποίο χρησιμοποιείται για τη γραμμοποίηση του 
πλασμιδίου πριν την in vitro μεταγραφή. H εναλλαγή αυτή δεν φαίνεται να επηρεάζει 
τη λειτουργικότητα του μορίου tRNA, διότι το νουκλεοτίδιο αυτό δεν εμπεριέχεται στα 
στοιχεία ταυτότητας για την αμινοακυλίωση του μορίου από τη GlyRS και σε όλα τα 
υπόλοιπα ισοδεκτικά tRNAGly είναι συντηρημένο. Ακολούθησε η in vitro μεταγραφή 
των πέντε γονιδίων των ισοδεκτικών tRNAGly του Staphylococcus aureus και τα μόρια 
tRNA απομονώθηκαν με ηλεκτροέκλουση μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (Εικόνα 61Β).  
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Εικόνα 61: (Α) Σύνθεση των γονιδίων των 5 ισοδεκτικών tRNAGly του S. aureus με 
επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτίδια. Στο 5΄ άκρο κάθε γονιδίου βρίσκεται η αλληλουχία του 
προαγωγέα Τ7 (ολιγονουκλεοτίδιο tGSauT7TATA). (Β) Ηλεκτροφορητικό προφίλ των in vitro 
μετάγραφων των μορίων tRNAGly σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες.    

 
Για τη βιοχημική ανάλυση της ισχύος των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μορίων 

tRNA και του EF-Tu, ενισχύθηκε το γονίδιο tuf (1184bp) που κωδικοποιεί τον EF-Tu 
του Staphylococcus aureus (Εικόνα 63Α). Για την ενίσχυση του γονιδίου 
χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα γενωμικό DNA του Staphylococcus aureus και 
ειδικοί εκκινητές που έφεραν αλληλουχίες για αναγνώριση από τις περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες BamHI και XhoI. Ο αντίστροφος εκκινητής δεν περιείχε το κωδικόνιο 
τερματισμού (Εικόνα 62). 

 

 
 
Εικόνα 62: Αλληλουχία του γονιδίου tuf του S. aureus (κόκκινοι χαρακτήρες) και της 
κωδικοποιούμενης πρωτεΐνης EF-Tu (μπλε χαρακτήρες). Στα πλαίσια περιέχονται οι αλληλουχίες 
των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου με PCR καθώς και οι 
αλληλουχίες που προστέθηκαν για αναγνώριση από περιοριστικές ενδονουκλεάσες (πράσινοι 
χαρακτήρες).   
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Το ενισχυμένο γονίδιο μετά τον έλεγχο της αλληλουχίας του κλωνοποιήθηκε σε 
φορέα έκφρασης pET20b με σκοπό την ενσωμάτωση μιας ουράς έξι ιστιδινών στο 
καρβοξυτελικό άκρο της ανασυνδυαμένης πρωτεΐνης. Το κλωνοποιημένο γονίδιο 
υπερεκφράστηκε σε κύτταρα του στελέχους Escherichia coli BL21 (DE3) παρουσία 0.5 
mM IPTG στους 37ο C. Ο ανασυνδυασμένος EF-Tu-C-terminal-His6-tag απομονώθηκε 
με χρωματογραφία συγγένειας (Ni-NTA) (Εικόνα 63Β). Το τελικό ποσοστό 
καθαρότητας του ενζύμου ήταν 90%. 

 
 
Εικόνα 63: Ενίσχυση του γονιδίου tuf του S. aureus και απομόνωση τoυ EF-Tu. (Α) Προϊόν της 
ενίσχυσης του γονιδίου tuf του S. aureus με PCR. Το μέγεθος και η αλληλουχία του ενισχυμένου 
προϊόντος αντιστοιχεί σε αυτά του υπό μελέτη γονιδίου. L: Μάρτυρας μεγέθους τμημάτων DNA, 1: 
Προϊόν PCR (Β) Απομόνωση του EF-Tu με χρωματογραφία συγγένειας (Ni-NTA). Η τελική 
καθαρότητα της πρωτεΐνης είναι 90%. Έκλουση της πρωτεΐνης με 1: 20 mM, 2: 250 mM και 3: 
500 mM ιμιδαζολίου.     
 
3.2.3. Το ασύνηθες NEWtRNAGly(UCC) αποτελεί υπόστρωμα για την GlyRS του 
Staphylococcus aureus 

 
Για τη μελέτη της καταλληλότητας των tRNA υποστρωμάτων ελέγχθηκαν τα 

επίπεδα της αμινοακυλίωσης των μετάγραφων των μορίων tRNAGly του Staphylococcus 
aureus. Όλα τα μετάγραφα μπορούσαν να αμινοακυλιωθούν από τη GlyRS του 
Staphylococcus aureus με ελάχιστες διαφορές στη δεσμευτική τους ικανότητα (Εικόνα 
64). Αν και τα in vitro μετάγραφα δε φέρουν μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις, που σε 
κάποιες περιπτώσεις είναι απαραίτητες για την αποτελεσματική αμινοακυλίωση, το 
NEWtRNAGly(UCC) διατηρεί όλα τα σημαντικά στοιχεία ταυτότητας για την αναγνώρισή 
του από τη συγγενή συνθετάση του Staphylococcus aureus. Σύμφωνα, λοιπόν, με τα 
αποτελέσματα των δοκιμών αμινοακυλίωσης, και τα πέντε ισοδεκτικά tRNA είναι εν 
δυνάμει μεταφορείς γλυκίνης (Giannouli et al., 2008).  
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Εικόνα 64: Αμινοακυλίωση των μετάγραφων των 5 ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του S. aureus 
από τη GlyRS. Όλα τα ισοδεκτικά tRNAGly αμινοακυλιώνονται εξίσου αποτελεσματικά από τη 
συγγενή συνθετάση. Ολικό tRNA του S. aureus χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας. Η 
απόδοση της αντίδρασης αμινοακυλίωσης των μετάγραφων κυμαίνεται μεταξύ 40-60 %.  

 
Τα μόρια tRNAGly του Staphylococcus aureus ομαδοποιήθηκαν σε εκείνα που 

είναι πιθανά πρωτεϊνογενετικά (εκείνα δηλαδή που χρησιμοποιούνται αποκλειστικά 
στη ριβοσωμική πρωτεϊνοσύνθεση, P1/GCC και P2/UCC) και στα πιθανά μη-
πρωτεϊνογενετικά (εκείνα που πιθανώς εμπλέκονται ως δότες γλυκίνης στη σύνθεση της 
γέφυρας πενταγλυκίνης του κυτταρικού τοιχώματος του Staphylococcus aureus). Η 
διάκριση αυτή βασίστηκε σε προηγούμενες βιβλιογραφικές αναφορές σχετικά με τα 
δομικά στοιχεία του μορίου tRNA που είναι κυρίως υπεύθυνα για την ισχύ της 
αλληλεπίδρασης με τον παράγοντα επιμήκυνσης Tu (ΕF-Tu). Τα στοιχεία αυτά 
σχετίζονται άμεσα με ισχυρή και ασθενή αλληλεπίδραση μεταξύ του EF-Tu και των 
Gly-tRNAGly. Για την επιβεβαίωση της ανάλυσης που πραγματοποιήθηκε με εργαλεία 
της Βιοπληροφορικής και λαμβάνοντας υπόψη προηγούμενα βιοχημικά δεδομένα, 
διερευνήθηκε η πιθανή διαφορική ικανότητα των ισοδεκτικών Gly-tRNAGly να 
σχηματίζουν σύμπλοκο με τον ενεργοποιημένο EF-Tu του Staphylococcus aureus.  

 
3.2.4 Διαφορική δέσμευση των ισοδεκτικών tRNAGly στον παράγοντα 
επιμήκυνσης Tu του Staphylococcus aureus  

 
Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι στο Staphylococcus epidermidis, έναν 

οργανισμό συγγενή με το Staphylococcus aureus, ειδικά ισοδεκτικά μόρια tRNAGly 
χρησιμοποιούνται αποκλειστικά για τη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος (Roberts, 
1972). Αυτά τα μόρια tRNA βρέθηκε ότι παρουσιάζουν χαμηλή συγγένεια για τον EF-
Tu, μια παρατήρηση που αποδόθηκε στην ασυνήθη αλληλουχία των μορίων αυτών σε 
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σχέση με εκείνα που συμμετέχουν ως υποστρώματα για την πρωτεϊνοσύνθεση 
(Kawakami et al., 1975). Από την πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών των 
tRNAGly του Staphylococcus aureus και του Staphylococcus epidermidis, που 
παρουσιάζουν χαμηλές τιμές του cove score, προέκυψε ότι τα μόρια αυτά 
παρουσιάζουν συντηρημένες διαφορές σε σύγκριση με τα πρωτεϊνογενετικά μόρια 
tRNAGly (Εικόνα 65Β). Είναι εμφανές από τη σύγκριση αυτή ότι όλα τα πιθανά μη 
πρωτεϊνογενετικά μόρια tRNAGly δεν διατηρούν το εξειδικευμένα ζεύγη βάσεων G49-
U65 και G51-C63 που έχουν χαρακτηριστεί ως σημαντικά στοιχεία για ισχυρή 
αλληλεπίδραση με τον EF-Tu (Asahara & Uhlenbeck, 2002, Sanderson & Uhlenbeck, 
2007, Roy et al., 2007) (Εικόνα 65Α). Η παρατήρηση αυτή είναι σύμφωνη με 
προηγούμενες μελέτες που έχουν δείξει την ύπαρξη ενός δεσμού υδρογόνου μεταξύ 
του κατάλοιπου Glu390 του EF-Tu του Thermus thermophilus και της αμινομάδας της 
γουανίνης του ζεύγους 51-63 στο βραχίονα T, ο οποίος σταθεροποιεί την 
αλληλεπίδραση με το μόριο tRNA (Sanderson & Uhlenbeck, 2007). Αντιθέτως, τα εν 
δυνάμει μη πρωτεϊνογενετικά tRNAGly περιέχουν τα ζεύγη βάσεων A49-U65 και A51-
U63, που αντιστοιχούν σε δομικές διαφορές που σχετίζονται με πιο ασθενή 
αλληλεπίδραση με τον EF-Tu. 

Αυτή η θεώρηση έχει υποστηριχτεί και από in vivo πειράματα που δείχνουν ότι 
στο Escherichia coli, η τροποποίηση των ζευγών βάσεων G49-U65 και G51-C63 
μειώνει σημαντικά τη συμμετοχή των μορίων tRNAGly στην πρωτεϊνοσύνθεση. Η 
ανάλυση λοιπόν των ισοδεκτικών tRNAGly του Staphylococcus aureus με εργαλεία της 
Βιοπληροφορικής οδήγησε σε ένα θεωρητικό διαχωρισμό τους ανάλογα με την ισχύ της 
αλληλεπίδρασης τους με τον EF-Tu.  
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Εικόνα 65: (A) Δευτεροταγής δομή των μη-πρωτεϊνογενετικών ισοδεκτικών μορίων tRNAGly των S. aureus και S. epidermidis. Οι χρωματισμένοι 
χαρακτήρες αντιστοιχούν σε τροποποιήσεις βάσεων στη θηλιά D, στο αντικωδικόνιο, στο βραχίονα και στη θηλιά T (αλλαγή της χαρακτηριστικής 
αλληλουχίας GTψC). Ta βέλη υποδεικνύουν τις διαφορές μεταξύ των μορίων. (B) Πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών των μη πρωτεϊνογενετικών 
ισοδεκτικών μορίων tRNAGly των S. aureus και S. epidermidis. Οι κόκκινοι χαρακτήρες αντιστοιχούν στις νουκλεοτιδικές διαφορές των μορίων. Η 
συντόμευση Βραχ. Υπ. Αμιν αντιστοιχεί στο βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και Βραχ. Αντικ. στο βραχίονα του αντικωδικονίου. 
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Για να ελεγχθεί η δεσμευτική ικανότητα των ισοδεκτικών tRNAGly με τον 
παράγοντα επιμήκυνσης, ο EF-Tu ενεργοποιήθηκε και ακινητοποιήθηκε σε στήλη 
χρωματογραφίας συγγένειας Ni-NTΑ. Μετά την in vitro μεταγραφή των αντίστοιχων 
γονιδίων, όλα τα ισοδεκτικά μόρια tRNAGly αμινοακυλιώθηκαν με σημασμένη [14C]Gly 
από την ανασυνδυασμένη GlyRS του Staphylococcus aureus. Τα αμινοακυλιωμένα 
πλέον μόρια [14C]Gly-tRNA ελέγχθηκαν για τη δεσμευτική τους ικανότητα με τον 
ακινητοποιημένο ενεργοποιημένο EF-Tu του Staphylococcus aureus. Όπως 
αναμενόταν από την αρχική πρόβλεψη παρατηρήθηκε ότι τα P1tRNAGly(GCC) και 
P2tRNAGly(UCC), που περιέχουν τα ζεύγη βάσεων G49-U65 και G51-C63, δεσμεύονται 
ισχυρά στον EF-Tu (Εικόνα 66). Αντίθετα, το NEWtRNAGly(UCC) καθώς και τα 
NP1tRNAGly(UCC) και NP2tRNAGly(UCC) που περιέχουν τα ζεύγη βάσεων A49-U65 και 
A51-U63, δεν δεσμεύονται αποτελεσματικά στον EF-Tu. Η διαφορική αυτή δεσμευτική 
ικανότητα υποδεικνύει ότι το NEWtRNAGly(UCC) που ανιχνεύθηκε, καθώς και τα 
NP1tRNAGly(UCC) και NP2tRNAGly(UCC), είναι πολύ πιθανών μη-πρωτεϊνογενετικά, σε 
συμφωνία με ότι έχει προηγουμένως προταθεί για τα ορθόλογα μόρια του 
Staphylococcus epidermidis (Kawakami et al. 1975). 

 

 
 

Εικόνα 66: (Αριστερά) Η τριτοταγής δομή των πρωτεϊνογενετικών και μη πρωτεϊνογενετικών 
μορίων tRNAGly του S. aureus. Τα διαφορετικά δομικά στοιχεία μεταξύ των  πρωτεϊνογενετικών και 
μη πρωτεϊνογενετικών μορίων αντιπροσωπεύονται με τα ίδια χρώματα όπως και στην πολλαπλή 
ομοπαράθεση της εικόνας 57. (Δεξιά) Προφίλ έκλουσης των μορίων Gly-tRNAGly μετά από 

Γ 
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αλληλεπίδραση με τον καθηλωμένο σε στήλη συγγένειας Ni-NTA, ενεργοποιημένο παράγοντα EF-
Tu. Τα πιθανά μη-πρωτεϊνογενετικά μόρια Gly-tRNAGly δε δεσμεύονται ισχυρά στον EF-Tu και 
εκλούονται σε ηπιότερες ιοντικές συνθήκες (150mM NaCl), σε αντίθεση με τα πιθανά 
πρωτεϊνογενετικά που εκλούονται παρουσία 1 M NaCl.  
 
3.2.5 Ανίχνευση του πιθανού μεταφορέα των μη-πρωτεϊνογενετικών μορίων 
tRNAGly στο κυτταρικό τοίχωμα 

 
Ο χαρακτηρισμός των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του Staphylococcus aureus 

οδήγησε στο διαχωρισμό τους σε πρωτεϊνογενετικά και μη πρωτεϊνογενετικά. Το νέο 
ασύνηθες μόριο που ανιχνεύθηκε, μαζί με τα NP1tRNAGly(UCC) και NP2tRNAGly(UCC), 
πιθανώς δε μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην πρωτεϊνοσυνθετική μηχανή. Αντιθέτως, 
παρουσιάζει υψηλή ομοιότητα με τα μη-πρωτεϊνογενετικά tRNAGly του Staphylococcus 
epidermidis που έχουν ήδη χαρακτηριστεί. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, στο 
Staphylococcus epidermidis οι γέφυρες πενταπεπτιδίων, εκτός από γλυκίνη, 
εμπεριέχουν και σερίνη. Ωστόσο, θα πρέπει να αναφερθεί ότι τα λεπτομερή ενζυμικά 
στάδια που εμπλέκονται στη σύνθεση και η ακριβής εξειδίκευση για την ενσωμάτωση 
γλυκίνης και σερίνης δεν έχει χαρακτηριστεί στο Staphylococcus epidermidis, αν και ο 
οργανισμός αυτός περιέχει ομόλογα γονίδια που κωδικοποιούν μη ριβοσωμικές 
πεπτιδυλο-τρανσφεράσες. Στο Staphylococcus aureus είναι γνωστό ότι η ενσωμάτωση 
των καταλοίπων γλυκίνης καταλύεται από τους FemXAB. Στην πρόσφατη βιβλιογραφία 
αναφέρεται το ενδεχόμενο κάθε ένας από τους παράγοντες αυτούς να αναγνωρίζει και 
να αλληλεπιδρά με ένα ισοδεκτικό μόριο tRNAGly (Schneider et al., 2004) , το οποίο 
είναι σύμφωνο και με τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής καθώς τρία μη 
πρωτεϊνογενετικά μόρια tRNAGly φαίνεται να εκφράζονται στον Staphylococcus aureus. 
Ωστόσο η εξειδίκευση του κάθε παράγοντα Fem για τα τρία μόρια tRNA και 
επιπρόσθετα δομικά στοιχεία που διαμεσολαβούν τις αλληλεπιδράσεις RNA-πρωτεΐνης 
δεν έχουν διερευνηθεί ακόμα.  

Το γεγονός ότι τα αμινοακυλιωμένα μόρα tRNA που εξυπηρετούν ως δότες 
γλυκίνης για τη σύνθεση της πεπτιδογλυκάνης του Staphylococcus aureus δεν 
αλληλεπιδρούν ισχυρά με τον παράγοντα EF-Tu προκαλεί το ερώτημα, πώς τα μόρια 
αυτά μεταφέρονται στην κυτταρική μεμβράνη. Με βάση μια πρόσφατη αναφορά για 
την ύπαρξη GTPασών στους οργανισμούς, των οποίων δεν έχει διευκρινιστεί ο ρόλος 
(Brown, 2005), πραγματοποιήθηκε μια αναζήτηση με τα εργαλεία της 
βιοπληροφορικής για τον εντοπισμό ενός ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης (ORF) που 
έπρεπε να πληροί συγκεκριμένα κριτήρια. Το ORF θα έπρεπε να απαντάται σε όλα τα 
στελέχη του Staphylococcus aureus και να παρουσιάζει ομοιότητα με κάποια GTPάση 
ή με το ενεργό κέντρο GTPάσης του EF-Tu. Η αναζήτηση αυτή βασίστηκε στην 
περιγραφή μιας ολόκληρης οικογένειας GTPασών του Bacillus subtilis, οι οποίες 
πιθανόν να εμπλέκονται σε μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις μορίων tRNA. Από την 
αναζήτηση στις ηλεκτρονικές βάσεις δεδομένων εντοπίστηκε ένα γονίδιο που πληροί τα 
παραπάνω κριτήρια και του οποίου ο ρόλος είναι αδιευκρίνιστος (SAR0294, T.I.G.R.). 
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Η ομοπαράθεση της αλληλουχίας της κωδικοποιούμενης πρωτεΐνης με τον EF-Tu 
έδειξε ότι οι δύο πρωτεΐνες παρουσιάζουν ομοιότητα στην αμινοξική τους αλληλουχία, 
η οποία εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή του ενεργού κέντρου GTPάσης του EF-Tu 
(Εικόνα 67Α).  

Πέραν της ομοιότητας της αμινοξικής αλληλουχίας μελετήθηκε και η πιθανή 
δομική ομοιότητα των πρωτεϊνών αυτών. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν τα 
προγράμματα Swiss-Model, LOOPP και HMMSTR-Rosetta. Γενικά, υπάρχουν τρεις 
προσεγγίσεις για την πρόβλεψη της τριτοταγούς δομής μιας πρωτεΐνης, η συγκριτική 
μοντελοποίηση (comparative modeling, Swiss-Model), η νηματοειδής (threading, 
LOOP) και η εξ’ αρχής πρόβλεψη (ab initio prediction, HMMSTR-Rosetta). Η 
συγκριτική μοντελοποίηση βασίζεται στο γεγονός ότι εξελικτικά σχετιζόμενες πρωτεΐνες 
με παρόμοιες αλληλουχίες συχνά έχουν την ίδια δομή. Για παράδειγμα, δύο 
αλληλουχίες που έχουν έστω και 25% ομοιότητα συνήθως έχουν την ίδια γενική 
τριτοταγή διαμόρφωση. Η νηματοειδής μέθοδος συγκρίνει την αλληλουχία στόχο με 
μια βιβλιοθήκη γνωστών κρυσταλλικών δομών, παράγοντας μια λίστα με βαθμολογίες. 
Η δομή που έχει τη μεγαλύτερη βαθμολογία θεωρείται ότι είναι αυτή που αντιστοιχεί 
στην υπό ανάλυση πρωτεΐνη. Τέλος, η εξ’ αρχής πρόβλεψη συνίσταται στη 
μοντελοποίηση όλων των θερμοδυναμικών παραμέτρων που εμπλέκονται στη 
διαδικασία της αναδίπλωσης των πρωτεϊνών και έπειτα βρίσκει τη δομή με τη 
χαμηλότερη ελεύθερη ενέργεια. Αυτή η προσέγγιση βασίζεται στους νόμους της 
θερμοδυναμικής, σύμφωνα με τους οποίους η φυσική δομή μιας πρωτεΐνης είναι 
εκείνη για την οποία η ελεύθερη ενέργεια είναι συνολικά ελάχιστη. Ως υπόστρωμα για 
την πρόβλεψη της δομής της πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το SAR0294 από το 
πρόγραμμα Swiss-Model χρησιμοποιήθηκε αυτόματα από το σύστημα η κρυσταλλική 
δομή της πρωτεΐνης BH3703 του Bacillus halodurans. Ο ρόλος της πρωτεΐνης αυτής 
είναι άγνωστος και η κύρια ομοιότητα που παρουσιάζει με την υπό μελέτη πρωτεΐνη 
είναι ότι φέρουν και οι δύο το μοτίβο Duf600, του οποίου ο ρόλος δεν έχει 
διευκρινιστεί αλλά απαντάται σε πολλές πρωτεΐνες των κατά Gram θετικών βακτηρίων. 

Οι δομές που προέκυψαν από τα προγράμματα πρόβλεψης της τριτοταγούς 
δομής παρουσιάζουν κάποιες διαφορές μεταξύ τους (Εικόνα 67Β). Η οργάνωση των 
δομών διαφέρει ακόμα και στην αναλογία των α-ελικών προς τα β-πτυχωτά φύλλα. 
Μεγαλύτερη ομοιότητα μεταξύ τους παρουσιάζουν οι διαμορφώσεις που προκύπτουν 
από την πρόβλεψη με τη συγκριτική μοντελοποίηση και τη νηματοειδή μέθοδο. 
Εντούτοις, η δομή που προσομοιάζει περισσότερο με την περιοχή που περιέχει το 
ενεργό κέντρο GTPάσης του EF-Tu είναι αυτή που προέκυψε από τον υπολογισμό της 
ελάχιστης ελεύθερης ενέργειας (HMMSTR-Rosetta). Η πρωτεΐνη λοιπόν που 
κωδικοποιείται από το γονίδιο SAR0294 πιθανόν να αντιπροσωπεύει μια GTPάση που 
ίσως εξυπηρετεί την εξειδικευμένη μεταφορά των Gly-tRNAGly για τη σύνθεση του 
κυτταρικού τοιχώματος. Ωστόσο μέχρι τώρα υπάρχουν μόνο ενδείξεις του πιθανού της 
ρόλου και θα πρέπει να πραγματοποιηθούν βιοχημικές αναλύσεις για την εξακρίβωση 
του ρόλου της πρωτεΐνης αυτής. Παρόλα αυτά, αποτελεί ένα καλό υπόστρωμα για την 
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έναρξη της διερεύνησης σχετικά με τους παράγοντες που εμπλέκονται στο ασύνηθες 
αυτό μονοπάτι αμινοακυλίωσης, που δεν έχει χαρακτηριστεί πλήρως μέχρι σήμερα.    
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Εικόνα 67: (Α) Ομοπαράθεση της αλληλουχίας του παράγοντα EF-Tu και της πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το γονίδιο SAR0294. (Β) Πρόβλεψη της 
τριτοταγούς δομής της πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το γονίδιο SAR0294 με συγκριτική μοντελοποίηση (SwissModel), νηματοειδή μοντελοποίηση 
(LOOPP) και εξ αρχής πρόβλεψη (HMMSTR-Rosetta) και κρυσταλλική δομή του παράγοντα EF-Tu. Με ροζ χρωματίζονται οι α έλικες και με μπλε τα β 
πτυχωτά φύλλα. Στη δομή του EF-Tu με κόκκινο υποδεικνύεται η περιοχή δέσμευσης του GTP. 
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Τα αμινοακυλιωμένα μόρια tRNA εμπλέκονται σε σημαντικές κυτταρικές 

διεργασίες πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης. Η tRNA-εξαρτώμενη σύνθεση αμινοξέων και 
άλλων κυτταρικών συστατικών, ο μεταγραφικός έλεγχος, η σύνθεση και η τροποποίηση 
του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος και της κυτταροπλασματικής μεμβράνης 
αποτελούν μερικά χαρακτηριστικά παραδείγματα (ανασκόπηση: RajBhandary & Söll, 
2008). H συμμετοχή των aa-tRNA στα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης 
υποδεικνύει ότι το μόριο tRNA δεν είναι απλά ένα προσαρμοστικό μόριο για τη 
μεταφορά των αμινοξέων στο ριβόσωμα, αλλά έχει ένα πολυδιάστατο ρόλο στον 
κυτταρικό μεταβολισμό.   

Η ορθή αμινοακυλίωση των μορίων tRNA είναι μια διαδικασία ιδιαίτερα 
σημαντική για τη βιωσιμότητα των κυττάρων. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από μια 
οικογένεια είκοσι εξελικτικά συντηρημένων ενζύμων, των αμινοάκυλο-tRNA 
συνθετασών (Schimmel & Soll, 1979, Schimmel, 1987). Οι aaRS παρουσιάζουν υψηλή 
εξειδίκευση και κάποια μέλη της οικογένειας παρουσιάζουν επιδιορθωτική δράση για 
την αποτροπή της σύνθεσης κακοφορτισμένων μορίων tRNA (Ibba & Soll, 1999). Ο 
έλεγχος όμως των aa-tRNA μορίων δεν περιορίζεται στο στάδιο της αμινοακυλίωσης, 
καθώς η καταλληλότητα των μορίων αυτών για τη συμμετοχή τους στη σύνθεση των 
πρωτεϊνών ελέγχεται και σε μετέπειτα στάδια της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής. Ο 
παράγοντας EF-Tu και ειδικότερα ο ρυθμός με τον οποίο υδρολύει GTP λειτουργεί ως 
ένας ελεγκτικός μηχανισμός των aa-tRNA μορίων (Thompson et al., 1986). 
Επιπρόσθετα, το ριβόσωμα ελέγχει την καταλληλότητα των υποστρωμάτων που 
δεσμεύει πριν την ενσωμάτωση των αμινοξέων στις νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες (Stahl et 
al., 2002, Ogle et al., 2003).  

Η σύνθεση των αμινοακυλιωμένων μορίων tRNA είναι πρωτεύουσα διαδικασία, 
η οποία παρέχει τα ορθά υποστρώματα για τη σύνθεση των πρωτεϊνών. Ωστόσο, η 
διαδικασία αυτή δεν είναι άμεση σε κάποιες περιπτώσεις. Η εισαγωγή νέων αμινοξέων 
στο ρεπερτόριο της πρωτεϊνοσύνθεσης κατά τη διάρκεια της εξέλιξης και η απουσία 
συγκεκριμένων συνθετασών από το γονιδίωμα πολλών οργανισμών συντήρησε 
εξελικτικά την παρουσία ασυνήθων συστημάτων αμινοακυλίωσης. Το πρώτο ασύνηθες 
μονοπάτι που μελετήθηκε ήταν αυτό της tRNA-εξαρτώμενης σύνθεσης του εναρκτήριου 
fMet-tRNAifMet στα βακτήρια (Dickerman et al., 1967, Gite et al., 2000). 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί και η σύνθεση του 21ου αμινοξέος, της 
σεληνιοκυστεΐνης, μέσω ενός ασύνηθους μονοπατιού αμινοακυλίωσης, το οποίο 
χαρακτηρίστηκε βιοχημικά πολύ πρόσφατα. Στο σύστημα αυτό το πρώτο στάδιο 
καταλύεται από τη μη συγγενή συνθετάση SerRS και η ακόλουθη μετατροπή των 
κακοφορτισμένων Ser-tRNASec πραγματοποιείται μέσω μηχανισμών που διαφέρουν 
μεταξύ βακτηρίων και ευκαρυωτικών οργανισμών (Bock et al., 2005, Carlson  et al., 
2004, Yuan et al., 2006).  

Τα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης εμπλέκονται και σε περιπτώσεις που 
απουσιάζει κάποια από τις συνθετάσες των είκοσι βασικών αμινοξέων που συμμετέχουν 
στην πρωτεϊνοσύνθεση. Πέραν της LysRS, η οποία σε κάποια αρχαία παραβιάζει τον 
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κανόνα των κλάσεων και παρουσιάζει ομοιότητα στην τοπολογία του ενεργού κέντρου 
με τις συνθετάσες κλάσης ΙΙ, ενώ το σύνηθες ένζυμο ανήκει στην κλάση Ι (Ibba et al., 
1997), υπάρχουν περιπτώσεις πλήρους απουσίας κάποιων aaRS. Ειδικότερα, τα 
αρχαία Μethanobacterium thermoautotrophicus και Methanococcus janaschii δεν 
εκφράζουν τη CysRS και έχουν μελετηθεί δύο πιθανά μονοπάτια σε διαφορετικές 
συνθήκες, αερόβιες και αναερόβιες, για τη σύνθεση των Cys-tRNACys μορίων 
(Stathopoulos et al., 2000, Sauerwald et al., 2005). 

 Το πιο ευρέως διαδεδομένο ασύνηθες σύστημα αμινοακυλίωσης που απαντάται 
σε βακτήρια, αρχαία αλλά και στα οργανίδια των ευκαρυωτικών κυττάρων, είναι η 
tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση (Curnow et al., 1997 & 1998). Το σύστημα αυτό 
χρησιμοποιείται για τη σύνθεση Asn-tRNAAsn και Gln-tRNAGln στους οργανισμούς που 
στερούνται των συγγενών συνθετασών AsnRS και GlnRS, αντίστοιχα.  Η τρανσαμίδωση 
αποτελεί το δεύτερο στάδιο της σύνθεσης των μορίων αυτών, καθώς στο πρώτο στάδιο 
τα μόρια tRNA κακοφορτίζονται από μια συνθετάση με χαμηλή εξειδίκευση (AspRS 
και GluRS, αντίστοιχα) προς σχηματισμό των Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln (Lapointe 
et al., 1986, Tumbula et. al., 2000). Τα κακοφορτισμένα αυτά μόρια αποτελούν 
ακατάλληλα υποστρώματα για την πρωτεϊνοσύνθεση και η δέσμευσή τους από τον EF-
Tu παρεμποδίζεται, με αποτέλεσμα να αποτρέπεται η λανθασμένη ενσωμάτωση 
ασπαραγινικού και γλουταμινικού οξέος στη θέση της ασπαραγίνης και της 
γλουταμίνης στις νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες (Stanzel et al., 1994, Becker & Kern, 
1998). Αντίθετα, τα κακοφορτισμένα μόρια tRNA αποτελούν υπόστρωμα για τις tRNA-
εξαρτώμενες αμιδοτρανσφεράσες, που καταλύουν τη μετατροπή του εστεροποιημένου 
αμινοξέος, Asp ή Glu, στο αντίστοιχο συγγενές προς το tRNA αμινοξύ, Asn ή Gln, 
χρησιμοποιώντας ένα δότη αμιδομάδας. Στα βακτήρια απαντάται αποκλειστικά η 
ετεροτριμερής GatCAB αμιδοτρανσφεράση, η οποία παρουσιάζει διπλή δραστικότητα. 
Ανάλογα με το ποια συνθετάση απουσιάζει από τον κάθε οργανισμό, AsnRS ή / και 
GlnRS, η GatCAB μπορεί να παρουσιάζει δραστικότητα Asp-AdT ή / και Glu-AdT 
(Becker et al., 2000). Στα αρχαία, πέραν της GatCAB, απαντάται και η ετεροδιμερής 
GatDE που δρα μόνο ως Glu-AdT (Tumbula et al., 2000). 

H αμιδοτρανσφεράση GatCAB παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω της 
διπλής της εξειδίκευσης. Έχει τη δυνατότητα να μετατρέπει δύο διαφορετικά αμινοξέα 
(Εικόνα 68) και να συνθέτει έτσι δύο διαφορετικά αμινοακυλιωμένα tRNA μόρια. Για 
να το επιτύχει αυτό, το ένζυμο πρέπει να είναι αρκετά εξειδικευμένο, ώστε να 
διαχωρίζει τα κακοφορτισμένα Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln από τα συγγενή Asp-
tRNAAsp και Glu-tRNAGlu. Αυτός ο διαχωρισμός είναι ιδιαίτερα σημαντικός, ώστε να 
αποφευχθεί ή σύνθεση Asn-tRNAAsp και Gln-tRNAGlu. Σε αντίθεση με τα Asp-tRNAAsn 
και Glu-tRNAGln, τα Asn-tRNAAsp και Gln-tRNAGlu μπορούν να δεσμευτούν από τον 
EF-Tu και να προκαλέσουν έτσι λανθασμένη ενσωμάτωση αμινοξέων στις πρωτεΐνες 
(LaRiviere et al., 2001, Asahara & Uhlenbeck, 2002) Παράλληλα, όμως, η εξειδίκευση 
της GatCAB πρέπει να είναι αρκετά χαλαρή ώστε να επιτρέπει τη σύνθεση τόσο Asn-
tRNAAsn όσο και Gln-tRNAGln. Ο μηχανισμός αναγνώρισης δεν είχε ταυτοποιηθεί και 
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δεν ήταν γνωστό αν τα δύο μόρια tRNA που αποτελούν υποστρώματα της GatCAB 
αναγνωρίζονται μέσω των ίδιων ή διαφορετικών στοιχείων ταυτότητας.  

 

 
 
Εικόνα 68: Τα αμινοξέα γλουταμίνη και ασπαραγίνη που προστέθηκαν εξελικτικά πρόσφατα στο 
ρεπερτόριο της πρωτεϊνοσύνθεσης συντίθενται με βάση το γλουταμινικό και το ασπαραγινικό οξύ, 
αντίστοιχα.  
 

Ωστόσο, πριν τον χαρακτηρισμό των στοιχείων που καθορίζουν την 
αλληλεπίδραση ενζύμου-υποστρώματος, κρίθηκε αναγκαία η κινητική μελέτη της 
βακτηριακής GatCAB AdT. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της κινητικής ανάλυσης η 
βακτηριακή GatCAB του Neisseria meningitidis ακολουθεί κλασική κινητική 
συμπεριφορά κατά Michaelis-Menten με KΜ ίση με 1.2 μΜ. Η έλλειψη σταθερότητας 
του εστερικού δεσμού μεταξύ του αμινοξέος και του μορίου tRNA του aa-tRNA 
υποστρώματος ήταν ένα αποτρεπτικό στοιχείο για τη μελέτη της κινητικής 
συμπεριφοράς της GatCAB. Για το λόγο αυτό και επειδή απαιτούνται καθαρά aa-tRNA 
μόρια για τον προσδιορισμό των κινητικών σταθερών, χρησιμοποιήθηκαν 
αμινοακυλιωμένα in vitro μετάγραφα των μορίων tRNA. Το γεγονός ότι τα μόρια αυτά 
κακοφορτίστηκαν αποτελεσματικά από την AspRS2 του Thermus thermophilus και το 
εστεροποιημένο Asp τρανσαμιδώθηκε σε Asn από τη GatCAB του Neisseria 
meningitidis υποδεικνύει ότι η αναγνώριση των tRNA υποστρωμάτων από τα δύο αυτά 
ένζυμα δε φαίνεται να επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από τροποποιημένες βάσεις.  

Η χαμηλή εξειδίκευση της AspRS2 σε αντίθεση με την AspRS1 του Thermus 
thermophilus, που αναγνωρίζει και αμινοακυλιώνει μόνο τα συγγενή μόρια tRNAAsp, 
οδήγησε στην αρχική υπόθεση ότι η AspRS1 αναγνωρίζει συγκεκριμένα 
χαρακτηριστικά στα συγγενή μόρια tRNA, ενώ η AspRS2 αναγνωρίζει στοιχεία που 
είναι κοινά στα μόρια tRNAAsp και tRNAAsn. Με μια μόνο εξαίρεση, τα ίδια 
νουκλεοτίδια καθορίζουν την αμινοακυλίωση από τις AspRS1 και AspRS2, αλλά η 
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συνεισφορά τους στην αναγνώριση των υποστρωμάτων διαφέρει μεταξύ των δύο 
ενζύμων (Becker et al., 1997) (Εικόνα 69). Τα 3 κύρια στοιχεία ταυτότητας για την 
κατάλυση από την AspRS1 είναι τα νουκλεοτίδια U35 και C36 του αντικωδικονίου και η 
βάση διαλογέας G73. Λιγότερο σημαντικά φαίνεται να είναι το ζεύγος βάσεων G2-C71 
του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος, η βάση G34 του αντικωδικονίου και τέλος τα 
νουκλεοτίδια C38 και G10. Η ιεραρχία της συνεισφοράς των στοιχείων αυτών διαφέρει 
στην περίπτωση της AspRS2, με τη βάση C36 να εμπλέκεται στην αναγνώριση στο 
μικρότερο ποσοστό. Οπότε, ενώ η AspRS1 αναγνωρίζει το tRNA υπόστρωμα βασιζόμενη 
κυρίως στο νουκλεοτίδιο στη θέση 36 του αντικωδικονίου, η βάση αυτή δε φαίνεται να 
συνεισφέρει σημαντικά στην αναγνώριση του υποστρώματος από την AspRS2, με 
αποτέλεσμα τη χαμηλή εξειδίκευση του ενζύμου. 

 

 
 
Εικόνα 69: Τα στοιχεία ταυτότητας του μορίου tRNAAsn για την αναγνώρισή του από τις AspRS1 
και AspRS2 του T. thermophilus. Τα στοιχεία ταυτότητας είναι κοινά για τις δύο συνθετάσες, αλλά 
διαφέρει η συνεισφορά τους στην αναγνώριση. Η AspRS1 βασίζεται κυρίως στο νουκλεοτίδιο στη 
θέση 36 του αντικωδικονίου, το οποίο δεν παίζει σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση του 
υποστρώματος από την AspRS2.   
 

Η χαμηλή εξειδίκευση της AspRS2 φαίνεται να είναι αποτέλεσμα της 
εξελικτικής της προέλευσης καθώς θεωρείται ένα κατάλοιπο της αρχέγονης AspRS 
(Becker et al., 2000, Tumbula-Hansen et al., 2002). Το σενάριο αυτό είναι συμβατό με 
τη θεώρηση ότι η ασπαραγίνη ήταν ένα από τα τελευταία αμινοξέα που προστέθηκαν 
στο ρεπερτόριο των πρωτεϊνών, και κατά συνέπεια η AsnRS είναι μια από τις 
πρόσφατες εξελικτικά συνθετάσες (Woese et al., 2000, O'Donoghue & Luthey-Schulten, 
2003). Η αρχέγονη AspRS είχε τη δυνατότητα να αναγνωρίζει και να αμινοακυλιώνει 
τόσο το tRNAAsp όσο και το tRNAAsn, ένα λειτουργικό χαρακτηριστικό που διατηρεί η 
AspRS2 του Thermus thermophilus. Σύμφωνα με το εξελικτικό μοντέλο της 
προέλευσης των συνθετασών AspRS και AsnRS, το αρχέγονο μόριο είναι η AspRS των 
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αρχαίων και των ευκαρυωτικών οργανισμών (Woese et al., 2000, Becker et al., 2000) 
(Εικόνα 70). Ο διπλασιασμός του γονιδίου αυτού οδήγησε σε δύο AspRS, μια εκ των 
οποίων απέκτησε διαφορετική εξειδίκευση για τα δύο υποστρώματα, το αμινοξύ και το 
μόριο tRNA, με αποτέλεσμα την εμφάνιση της AsnRS. Το γεγονός αυτό υποστηρίζεται 
και από την παρούσα διατριβή και είναι μια ακόμα ένδειξη ότι τα μόρια tRNAAsp και 
tRNAAsn εξελίχθηκαν πριν από τις αντίστοιχες συνθετάσες τους. Συνεπακόλουθα, η 
εμφάνιση της AsnRS ήταν προσαρμοσμένη στην αναγνώριση ήδη υπαρχόντων 
στοιχείων ταυτότητας που έφερε το συγγενές της μόριο tRNA. H παρουσία της AsnRS 
στα βακτήρια θεωρείται αποτέλεσμα οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων. 

  

 
 

Εικόνα 70: Εξελικτικό μοντέλο για την εμφάνιση της AsnRS στα αρχαία και τα βακτήρια. Η 
AsnRS των αρχαίων θεωρείται ότι προήλθε από την AspRS μετά από διπλασιασμό του γονιδίου και 
απόκτηση νέας εξειδίκευσης για το αμινοξύ και το μόριο tRNA. Η AsnRS των βακτηρίων ήταν 
αποτέλεσμα οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων από τα αρχαία.  

 
Σύμφωνα με τη φυλογενετική ανάλυση των συνθετασών AspRS και AsnRS από 

τα τρία βασίλεια, η AspRS2 του Thermus thermophilus ομαδοποιείται με την AspRS 
των αρχαίων και παρουσιάζει μεγάλη απόσταση από τη βακτηριακή AspRS (Woese et 
al., 2000, Charon et al., 2003) (Εικόνα 71). Η AspRS2, λοιπόν, διαχωρίζεται από την 
AspRS1 του Thermus thermophilus όχι μόνο βάσει της διαφορετικής εξειδίκευσης, 
αλλά και λόγω της ομοιότητας που παρουσιάζει το ένζυμο με την AspRS των αρχαίων.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Συζήτηση 

 
137 

 
 
Εικόνα 71: Σύμφωνα με τη φυλογενετική ανάλυση των AspRS και AsnRS, η AspRS1 του T. 
thermophilus ομαδοποιείται με τις βακτηριακές AspRSs, ενώ η AspRS2 ανήκει στην ομάδα των 
AspRS των αρχαίων και των ευκαρυωτικών οργανισμών.  

 
Ποια είναι όμως τα στοιχεία του μορίου tRNAAsn που καθορίζουν την 

αναγνώριση από τη βακτηριακή GatCAB; Η πολλαπλή ομοπαράθεση των αλληλουχιών 
γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια tRNAAsn και tRNAAsp από βακτήρια που 
χρησιμοποιούν την tRNA-εξαρτώμενη τρανσαμίδωση υπέδειξε την ύπαρξη διαφορών 
μεταξύ των δύο μορίων. Με βάση την υπόθεση ότι τα στοιχεία ταυτότητας tRNAAsn θα 
πρέπει να είναι συντηρημένα στα βακτήρια που χρησιμοποιούν τη δραστικότητα Asp-
AdT και να διαφέρουν από τα νουκλεοτίδια στις αντίστοιχες θέσεις του tRNAAsp δόθηκε 
έμφαση στη μελέτη των συντηρημένων διαφορών μεταξύ των δύο μορίων. 
Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η συνεισφορά του πρώτου ζεύγους βάσεων, του μεγέθους 
της θηλιάς D και του αντικωδικονίου στην αναγνώριση των υποστρωμάτων από τη 
βακτηριακή GatCAB. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν μελέτες 
μεταλλαξιγένεσης των μορίων tRNA στα τμήματα αυτά του μορίου, ώστε να αναλυθούν 
συνολικά αλλά και μεμονωμένα τα εν δυνάμει στοιχεία ταυτότητας για την 
τρανσαμίδωση.  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των δοκιμών τρανσαμίδωσης που 
πραγματοποιήθηκαν, το μοναδικό στοιχείο ταυτότητας του μορίου tRNAAsn που 
καθορίζει την εξειδικευμένη αναγνώρισή τους από τη βακτηριακή GatCAB είναι το 
πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος, U1–A72. Ειδικότερα, για 
τη GatCAB του Neisseria meningitidis, σε αντίθεση με το ένζυμο του Thermus 
thermophilus, μεγαλύτερη βαρύτητα φαίνεται να έχει το νουκλεοτίδιο U1. Μέχρι τώρα, 
μεταξύ των ενζύμων που συνθέτουν aa-tRNA, μόνο η AlaRS έχει δειχθεί να αναγνωρίζει 
το συγγενές μόριο tRNA μόνο μέσω ενός ζεύγους βάσεων (Hou & Schimmel, 1988).  

Η σημασία του ζεύγους βάσεων U1-A72 για την καταλυτική δραστικότητα της 
GatCAB πιθανώς να έγκειται στην ενεργειακή κατάσταση του συμπλόκου ενζύμου-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Συζήτηση 

 
138 

υποστρώματος. Σε ένα σύστημα που φαίνεται να λειτουργεί με τον ίδιο μηχανισμό, η 
αποδιάταξη του ζεύγους U1-A72 του tRNAGln του Escherichia coli μετά την 
αλληλεπίδραση του με τη GlnRS επιτρέπει το διαχωρισμό των συγγενών από τα μη 
συγγενή υποστρώματα (Rould et al., 1989, Sherman & Soll, 1996). Υποθέτοντας ότι η 
διάσπαση του ζεύγους βάσεων U1–A72 του tRNAAsn είναι το κύριο στάδιο που οδηγεί 
στην παρουσίαση του εστεροποιημένου Asp στο καταλυτικό κέντρο της GatCAB, η 
σημαντικότητα του συγκεκριμένου ζεύγους μπορεί να συσχετιστεί με την ασθενέστερη 
σύνδεση μέσω δεσμών υδρογόνου του ζεύγους αυτού. Η παρουσία του ζεύγους G1–C72 
στο tRNA υπόστρωμα θα οδηγούσε σε μεγαλύτερη δαπάνη ελεύθερης ενέργειας για την 
αποδιάταξη του ζεύγους βάσεων. Στη GlnRS του Escherichia coli, ένα κατάλοιπο 
λευκίνης (Leu136) στην περιοχή δέσμευσης του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος του 
μορίου tRNA (acceptor-binding domain) ευνοεί αυτή τη διάσπαση μέσω υδροφοβικής 
παγίδευσης της πλευρικής αλυσίδας μεταξύ των A72 και G2 του tRNAGln (Sherman & 
Soll, 1996). Η τεταρτοταγής δομή της GatCAB υποδεικνύει την ύπαρξη στοιχείων 
συμβατών με την αναγνώριση του ζεύγους βάσεων U1–A72 του μορίου tRNA μέσω ενός 
μηχανισμού που προσομοιάζει με αυτόν της GlnRS (Nakamura et al., 2006). 
Πράγματι, η καρβοξυτελική περιοχή της υπομονάδας GatB, που αποτελεί το ενεργό 
κέντρο τρανσαμιδάσης εμπεριέχει δύο θηλιές και ένα συντηρημένο κατάλοιπο 
λευκίνης (L472), η απαλοιφή του οποίου προκαλεί μειωμένη δεσμευτική ικανότητα για 
τα μόρια tRNA.  

Η διάκριση μεταξύ των συγγενών και μη συγγενών υποστρωμάτων Asp-tRNAAsn 
και Asp-tRNAAsp, αντίστοιχα, από τις βακτηριακές AdTs δεν βασίζεται μόνο στη φύση 
του πρώτου ζεύγους βάσεων των δύο μορίων tRNA, αλλά και στο μέγεθος της θηλιάς D. 
Η GatCAB φαίνεται να έχει τη δυνατότητα να αντιλαμβάνεται τη μεγαλύτερη σε 
μέγεθος θηλιά D του tRNAAsp και να αποκλείει το μόριο αυτό από τα πιθανά 
υποστρώματα. Ως εκ τούτου, τα επιπλέον νουκλεοτίδια που απαντώνται στη θηλιά D 
του tRNAAsp θεωρούνται αντι-καθοριστικά στοιχεία της τρανσαμίδωσης. Ωστόσο δεν 
είναι γνωστό αν αυτό πραγματοποιείται από το ενεργό κέντρο του ενζύμου ή από 
κάποια άλλη περιοχή που αποκλειστικά αντιλαμβάνεται το μέγεθος της θηλιάς D του 
μορίου tRNA.  

Η διπλή εξειδίκευση της GatCAB ως Asp- και Glu-AdT προκάλεσε το ερώτημα 
αν το ένζυμο αναγνωρίζει τα δύο υποστρώματα, Asp-tRNAAsn και Glu-tRNAGln, μέσω 
των ίδιων στοιχείων ταυτότητας. Η ανάλυση των αλληλουχιών γονιδίων που 
κωδικοποιούν μόρια tRNAGln και tRNAGlu από βακτήρια που χρησιμοποιούν την Glu-
AdT δραστικότητα της GatCAB υπέδειξε την ύπαρξη συντηρημένων διαφορών μεταξύ 
των δύο μορίων. Παρόμοια με τα tRNAAsn και tRNAAsp, διαφέρουν στο πρώτο ζεύγος 
βάσεων, στο μέγεθος της θηλιάς D και στο αντικωδικόνιο, το οποίο όμως δε φαίνεται να 
σχετίζεται με την αναγνώριση των υποστρωμάτων για την ακόλουθη τρανσαμίδωση. 
Προκύπτει λοιπόν ότι το tRNAGln διατηρεί τα ίδια στοιχεία ταυτότητας με το tRNAAsn για 
την τρανσαμίδωση από την GatCAB, ενώ αντίστοιχα το tRNAGlu φέρει τα ίδια αντι-
καθοριστικά στοιχεία με το tRNAAsp για τη δραστικότητα αυτή. Η παρατήρηση αυτή 
είναι συμβατή με βιοχημικά και κρυσταλλογραφικά δεδομένα που υποστηρίζουν ότι το 
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tRNAGln δεσμεύεται στην υπομονάδα GatB και ότι η αναγνώριση περιλαμβάνει το U1-
A72 ζεύγος βάσεων και τη θηλιά D του μορίου tRNA (Nakamura et al., 2006). 
Επιπρόσθετα, η ανάλυση της τεταρτοταγούς δομής της GatCAB του Staphylococcus 
aureus υπέδειξε την ύπαρξη ενός ενεργού κέντρου που σχηματίζεται από τις 
καταλυτικές περιοχές γλουταμινάσης και τρανσαμιδάσης των υπομονάδων GatA και 
GatB, αντίστοιχα, και μιας θέσης δέσμευσης για το tRNA υπόστρωμα, γεγονός που 
μπορεί να επεξηγήσει την ύπαρξη των κοινών στοιχείων ταυτότητας των μορίων tRNAAsn 
και tRNAGln για την τρανσαμίδωσή τους (Nakamura et al., 2006).    

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα αρχαία και τα βακτήρια 
χρησιμοποιούν ειδικά ως προς το βασίλειο στοιχεία ταυτότητας για την 
αποτελεσματική και εξειδικευμένη τρανσαμίδωση των Asp-tRNAAsn από τις GatCAB 
AdTs. Οι δύο AdTs, παρότι παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα μεταξύ τους και 
καταλύουν την ίδια αντίδραση, δεν αναγνωρίζουν την ίδια περιοχή του μορίου tRNA. 
Οι AdTs των αρχαίων φαίνεται να αναγνωρίζουν τη μεταβλητή θηλιά του μορίου tRNA, 
που αποτελεί ένα συνδέτη μεταξύ του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και του 
βραχίονα του αντικωδικονίου. Η μεταβλητή θηλιά δεν αποτελεί μόνο μια δομική αλλά 
και μια εξελικτική σύνδεση μεταξύ των τμημάτων του μορίου tRNA.  

Ο βραχίονας υποδοχής του αμινοξέος θεωρείται το αρχέγονο μόριο tRNA, ενώ η 
θηλιά του αντικωδικονίου προστέθηκε στο μόριο αργότερα στην εξέλιξη και οδήγησε 
στην παρουσία της τριτοταγούς L-διαμόρφωσης (Schimmel & Ribas De Pouplana, 
1995). Γενικότερα, σύμφωνα με το εξελικτικό μοντέλο που επεξηγεί την προέλευση και 
την εξέλιξη του μορίου tRNA, η σύγχρονη δευτεροταγής δομή του μορίου είναι 
αποτέλεσμα σταδιακής προσθήκης ενός ή περισσότερων νουκλεοτιδίων ή 
διπλασιασμών τμημάτων του μορίου (Sun  & Caetano-Anollés, 2008, Harris et al., 
2003) (Εικόνα 72). Το μόριο tRNA θεωρείται ότι προήλθε από ένα μικρό μόριο RNA 
με δομή φουρκέτας που εμπεριείχε μια απλή δομή βραχίονα-θηλιάς και ήταν ομόλογο 
με το σύγχρονο βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος. Στα βακτήρια και στους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς, το αρχέγονο αυτό μόριο επεκτάθηκε με την προσθήκη 
μιας περιοχής ομόλογης του σύγχρονου βραχίονα και της θηλιάς TΨC. Στα αρχέγονα 
μόρια των αρχαίων θεωρείται ότι αρχικά προστέθηκε μια περιοχή ομόλογη με το 
σύγχρονο βραχίονα και τη θηλιά του αντικωδικονίου. Η δομή των αρχέγονων μορίων 
επεκτάθηκε με την ενσωμάτωση περιοχών ομόλογων με το βραχίονα και τη θηλιά του 
αντικωδικονίου ή Τ, αντίστοιχα. Η προσθήκη της θηλιάς και του βραχίονα D οδήγησε 
σε ένα πιο σύνθετο μόριο tRNA και έπειτα αναπτύχθηκε η μεταβλητή θηλιά μεταξύ του 
βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος και του βραχίονα Τ. 
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Εικόνα 72: Εξελικτικό μοντέλο για την προέλευση και την εξέλιξη των μορίων tRNA. (Α) Το 
αρχέγονο μόριο αποτελούνταν μόνο από το βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος, ο οποίος στα 
βακτήρια και στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς επεκτάθηκε με την προσθήκη του βραχίονα και 
της θηλιάς Τ (Β), ενώ στα αρχαία με την προσθήκη του βραχίονα και της θηλιάς του 
αντικωδικονίου. Ακολούθως προστέθηκαν τα αντίστοιχα τμήματα στα μόρια tRNA. Τέλος, 
ενσωματώθηκε η θηλιά D και το μόριο tRNA πήρε την τελική μορφή με την προσθήκη της 
μεταβλητής θηλιάς. (Β) Φυλογενετική ανάλυση των περιοχών των μορίων tRNA με βάση τις 
αλληλουχίες αλλά και τα λειτουργικά τους στοιχεία (B.Υπ.Αμ : Βραχίονας Υποδοχής του 
Αμινοξέος).  

 
Το πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα υποδοχής του αμινοξέος αποτελεί ένα 

ισχυρό καθοριστικό στοιχείο της τρανσαμίδωσης στα βακτήρια διότι είναι συντηρημένο 
σε όλα τα μόρια tRNAAsn αλλά απουσιάζει από τα μόρια tRNAAsp. Αντίθετα στα αρχαία 
το πρώτο ζεύγος των μορίων tRNAAsn και tRNAAsp είναι κοινό. Ως εκ τούτου η διάκριση 
μεταξύ των tRNAAsn και tRNAAsp πρέπει να βασίζεται σε κάποιο άλλο τμήμα του μορίου 
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tRNA. Η αναγνώριση των υποστρωμάτων από τη GatCAB των αρχαίων δεν είναι 
ξεκάθαρο, αν καθορίζεται από το μήκος της μεταβλητής θηλιάς ή τη φύση των 
νουκλεοτιδίων στις θέσεις 46 και 47. Τα νουκλεοτίδια στις συγκεκριμένες θέσεις της 
μεταβλητής θηλιάς παίζουν σημαντικό ρόλο στην τριτοταγή διαμόρφωση των μορίων 
tRNA. Το νουκλεοτίδιο στη θέση 46 αλληλεπιδρά με το ζεύγος 13-22 του βραχίονα D 
μέσω τριών δεσμών υδρογόνου (Εικόνα 73), ενώ έχει δειχθεί ότι η απουσία του 
νουκλεοτιδίου στη θέση 47 αλλοιώνει τη σταθερότητα του μορίου tRNA (Rogers & Soll, 
1993). Ως εκ τούτου, η διάκριση από την AdT των αρχαίων μεταξύ των Asp-tRNAAsn 
και Asp-tRNAAsp θα μπορούσε να βασίζεται σε συγκεκριμένη τριτοταγή διαμόρφωση 
των μορίων αυτών. 

 

 
 
Εικόνα 73: Αλληλεπιδράσεις μεταξύ των νουκλεοτιδίων σε συγκεκριμένες θέσεις του μορίου tRNA 
καθορίζουν την τριτοταγή διαμόρφωση του μορίου.   

 
Μελέτες μεταλλαξιγένεσης που πραγματοποιήθηκαν με υποστρώματα tRNA και 

τη GatCAB του Methanobacterium thermoautotrophicus έδειξαν ότι πέραν της 
μεταβλητής θηλιάς, η θηλιά D, ο βραχίονας και η θηλιά T είναι σημαντικά για την 
αναγνώριση του tRNAAsn από την AdT (Namgoong et al., 2007). Όσον αφορά τη θηλιά 
D, δεν είναι ξεκάθαρο αν το μέγεθος αυτής ή νουκλεοτίδια σε συγκεκριμένες θέσεις 
επηρεάζουν την αναγνώριση. Αντίθετα, ο βραχίονας Τ, και ειδικότερα το νουκλεοτίδιο 
U49 του tRNAAsp του Methanobacterium thermoautotrophicus αποτελεί ένα αντι-
καθοριστικό στοιχείο της τρανσαμίδωσης. Το νουκλεοτίδιο στη θέση 49 πιθανώς 
χρησιμοποιείται ως αντι-καθοριστικό στοιχείο από πολλές GatCAB αρχαίων, όπως 
φαίνεται από τις αλληλουχίες των μορίων tRNAAsp από αρχαία.  
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Οι διαφορές που παρουσιάζουν οι GatCAB των βακτηρίων και των αρχαίων στην 
αναγνώριση των υποστρωμάτων, σε συνδυασμό με τα δεδομένα που προκύπτουν από 
τη μελέτη των στοιχείων ταυτότητας των υποστρωμάτων της GatDE των αρχαίων, 
μπορούν να ερμηνευτούν με βάση την εξελικτική προέλευση των ενζύμων. Η εξελικτική 
συσχέτιση των υπομονάδων GatB και GatE και το γεγονός ότι η GatDE και η 
βακτηριακή GatCAB αναγνωρίζουν το πρώτο ζεύγος βάσεων του βραχίονα υποδοχής 
του αμινοξέος υποδεικνύει ότι η αρχέγονη AdT θα μπορούσε να αναγνωρίζει το 
στοιχείο αυτό στα aa-tRNA υποστρώματά του. Η εξελικτική πίεση που οδήγησε στο 
διαχωρισμό της δραστικότητας Glu-AdT από την Asp-AdT στα αρχαία πιθανώς να είχε 
ως αποτέλεσμα η GatCAB των αρχαίων να μην αναγνωρίζει πλέον το πρώτο ζεύγος 
βάσεων του Asp-tRNAAsn ώστε να διατηρήσει μόνο τη δραστικότητα Asp-AdT. Η ίδια 
πίεση προφανώς ευνόησε την ταυτόχρονη εξέλιξη της GatDE και του μορίου tRNAGln, 
ώστε το ένζυμο να αναγνωρίζει συγκεκριμένες βάσεις στο Glu-tRNAGln. Αντίθετα, η 
GatCAB των αρχαίων εξελίχτηκε ως Asp-AdT κυρίως απορρίπτοντας το συγγενές Glu-
tRNAGln και όχι αναγνωρίζοντας συγκεκριμένα στοιχεία στο Asp-tRNAAsn (Namgoong et 
al., 2007). Η διαφορά στην ταυτόχρονη εξέλιξη των δύο AdTS των αρχαίων με τα tRNA 
υποστρώματά τους ίσως να είναι ένας λόγος που η AsnRS απαντάται σε όλα τα 
βασίλεια ενώ η GlnRS απουσιάζει πλήρως από τα αρχαία.  

Η φυλογενετική ανάλυση των μορίων tRNAGln υποδεικνύει το διαχωρισμό των 
tRNAGln των αρχαίων, ενώ στην περίπτωση του tRNAAsn παρατηρείται σύγκληση μεταξύ 
των αλληλουχιών από αρχαία, βακτήρια και ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Έχει δειχθεί 
ότι η GlnRS του Escherichia coli και του Saccharomyces cerevisiae δεν 
αμινοακυλιώνουν το tRNAGln του Methanobacterium thermoautotrophicus (Tumbula et 
al., 2000). Το μοναδικό tRNAGln των αρχαίων που προτιμάται από την GatDE μπορεί 
να απέτρεψε τα αρχαία από το να αποκτήσουν τη GlnRS μέσω οριζόντιας μεταφοράς 
γονιδίων. Αντίθετα, η GatCAB των αρχαίων δεν φαίνεται να αλληλεπιδρά με κάποιο 
υπόστρωμα tRNAAsn των αρχαίων που να μην αναγνωρίζεται από την AsnRS.  

Πριν από τον πρώτο κοινό πρόγονο (LUCA, Last Universal Communal 
Ancestor) πιθανολογείται ότι υπήρχε ένας διπλασιασμός της υπομονάδας GatB/GatE 
(Sheppard & Söll, 2008). Είναι πιθανό ότι η αρχέγονη GatB/GatE δεν απαιτούσε τη 
δραστικότητα γλουταμινάσης, οπότε λειτουργούσε ως μονομερές. Μετά το 
διπλασιασμό, η μια GatB/GatE συνδέθηκε με μια αμιδάση (αρχέγονη GatA), πιθανώς 
με τη βοήθεια μιας βοηθητικής πρωτεΐνης GatC, προκαλώντας τη γένεση της GatCAB. 
Η άλλη GatB/GatE συνδέθηκε με μια αρχέγονη AnsA (GatD) σχηματίζοντας την 
πρώιμη ετεροδιμερή AdT (Εικόνα 74). 
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Εικόνα 14: Εξελικτικό μοντέλο για την προέλευση των AdTs. Τα δύο είδη αμιδοτρανσφεράσης, 
GatCAB και GatDE, προήλθαν από τη σύζευξη της υπομονάδας GatB/E με μια αμιδάση και μια 
συνοδευτική πρωτεΐνη (GatCAB) ή με μια αρχέγονη AsnA (GatDE). 
 

Τα αρχαία αναδυθήκαν από το LUCA φέροντας τόσο τη GatDE όσο και τη 
GatCAB, ενώ τα βακτήρια μόνο τη GatCAB. Η παρουσία και των δύο AdTs στο LUCA 
δεν μπορεί να θεωρηθεί ασύνηθες φαινόμενο (Roy et al., 2003). Έχει αναφερθεί, για 
παράδειγμα, ότι το άμεσο και το έμμεσο μονοπάτι σύνθεσης Cys-tRNACys ήταν 
παρόντα στο LUCA (O'Donoghue et al., 2005), όπως επίσης και οι διαφορετικές μορφές 
των GlyRS, SerRS και LysRS (Woese et al., 2000, O'Donoghue & Luthey-Schulten, 
2003). Πιθανώς, ο LUCA να αποτελούσε μια ποικιλόμορφη ομάδα οργανισμών, στην 
οποία η οριζόντια μεταφορά γονιδίων να ήταν ένα κοινό φαινόμενο (Vetsigian et al., 
2006). Σε αυτή την ομάδα, κάποιοι οργανισμοί μπορεί να κωδικοποιούσαν μόνο τη 
GatCAB, ενώ άλλοι τη GatCAB και τη GatDE. Δε μπορεί όμως να απορριφθεί το 
ενδεχόμενο ότι ένας υποπληθυσμός του LUCA θα μπορούσε να κωδικοποιεί μόνο την 
αρχέγονη GatDE με διπλή δραστικότητα, ως Glu-AdT και Asp-AdT. Αν οι πρόγονοι 
των βακτηρίων στο LUCA έφεραν μόνο τη GatCAB ενώ οι πρόγονοι των αρχαίων 
κωδικοποιούσαν και τις δύο AdTs, θα μπορούσε να δικαιολογηθεί η σύγχρονη 
διανομή των GatCAB και GatDE.  

Η χρήση ασύνηθων μονοπατιών αμινοακυλίωσης, που δεν είναι ένα 
πρόσφατο εξελικτικά χαρακτηριστικό των οργανισμών, συνεπάγεται τη 
σύνθεση λανθασμένα φορτισμένων μορίων tRNA όχι ως σφάλμα, αλλά ως 
απαίτηση. Αυτό συνεπάγεται την προσαρμογή όλης της μεταφραστικής μηχανής, με 
τελικό σκοπό την αποφυγή της ενσωμάτωσης αμινοξέων σε λάθος θέσεις στις 
νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες. Η πιστότητα της πρωτεϊνοσύνθεσης επιτυγχάνεται, μεταξύ 
άλλων, μέσω της επιλογής από τoν EF-Tu, ο οποίος έχει χαμηλή συγγένεια για τα 

Ga tC  GatB/E AsnA 

G a tCAB  G atCAB GatDE

AsnA 
G a tA 
G a tC 
G a tB 
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κακοφορτισμένα μόρια tRNA. Έτσι, αποτρέπεται η μεταφορά τους στο ριβόσωμα. 
Παρόλα αυτά, το γεγονός ότι δε δεσμεύονται από τον παράγοντα επιμήκυνσης καθιστά 
τα μόρια aa-tRNA ευαίσθητα, διότι δεν προστατεύεται ο εστερικός δεσμός και υπάρχει 
πιθανότητα άμεσης υδρόλυσής του.  

Ο μηχανισμός που θα μπορούσε να αποτρέψει την απελευθέρωση των 
κακοφορτισμένων μορίων tRNA από τις συνθετάσες με χαμηλή εξειδίκευση, αλλά 
παράλληλα να τα προστατέψει από την υδρόλυση είναι η άμεση μεταφορά 
(channeling) των aa-tRNA από το ενεργό κέντρο της συνθετάσης στο ενεργό κέντρο της 
αμιδοτρανσφεράσης. Πρόσφατα μελετήθηκε ένα τριαδικό σύμπλοκο, που αναφέρεται 
ως τρανσαμιδόσωμα (transamidosome), μεταξύ της μη εξειδικευμένης συνθετάσης 
AspRS2, της βακτηριακής αμιδοτρανσφεράσης GatCAB και του tRNAAsn (Bailly et al., 
2007) (Εικόνα 75). Στο σύστημα αυτό, ο αμινοακυλιωμένος βραχίονας υποδοχής του 
αμινοξέος του μορίου tRNA μπορεί να καθοδηγείται από το ενεργό κέντρο της 
συνθετάσης σε αυτό της αμιδοτρανσφεράσης. Το τρανσαμιδόσωμα θεωρείται ένα νέο 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο (RNP), διότι το μόριο tRNA ευθύνεται για τη 
συναρμολόγηση του συμπλόκου στο οποίο δύο πρωτεΐνες που δεν έχουν συγγένεια 
μεταξύ τους στρατολογούνται από το tRNA και αλληλεπιδρούν μόνο παρουσία αυτού. 
Ωστόσο, το τρανσαμιδόσωμα είναι ένα ασύνηθες RNP, διότι ο ρόλος του μορίου tRNA 
δεν περιορίζεται μόνο στην αρχιτεκτονική του συμπλόκου. Στην πραγματικότητα, το 
tRNAAsn είναι υπόστρωμα για την AspRS2 και συμπαράγοντας για το δεύτερο 
παράγοντα του συμπλόκου. Λόγω των πολλών ρόλων του μορίου RNA το 
τρανσαμιδόσωμα μπορεί να χαρακτηριστεί ως ένα δυναμικό RNP που απαιτεί το tRNA 
για να δομηθεί και αποσυναρμολογείται όταν το αμινοακυλιωμένο tRNA 
απελευθερώνεται.  

 

 
 
Εικόνα 75: Το τρανσαμιδόσωμα αποτελεί ένα νέο ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο μεταξύ της 
AspRS με χαμηλή εξειδίκευση, της βακτηριακής GatCAB και του tRNAAsn που εξυπηρετεί την 
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άμεση μεταφορά του κακοφορτισμένου Asp από το ενεργό κέντρο της συνθετάσης στο ενεργό 
κέντρο της αμιδοτρανσφεράσης.  
 

Τα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης εμπλέκονται και σε σημαντικές 
κυτταρικές διεργασίες πέραν της πρωτεϊνοσύνθεσης. Χαρακτηριστικά παραδείγματα 
είναι η σύνθεση και η τροποποίηση συστατικών των κυττάρων, όπως είναι η 
βιοσύνθεση της aa-φωσφατιδυλογλυκερόλης, που σχετίζεται με την ανθεκτικότητα των 
βακτηρίων στα αντιβιοτικά (Roy & Ibba, 2008). Επιπρόσθετα, κάποια στάδια της 
σύνθεσης του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος διαμεσολαβούνται από ασυνήθη 
συστήματα αμινοακυλίωσης.  

H πεπτιδογλυκάνη του κυτταρικού τοιχώματος αποτελείται από μονομερή, που 
συνδέονται μεταξύ τους είτε άμεσα είτε έμμεσα, μέσω πεπτιδικών γεφυρών, των οποίων 
η σύσταση ποικίλει (Πίνακας 18). Στο Staphylococcus aureus ειδικότερα η 
πεπτιδογλυκάνη αποτελείται από 20 ή περισσότερα στρώματα γραμμικών αλυσίδων 
γλυκάνης. Η καρβοξυλομάδα του Ν-ακετυλομουραμικού οξέος είναι υποκατεστημένη 
από το πενταπεπτίδιο L-Ala-D-iGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Η σύνδεση μεταξύ των 
μονομερών της πεπτιδογλυκάνης πραγματοποιείται με χαρακτηριστικές για τον 
οργανισμό γέφυρες πενταγλυκίνης, οι οποίες ενώνουν την ε-αμινομάδα της L-Lys ενός 
πεπτιδικού τμήματος με την D-Ala στη θέση 4 μιας γειτονικής πεπτιδικής αλυσίδας 
(Strominger & Ghuysen, 1967, Hegde & Shrader, 2001, Rohrer & Berger-Bächi, 
2003a). Το ευέλικτο πεπτίδιο πενταγλυκίνης επιτρέπει τη διασύνδεση της 
πεπτιδογλυκάνης, συνεισφέροντας έτσι στη σταθερότητα του κυτταρικού τοιχώματος. 
Παράλληλα, η γέφυρα διασύνδεσης δρα ως αποδέκτης των πρωτεϊνών επιφανείας του 
Staphylococcus aureus που αγκυροβολούν ομοιοπολικά σε αυτή. Οι πρωτεΐνες 
επιφανείας είναι ιδιαίτερα σημαντικές για την παθογoνικότητα του οργανισμού αυτού 
(Perry et al., 2002, Roche et al., 2003).  

 
Πίνακας 18: Παραδείγματα σύστασης των γεφυρών διασύνδεσης των μονομερών της 
πεπτιδογλυκάνης σε διάφορα βακτηριακά στελέχη. 

 

 
 
Η ενσωμάτωση των L-αμινοξέων στις πεπτιδικές γέφυρες διασύνδεσης 

διαμεσολαβείται από ένα ασύνηθες σύστημα αμινοακυλίωσης. Στο Staphylococcus 
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epidermidis, έναν οργανισμό του ίδιου γένους με το Staphylococcus aureus, η 
πεπτιδική γέφυρα αποτελείται από κατάλοιπα γλυκίνης και σερίνης. Ως δότες γλυκίνης 
για την ενσωμάτωση του αμινοξέος στις γέφυρες διασύνδεσης έχουν χαρακτηριστεί δύο 
ασυνήθη μόρια tRNAGly του οργανισμού αυτού (Roberts, 1972). Τα μόρια αυτά 
χαρακτηρίζονται ως μη-πρωτεϊνογενετικά (non-proteinogenic, NP), καθώς 
παρουσιάζουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά στην αλληλουχία τους που αποτρέπουν την 
αλληλεπίδραση τους με παράγοντες της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής και φαίνεται ότι 
συμμετέχουν αποκλειστικά στη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος (Roberts, 1972). 
Ωστόσο, δεν είναι γνωστός ο ακριβής μηχανισμός σύνθεσης των γεφυρών της 
πεπτιδογλυκάνης του Staphylococcus epidermidis και δεν έχουν χαρακτηριστεί οι 
παράγοντες που συμμετέχουν στη διαδικασία αυτή.  

Στο Staphylococcus aureus, αντίθετα, η ενσωμάτωση των καταλοίπων γλυκίνης 
στις γέφυρες πενταγλυκίνης της πεπτιδογλυκάνης είναι γνωστό ότι καταλύεται από τις 
μη ριβοσωμικές πεπτιδυλο-τρανσφεράσες Fem (Berger-Bächi & Tschierske, 1998). Οι 
παράγοντες αυτοί χρησιμοποιούν ως δότες γλυκίνης μόρια Gly-tRNAGly (Kamiryo & 
Matsuhashi, 1972). Μέχρι σήμερα, ο αριθμός και τα χαρακτηριστικά των μορίων 
αυτών αλλά και γενικότερα των ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του Staphylococcus 
aureus παρέμενε αδιευκρίνιστος. Οι μελέτες σχετικά με τον αριθμό των μορίων tRNAGly 
του οργανισμού αυτού ανέφεραν την ύπαρξη τριών ή τεσσάρων ισοδεκτικών μορίων 
βασιζόμενες σε χρωματογραφικές αναλύσεις και αναφέροντας την πιθανότητα 
σφάλματος λόγω αδυναμίας διαχωρισμού των κορυφών με τις υπάρχουσες τότε 
τεχνικές (Bumsted et al., 1968). Λόγω της συγγένειας των Staphylococcus epidermidis 
και Staphylococcus aureus και του γεγονότος ότι και οι δύο οργανισμοί φέρουν 
κατάλοιπα γλυκίνης στις γέφυρες διασύνδεσης των μονομερών της πεπτιδογλυκάνης, 
υπήρχε η πιθανότητα να εκφράζονται και στο Staphylococcus aureus κάποια ασυνήθη 
μόρια tRNAGly που να συμμετέχουν αποκλειστικά στη σύνθεση του κυτταρικού 
τοιχώματος και να μην έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδράσουν με παράγοντες της 
πρωτεϊνοσύνθεσης.   

Η αποκάλυψη της οργάνωσης του γονιδιώματος και ειδικότερα το ότι τα γονίδια 
των μορίων tRNA απαντώνται σε ομάδες στο χρωμόσωμα του Staphylococcus aureus 
υπέδειξε την ύπαρξη τουλάχιστον τεσσάρων γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια tRNAGly 

(Green & Vold, 1993). Η ανάλυση με τα εργαλεία της Βιοπληροφορικής αποκάλυψε 
την ύπαρξη 5 γονιδίων που κωδικοποιούν ισοδεκτικά μόρια tRNAGly στο 
Staphylococcus aureus. Ωστόσο, σύμφωνα με τις ψηφιακές βάσεις δεδομένων, ένα από 
τα ισοδεκτικά tRNAGly (NEWtRNAGly(UCC)) κωδικοποιούνταν από ένα ψευδογονίδιο. To 
ψευδογονίδιο αυτό εντοπίζεται στο γονιδίωμα του Staphylococcus aureus μεταξύ δύο 
γονιδίων που κωδικοποιούν μόρια tRNAGly σε μια ομάδα 27 γονιδίων tRNA. Η ανάλυση 
της έκφρασής του σε καλλιέργειες του Staphylococcus aureus έδειξε ότι το γονίδιο 
αυτό εκφράζεται σε ποσοστά συγκρίσιμα με αυτά των υπολοίπων γονιδίων tRNAGly. 
Επιπρόσθετα, το ισοδεκτικό NEWtRNAGly(UCC) αποτελεί υπόστρωμα για την GlyRS του 
Staphylococcus aureus καθώς διατηρεί όλα τα στοιχεία ταυτότητας και 
αμινοακυλιώνεται εξίσου αποτελεσματικά με τα υπόλοιπα τέσσερα ισοδεκτικά tRNAGly. 
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Ποια είναι όμως τα χαρακτηριστικά του μορίου tRNA που μεταγράφεται από το 
ψευδογονίδιο;    

Ο χαρακτηρισμός του NEWtRNAGly(UCC) ως “ψευδο”-tRNA πιθανότατα να 
οφείλεται στα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της αλληλουχίας του, που οδηγούν στον 
υπολογισμό ενός χαμηλού cove score, όσον αφορά την πρόβλεψη της δευτεροταγούς 
δομής του μορίου. Παρόμοιες χαμηλές τιμές στο cove score παρουσιάζουν δύο ακόμα 
μόρια tRNAGly του Staphylococcus aureus, τα NP1tRNAGly(UCC) και NP2tRNAGly(UCC) και 
έχουν αναφερθεί και για άλλα μόρια tRNA που εμπλέκονται σε ασυνήθη συστήματα 
αμινοακυλίωσης (Levicán et al., 2005). Tα κοινά στοιχεία των τριών αυτών μορίων είναι 
ότι από τις αλληλουχίες τους απουσιάζουν οι χαρακτηριστικές αλληλουχίες GTψC της 
θηλιάς Τ και G18, G19 της θηλιάς D. Οι συγκεκριμένες θέσεις είναι ιδιαίτερα 
σημαντικές, διότι η αλληλεπίδραση μεταξύ τους επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό την 
τριτοταγή δομή των μορίων tRNA, ενώ παράλληλα αποτελούν και θέσεις αναγνώρισης 
από το ριβόσωμα. Η έλλειψη αυτών των στοιχείων αποτέλεσε μια πρώτη ένδειξη ότι τα 
τρία αυτά μόρια πιθανότατα δε συμμετέχουν στην πρωτεϊνοσύνθεση. Αντίθετα, τα άλλα 
δύο ισοδεκτικά P1tRNAGly(GCC) και P2tRNAGly(UCC), παρουσιάζουν υψηλές τιμές cove 
score και φέρουν όλες τις χαρακτηριστικές αλληλουχίες των πρωτεϊνογενετικών μορίων 
tRNA, όπως αυτά προσδιορίζονται μέσω συμβατικών εργαλείων της Βιοπληροφορικής. 
Για το λόγο αυτό θεωρήθηκε απαραίτητη η περαιτέρω βιοχημική διερεύνηση του 
ρόλου αυτών των μορίων tRNA. 

Η ανάλυση των δευτεροταγών δομών των NP1, NP2 και NEWtRNAGly(UCC) 
υπέδειξε ότι τα μόρια αυτά φέρουν στοιχεία στην αλληλουχία τους που δεν ευνοούν την 
αλληλεπίδραση με το ριβόσωμα και άλλους παράγοντες της πρωτεϊνοσύνθεσης. 
Συγκεκριμένα, τα ζεύγη βάσεων A49-U65 και A51-U63 που είναι κοινά και στα τρία 
μόρια σχετίζονται με ασθενή αλληλεπίδραση με τον παράγοντα EF-Tu (Roy et al., 
2007, Asahara & Uhlenbeck, 2002). Αντίθετα, στα μόρια P1tRNAGly(GCC) και 
P2tRNAGly(UCC) απαντώνται τα ζεύγη G49-U65 και G51-C63, αντίστοιχα. Το ζεύγος 51-
63 παίζει σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση των μορίων tRNA με τον EF-Tu, καθώς 
έχει δειχθεί ότι το κατάλοιπο Glu390 του EF-Tu αλληλεπιδρά ισχυρά με τη γουανίνη 
στη θέση 51 (Sanderson & Uhlenbeck, 2007). Καθώς, όμως η ισχύς της 
αλληλεπίδρασης tRNA - EF-Tu καθορίζεται και από το εστεροποιημένο αμινοξύ, 
κρίθηκε αναγκαία η βιοχημική ανάλυση της αλληλεπίδρασης των αμινοακυλιωμένων 
ισοδεκτικών μορίων tRNAGly του Staphylococcus aureus με τον EF-Tu. Η πρόβλεψη 
που βασίστηκε σε γονιδιωματικές αναλύσεις επιβεβαιώθηκε από τα αποτελέσματα της 
βιοχημικής ανάλυσης της παρούσας διατριβής, δείχνοντας ότι τα τρία μόρια tRNAGly 
με τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά δεσμεύονται ασθενώς με τον παράγοντα, σε αντίθεση 
με τα μόρια P1tRNAGly(GCC) και P2tRNAGly(UCC) (Giannouli et al., 2008).   

H διαφορική δεσμευτική ικανότητα των ισοδεκτικών tRNAGly με τους 
παράγοντες της πρωτεϊνοσυνθετικής μηχανής επιτρέπει το διαχωρισμό τους σε 
πρωτεΐνογενετικά (P1tRNAGly(GCC) και P2tRNAGly(UCC)), τα οποία συμμετέχουν στη 
σύνθεση πρωτεϊνών, και μη-πρωτεϊνογενετικά (NEWtRNAGly(UCC), NP1tRNAGly(UCC) και 
NP2tRNAGly(UCC)), που δεν εμπλέκονται στη διαδικασία αυτή. Τα μη-πρωτεϊνογενετικά 
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tRNAGly του Staphylococcus aureus παρουσιάζουν υψηλή ομοιότητα με τα ασυνήθη 
μόρια tRNAGly του Staphylococcus epidermidis που συμμετέχουν αποκλειστικά στη 
σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος. Παραμένει, όμως, αδιευκρίνιστο ποιοι 
παράγοντες εμπλέκονται στην ενσωμάτωση των αμινοξέων στις γέφυρες της 
πεπτιδογλυκάνης του Staphylococcus epidermidis αν και στο γονιδίωμα του 
οργανισμού υπάρχουν ομόλογα γονίδια που κωδικοποιούν μη ριβοσωμικές πεπτιδυλο-
τρανσφεράσες (Rohrer & Berger-Bächi, 2003b). Τα αποτελέσματα της παρούσας 
διατριβής είναι ένα ακόμα παράδειγμα της εμπλοκής μορίων tRΝΑ σε βιοχημικές 
διεργασίες πέραν της πρωτεΐνοσύνθεσης και του ενεργού τους ρόλου ως καταγραφέων 
γενετικών πληροφοριών. 

Δεδομένου ότι τα αμινοακυλιωμένα μη-πρωτεϊνογενετικά tRNAGly δεν 
αλληλεπιδρούν ισχυρά με τον EF-Tu, κάποιος άλλος παράγοντας θα πρέπει να έχει  
αναλάβει τη δέσμευση και μεταφορά τους στην πλασματική μεμβράνη παράλληλα να 
προστατέψει τον εστερικό δεσμό από την υδρόλυση. Ο ρόλος αυτός θα μπορούσε να 
αποδοθεί σε μια πρωτεΐνη που να ομοιάζει με τον EF-Tu ή να έχει δράση GTPάσης, αν 
και μέχρι σήμερα δεν έχει μελετηθεί το σύστημα αυτό της μεταφοράς των aa-tRNA για 
τη σύνθεση των γεφυρών διασύνδεσης. 

Στα βακτήρια το ένα τρίτο των γονιδίων κωδικοποιούν πρωτεΐνες που δεν έχουν 
χαρακτηριστεί μέχρι σήμερα (Tatusov et al., 2000). Ένα μεγάλο ποσοστό των γονιδίων 
αυτών φαίνεται να κωδικοποιούν GTPάσες και ΑΤΡάσες. Η πλειονότητα των GTPασών 
ανήκει στην οικογένεια των ΝΤΡασών με θηλιά Ρ (P-loop NTPases) που φέρουν μια 
διαμόρφωση δέσμευσης μονονουκλεοτιδίων και καταλύουν την υδρόλυση του β–γ 
φωσφοδιεστερικού δεσμού του νουκλεοτιδίου (Leipe et al., 2002, Saraste et al., 1990). 
Οι P-loop NTPάσες φέρουν ένα χαρακτηριστικό μοτίβο που αποτελείται από μια 
μεταβλητή θηλιά μεταξύ ενός β πτυχωτού φύλλου και μιας α έλικας με τη 
χαρακτηριστική αλληλουχία GxxxxGK. Η θηλιά αυτή είναι υπεύθυνη για τη δέσμευση 
των φωσφορικών ομάδων του νουκλεοτιδίου (Walker et al. 1982).  

Η ανάλυση των γνωστών γονιδιωμάτων στελεχών του Staphylococcus aureus με 
εργαλεία της Βιοπληροφορικής υπέδειξε την ύπαρξη μιας πρωτεΐνης που 
κωδικοποιείται από το γονίδιο SAR0294 (Staphylococcus aureus MRSA252) και 
παρουσιάζει ομοιότητα στην αλληλουχία της με την περιοχή δέσμευσης GTP του EF-
Tu (Εικόνα 76).  Από την παράθεση της προβλεπόμενης δομής της πρωτεΐνης αυτής 
με τη δομή του EF-Tu προκύπτει ότι η πρωτεΐνη παρουσιάζει κάποια δομική 
ομοιότητα με την περιοχή αυτή του EF-Tu. Στην αλληλουχία της πρωτεΐνης αυτής 
εμπεριέχεται η χαρακτηριστική αλληλουχία GxxxxGK σε μια θηλιά μεταξύ μιας α 
έλικας και ενός β πτυχωτού φύλλου, αλλά περισσότερα από τέσσερα αμινοξέα 
παρεμβάλλονται μεταξύ των G-GK ( αμινοξέα 93-109).  

Στο Staphylococcus aureus, η ενσωμάτωση των καταλοίπων γλυκίνης στη 
γέφυρα διασύνδεσης πραγματοποιείται σταδιακά από τους παράγοντες FemXAB 
(Berger-Bächi & Tschierske, 1998). Στη διαδικασία αυτή δεν εμπλέκονται ριβοσώματα 
και η σύνθεση του πεπτιδίου πραγματοποιείται με φορά αντίθετη από αυτή της 
πρωτεϊνοσύνθεσης, από το καρβοξυτελικό προς το αμινοτελικό άκρο (Kamiryo & 
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Matsuhashi, 1972). Έχει προταθεί πρόσφατα, ότι κάθε μια από τις τρεις μη 
ριβοσωμικές πεπτιδυλο-τρανσφεράσες χρησιμοποιεί ως δότη γλυκίνης ένα 
συγκεκριμένο μόριο tRNAGly (Schneider et al., 2004). Η υπόθεση αυτή είναι συμβατή 
με την ταυτοποίηση τριών μη πρωτεϊνογενετικών tRNAGly στο Staphylococcus aureus. Η 
εξειδικευμένη αλληλεπίδραση των παραγόντων Fem με τα τρία ισοδεκτικά tRNAGly 
καθώς και τα δομικά στοιχεία που καθορίζουν την αλληλεπίδραση αυτή δεν έχουν 
διερευνηθεί περαιτέρω.  

 
 

Εικόνα 76: Παράθεση της δομής της πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το γονίδιο SAR0294 
(πρόβλεψη με HMMSTR-Rosetta, κόκκινο) με την κρυσταλλική δομή του EF-Tu  του T. 
thermophilus (μπλε) σε σύμπλοκο με ένα ανάλογο του GTP, το GDPNHP (κίτρινο). 

 
Ο μηχανισμός ενσωμάτωσης των αμινοξέων στις γέφυρες διασύνδεσης έχει 

μελετηθεί μερικώς στο Weissella viridescens (Hegde & Blanchard, 2003). Στον 
οργανισμό αυτό οι γέφυρες αποτελούνται από ένα κατάλοιπο σερίνης και ένα αλανίνης. 
Η ενσωμάτωση της αλανίνης καταλύεται από τον παράγοντα FemX, του οποίου είναι 
γνωστή η κρυσταλλική δομή (Biarrotte-Sorin et al., 2004). Η μελέτη των 
αλληλεπιδράσεων του FemX με το Ala-tRNAAla και το UDP-MurNAc-πενταπεπτίδιο 
υπέδειξε την πιθανή ύπαρξη ενός συμπλόκου μεταξύ τους που εξυπηρετεί την 
ταυτόχρονη δέσμευση και μεταφορά του αμινοξέος στο πενταπεπτίδιο. Στην τριτοταγή 
διαμόρφωση του FemX διακρίνεται η ύπαρξη μιας αύλακας που πιθανώς εξυπηρετεί 
την ταυτόχρονη δέσμευση των δύο υποστρωμάτων και η οποία πιθανώς είναι 
συντηρημένη και στους FemΧΑΒ του Staphylococcus aureus (Biarrotte-Sorin et al., 
2004, Benson et al., 2002) (Εικόνα 77). H περιοχή του tRNAAla που αλληλεπιδρά με 
τον παράγοντα FemX είναι τα δύο πρώτα ζεύγη βάσεων του βραχίονα υποδοχής του 
αμινοξέος και το ACCA-3΄ άκρο του μορίου.  
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Εικόνα 77: Πρόβλεψη της περιοχής αλληλεπίδρασης του FemX του W. viridescens με το UDP-
MurNAc-πενταπεπτίδιο και το μόριο tRNAAla. Η αύλακα που παρατηρείται στην τριτοταγή 
διαμόρφωση του ενζύμου θεωρείται ότι είναι η περιοχή δέσμευσης των δύο υποστρωμάτων. 
 

Ο FemX του Weissella viridescens διαφέρει από τον ομόλογο παράγοντα του 
Staphylococcus aureus, διότι είναι διαλυτή πρωτεΐνη και αναγνωρίζει το UDP-
MurNAc-πενταπεπτίδιο (Hegde & Shrader, 2001). Αντίθετα, ο FemX του 
Staphylococcus aureus είναι πρωτεΐνη συνδεόμενη με την κυτταρική μεμβράνη και 
υπόστρωμα της είναι το λιπίδιο ΙΙ. Οι δύο παράγοντες παρουσιάζουν μεταξύ τους 
μικρότερη αμινοξική ομοιότητα, σε σχέση με αυτή που παρουσιάζει ο FemX του 
Staphylococcus aureus με τον FemA. Αξίζει να σημειωθεί ότι η πρόβλεψη της 
τριτοταγούς δομής του FemX του Staphylococcus aureus δε μπορεί να βασιστεί στη 
δομή του FemX του Weissella viridescens και επιλέγεται αυτόματα από το σύστημα η 
δομή του FemA ως πρότυπο. Ωστόσο, όταν συγκρίνονται οι δομές των δύο παραγόντων 
FemΧ φαίνεται ότι ομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό στο κεντρικό σώμα των πρωτεϊνών 
(Εικόνα 78). 
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Εικόνα 78: Παράθεση της κρυσταλλικής δομής του FemX του W. viridescens (μπλε) και της 
προβλεπόμενης δομής του FemX του S. aureus (SwissModel, κόκκινο). Στο (Α) απεικονίζονται οι α 
έλικες και τα β πτυχωτά φύλλα ενώ στο (Β) η επιφάνεια των ενζύμων. Ο FemX του S. aureus φέρει 
μια επιπλέον περιοχή σπειρωμένου σπειράματος, της οποίας ο ρόλος δεν έχει προσδιοριστεί, αλλά 
παρουσιάζει δομική ομοιότητα με τον FemX του W. viridescens στο κύριο σώμα του ενζύμου. 
  

Το χαρακτηριστικό γνώρισμα της τριτοταγούς δομής του FemA του 
Staphylococcus aureus, που πιθανώς να διατηρείται και από τους παράγοντες FemXB 
του οργανισμού αυτού, είναι ένα σπειρωμένο σπείραμα (coiled-coil) (Benson et al., 
2002) (Εικόνα 79Α, Β). Δύο ερμηνείες έχουν αποδοθεί για το ρόλο του σπειράματος, 
οι οποίες δεν έχουν επιβεβαιωθεί. Το γεγονός ότι το σπείραμα απουσιάζει από τη δομή 
FemX του Weissella viridescens που είναι κυτταροπλασματική πρωτεΐνη, οδήγησε 
στην υπόθεση ότι μπορεί να εμπλέκεται στη δέσμευση με την πλασματική μεμβράνη 
(Biarrotte-Sorin et al., 2004). Σύμφωνα με τη δεύτερη υπόθεση, το σπειρώδες 
σπείραμα είναι υπεύθυνο για την αλληλεπίδραση με το μόριο tRNA (Benson et al., 
2002). Η θεώρηση αυτή πηγάζει από την ύπαρξη ενός παρόμοιου σπειράματος στη 
βακτηριακή SerRS (Fujinaga et al., 1993) το οποίο αλληλεπιδρά με το tRNA 
υπόστρωμα (Cusack et al., 1996) (Εικόνα 79Γ).       
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Εικόνα 79: (A) Κρυσταλλική δομή του παράγοντα FemA του S. aureus. Με λευκό απεικονίζεται η 
αύλακα που θεωρείται ότι αποτελεί την περιοχή αλληλεπίδρασης με τα υποστρώματα, το λιπίδιο ΙΙ 
και το μόριο tRNAGly. (Β) Δομή του παράγοντα FemA του S. aureus, στην οποία απεικονίζονται οι α 
έλικες και τα β πτυχωτά φύλλα. Η περιοχή του σπειρωμένου σπειράματος θεωρείται συντηρημένη 
στους παράγοντες FemXAB του S. aureus. (Γ) Παράθεση της κρυσταλλικής δομής της SerRS του 
P. horikoshii σε ελεύθερη κατάσταση (κόκκινο) και σε σύμπλοκο (μπλε) με το tRNASer (κίτρινο). H 
δέσμευση του υποστρώματος φαίνεται να προκαλεί μια μετατόπιση στην περιοχή του σπειρωμένου 
σπειράματος, που ευθύνεται για τη δέσμευση του μορίου tRNA.  

 
Η μελέτη των παραγόντων FemXAB του Staphylococcus aureus ως συνάρτηση 

των αλληλεπιδράσεων τους με τα tRNAGly υποστρώματα είναι ιδιαίτερα σημαντική. Ο 
προσδιορισμός των στοιχείων ταυτότητας των μορίων tRNA για τη συμμετοχή τους στο 
ασύνηθες αυτό σύστημα αμινοακυλίωσης θα μπορούσε να παρέχει μια χημική 
πλατφόρμα για το σχεδιασμό εν δυνάμει αναστολέων των μορίων αυτών και ιδιαίτερα 
του FemX, που η δραστικότητά του είναι κρίσιμη για τη βιωσιμότητα των κυττάρων. 
Γενικότερα, η στόχευση των παραγόντων των ασύνηθων συστημάτων αμινοακυλίωσης 
είναι πολλά υποσχόμενη για την ανάπτυξη νέων αντιβιοτικών φαρμάκων.  

Η εύρεση νέων μοριακών στόχων για απενεργοποίηση αποτελεί πλέον 
επιτακτική ανάγκη, διότι η ευρεία χρήση των αντιβιοτικών φαρμάκων έχει οδηγήσει 
στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας από τα βακτήρια. Τα πρώτα χρόνια η πενικιλίνη 
αποτέλεσε το “φάρμακο-θαύμα”, μέχρι που αποκαλύφθηκε ότι οι μικροοργανισμοί 
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έχουν ισχυρούς προσαρμοστικούς μηχανισμούς για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας. Το 
παράδειγμα της πενικιλίνης έχει επαναληφθεί και με άλλα αντιβιοτικά φάρμακα. To 
γεγονός αυτό έχει κινητοποιήσει έντονες προσπάθειες για την ανάπτυξη νέων 
αντιβιοτικών φαρμάκων. Οι κυτταρικοί στόχοι για τα ήδη υπάρχοντα αλλά και τα νέα 
αντιβιοτικά φάρμακα είναι ποικίλοι και όλοι σημαντικοί για την κυτταρική ανάπτυξη. 
Γενικά μπορούν να διαχωριστούν σε δύο ομάδες: σε αυτούς που είναι μοναδικοί για 
τους παθογόνους μικροοργανισμούς και δεν έχουν ομόλογα στα κύτταρα των 
θηλαστικών και σε εκείνους που έχουν ομόλογους στα θηλαστικά.  

Η πρωτεϊνοσυνθετική μηχανή και ειδικότερα οι παράγοντες που συμμετέχουν 
σε αυτή αποτελούν έναν από τους κύριους στόχους για τα αντιβιοτικά φάρμακα που 
έχουν αναπτυχθεί μέχρι τώρα. Τα αντιβιοτικά αυτά είναι φυσικά προϊόντα που 
περιλαμβάνουν τις αμινογλυκοσίδες, τα μακρολίδια και τις τετρακυκλίνες μεταξύ 
άλλων. Τα περισσότερα όμως έχουν κάποιους περιορισμούς όπως είναι η 
ενδοκυττάρωση ή η εμφάνιση ανθεκτικότητας από τα παθογόνα. Η ανάπτυξη λοιπόν 
νέων αντιβιοτικών φαρμάκων έχει στραφεί προς τον εντοπισμό και το χαρακτηρισμό 
νέων μοριακών στόχων στα αρχικά στάδια της πρωτεϊνοσύνθεσης και συγκεκριμένα 
στους παράγοντες που συμμετέχουν στην αμινοακυλίωση των μορίων tRNA. 

Οι αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες αποτελούν έναν εν δυνάμει στόχο ιδιαίτερα 
εξειδικευμένων αντιβιοτικών φαρμάκων. Ωστόσο, ο σχεδιασμός αναστολέων για τα 
ένζυμα αυτά είναι ιδιαίτερα πολύπλοκος λόγω της υψηλής ομολογίας μεταξύ των 
προκαρυωτικών και των ευκαρυωτικών συνθετασών. Βέβαια, οι aaRSs ως στόχοι 
φαρμάκων είναι πολλά υποσχόμενα ένζυμα, διότι υπάρχουν πολλά παραδείγματα 
τέτοιων ενζύμων που απαντώνται μόνο σε προκαρυωτικούς οργανισμούς και 
συμμετέχουν σε ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης τα οποία περιγράφηκαν 
παραπάνω.  

Μία άλλη κύρια τάξη αντιβιοτικών αναστέλλει τη σύνθεση της πεπτιδογλυκάνης 
του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος μέσω ποικίλων μηχανισμών. Η σύνθεση και 
η μεταφορά του λιπιδίου ΙΙ αποτελούν από τους κύριους στόχους των φαρμάκων αυτών 
(De Kruijff et al., 2008). Επιπρόσθετα, το τελευταίο στάδιο της σύνθεσης της 
πεπτιδογλυκάνης αναστέλλεται από ποικιλία αντιβιοτικών φαρμάκων που 
προσομοιάζουν δομικά με το πεπτιδικό τμήμα των μονομερών της πεπτιδογλυκάνης 
και αναστέλλουν την αντίδραση τρανσπεπτιδίωσης (π.χ. β-λακτάμες).  

Τα ασυνήθη συστήματα αμινοακυλίωσης αποτελούν έναν ελκυστικό στόχο για 
απενεργοποίηση. Τα θετικά στοιχεία που παρουσιάζουν είναι η εξειδίκευση ως προς το 
είδος και η απουσία κάποιων από αυτά στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Ακόμα και στις 
περιπτώσεις που τα μονοπάτια αυτά απαντώνται στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, 
όπως για παράδειγμα η σύνθεση της σεληνιοκυστεΐνης, έχει αποδειχθεί ότι η πορεία 
των ενζυμικών αντιδράσεων και οι παράγοντες που συμμετέχουν σε αυτή διαφέρουν 
μεταξύ των δύο βασιλείων. Μέχρι σήμερα δεν έχει μελετηθεί η αναστολή των ασύνηθων 
συστημάτων αμινοακυλίωσης σε μεγάλο βαθμό. Ελάχιστες είναι οι βιβλιογραφικές 
αναφορές που σχετίζονται με το σχεδιασμό και τον έλεγχο αναστολέων για παράγοντες 
των ασύνηθων συστημάτων. Ο πλήρης χαρακτηρισμός των παραγόντων αυτών και των 
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αντιδράσεων που καταλύουν θα παρείχε απαραίτητες πληροφορίες σχετικά με την 
αλληλεπίδραση ενζύμου υποστρώματος που θα μπορούσαν να αποτελέσουν τη χημική 
βάση για τη σύνθεση νέων πιθανών αναστολέων.    

Τέλος, η παρούσα διατριβή συνεισφέρει στην κατανόηση του κεντρικού ρόλου 
των μορίων tRNA όχι απλώς ως παθητικών μεταφορέων αμινοξέων αλλά ως σημαντικών 
ρυθμιστικών μορίων, τα οποία κατά τη διάρκεια της εξέλιξης έχουν συντηρήσει τον 
προσαρμοστικό τους ρόλο σε σημαντικές κυτταρικές λειτουργίες, η μελέτη και 
αποσαφήνιση των οποίων μόλις πρόσφατα αρχίζει να εξερευνάται.   
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Abstract 

 
155 

 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/04/2024 05:59:47 EEST - 18.221.249.126



Abstract 

 
156 

 

Τhe term “unconventional (or unusual) aminoacylation systems” describes 
biosynthetic pathways that involve aminoacyl-tRNAs as essential factors, not only 
during protein synthesis but also in alternative processes (tRNA-dependent). During 
recent years, many functional genomic studies have demonstrated the 
unconventional role of aminoacyl-tRNAs outside protein synthesis and their 
participation in many different but equally essential biochemical pathways. 

In the first part, the present dissertation deals with the study and 
biochemical characterization of the role of tRNA molecules during the tRNA-
dependent conversion of aspartate to asparagine in the pathogen Neisseria 
meningitides. This pathway is catalyzed by the tRNA-dependent amidotransferase 
(AdT). This biosynthetic pathway is present in all pathogens with known genome 
and plays a dual role. It supplies the necessary Asn-tRNAAsn substrates for the 
incorporation of asparagine into nascent polypeptides, but it also plays critical role 
on the biosynthesis of asparagine, in the organisms that lack the appropriate 
biosynthetic enzymes for this specific amino acid. It was found that the crucial 
determinant elements for recognition by bacterial amidotransferases constitute by 
the first base-pair U1-A72 of tRNAAsn and the length and the sequence of the 
variable loop for the archaeal enzymes. In addition, an extra nucleotide in the D-
loop of tRNAAsp is the anti-determinant element that prevents the interaction with 
the amidotransferases. 

In the second part, the present dissertation deals with the study and 
elucidation of the tRNA-dependent synthesis of the cell wall in the pathogen 
Staphylococcus aureus. The peptidoglycan moiety in this specific pathogen is 
stabilized through characteristic pentaglycine interpeptide bridges, which are 
synthesized independent of ribosomal activity. As donors of glycine this pathway 
utilizes Gly-tRNAGly molecules. However, until today it was not known, how many 
and which tRNAGly molecules are actually encoded, expressed and involved in this 
exo-ribosomal pathway of peptide synthesis. In the present dissertation was 
determined the exact number of genes encoding for tRNAGly isoacceptors that are 
expressed. In addition, biochemical studies lead to the characterization of specific 
tRNAGly isoacceptors as proteinogenic (those partipating solely into ribosomal 
protein synthesis, 2 molecules P1 and P2) and as non-proteinogenic (those devoted 
to exo-ribosomal bacterial cell wall synthesis, 3 molecules NP1, NP2 and NEW). 

The study of both unconventional aminoacylation systems focuses on the 
essential role of tRNA molecules not only as passive adaptors during the flow of the 
genetic information but as key-players in essential biochemical pathways that are 
now considered as novel molecular targets for specific inactivation for the majority 
of pathogens.   
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