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Περίληψη 

Η πολυ(Α)-εξειδικευµένη ριβονουκλεάση (PARN) είναι µια αποαδενυλάση 

που αποδοµεί την πολυ(Α) ουρά ευκαρυωτικών mRNAs, καθορίζοντας το 

χρόνο ζωής τους και εµπλέκεται ενεργά στη ρύθµιση της γονιδιακής 

έκφρασης. Αποτελείται από 639 αµινοξέα, PARN[1-639] και ανήκει στην 

κατηγορία των DEDD ριβονουκλεασών. Φέρει δύο περιοχές πρόσδεσης 

RNA, τις R3H και RRM όπου η τελευταία εκτός από την πρόσδεση του 

υποστρώµατος [της πολυ(Α) ουράς] εµπλέκεται και στην αναγνώριση του 

καλύµατος. Στην παρούσα µελέτη προσδιορίσαµε κατάλληλες συνθήκες για 

την έκφραση ενός κολοβωµένου τµήµατος της PARN, της διαλυτής 

ανασυνδυασµένης ανθρώπινης PARN[1-523] ή PARNt, η οποία διατηρεί τις 

δύο περιοχές πρόσδεσης RNA. Πειραµατιστήκαµε µε διαφορετικά στελέχη 

Escherichia coli, υλικά καλλιέργειας και συνθήκες ανάπτυξης. Τα 

αποτελέσµατά µας υποδεικνύουν ότι PARNt µπορεί να εκφραστεί από 

pET15b σε B834pLysS (DE3) που αναπτύσσονται σε ΤΒ κι επάγονται σε 

OD600~0,5 µε 0,5mM IPTG και να αποδώσει ποσότητες πρωτεΐνης της 

τάξης των mg/Lt. Επιπλέον έγιναν απόπειρες καθαρισµού της PARNt µε 

χρωµατογραφία συγγένειας και ιοντοανταλλαγής. Η χρησιµοποίηση των 

αποτελεσµάτων αυτών µπορεί να παρέχει ποσότητες πρωτεΐνης ικανές να 

χρησιµοποιηθούν σε δοµικές µελέτες. 
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Abstract 

Poly(A)-ribonuclease (PARN) is a cap-interacting 3’exoribonuclease that 

efficiently degrades eukaryotic mRNA poly(A) tails, determining their 

stability and thus is actively involved in the regulation of gene expression. 

PARN is composed of 639 aminoacids, PARN[1-639] and is a member of 

the DEDD ribonucleases family. PARN has two RNA binding domains, the 

R3H and the RRM, the latter also being involved in cap recognition.  We 

have established conditions for expressing a truncated part of PARN, the 

soluble recombinant human PARN[1-523] or PARNt. We investigated 

different Escherichia coli strains, media and growth conditions. We found 

that truncated human PARN expressed from pET15b in B834pLysS (DE3) 

grown in TB and induced at OD600~0,5 with 0,5mM IPTG yielded mg 

amounts of soluble PARNt per litre culture. Further, we attempted to 

purify the protein via liquid affinity and anion-exchange chromatography. 

The results can be used to acquire sufficient amounts of purified 

recombinant PARNt and use it for further structural studies 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Ένα σηµαντικό βήµα στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης είναι ο έλεγχος 

της ποσότητας του mRNA που υπάρχει στο κύτταρο. Η συγκέντρωση του 

mRNA καθορίζεται από το ρυθµό µεταγραφής και αποδόµησής του. Οι 

ηµιζωές των mRNA ποικίλλουν από µερικά λεπτά µέχρι πάνω από 24 ώρες 

ανάλογα µε τη φύση του γονιδιακού προϊόντος. Το κάλυµµα στο άκρο 5' 

καθώς και η ουρά από αδενίνες στο 3' άκρο  καθορίζουν ένα mRNA και 

µαζί ενέχονται στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, 

συµπεριλαµβανοµένης της ωρίµανσης, της µεταφοράς, της µετάφρασης και 

της αποδόµησης του mRNA1 (Εικόνα 1).   

 

Εικόνα 1. ∆οµή τυπικού ανθρώπινου mRNA που κωδικοποιεί πρωτεΐνη, 

συµπεριλαµβανοµένων των  UTRs. Συµπεριλαµβανoµένων των µη 

µεταφραζόµενων περιοχών (UTRs). 

ΠΟΛΥ(Α) ΟΥΡΑ – ΜΙΑ ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ∆ΟΜΗ 

Στην πορεία του mRNA στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς η 

πολυαδενυλίωση είναι κοµµάτι της διαδικασίας ωρίµανσής του για 

µετάφραση (χρονικά το δεύτερο βήµα µετά την προσθήκη του 

καλύµµατος). Η τροποποίηση της πολυ(Α) ουράς είναι ένας σηµαντικός 

µηχανισµός ρύθµισης της µετάφρασης του mRNA.  Η πολυαδενυλίωση 

ξεκινά µετά το τέλος της µεταγραφής και είναι σηµαντική για την 

σταθερότητα του mRNA. Η τροποποίηση της σταθερότητας του mRNA 

παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, του 

ποιοτικού ελέγχου στη βιοσύνθεση του mRNA και την προστασία ενάντια 

σε ιούς2.   

Η νεοσύστατη πολυ(Α) ουρά εµφανίζει οµοιογένεια στα διάφορα 

µετάγραφα, µε µήκος από 200 έως 250 αδενυλικά κατάλοιπα σε θηλαστικά 

και 60 µε 80 Α στη Ζύµη. Στη διάρκεια της ζωής ενός mRNA η πολυ(Α) 

ουρά αποδοµείται. Η αφαίρεση της πολύ-Α ουράς αποτελεί συχνά το αρχικό 
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και ρυθµιστικό βήµα στην αποδόµηση του mRNA ενώ ευθύνεται και για τη 

µεταφραστική αποσιώπηση µητρικών mRNAs κατά την ωρίµανση του 

ωοκυττάρου και την πρώιµη ανάπτυξη3. 

Αρκετές πολύ-Α-εξωριβονουκλεάσες (αποαδενυλάσες) έχουν βρεθεί σε 

διάφορα είδη: οι Pan2/Pan3 σε yeast και θηλαστικά, η Ccr4-Pop2-Not 

complex σε yeast και τα οµόλογά τους σε άλλους οργανισµούς και η πολύ-

Α-ριβονουκλεάση (PARN) στα σπονδυλωτά και το Arabidopsis. 

ΑΠΟΑ∆ΕΝΥΛΑΣΕΣ ΥΠΕΡ-ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ DEDD 

Βάσει µελετών αλληλουχίας και καταλυτικών ιδιοτήτων, όλες οι 

αποαδενυλάσες και τα οµόλογά τους µόρια έχουν οµαδοποιηθεί σε 6 

υπεροικογένειες και αρκετές υποοικογένειες. Η PARN ανήκει στην 

οικογένεια των ριβονουκλεασών RNase D, µέλος της  υπεροικογένειας 

DEDD, αποτελούµενη από RNases καθώς επίσης και από DNases. Οι 

πρωτεΐνες αυτής της υπεροικογένειας έχουν ένα χαρακτηριστικό πυρήνα 

αποτελούµενο από 4 όξινα αµινοξέα καθώς και αρκετά άλλα συντηρηµένα 

κατάλοιπα µοιρασµένα σε 3 ξεχωριστά µοτίβα. Η οικογένεια DEDD πήρε το 

όνοµά της από τα 4 αυτά συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα στο ενεργό 

κέντρο που ελέγχουν 2 ιόντα Mg απαραίτητα για τη σταθερότητα του 

συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος και την ενζυµατική δράση. Πρόκειται 

για τρία ασπαρτικά οξέα (D) και ένα γλουταµινικό οξύ (Ε)1 κατανεµηµένα 

µεταξύ τριών ξεχωριστών διαδοχικών µοτίβων (ExoΙ-III)4 (Εικόνα 2).  

 

Εικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση της δοµής της PARN (Πηγή: Yan-Guo Ren, 

Poly(A)-Specific Ribonuclease (PARN), βλ βιβλιογραφία) 

  

 

  Όλες οι νουκλεάσες αυτής της οικογένειας διαθέτουν κοινό 

καταλυτικό µηχανισµό που χαρακτηρίζεται από την εµπλοκή 2 µεταλλικών 

ιόντων5. Η υπεροικογένεια DEDD διαιρείται περαιτέρω σε δύο υποοµάδες, 

                                       
1 Ειδικά για την PARN πρόκειται για τα Asp28, Asp292,Asp382 και , το Glu30. 
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τις DEDDy και DEDDh, βάσει ενός πέµπτου συντηρηµένου αµινοξέος- 

ανάλογα µε το αν πρόκειται για τυροσίνη (Y) ή ιστιδίνη (H). Με βάση τις 

κρυσταλλικές δοµές της εξωνουκλεάσης DNA πολυµεράσης Ι (Pol I) και της 

ε-υποοµάδας της  DNA πολυµεράσης ΙΙΙ (ε186), η τυροσίνη (Y) και η 

ιστιδίνη (H) καλούνται να παίξουν έναν ισοδύναµο ρόλο στην 

ενεργοποίηση ενός µορίου ύδατος ή ενός υδροξειδίου κατά τη λύση του 

φωσφοδιεστερικού δεσµού. ∆εδοµένου ότι η οικογένεια DEDD έχει µήκος 

~150-200 αµινοξέα, ο ρόλος ενός µεγάλου τµήµατος των πρωτεϊνών 

αυτών διερευνάται. Η ανθρώπινη PARN είναι µέλος της υποοικογένειας 

DEDDh2. ∆ιαφέρει όµως από αυτή γιατί περιέχει ένα µεγάλο ένθεµα µεταξύ 

των µοτίβων I και II. Χρησιµοποιώντας το πακέτο προγραµµάτων DALI 

προσδιορίστηκε µία έντονη δοµική οµοιότητα µεταξύ του τµήµατος 

νουκλεάσης της PARN και άλλων 3’-5’ εξωνουκλεασών. Τα δοµικά αυτά 

οµόλογα της PARN περιέχουν τα τµήµατα νουκλέασης της Pop2p, της 

ε186, της εξωνουκλεάσης Ι της E.coli (ExoI) και της ISG20. Όλες αυτές οι 

εξωνουκλεάσες, εκτός της Pop2p, ανήκουν στην DEDDh οικογένεια, όπως 

και η PARN. 

Παρά τις οµοιότητες αυτές, µερικές αξιοσηµείωτες δοµικές διαφορές 

υπάρχουν µεταξύ των τµηµάτων νουκλεάσης των εξωνουκλεασών PARN, 

ε186 και Pop2p (Εικόνα 3). Το C- τελικό άκρο της PARNn [όπου PARNn η 

κολοβωµένη στο C-τελικό άκρο PARN[1-430], βλ. βιβλιογραφία Wu at al. 

(2005)] είναι πολύ µακρύτερο από αυτό της ε186 και παρουσιάζει 

διαφορετική διαµόρφωση από το αντίστοιχο της Pop2p. Ένα άλλο 

χαρακτηριστικό της PARN είναι ότι τµήµα νουκλεάσης περιέχει την περιοχή 

R3H σε αντίθεση µε ότι παρατηρείται στις ε186 και Pop2p.Πιθανώς η πιο 

σηµαντική διαφορά είναι ότι το τµήµα νουκλεάσης της PARN είναι ένα 

οµοδιµερές, ενώ τα αντίστοιχα τµήµατα των ε186 και Pop2p είναι 

µονοµερή. 

 

                                       
2 Η ιστιδίνη της PARN είναι η His377 (Wu M. et al. (2005) Structural insight into 

poly(A) binding and catalytic mechanism of human PARN και Zuo Y., Deutscher 

M.P. (2001) Exoribonuclease superfamilies: structural analysis and phylogenetic 

distribution (βλ. Βιβλιογραφία) 
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Εικόνα 3. Σύγκριση της PARNn µε άλλα µέλη της οικογένειας DEDD (Α). 

∆οµική σύγκριση της περιοχής νουκλεάσης της PARNn µε αυτές των ε186 

και  Pop2p. Οι περιοχές DEDD χρωµατίζονται µε κίτρινο, γαλάζιο και 

πράσινο χρώµα ενώ τα υπόλοιπα µόρια µε γκρί. Τα συνδεδεµένα 

νουκλεοτίδια απεικονίζονται µε µορφή ράβδου. (Β). ∆οµές των ενεργών 

κέντρων της PARNn, της 186 της Pol III και του θραύσµατος klenow της 

Pol I. Τα καταλυτικά κατάλοιπα φαίνονται µε µορφή ράβδου/σφαίρας ενώ 

τα µεταλλικά ιόντα χρωµατίζονται έντονα (πηγή: Wu M et al. (2005) 

Structural insight into poly(A) binding and catalytic mechanism of human 

PARN, βλ. Βιβλιογραφία) 

 

ΥΠΟ-ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ RNase D 

 H RNase D είναι µια οικογένεια 3΄-5΄αποαδενυλασών που 

χρειάζονται ένα δισθενές κατιόν για να δράσουν. Όλα τα µέλη της 

υποοικογένειας RNase D διαθέτουν το χαρακτηριστικό µοτίβο ΙΙΙ (ExoIII 

βλ. Εικόνα 2)  µε την αλληλουχία [DN]-W-x(2)-R-P-[LI]-x(6)-Y-A-x(2)-D. 

Οι βακτηριακές πρωτεΐνες περιέχουν ~400 αµινοξέα και οι ευκαρυωτικές 

~800. Η φυλογενετική κατανοµή των RNase D (πολύ λίγες σε βακτήρια και 

κατά κανόνα παρούσες σε ευκαρυωτικούς οργανισµούς) καθώς και η 

παρουσία τους σε βακτήρια-ξενιστές σε ευκαρυωτικούς οργανισµούς, 

υποδεικνύουν την πιθανότητα οριζόντιας µεταφοράς τους από 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς στα βακτήρια. Αν και απαντάται σε 
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ευκαρυωτικούς οργανισµούς όπως πχ Schizosaccharomyces pombe και 

Caenorhabditis elegans, δεν είναι παρούσες στο S.cerevisiae. 

ΑΠΟΑ∆ΕΝΥΛΙΩΣΗ ΚΑΙ PARN 

∆ύο είναι τα κύρια µονοπάτια αποικοδόµησης του mRNA και αµφότερα 

ξεκινούν µε αποαδενυλίωση της πολυ(Α) ουράς. Στο µονοπάτι 5'-3', το 5' 

κάλυµµα του mRNA αφαιρείται από κατάλληλα ένζυµα3 όταν ένα βασικό 

τµήµα της πολυ(Α) ουράς έχει αποδοµηθεί. Ακολουθεί αποδόµηση του 

υπολοίπου µορίου ξεκινώντας από το 5' άκρο4. Στο µονοπάτι 3'-5 το 

κυτταροπλασµατικό  εξωσωµικό σύµπλεγµα θα συνεχίσει να αποδοµεί το 

mRNA στην κατεύθυνση 3'-5' µετά την αποµάκρυνση της πολυ(Α) ουράς6.  

Στα κύτταρα των θηλαστικών έχουν βρεθεί αρκετές αποαδενυλάσες. 

Πρώτοι οι Lazarus και Sporn αναφέρουν το 1967 ότι µια πυρηνική 

εξωριβονουκλεάση εξαρτώµενη από ένα δισθενές κατιόν ήταν παρούσα σε 

κύτταρα όγκου Ehrlich7. Οι σηµαντικές ιδιότητες αυτής της ενζυµικής 

δραστηριότητας ήταν 

- η υψηλή ειδικότητα του ενζύµου για 3'-5' αποικοδόµηση πολυ(Α) ουρών 

- η απαίτηση µιας 3’υδροξυλοµάδας για την δραστικότητα του.  

  Η PARN είναι   ένα ένζυµο κλειδί στην αποδόµηση του ευκαρυωτικού 

mRNA που εντοπίζεται σε όλους τους ιστούς, τόσο στον πυρήνα όσο και 

στο κυτταρόπλασµα. Είναι ένα πολυπεπτίδιο 74kDa, ενώ απαντάται και το 

πολυπεπτίδιο 54kDa που είναι κλάσµα του προηγούµενου. Το γονίδιο της 

ανθρώπινης PARN βρίσκεται στο χρωµόσωµα 16 (16p13) ενώ ένα 

ανενεργό αντίγραφο που στερείται του 5΄άκρου του ενζύµου υπάρχει στο 

χρωµόσωµα 15 (θέση 15q11-q13) 8.  

Ανήκει στην οικογένεια των RNAse D 3'-5'-εξωριβονουκλεασών και είναι 

υψηλά ειδική για µονόκλωνες πολυ(Α). Η PARN είναι συντηρηµένη σε 

πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισµούς, ενώ απουσιάζει από τον 

Saccharomyces cerevisiae και την Drosophila melanogaster. Είναι 

ενδιαφέρον ότι δεν αλληλεπιδρά µόνο µε το 3' αλλά και µε το 5' άκρο, κάτι 

που διεγείρει τη δράση της αποαδενυλίωσης και ενισχύει την πρόοδο αυτής 

της αντίδρασης9 

                                       
3 DCP1-DCP2 complex 
4 XRN1 5'-3' exonuclease 



 16

ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Ο καταλυτικός µηχανισµός της  PARN και ο µηχανισµός διέγερσης της 

δράσης της από τη δέσµευση της cap-περιοχής δεν έχει ακόµα 

αποσαφηνιστεί. Για τη διαλεύκανση των παραπάνω και της σχέσης δοµής-

λειτουργίας της, είναι απαραίτητο να γνωρίζουµε την κρυσταλλική δοµή 

της PARN τόσο στην ελεύθερη µορφή της όσο και όταν βρίσκεται 

συνδεδεµένη µε τον προσδέτη. Στην παρούσα εργασία γίνεται αναφορά 

στις µεθόδους έκφρασης και καθαρισµού της ανασυνδυασµένης 

ανθρώπινης PARN. Η έκφραση και ο καθαρισµός των ανασυνδυασµένων 

πρωτεϊνών διευκολύνει το λεπτοµερή έλεγχο κάθε πρωτεΐνης αφού σ’ 

αυτές υπάρχουν περιοχές συγγένειας που διευκολύνουν τον καθαρισµό µε 

χρωµατογραφικές µεθόδους. Η συγκεκριµένη πρωτεΐνη διαθέτει ενζυµική 

δραστικότητα και µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε δοµικές και µηχανιστικές 

µελέτες. 

Απώτερος στόχος της έρευνας που διεξάγεται, µέρος της οποίας είναι και η 

παρούσα εργασία, είναι η κατανόηση της σχέσης λειτουργίας - µοριακής 

δοµής της PARN,  και η αξιοποίηση της γνώσης αυτής στο σχεδιασµό νέων 

εν δυνάµει φαρµάκων. Η ανάλυση της δοµής βιολογικών µακροµορίων 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην κατανόηση των σχέσεων δοµής-λειτουργίας 

των µακροµορίων. Οι σχέσεις αυτές αποτελούν την βάση της ερµηνείας 

των µοριακών µηχανισµών των ασθενειών. Παράλληλα προϋπόθεση για 

την εν δυνάµει είσοδο µιας φαρµακευτικής ένωσης σε κλινικές δοκιµές 

είναι η όσο το δυνατόν µεγαλύτερη εξειδίκευση έναντι του πρωτεϊνικού της 

στόχου. Ο σχεδιασµός εξειδικευµένων αναστολέων αποτελεί σήµερα έναν 

από τους πλέον δύσκολους στόχους στην έρευνα για την ανακάλυψη νέων 

φαρµάκων, αφού απαιτεί την γνώση της δοµής και λειτουργίας του, αλλά 

και των παραγόντων που καθορίζουν τη σύνδεση του αναστολέα στο 

µακροµοριακό στόχο. 
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ ΤΗΣ PARN 

Εξάρτηση από µεταλλικά ιόντα 

∆ισθενή µεταλλικά ιόντα είναι προαπαιτούµενα της κατάλυσης. Αν και οι 

αρχικές µελέτες ανέφεραν ιόντα Mg2+ δεν έχουν βρεθεί ιόντα Mg στο 

ενεργό κέντρο του ενζύµου. Εντούτοις αποδεικνύεται ότι και το κλάσµα 

74kDa και αυτό των 54Da της ανθρώπινης PARN µπορούν να 

ολοκληρώσουν την αποαδενυλίωση παρουσία Fe2+, Mn2+, Zn2+, Co2+ και 

Cd2+ χρησιµοποιώντας L3(A30), A2, A3 Α5  ως υποστρώµατα7,10. 

 

Πολυ(Α) ειδικότητα5 

Σε συγκριτική µελέτη φάνηκε ότι η PARN διαθέτει περίπου 10, 100 και 200 

φορές µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα αν το υπόστρωµά της είναι πολύ-

ουρακίλη, πολύ-κυτοσίνη και πολύ-γουανίνη αντίστοιχα. 

 

Ολιγοµερική δοµή 

Αν και υπάρχουν πειραµατικά δεδοµένα που αναφέρουν οµοτριµερή της 

PARN6 τα νεότερα δοµικά δεδοµένα καταλήγουν στην ύπαρξη οµοδιµερών 

της PARN7. 

 

Σταδιακός τρόπος δράσης 

i. Ακέραια µόρια υποστρώµατος και πλήρως αποαδενυλιωµένο προϊόν είναι 

παρόντα κατά διαστήµατα ii. Όταν το υπόστρωµα υπερβαίνει κατά πολύ 

την ποσότητα του ενζύµου δεν εντοπίζεται κάποιος οµογενής πληθυσµός 

                                       
5 Βλ. βιβλιογραφία:Wu et al.  (2005) Structural insight into poly(A) binding and 

catalytic mechanism of human PARN και Henriksson et al. Recognition of 

adenosine residues by the active site of poly(A)-specific ribonuclease. 

6 Βλ. Βιβλιογραφία: Nilsson P., Virtanen A. (2006). Expression and purification of 

recombinant poly(A)-specific ribonuclease (PARN). 

7 Βλ. Βιβλιογραφία: Liu WF et al. (2009) Allosteric regulation of human poly(A)-

specific ribonuclease by cap and potassium ions. 
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µερικώς αποαδενυλιωµένων υποστρωµάτων iii. Το χρονικό σηµείο που 

εµφανίζεται το πρώτο πλήρως αποαδενυλιωµένο προϊόν είναι ανεξάρτητο 

από την συγκέντρωση του υποστρώµατος και  iv. Αφού ο τρόπος 

κατάλυσης είναι σταδιακός το ένζυµο παραµένει στο υπόστρωµα για 

πολλούς γύρους κατάλυσης και είναι δυνατό να ανιχνευτεί το σύµπλοκο. 

 

PARN:ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΡΩΤΟΤΑΓΗ ΣΤΗΝ ΤΕΤΑΡΤΟΤΑΓΗ ∆ΟΜΗ  

Η ανθρώπινη PARN αποτελείται από 639 αµινοξέα. Η κρυσταλλική δοµή 

του C-τελικού άκρου της (αµινοξέα 1-430), που ονοµάζεται PARNn 

εκφράζεται στην E.coli8. Η PARNn σχηµατίζει ένα οµοδιµερές µόριο στο 

σύµπλοκο PARNn-RNA, όπου η κάθε υποοµάδα συνδέεται σε τρία 

νουκλεοτίδια αδενοσίνης.  

 

Εικόνα 4. ∆ιάγραµµα του συµπλόκου PARNn-RNA. Τα 2 µόρια 

εµφανίζονται πράσινο & κίτρινο για λόγους διάκρισης. Τα νουκλεοτίδια 

εµφανίζονται σε µοντέλο ράβδου. Σηµειώνονται οι α3, α4 & β5 (πηγή: Wu 

M et al. (2005) Structural insight into poly(A) binding and catalytic 

mechanism of human PARN) 

 

Η κάθε υποοµάδα της PARNn έχει δοµή τύπου α/β, µε µία µεγάλη β-

πτυχωτή επιφάνεια, που αποτελείται από οκτώ β-ελάσµατα, στο κέντρο 

δίπλα σε δώδεκα α-έλικες. Το πέµπτο β-έλασµα (β5) και το αντίστοιχο β-

                                       

8 Η PARNn έχει προσδιοριστεί σε δύο καταστάσεις –ελεύθερη και δεσµευµένη στο RNA. Η 

µορφή αυτή της πρωτεΐνης είναι καταλυτικά ενεργή για τη λύση ενός πολυνουκλεοτιδίου 15 

βάσεων, αν και εµφανίζει χαµηλότερη δραστικότητα από τη φυσική πρωτεΐνη. 
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έλασµα από την άλλη υποµονάδα δηµιουργούν µία µικρή αντιπαράλληλη β-

πτυχωτή επιφάνεια. Αυτή η επιφάνεια σε συνδυασµό µε τις έλικες α3 και 

α4 και από τις δύο υποµονάδες αποτελούν την µεσεπιφάνεια των δύο 

µονοµερών. Οι δοµές των δύο υποµονάδων είναι αρκετά όµοιες. Το 

τρινουκλεοτίδιο είναι προσδεµένο σε µια µεγάλη κοιλότητα η οποία 

βρίσκεται σε αντίθετες πλευρές του διµερούς.  

Στην δοµή της PARNn, απουσία του  ολιγονουκλεοτιδίου, η πολυπεπτιδική 

αλυσίδα διατάσσεται σε δύο µόνο τµήµατα: το τµήµα της νουκλεάσης και 

το τµήµα της R3H που βοηθά την δέσµευση της PARN στο 

πολυαδενυλιωµένο mRNA. Οι δυο περιοχές της  λειτουργούν συνεργειακά 

ενισχύοντας έτσι τη δραστικότητα του ενζύµου.  Η γενική µορφή της δοµής 

θυµίζει έναν ιππόκαµπο (Εικόνα 5).  

 

Εικόνα 5. Για λόγους απλότητας απεικονίζεται µόνο µία υποµονάδα. Με 

µπλε οι βασικές και µε κόκκινο οι όξινες περιοχές. (αριστερά η πλάγια όψη 

και δεξιά το µόριο όπως φαίνεται από πάνω). (πηγή: Wu M et al. (2005) 

Structural insight into poly(A) binding and catalytic mechanism of human 

PARN) 

 

Η µακριά έλικα α8, η οποία είναι µερικώς αποδιατεταγµένη στο σύµπλοκο 

PARNn-RNA, συνδέει την R3H µε το τµήµα νουκλεάσης. Η περιοχή R3H, η 

οποία υποτίθεται ότι βρίσκεται µεταξύ των α5 και α8 ελίκων, είναι 

αποδιατεταγµένη. 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΤΗΣ HUMAN PARN. 

Η ανθρώπινη PARN αποτελείται από: 

Την περιοχή νουκλεάσης που περιέχει το καταλυτικό κέντρο και είναι 

υπεύθυνη για την αποδόµηση της πολυ(Α) ουράς και το διµερισµό του 
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ενζύµου. Η ίδια αποτελεί ένα οµοδιµερές µόριο και η κάθε υποοµάδα του 

συνδέει ένα RNA νουκλεοτίδιο. 

Την R3H περιοχή, συντηρηµένη, υψηλά ειδική για σύνδεση στην πολυ(Α) 

ουρά. Εισέρχεται στην περιοχή της νουκλεάσης και προεξέχει από αυτήν, 

ώστε βρίσκεται πάνω από το σηµείο πρόσδεσης του υποστρώµατος της 

άλλης υποµονάδας στο οµοδιµερές. 

Το τµήµα αναγνώρισης του RNA, RNA recognition motif ή RRM στο C-

τελικό άκρο. 

 

 

Εικόνα 6. Μοντέλο του οµοδιµερούς της PARN. Απεικονίζονται και οι τρεις 

δοµικές περιοχές. (πηγή: Wu M. et al. (2009) Structural Basis of 

m7GpppG binding to Poly(A) Specific Ribonuclease) 

 

Η PARN σχηµατίζει ένα συµπαγές διµερές αποτελούµενο από 2 όµοιες 

υποµονάδες (Εικόνα 6), µε την R3H περιοχή της µιας υποµονάδας να 

περιβάλλει µερικώς το ενεργό κέντρο του ενζύµου στην άλλη υποµονάδα 

και την πολυ-Α ουρά να συνδέεται σε µια βαθιά κοιλότητα της περιοχής 

νουκλεάσης µε τρόπο ανεξάρτητο από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία . 

Μεταλλάξεις που παρεµποδίζουν τον πολυµερισµό καταστέλλουν τόσο την 

ενζυµική δραστηριότητα όσο και αυτή της δέσµευσης στο RNA, 
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προσδιορίζοντας έτσι το διµερές ως τη δοµική αλλά και λειτουργική µονάδα 

της PARN. 

Η περιοχή R3H και πιθανώς και η περιοχή δέσµευσης του καλύµµατος αν 

και ενέχονται στην πολύ-Α δέσµευση δε συνεισφέρουν από µόνες τους 

στην πολύ-Α εξειδίκευση του ενζύµου. Πειραµατικά συγκρίθηκε η 

δραστικότητα και σταθερότητα µεταλλαγµάτων της PARN από όπου 

έλλειπαν είτε η R3H είτε η RRM περιοχή. Αποδεικνύεται ότι επαρκεί η 

παρουσία µιας από τις δύο για την πρόσδεση του υποστρώµατος αλλά 

απαιτούνται και οι δυο για αποτελεσµατική κατάλυση. 

Η ΠΕΡΙΟΧΗ R3H  

Η περιοχή R3H είναι ένα συντηρηµένο επαναλαµβανόµενο µοτίβο, το οποίο 

έχει προσδιοριστεί σε περισσότερες από 100 πρωτεΐνες από διαφορετικά 

είδη οργανισµών.  Πρόκειται για ένα µοτίβο που συνδέεται σε µονόκλωνα 

νουκλεϊκά οξέα. Το κύριο χαρακτηριστικά του είναι η σταθερή παρουσία 

ενός καταλοίπου αργινίνης κι ενός υψηλά συντηρηµένου καταλοίπου 

ιστιδίνης που τα χωρίζουν 3 άλλα αµινοξέα. Το µοτίβο έχει ακόµη 

υδροφοβικά κατάλοιπα, προλίνες και γλυκίνες. Είναι παρόν σε πρωτεΐνες 

διαφόρων οργανισµών – ευβακτηρίων, πράσινων φυτών, µυκήτων και 

µεταζώων αλλά όχι στην E.coli. 

 

 

Εικόνα 7. Σύγκριση της δοµή της R3h περιοχής της PARNn µε την 

ανθρώπινη S bp-2 και την mouse PARNn. (πηγή: Wu M et al. (2005) 

Structural insight into poly(A) binding and catalytic mechanism of human 

PARN) 
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 Οι τρισδιάστατες δοµές της  περιοχής R3H από την PARN του ανθρώπου 

και του ποντικού, προσδιορίστηκαν µε φασµατοσκοπία NMR και έδειξαν ότι 

η περιοχή R3H που αποτελείται από ένα  αντιπαράλληλο β-φύλλο και δύο 

α-έλικες, είναι δοµικά οµόλογο µε την  C-τελική περιοχή του παράγοντα 

έναρξης  µετάφρασης (IF3) (Εικόνα 7).  

Στην δοµή της PARNn, η περιοχή R3H από το ένα µόριο του οµοδιµερούς, 

βρίσκεται στην κορυφή της θέσης σύνδεσης poly(A) από το άλλο µόριο, 

χρησιµεύοντας σαν ‘κάλυµµα’ εγκολπώνοντας  την κοιλότητα της σύνδεσης 

του poly(A).  Αφαίρεση της R3H περιοχής µειώνει δραµατικά τη 

σταθερότητα της PARN και διαφοροποιεί το κινητικό της πρότυπο. Ίσως η 

περιοχή αυτή λειτουργεί σταθεροποιητικά ως προστάτης ή διαµοριακή 

σαπερονίνη της περιοχής RRM11. 

Η ΠΕΡΙΟΧΗ RRM 

Πολλές ευκαρυωτικές πρωτεΐνες που συνδέουν µονόκλωνο RNA περιέχουν 

1 ή 2 αντίγραφα µιας περιοχής περίπου 90 αµινοξέων γνωστής ως περιοχή 

αναγνώρισης RNA (RNA recognition motif). RRMs υπάρχουν σε µια ποικιλία 

RNA δεσµευτικών πρωτεϊνών όπως ετερογενείς πυρηνικές 

ριβονουκλεοπρωτεϊνες (hnRNPs), πρωτεΐνες που ενέχονται στη ρύθµιση 

του εναλλακτικού µατίσµατος και συστατικά των µικρών πυρηνικών 

ριβονουκλεοπρωτεϊνών (snRNPs). Το µοτίβο επίσης εµφανίζεται σε 

ορισµένες πρωτεΐνες που συνδέουν DNA. Η δοµή RRM αποτελείται από 2 α-

έλικες και 4  αντιπαράλληλα β-ελάσµατα τοποθετηµένα σ’ ένα µοτίβο α/β 

(τύπου β-α-β-β-α-β) µε πλευρικές αλυσίδες που σωρεύουν  βάσεις RNA 

(Εικόνα 8). Μια 3η έλικα είναι παρούσα κατά την πρόσδεση του RNA σε 

κάποιες περιπτώσεις. 

 

Εικόνα 8. Αριστερά RRM µοτίβο (κάτοψη). ∆εξιά RRM συνδέει RNA (Πηγή: 

Protein Data Bank Europe). 
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ΕΝΕΡΓΗ ΠΕΡΙΟΧΗ ΚΑΙ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΟΣ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ 

Βασιζόµενοι σε µεταλλάξεις σε συγκεκριµένες θέσεις και συγκρίνοντας την 

αλληλουχία της PARN µε την αλληλουχία 3’-5’ εξωνουκλεασών της DEDD 

υπεροικογένειας, προσδιορίστηκαν  τέσσερα αµινοξέα (Asp28, Glu30, 

Asp292 και Asp382), τα οποία είναι απαραίτητα για την καταλυτική 

δραστικότητα  της PARN και τα οποία είναι απαραίτητα για την δέσµευση 

δισθενών µεταλλικών ιόντων σε αυτή. Με βάση τις παρατηρήσεις αυτές, 

προτάθηκε ότι η PARN χρησιµοποιεί το µηχανισµό δύο µεταλλικών ιόντων 

για την κατάλυση, αν και ο αναλυτικός καταλυτικός  µηχανισµός παραµένει 

ακόµα ασαφής. 

Και στις δύο µορφές της PARN (ελεύθερη και σε σύµπλοκο µε 

ολιγονουκλεοτίδιο) τα αµινοξέα Asp28, Glu30, Asp292 και Asp382 

δηµιουργούν µία αρνητικά φορτισµένη κοιλότητα. Το τρινουκλεοτίδιο 

συνδέεται σε αυτήν την κοιλότητα. Κατά τη σύνδεση του 

ολιγονουκλεοτίδιου δεν παρατηρούνται σηµαντικές δοµικές µεταβολές στα 

αµινοξέα Asp28, Asp292 και Asp382, ενώ παρατηρείται µία µικρή 

µετατόπιση της θέσης του Glu30. Οι παρατηρήσεις αυτές συνάδουν µε τη 

διαπίστωση ότι τα τέσσερα αυτά κατάλοιπα δεν απαιτούνται για την 

σταθεροποίηση του συµπλόκου ενζύµου υποστρώµατος.  

Συγκριτική δοµική ανάλυση έδειξε ότι τα αµινοξέα Asp28, Glu30, Asp292 

και Asp382 του συµπλόκου PARNn-RNA µπορούν να ευθυγραµµιστούν 

χωροταξικά µε τα αµινοξέα της ενεργής θέσης Asp12, Glu14, Asp103 και 

Asp167 στο σύµπλοκο ε186-ΤΜΡ, µε µικρές διαφορές στις θέσεις των µόνο 

των ατόµων της πλευρικής αλυσίδας. Τα µεταλλικά ιόντα που λείπουν 

µπορούν ενδεχοµένως να καταλαµβάνουν θέσεις παρόµοιες µε αυτές των 

δύο ιόντων Mg2+ στο σύµπλοκο ε186-ΤΜΡ. Το αµινοξύ His162 της ε186, το 

οποίο προτάθηκε πως έχει ένα παρόµοιο ρόλο µε αυτό της Tyr497 στην 

περιοχή εξωνουκλεάσης της Pol I, αντιστοιχεί χωροταξικά στo αµινοξύ 

His377 της PARN, επιβεβαιώνοντας ότι η PARN ανήκει στην DEDDh 

υπεροικογένεια. Σύµφωνα µε το ρόλο της His377 στην κατάλυση, η 

αντικατάσταση της His377 µε Ala στην PARN(1-537), αναστέλλει την 
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δραστικότητα της PARN, δείχνοντας ότι η His377 είναι ουσιαστικής 

σηµασίας για την καταλυτική δράση της PARN9. 

Αν και δεν υπάρχουν µεταλλικά ιόντα στις ενεργές θέσεις των δοµών της 

PARN, βιοχηµικά πειράµατα και µελέτες µεταλλαξιγένεσης δείχνουν ότι τα 

αµινοξέα Asp28, Glu30, Asp292 και Asp382 συµµετέχουν στον συντονισµό 

των µεταλλικών ιόντων. Η υψηλή οµοιότητα των δοµών των ενεργών 

θέσεων µεταξύ της  PARN και της ε186, υποδηλώνει ότι τα πέντε 

συντηρηµένα αµινοξέα στα δύο αυτά ένζυµα έχουν τους ίδιους 

καταλυτικούς ρόλους, καθώς και ότι οι καταλυτικοί µηχανισµοί των δύο 

αυτών ενζύµων είναι πανοµοιότυποι. 

ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ PARN  

Στα θηλαστικά κύτταρα η δραστικότητα της PARN αναστέλλεται από την 

πρωτεΐνη Pab1p, η οποία δεσµεύεται στην poly(A) περιοχή. Οι 

αµινογλυκοσίδες και τα φυσικά νουκλεοτίδια είναι από τα λίγα µόρια που 

έχουν  ως τώρα αναφερθεί ως ρυθµιστές της PARN. Κινητικές αναλύσεις 

έδειξαν ότι η αναστολή της PARN είναι συναγωνιστική και δεν επηρεάζεται 

από µεταβολές στη συγκέντρωση των ιόντων Mg2+. Επιπλέον η 

αντικατάσταση λειτουργικών οµάδων των σακχάρων µπορεί να ενισχύσει 

σηµαντικά το αποτέλεσµα αναστολής, αφού διαφαίνεται ότι αυτές είναι που 

σταθεροποιούν τα νουκλεοσίδια στο ενεργό κέντρο αλληλεπιδρώντας µε 

καταλυτικά αµινοξικά κατάλοιπα. Αξιοσηµείωτα ήταν τα αποτελέσµατα 

αναστολής σε διάφορες καρκινικές σειρές, υποδεικνύοντας έτσι ότι η PARN 

µπορεί να δράσει θεραπευτικά µειώνοντας το διαθέσιµο mRNA12. 

Σε µια προσπάθεια αναζήτησης τελεστών της PARN ανάµεσα στα φυσικά 

της υποστρώµατα αποδείχθηκε ότι πολλά νουκλεοτίδια πουρινών µπορούν 

να ελαττώσουν την  ενζυµική αποικοδόµηση της πολυ(Α) ουράς. Κινητικές 

αναλύσεις αποδεικνύουν ότι τριφωσφορικά ριβονουκλεοτίδια (RTP) 

συµπεριφέρονται ως µη συναγωνιστικοί αναστολείς ενώ RDP και RΜP 

δείχνουν συναγωνιστική αναστολή. Ιόντα Mg2+ µπορούν να άρουν την 

αναστολή από RTP και RDP αλλά όχι από RMP. Προτείνεται έτσι µια νέα 

                                       
9 Βλ. βιβλιογραφία: Wu M et al. (2005) Structural insight into poly(A) binding and 

catalytic mechanism of human PARN. 
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στρατηγική για τη ρύθµιση της ενζυµικής δραστηριότητας της PARN από 

µικρά µόρια τελεστές όπως τα νουκλεοτίδια13. 

  Η PARN ρυθµίζεται αλλοστερικά από ιόντα Κ+  και ανάλογα του 

καλύµµατος που έχουν θέσεις πρόσδεσης στην RRM περιοχή. Η πρόσδεση 

ιόντων Κ+  αυξάνει την συνάφεια σύνδεσης του υποστρώµατως αλλά 

µειώνει την αποτελεσµατικότητα της κατάλυσης ενώ η σύνδεση αναλόγων 

καλύµµατος προκαλεί ελάττωση και των δύο. Ο αλλοστερισµός είναι 

σηµαντικός για την επίτευξη πολυεπίπεδης ρύθµισης του ενζύµου και 

ακρίβειας στον έλεγχο του µήκους της πολυ(Α) ουράς14. 

Έχει αποδειχθεί ότι η PARN εκτός από poly(A) µπορεί το ίδιο 

αποτελεσµατικά να αποδοµήσει poly(U), περίπου 10 φορές λιγότερο 

αποτελεσµατικά σε σχέση µε τις poly(A). Η ικανότητα αποδόµησης poly(U) 

της PARN µπορεί να έχει βιολογική σηµασία αφού ουρές oligo(U) έχουν 

πρόσφατα βρεθεί να παίζουν ρόλο σταθεροποίησης και αποσταθεροποίησης 

του RNA15. 

 

ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΠΟΥ ΚΑΤΕΥΘΥΝΕΤΑΙ ΑΠΟ ΤΗ 

∆ΟΜΗ 

Ο κατευθυνόµενος από τη δοµή σχεδιασµός αναστολέων και άλλων 

φαρµάκων µε χρήση υπολογιστικών µεθόδων και σε συνεργασία µε 

εργαστήρια φαρµακευτικής χηµείας αποτελεί σήµερα ένα σηµαντικότατο 

τοµέα της φαρµακευτικής έρευνας. Η σύγχρονη προσέγγιση του µοριακού 

σχεδιασµού φαρµάκων βασίζεται στην τρισδιάστατη δοµή των βιολογικών 

µακροµορίων (πρωτεϊνικών στόχων) µε φαρµακολογικό ενδιαφέρον. Οι 

µικροµοριακές χηµικές ενώσεις (εν δυνάµει φάρµακα) συνδέονται σε ειδικά 

κέντρα βιολογικών µακροµορίων που εµπλέκονται σε ασθένειες και 

ρυθµίζουν τη βιολογική τους δράση προς την επιθυµητή κατεύθυνση. 

Εφόσον η 3D δοµή, δηλαδή ο τρόπος σύνδεσης και αλληλεπίδρασης των 

µικροµοριακών ενώσεων, είναι γνωστή, µπορούν να σχεδιαστούν νέα 

φάρµακα µε µεγάλη ακρίβεια, ταχύτερα, οικονοµικότερα και µε λιγότερες 

ανεπιθύµητες ενέργειες. Σήµερα, χάρις στην τεχνολογική πρόοδο στην 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, στον πυρηνικό µαγνητικό συντονισµό NMR 

και γενικότερα στη δοµική πρωτεοµική, οι 3D δοµές νέων πρωτεϊνών 
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προσδιορίζονται µε µεγάλη ταχύτητα. Η µέθοδος σχεδιασµού φαρµάκων µε 

βάση τη µοριακή δοµή προβλέπεται να έχει ευρύτερη εφαρµογή στο 

µέλλον. 

Ο σχεδιασµός φαρµάκων που κατευθύνεται από τη δοµή αποτελεί 

αναπόσπαστο κοµµάτι των περισσότερων ερευνητικών προγραµµάτων 

παραγωγής φαρµάκων. Ο ιδανικότερος στόχος για κατευθυνόµενο από τη 

δοµή σχεδιασµό φαρµάκου είναι ένα µακροµόριο που σχετίζεται στενά µε 

την ανθρώπινη ασθένεια και η δράση του είναι αναγκαία για την εµφάνιση 

της ασθένειας. Έτσι, διάφορα κατάλληλα σχεδιασµένα µικρά µόρια θα 

πρέπει να συνδέονται στο µακροµόριο και να αναστέλλουν αποτελεσµατικά 

τη λειτουργία του. Ο βιολογικός στόχος για τα περισσότερα φάρµακα είναι 

µια πρωτεΐνη. Έχουν όµως  αναφερθεί και άλλοι φαρµακευτικοί στόχοι 

όπως λιπίδια ή πρωτεολιπίδια της κυτταρικής µεµβράνης, αλλά και  

νουκλεϊνικά οξέα. 

Οι τεχνικές της µοριακής βιολογίας έδωσαν την δυνατότητα έτσι ώστε να 

παράγονται µεγάλες ποσότητες της πρωτεΐνης-στόχου ιδιαίτερα 

ανθρώπινων µέσω της ετερόλογης έκφρασης σε βακτήρια. Οι µέθοδοι 

αποµόνωσης και καθαρισµού των πρωτεϊνών βελτιώνονται και αυτές 

συνεχώς χάρη στις σύγχρονες αυτοµατοποιηµένες µεθόδους υγρής 

χρωµατογραφίας. Έτσι, βελτιωµένα συστήµατα υπερέκφρασης και 

αποµόνωσης πρωτεϊνών διευκολύνουν σήµερα, την παραγωγή διαφόρων 

µορφών µίας πρωτεΐνης όπως π.χ. µεταλλαγµένων µορφών ή 

επισηµασµένων µε C13 ή Ν15 οι οποίες χρειάζονται για τον προσδιορισµό 

της µακροµοριακής δοµής µε φασµατοσκοπία NMR. Επίσης, η 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ,  η πλέον διαδεδοµένη µέθοδος 

προσδιορισµού της τρισδιάστατης δοµής µακροµορίων, εµφανίζει τα 

τελευταία χρόνια αλµατώδη ανάπτυξη λόγω της χρήσης ειδικών ροµπότ για 

την ανάπτυξη κρυστάλλων, της  διαθεσιµότητας πηγών ακτίνων-Χ µεγάλης 

ισχύος, καθώς και της ανακάλυψης τεχνικών ψύξης των κρυστάλλων σε 

θερµοκρασία 100 Κ.  

Όλες αυτές οι ανακαλύψεις έχουν σαν αποτέλεσµα την εκθετική αύξηση 

του αριθµού των πρωτεϊνών για τις οποίες γνωρίζουµε σήµερα την 

τρισδιάστατη δοµή τους. Έτσι σήµερα βρίσκονται κατατεθειµένες 

περισσότερες από  59000 δοµές πρωτεϊνών  και πρωτεϊνικών συµπλόκων 

στη διεθνή βάση πρωτεϊνικών δοµών (RSCB PDB).  
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Κάτι το οποίο δεν πρέπει να ξεχνάµε είναι ότι ο προσδιορισµός της δοµής 

αποτελεί ένα πολύ µικρό κοµµάτι της συνολικής διαδικασίας που 

ακολουθείται για την δηµιουργία ενός  φαρµάκου. Υπάρχει αρκετός δρόµος 

από την ανακάλυψη ή τον σχεδιασµό ενός στενά συνδεδεµένου µορίου 

µιας πρωτεΐνης-στόχου και της εµπορικής διαθεσιµότητας ενός φαρµάκου. 

Σηµαντικά και χρονοβόρα προβλήµατα, όπως ο µεταβολισµός, η 

τοξικότητα, η διαθεσιµότητα, η σταθερότητα και οι τυχόν παρενέργειες 

πρέπει να αντιµετωπισθούν προκειµένου να κριθεί κατάλληλο προς χρήση 

ένα φάρµακο Ένας αναστολέας, που µε επιτυχία ανακαλύφθηκε και 

σχεδιάστηκε µπορεί να είναι αρκετά τοξικός, να µεταβολίζεται και να 

απεκκρίνεται γρήγορα, να προκαλεί τερατογένεση, να έχει υψηλό κόστος 

παραγωγής κ.ά. 

Τα κριτήρια για να επιτραπεί µια καινούργια ένωση  να χορηγηθεί σε 

πληθυσµούς ατόµων είναι αρκετά αυστηρά και αυτός είναι ο λόγος που τα 

περισσότερα εν δυνάµει φάρµακα δεν φτάνουν στις προθήκες των 

φαρµακείων. Εποµένως, απαιτούνται χρόνια έρευνας ώστε ένα εν δυνάµει 

φαρµακευτικό µόριο να µετατραπεί σε φαρµακευτικό σκεύασµα16.  

 

ΕΤΕΡΟΛΟΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

Μερικές από τις πρώτες εφαρµογές της γενετικής µηχανικής στα βακτήρια 

ήταν η βιοσύνθεση πρωτεϊνών που έχουν βιοτεχνολογικό και φαρµακευτικό 

ενδιαφέρον. Το DNA του ανθρώπου αλλά και άλλων οργανισµών είναι 

δυνατό να εκφράζεται σε βακτηριακά κύτταρα. Έτσι άνοιξε ο δρόµος της 

βιοµηχανικής παραγωγής πρωτεϊνών, ορµονών και άλλων ουσιών.  

Οι µικροοργανισµοί παρουσιάζουν αρκετά πλεονεκτήµατα για την 

παραγωγή πρωτεϊνών. Καλλιεργούνται εύκολα, τροποποιούνται γενετικά 

σχετικά εύκολα και οι καλλιέργειες τους καταλαµβάνουν µικρό χώρο. Από 

τους µικροοργανισµούς, το βακτήριο E.coli χρησιµοποιείται κυρίως για τη 

βιοσύνθεση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών, γιατί παρουσιάζει αρκετά 

πρόσθετα πλεονεκτήµατα: Η γενετική σύσταση του βακτηρίου είναι πού 

καλά γνωστή, έχει αποκρυπτογραφηθεί πλήρως το γονιδίωµά του, µπορεί 

να επιδιωχθεί η βιοσύνθεση µεγάλων ποσοτήτων πρωτεϊνών και είναι 

γνωστά τα βιοχηµικά µονοπάτια της δράσης πολλών ενζύµων. 
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Πολλές πρωτεΐνες φαρµακευτικού ή βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος 

εκφράζονται φυσιολογικά σε χαµηλές συγκεντρώσεις. Μέσω της 

τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου  DNA, µπορεί να παραχθεί µια πολύ 

µεγαλύτερη ποσότητα πρωτεϊνών. Αυτό περιλαµβάνει την εισαγωγή του 

γονιδίου που εκφράζει την επιθυµητή πρωτεΐνη σε ένα πλασµίδιο, που 

περιέχει έναν υποκινητή έτσι ώστε η πρωτεΐνη να εκφραστεί και στη 

συνέχεια την είσοδο του πλασµιδίου στο βακτήριο. 

 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ και ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

Η αποµόνωση και ο καθαρισµός των πρωτεϊνών είναι ουσιαστικά το πρώτο 

βήµα για την κατανόηση της λειτουργίας τους. Ξεκινώντας µε καθαρές 

πρωτεΐνες µπορούµε να προσδιορίσουµε την αλληλουχία των αµινοξέων 

της και να ερευνήσουµε τη βιοχηµική της λειτουργία. Ακόµη, µπορούµε να 

την κρυσταλλώσουµε και έτσι να αποκτήσουµε στοιχεία από µελέτες µε 

ακτίνες –Χ που µας δίνουν την εικόνα της τριτοταγούς δοµής, η οποία 

αποτελεί και το πραγµατικό λειτουργικό πρόσωπο µιας πρωτεΐνης. 

Η αποµόνωση θα δώσει ένα δείγµα πρωτεΐνης που θα περιέχει µόνο την 

πρωτεΐνη για την οποία ενδιαφέρεται ο βιοχηµικός σε καθαρότητα 

µεγαλύτερη από 95%. Το δείγµα µπορεί να είναι µόνο το 1% του αρχικού 

υλικού, είτε το υλικό είναι κύτταρα σε καλλιέργεια είτε ένα συγκεκριµένο 

όργανο φυτού ή ζώου. Ο βιοχηµικός χρειάζεται έναν τρόπο να αναγνωρίζει 

την πρωτεΐνη και ο τρόπος αυτός ονοµάζεται δοκιµασία (assay). Ο 

προσδιορισµός της κατάλληλης δοκιµασίας είναι συχνά δύσκολος, όσο πιο 

εξειδικευµένη όµως είναι η δοκιµασία τόσο πιο αποτελεσµατικός γίνεται ο 

καθαρισµός.  

Για να καθαρίσουµε µια πρωτεΐνη πρέπει αρχικά να την αποµονώσουµε από 

το κύτταρο. Τα πρωτόκολλα καθαρισµού αποφασίζονται µε δοκιµές και, µε 

βάση προηγούµενες εµπειρίες. Στο πρώτο στάδιο οµογενοποιείται το 

δείγµα, καταστρέφοντας την κυτταρική µεµβράνη. Στη συνέχεια το µείγµα 

κλασµατώνεται µε φυγοκέντρηση, δίνοντας ένα ίζηµα στον πυθµένα του 

φυγοκεντρικού σωλήνα και ένα διαλυτό υπερκείµενο επάνω από το ίζηµα. 

Το υπερκείµενο φυγοκεντρείται και πάλι σε µεγαλύτερη ταχύτητα και 

διαχωρίζεται σε νέο ίζηµα και νέο υπερκείµενο. Η διαδικασία αυτή, που 

ονοµάζεται διαφορική φυγοκέντρηση, έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 
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κλασµάτων ελαττούµενης πυκνότητας τα οποία περιέχουν χιλιάδες 

διαφορετικές πρωτεΐνες και τα οποία δοκιµάζονται για την δραστικότητα 

που προσπαθούµε να αποµονώσουµε. Συνήθως ένα κλάσµα θα έχει 

αυξηµένη δραστικότητα και αυτό θα χρησιµοποιηθεί για τον περαιτέρω 

καθαρισµό µε άλλες πιο ευαίσθητες τεχνικές. 

Οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν βάσει της διαλυτότητας, του 

µεγέθους, του φορτίου και της δεσµευτικής συγγένειας για άλλα µόρια. Σε 

κάθε στάδιο καθαρισµού το παρασκεύασµα δοκιµάζεται και προσδιορίζεται 

η συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Για να προσδιορίσουµε την τριτοταγή δοµή 

και τον µηχανισµό δράσης απαιτείται αρκετή ποσότητα πρωτεΐνης σε 

επίπεδο χιλιοστών του γραµµαρίου (mg). Εποµένως, η συνολική απόδοση 

στην αποµόνωση µίας πρωτεΐνης είναι σηµαντικός παράγοντας σε ένα 

πρωτόκολλο καθαρισµού.  

Αφού η πρωτεΐνη έχει υποστεί την κατάλληλη επεξεργασία ακολουθεί ο 

καθαρισµός του πρωτεϊνικού διαλύµατος µε τεχνικές υγρής  

χρωµατογραφίας στήλης. Η προεπεξεργασία είναι συνήθως τέτοια, ώστε το 

ενζυµικό διάλυµα να µην περιέχει αδιάλυτα συστατικά, να έχει χαµηλό 

ιξώδες και να έχει κατάλληλα ρυθµισµένους τους παράγοντες pH, ιοντική 

ισχύ, θερµοκρασία και σταθεροποιητές της ενζυµικής δραστικότητας  

ΣΤΑ∆ΙΑ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΗΣ ΤΡΙΣ∆ΙΑΣΤΑΤΗΣ ∆ΟΜΗΣ 

ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

 Ο προσδιορισµός της τρισδιάστατης δοµή ενός βιολογικού 

µακροµορίου είναι ένα πολύ δύσκολο πρόβληµα. Ενδεικτικά αναφέρουµε 

τα διάφορα στάδια για τη ‘λύση’ της δοµής µιας πρωτεΐνης: 

Αποµόνωση –καθαρισµός: Στο στάδιο αυτό επιδιώκεται η αποµόνωση του 

µακροµορίου και η λήψη µιας καθαρής ποσότητας της τάξης των mg. 

Κρυστάλλωση: Στο στάδιο αυτό επιδιώκεται η κρυστάλλωση του 

µακροµορίου, π.χ. της πρωτεΐνης, για να ληφθούν διαγράµµατα 

περίθλασης πολύ καλής ποιότητας. Αυτό είναι ένα πολύ δύσκολο στάδιο, 

γιατί κάθε πρωτεΐνη παρουσιάζει ιδιαιτερότητες και απαιτούνται πολλές 

προσπάθειες µέχρι να επιτευχθεί η βέλτιστη κρυστάλλωση (µικρή διάσταση 

κρυστάλλου, απουσία ‘προσµίξεων’ ή άλλων ελαττωµάτων στο πλέγµα). 
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Στο στάδιο αυτό παρασκευάζονται και παράγωγα του µακροµορίου µε 

‘βαριά’ άτοµα, ισόµορφα της φυσικής δοµής του κρυστάλλου. 

Περίθλαση ακτίνων-Χ (συλλογή-καταγραφή διαγραµµάτων περίθλασης): 

Στο στάδιο αυτό καταγράφονται τα διαγράµµατα περίθλασης των 

κρυστάλλων και τουλάχιστον δύο ισόµορφων παραγώγων τους, αρχίζοντας 

από χαµηλή διακριτική ικανότητα (~ 5 Å) και φθάνοντας σε καλύτερες 

τιµές διακριτικής ικανότητας της τάξης του µεγέθους των χηµικών 

δεσµών(~ 2 Å). 

Παραγωγή χαρτών ηλεκτρονιακής πυκνότητας: Στο στάδιο αυτό γίνεται 

πρώτα ο προσδιορισµός των ηλεκτρονιακών πυκνοτήτων µε τη βοήθεια της 

ανάλυσης Fourier και υπολογιστή. Έπειτα γίνεται η αναπαράσταση σε 

χώρους δύο και τριών διαστάσεων των ηλεκτρονιακών  πυκνοτήτων που 

έχουν υπολογισθεί (χάρτης ηλεκτρονιακής πυκνότητας) που δίνει µια 

στερεοσκοπική άποψη του µακροµορίου. 

Ερµηνεία των χαρτών-βελτιστοποίηση της δοµής: Στο στάδιο αυτό 

συνδυάζονται οι πληροφορίες που δίνει ο χάρτης ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας µε αυτές της δευτεροταγούς και πρωτοταγούς δοµής του 

µακροµορίου για να κατασκευαστεί ένα ατοµικό ή µοριακό µοντέλο. Στη 

συνέχεια ακολουθούν διορθώσεις της δοµής, µε διαδοχικές συσχετίσεις µε 

διάφορους συντελεστές ακριβείας, που καταλήγουν στη βελτίωση της 

προτεινόµενης δοµής. Η αύξηση της υπολογιστικής ικανότητας των 

σύγχρονων ηλεκτρονικών υπολογιστών έχει συµβάλλει θεαµατικά στην 

επιτάχυνση των διαδικασιών ερµηνείας – βελτίωση της δοµής των 

µακροµορίων και στην ανάπτυξη ευκολότερου στη χρήση λογισµικού για 

την τεχνική της περίθλασης των ακτίνων-Χ σε βιοδοµές. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Το σύνολο των πειραµατικών εργασιών που περιγράφονται παρακάτω είχε 

σκοπό τη σχεδιασµό ενός πρωτοκόλλου έκφρασης για την κολοβωµένη 

(truncated) µορφή της ανθρώπινης PARN (PARNt ή PARN[1-523]) που θα 

παράγει αρκετή πρωτεΐνη για περαιτέρω καθαρισµό και αργότερα δοµικές 

µελέτες. Η PARNt, κολοβωµένη στο C-τελικό άκρο της, περιέχει την 

περιοχή νουκλεάσης, την R3H περιοχή και την περιοχή δέσµευσης του 

καλύµµατος έχει πλήρη ενζυµική δραστικότητα και ικανότητα δέσµευσης 

m7GTP Sepharose10. Από την PARNt λείπουν µόνο µη συντηρηµένες 

περιοχές και είναι δυνατή η αυξηµένη παραγωγή της µε χαµηλά επίπεδα 

επιµολύνσεων σε βακτήρια. Επιπλέον η PARNt διαθέτει ακολουθία 6 

καταλοίπων ιστιδίνης για την πρόσδεσή της σε στήλη Νικελίου και συνεπώς 

για αποτελεσµατικότερο καθαρισµό της. 

 

                                       
10 Βλ. βιβλιογραφία: Wu M et al. (2005) Structural insight into poly(A) binding 

and catalytic mechanism of human PARN. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

ΜΕΛΕΤΕΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΤΗΣ 

PARNtruncated (PARNt) 

 Έγιναν µελέτες µε µεταβολή των παραγόντων που θα µπορούσαν να 

επηρεάσουν την παραγωγή της PARNt από ανασυνδυασµένους 

µικροοργανισµούς όπως: 

Κυτταρικές σειρές E.coli: ∆οκιµάστηκαν οι BL21 (DE3), BL21 STAR (DE3), 

B834 (DE3) και B834pLysS (DE3).  

Υλικά καλλιέργειας: Terrific Broth (TB) και Lysogeny Broth (LB).  

Θερµοκρασίες καλλιέργειας: 18°C και 37°C.  

Συγκεντρώσεις IPTG: από 0,1mM έως 1mM.  

Όγκοι καλλιέργειας: από 50ml µέχρι 2lt. 

Ανανέωση υλικών (media refreshment) 

 Το πλασµίδιο µε το φορέα έκφρασης pET15b που περιείχε το PARNt 

γονίδιο µετασχηµατίστηκε σε κύτταρα DH5a για να γίνει η αποµόνωση του 

πλασµιδίου ενώ η λειτουργικότητά του ελέγχθηκε µετά από 

µετασχηµατισµό στα Β834pLysS κύτταρα. Τα τελευταία µάλιστα φαίνεται 

να δίνουν ικανοποιητική υπερέκφραση της PARNt σε συνθήκες που 

περιγράφονται στο 10ο πείραµα.  

 Έγιναν απόπειρες καθαρισµού µε στήλες Νικελίου, ιοντοανταλλαγής 

και συγγένειας. Παραδόξως η PARNt δεν στάθηκε δυνατό να δεθεί σε 

στήλη Ni. Υποθέτουµε ότι υφίσταται κάποιου είδους πρωτεόλυση που 

διαχωρίζει το µεγαλύτερο πρωτεϊνικό τµήµα από ένα µικρότερο που φέρει 

τις ιστιδίνες. Το µικρό αυτό τµήµα εµφανίζεται συχνά µαζί µε την PARNt 

στις ηλεκτροφορήσεις, ενώ  είναι το µόνο που καταφέραµε να πάρουµε ως 

έκλουσµα από τις στήλες Ni (βλ. πείραµα 10.4). Περνώντας τα κυτταρικά 

λύµατα από την ιοντοανταλλακτική στήλη HiTrap Q πήραµε σηµαντική 

ποσότητα πρωτεΐνης. 
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ΥΛΙΚΑ, ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΑ 

1▪Terrific broth (TB) – 1lt 

12gr tryptone 

A) 24gr yeast extract  

 4ml glycerol 

+900ml ddH2O 

 

B) 12,54gr K2HPO4   

 2,31gr KH2PO4   

 +100ml ddH2O 

 

Τα Α) και Β) αποστειρώνονται σε µπουκάλια και αναµιγνύονται µετά την 

αποστείρωση για να αποφευχθεί ο σχηµατισµός ιζήµατος των αλάτων. 

2▪Lysogeny Broth (LB) Agar* 

10gr Tryptone 

10gr NaCl 

5gr Yeast Extract 

15gr Agar 

3▪Extraction buffer pH 7.9  

 20mM HEPES 

0.5M KCl 

0.5% TRITON-X 100† 

10% glycerol‡ 

2 mM  β-mercaptoethanol§ 

2.5 mM  imidazole** 

                                       
* Παραλείποντας τη σκόνη του άγαρ παρασκευάζουµε τον αντίστοιχο ζωµό. 
†T-atylphenoxypolyethoxyethanol. Βοηθά στη διαλυτοποίηση των µεµβρανών. 

Προστίθεται µετά την pHµέτρηση. Εναλλακτικά µπορεί να προστεθεί NP40. 
‡ Προστίθεται µετά την pHµέτρηση διότι λόγω αυξηµένου ιξώδους τη δυσχεραίνει. 
§ Αντιοξειδωτικός παράγοντας. Προστίθεται λίγο πριν τη χρήση. 
**Ανεβάζει το pH. Για το λόγο αυτό καταφεύγουµε σε νέα pHµέτρηση µετά την 

προσθήκη του.  
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4▪Wash buffer  

20mM HEPES pH 7.9 

0.5M KCl 

10% glycerol 

5 mM  imidazole  

5▪Elution buffer 

20mM HEPES pH 7.9 

0.5M KCl 

10% glycerol 

150mM  imidazole†† 

6▪Equilibration buffer D‡‡ 

20mM HEPES pH 7.0 

0.2mM EDTA 

10% glycerol 

7▪Equilibration buffer D2§§ 

20mM HEPES pH 7.0 

0.2mM EDTA 

10% glycerol 

300mM KCl 

8▪Lysis Buffer 

Filtered Extraction Buffer µε lysozyme 1mg/ml και benzonase 1µlt/10ml. 

 

 

                                       

 

 
‡‡ Το ρυθµιστικό διάλυµα D – όπως και κάθε ρυθµιστικό διάλυµα που θα 

χρησιµοποιηθεί στην Äkta- φιλτράρεται προηγουµένως και απαερώνεται. 
§§ Ουσιαστικά πρόκειται για ρυθµιστικό διάλυµα D στο οποίο προστέθηκε KCl. 
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▪Separating Gel (πήκτωµα) 8% 

4,6ml HPLC water 

2,5ml Tris 1,5M, pH5,8 

0,1ml SDS 10% 

0,1ml ammonium persulfate 10% 

0,006ml TEMED 

2,7ml acrylamid mix 30% 

▪ Separating Gel 10% 

4ml HPLC water 

2,5ml Tris 1,5M, pH5,8 

0,1ml SDS 10% 

0,1ml aps 10% 

0,004ml TEMED 

3,3ml acrylamid mix 30% 

▪Stacking Gel 5% 

3,4ml HPLC water 

0,63ml Tris 1M pH6,8 

0,05ml sds 10% 

0,05ml aps 10% 

0,005ml TEMED 

0,83ml acrylamid mix 30% 

▪Πήκτωµα αγαρόζης 1% 

100ml TBE (Tris Boric EDTA) 

1gr Agarose 

Τα υλικά ζεσταίνονται σε κωνική φιάλη µέχρι διάλυσης της αγαρόζης. Λίγο 

πριν τη χρήση προστίθεται 1µlt Ethidium Bromide/30ml υλικού. 

▪∆/µα HEPES O,5M, pH7,9 

[N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N-2-ethane sulfonic acid / C8H18N2O4S 

Mr=238,3]. Για την παρασκευή χρησιµοποιήθηκε HPLC water.  
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▪∆/µα IPTG 0,1M [Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside] 

▪∆/µα KCl 2M παρασκευασµένο µε HPLC water 

▪Ampicillin stock 50mg/ml 

▪PhenylMethylSulphonyl Fluoride/PMSF(stock=100mM) 

▪Lysozyme 0,125% w/v 

▪Kanamycin (stock=10mg/ml) 

▪Benzonase 

                                                        

ΟΡΓΑΝΑ-ΥΛΙΚΑ: 

 

Ζυγός Orma(Italy) 

Κυψελίδες Hellma QS(Hellma, Germany) 

Οπτική διαδροµή 1cm 

Πεχάµετρο Metrohm 691 (Metrohm, 

Switzerland) 

Πιπέτες Gilson P1000-P10 (Gilson,France) 

Φασµατοφωτόµετρο Carry1E(Varian,USA).Ορατού-

υπεριώδους 

Υπερφυγόκεντρος Beckman (Beckman, Germany) 

Φυγόκεντρος Centurion Scientific Ltd 

Σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας ÄKTA purifier 

 

  

 

 

 

 

Εικόνα 9. Σύστηµα χρωµατογραφικού καθαρισµού για πρωτεΐνες και 

πεπτίδια ÄKTApurifier™ (πηγή: http://www.gelifesciences.com). 
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1.Καλλιέργειες, Συλλογή και Λύση Κυττάρων BL21 για 

καθαρισµό της PARNt. 

  Για την ετερόλογη έκφραση της PARNtrunc, χρησιµοποιήθηκε η 

τροποποιηµένη κυτταρική σειρά της  Escherichia coli BL21(DE3)  µε 

πλασµιδίο pET33 που περιέχει το γονίδιο για την PARN. Οι καλλιέργειες 

εµβολιάστηκαν και αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο ΤΒ υπό επιλογή 

αντιβιοτικού (ampicillin) ώστε να εξασφαλιστεί η επιβίωση των 

πλασµιδιακών φορέων. Γενικά, η παρουσία του αντιβιοτικού οδηγεί σε 

επιλεκτική πίεση. Κάτι τέτοιο είναι σηµαντικό διότι τα κύτταρα τείνουν να 

χάνουν το πλασµίδιό τους κατά την κυτταροδιαίρεση. 

1.1.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Σε 50ml ΤΒ  που περιέχουν αµπικιλλίνη 50µgr/ml για την αποφυγή 

επιµολύνσεων της καλλιέργειας και την επιλογή των φορέων του 

πλασµιδίου ενοφθαλµίστηκαν 500µlt καλλιέργειας φορέων του πλασµιδίου 

για έκφραση RNAse PARN***. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για µια νύχτα††† 

στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση 220rpm. 

1.2. Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Παρασκευάστηκαν 4 µεγάλες καλλιέργειες ~500ml ΤΒ που περιείχαν 

50µgr/ml  αµπικιλίνη και  10ml από την µικρή εναρκτήρια καλλιέργεια. Οι 

καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν στους 37ΟC, υπό ανάδευση 220rpm µέχρι 

να αποκτήσουν οπτική πυκνότητα OD600nm=0,6 έναντι τυφλού-δ/τος ΤΒ 

(πρώτη µέτρηση µετά από 1 ώρα). Μετά από συνολικά 2,5h επώασης 

βρίσκουµε OD600nm=0,6. Σε κάθε καλλιέργεια προσθέσαµε IPTG µε τελική 

συγκέντρωση 1mM το οποίο επάγει την ενεργοποίηση του οπερόνιου της 

λακτόζης στα βακτήρια.  Ακολούθησε 3ωρη επώαση  στους 37°C, 220rpm.  

1.3. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

Μετά την 3ωρη επώαση οι καλλιέργειες µεταφέρονται σε 5 δοχεία 

φυγοκέντρου και ισοζυγίζονται µε τη βοήθεια ζυγού. Ακολουθεί 

                                       
*** glycerol stock -80ΟC 
††† Περίπου 16-18 ώρες. 
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φυγοκέντρηση στις 4500rpm (~3000G) για 20λεπτά στους 40C. Το 

υπερκείµενο απορρίφθηκε και το κυτταρικό ίζηµα φυλάχθηκε στους -

20°C17
. 

1.4. Λύση των κυττάρων 

 Για την λύση των κυττάρων (pellets από τους -200C) 

χρησιµοποιήθηκαν<40ml ρυθµιστικού διαλύµατος εξαγωγής (βλ. 

Υλικά:extraction buffer). Μετά το τέλος της διαλυτοποίησης προσθέσαµε 

2µLt benzonase κι ακολούθησε ήπια ανακίνηση (rotation) 15λεπτά, 40C. 

Αναµένουµε αρχικά να έχει γίνει λύση των κυτταρικών τοιχωµάτων των 

κυττάρων. Για την αποτελεσµατικότερη λύση των κυττάρων, ακολούθησε 

υπερήχηση σε χαµηλή συχνότητα (6 x10s µε διάλλειµα 15s σε πάγο). 

Επαναλήφθηκε υπερήχηση (λόγω αυξηµένου ιξώδους) 2x30sec µε 

διάλλειµα 15s σε πάγο. Ακολούθησε υπερφυγοκέντρηση του δείγµατος στις 

17500rpm (~27000G) για 1 ώρα, στους 40C.  

1.5. Χρησιµοποιώντας στήλη συγγένειας Νικελίου 

 H PARN διαθέτει µια ουρά µε 6 His στο Ν-τελικό άκρο της. Χάρη σ’ 

αυτή συγκρατείται από στήλη µε ακινητοποιηµένο Ni, (nickel-nitrilotriacetic 

acid /Ni-NTA), αντίθετα µε άλλες πρωτεΐνες. Χρησιµοποιήθηκε στήλη από 

τη σειρά QIAexpressionist (QIAGEN) το πρωτόκολλο της οποίας διατίθεται 

στο διαδίκτυο: http://www.mnstate.edu/provost/QiaExpressionist.pdf 

 

 

Εικόνα 10. Αλληλεπίδραση µεταξύ Ni-NTA και µιας 6xHis-tagged πρωτεΐνης 

(πηγή: QIAGEN Ni-NTA Magnetic Agarose Beads Handbook)  



 42

Μετά την υπερφυγοκέντρηση το υπερκείµενο υγρό αναµίχθηκε µε 

αναγεννηµένη Ni-NTA agarose‡‡‡ και ανακινήθηκαν για 1 ώρα στους  40C. 

Στη συνέχεια, διεξήχθη υγρός χρωµατογραφικός διαχωρισµός συγγένειας 

(His-tag Affinity). Συλλέχθηκε flow through (άδετο στη στήλη) µε ροή 

<0,5ml/min. Το υλικό πλύθηκε µε ~15ml ρυθµιστικού διαλύµατος 

έκπλυσης που επίσης συλλέχθηκε. Η έκλουση της πρωτεΐνης έγινε  µε το 

ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης σε αυξηµένη συγκέντρωση ιµιδαζολίου αφού 

το ιµιδαζόλιο συναγωνίζεται µε την His για τις θέσεις πρόσδεσης στη στήλη 

Ni και βοηθά στη διάσπαση των δεσµών µεταξύ ιστιδίνης και νικελίου. 

 

Πίνακας 1. Απορροφήσεις των κλασµάτων έκλουσης της στήλης Νικελίου. 

 

Αυξάνοντας τη συγκέντρωσή του ξεπερνάµε το πρόβληµα της µη ειδικής 

                                       
‡‡‡‡‡‡ Χρειαστήκαµε συνολικά ~3ml στήλης για την αναγέννηση της οποίας την 

ξεπλύναµε µε νερό και εν συνεχεία ρυθµιστικό διάλυµα εξαγωγής στο οποίο δεν 

προστέθηκε Triton ούτε mercaptoethanol. 

OD595-κλάσµα 1 0.816 

OD595- κλάσµα 2 0.820 

OD595- κλάσµα 3 0.507 

OD595- κλάσµα 4 0.528 

OD595- κλάσµα 5 0.458 

OD595- κλάσµα 6 0.497 

OD595- κλάσµα 7 0.549 

OD595- κλάσµα 8 0.626 

OD595- κλάσµα 9 0.610 

OD595- κλάσµα 10 0.500 

OD595- κλάσµα  11 0.454 

OD595- κλάσµα 12 0.453 

OD595- κλάσµα 13 0.300 

OD595- κλάσµα 14 0.300 

OD595- κλάσµα 15 0.490 

OD595- κλάσµα 16 0.300 

OD595- κλάσµα 17 0.227 

OD595- κλάσµα 18 0.250 

OD595- κλάσµα 19 0.200 
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σύνδεσης στη στήλη. Συλλέχθηκαν 19 κλάσµατα του 1ml. Με τη µέθοδο 

Bradford ελέγχθηκε η περιεχόµενη πρωτεΐνη σε κάθε κλάσµα του λύµατος  

φωτοµετρώντας στα 595nm§§§.  Μηδενική απορρόφηση ορίστηκε αυτή του  

ρυθµιστικού διαλύµατος έκλουσης. 
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Τα 15 πρώτα aliquots τα οποία όπως φαίνεται και από το γράφηµα 1 

περιείχαν την µεγαλύτερη ποσότητα πρωτεΐνης τοποθετήθηκαν σε 

µεµβράνη διαπίδυσης για µία νύχτα έναντι 1000ml Ρυθµιστικού διαλύµατος 

D για την αποµάκρυνση της περίσσειας του ιµιδαζολίου. 

1.6.Χρησιµοποιώντας στήλη ιοντοανταλλαγής HiTrap 

QFF(1ml) 

Η στήλη HiTrap QFF είναι ισχυρή ιοντοανταλλακτική στήλη µε ικανότητα 

αντιστρεπτής πρόσδεσης φορτισµένων βιοµορίων. Η στήλη συνδέθηκε σε 

σύστηµα χρωµατογραφίας Äkta και προετοιµάστηκε µε χρήση των 

κατάλληλων ρυθµιστικών διαλυµάτων. Οι περισσότερες από τις διεργασίες 

έγιναν µε ροή ~0,5ml/min. Μετά τη φόρτωση του δείγµατος συλλέχτηκε 

5ml ρυθµιστικού διαλύµατος έκπλυσης, 5όγκοι (~5ml) ρυθµιστικού 

διαλύµατος έκλουσης κι έπειτα κλάσµατα 1-14/1 ml.  

   Το χρωµατογράφηµα που πήραµε είναι το ακόλουθο: 

                                       
§§§ Φωτοµετρούµε 50µlt από κάθε δείγµα προσθέτοντας 750µlt HPLC water και 

200λ αντιδραστήριο Bradford. 

Γράφηµα 1. Απορρόφηση ανά κλάσµα στα 595nm. 
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Εικόνα 11. Χρωµατογράφηµα της PARN µετά τη στήλη ιοντοανταλλαγής      

Hi- Trap QFF(1ml) 

 

 Με βάση το χρωµατογράφηµα, η πρωτεΐνη µας βρίσκεται στα 

κλάσµατα 3-10. Τα κλάσµατα αυτά τοποθετήθηκαν για διαπίδυση για µία 

νύχτα έναντι 500ml ρυθµιστικού διαλύµατος D για την αποµάκρυνση της 

περίσσειας του ιµιδαζολίου. 

 Έγινε ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) δειγµάτων από την 1η και 2η 

στήλη στο οποίο οι πρωτεϊνικές ζώνες ήταν πολύ αχνές για να δώσουν 

πληροφορίες και για το λόγο αυτό το πήκτωµα δεν παρατίθεται. 

1.7.Καθαρισµός της PARN χρησιµοποιώντας  στήλη  

συγγενείας 7-methyl-gtp-sepharose**** 

Πρόκειται για στήλη χρωµατογραφίας συγγένειας για καθαρισµό 

πρωτεϊνών που προσδένουν το κάλυµµα του mRNA ευκαρυωτικών 

οργανισµών. Στη στήλη χρησιµοποιήσαµε ρυθµιστικό διάλυµα 

εξισορρόπησης D2 (βλ Υλικά), το δείγµα από τη 2η διαπίδυση (~8ml, 

                                       
**** GE Healthcare 7-Methyl-GTP-SepharoseTM 4B Ø1cm. 
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συλλέχθηκε άδετο/flow through) και ~20ml διαλύµατος έκπλυσης 

(συλλέχθηκε ανά ml). Ακολούθησε ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης (elution 

buffer, βλ. υλικά) και συλλέχθηκαν κλάσµατα Ε1-Ε25/ml.  

 Έγινε ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE††††)  των ακόλουθων δειγµάτων: 

έκλουσµα 1ης στήλης, 2ης στήλης και φόρτωµα 3ης στήλης στο οποίο οι 

πρωτεϊνικές ζώνες ήταν πολύ αχνές για να δώσουν πληροφορίες και για το 

λόγο αυτό το πήκτωµα δεν παρατίθεται. 

1.8. Υπολογισµός της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης κατά τον 

καθαρισµό. 

Με Bradford υπολογίζονται οι πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις όπως 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.  

Πίνακας 2. Πρόοδος του καθαρισµού µε τη χρήση χρωµατογραφικών συστηµάτων. 

  

Υλικό όγκος ολική πρωτεϊνη 

∆είγµατα 1-15 από 1η διαπίδυση µετά την 1η στήλη 15ml 3,27mg 

Έκλουσµα 2ης στήλης κλάσµατα 3-10 ~8ml 1,33mg 

∆είγµατα 3-10 από 2η διαπίδυση µετά τη 2η στήλη ~8ml 1,4mg 

Εκ νέου δείγµα  µετά τη 2η διαπίδυση  ~8ml 1,1mg 

Έκλουσµα 3ης στήλης, κλάσµατα 1-5  ~5ml 0,1mg 

∆είγµατα του wash 3ης στήλης, κλάσµατα 1-5 ~5ml 0,2mg 

Flow through 3ης στήλης ~8ml 0,85mg 

 

Συµπεραίνουµε ότι η πρωτεΐνης δεν προσδέθηκε στην 3η στήλη αλλά 

πέρασε στο flow through. Συµπυκνώνουµε το τελευταίο µε  5 λεπτά 

φυγοκέντρηση 7000rpm, 4°C  σε σωλήνα φυγοκέντρησης µε φίλτρο 

vivaspin4. Όταν ο όγκος του συµπυκνώµατος γίνει 0,5ml µε Bradford 

υπολογίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε: 1,6mg/ml ή 0,83mg. 

 

                                       
†††† sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 
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1.9.Χρησιµοποιώντας στήλη ιοντοανταλλαγής HiTrap 

QFF(1ml) για σταδιακή έκλουση 

Χρησιµοποιήθηκε εκ νέου η στήλη HiTrap QFF µε νέες ρυθµίσεις για 

σταδιακή και ίσως πιο αποτελεσµατική έκλουση της πρωτεΐνης. Ως 

φόρτωµα χρησιµοποιήθηκε το συµπύκνωµα που αραιώθηκε µε Ρυθµιστικό 

διάλυµα D στα 10ml. Η ροή έκλουσης ρυθµίστηκε στα 0,35ml/min. Πήραµε 

το ακόλουθο χρωµατογράφηµα: 

 

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 ml

3 4 5 6 7 8 9 10 1112 131415 16 1718 19 2021 22 2324 25 Waste 2829 30 3132 33 34

 

Εικόνα 12. Χρωµατογράφηµα της PARN µετά τη σταδιακή έκλουση από τη 

στήλη ιοντοανταλλαγής      Hi- Trap QFF(1ml) 

 

Στο γράφηµα παρατηρείται µια έντονη κορυφή µεταξύ των κλασµάτων 11 

και 14 κι ακολούθως µέχρι το 23 λιγότερο έντονες κορυφές. Φυλάχθηκαν 

τα ακόλουθα aliquots: 11, 12, 13, 16, 17, 18, 20, 21, 23. 

Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) για κάθε ένα από αυτά στην 

οποία δεν ανιχνεύτηκαν πρωτεϊνικές ζώνες στο επιθυµητό ύψος. 

2.Καλλιέργειες BL21 για έλεγχο στους 37°C και τους 18°C. 

Έγινε έλεγχος σε δύο θερµοκρασίες για να ελεγχθεί ενδεχόµενη 

µεταβολή στην επαγωγή της πρωτεϊνικής παραγωγής σε κάποια από τις δύο 
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συνθήκες. Από διάλυµα αποθήκευσης γλυκερόλης E.coli BL21(DE3) µε το 

πλασµίδιο της PARNt εµβολιάζεται τρυβλίο LB Agar µε αµπικιλλίνη 

50mg/ml  που επωάστηκε για µια νύχτα στους 37°C. 

2.1.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Σε 4 φυγοκεντρικούς σωλήνες µοιράστηκαν 50ml ΤΒ  που περιείχαν 

αµπικιλλίνη 50µgr/ml για την αποφυγή επιµολύνσεων της καλλιέργειας και 

την επιλογή των φορέων του πλασµιδίου. Σε κάθε σωλήνα ενοφθαλµίστηκε 

από 1 καλλιέργεια από το τρυβλίο LB. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για µια 

νύχτα στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση 220rpm. 

2.2.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκαν 4 µεγάλες καλλιέργειες ~12ml ΤΒ 

που περιείχαν 100µgr/ml  αµπικιλίνη και  120µlt από τις µικρές 

εναρκτήριες καλλιέργειες (αραίωση 100x). Οι καλλιέργειες αυτές 

επωάστηκαν στους 37°C, υπό ανάδευση 220rpm µέχρι να αποκτήσουν 

οπτική πυκνότητα OD600nm=0,5-0,6 έναντι τυφλού-δ/τος ΤΒ. Μετά από 

συνολικά 4h επώασης µετρήθηκε OD600nm=0,6. Οι καλλιέργειες 

µοιράστηκαν και προστέθηκε IPTG ώστε τελικά να υπάρχουν 

φυγοκεντρικοί σωλήνες καλλιέργειας µε τις ακόλουθες συγκεντρώσεις 

IPTG: 0,1mM 0,5mΜ 1mM  (-)µάρτυρας [αυτά x2].  Τα 

µισά  συνέχισαν να επωάζονται στους 18°C.  

2.3.Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

Μετά από επώαση 1 ώρας λήφθηκαν δείγµατα από κάθε καλλιέργεια 

των 37°C. Φυγοκεντρήθηκαν αµέσως 8000rpm, 8min, 4°C και φυλάχθηκαν 

τα ιζήµατα στους -20°C. Μετά από 3ώρες επώασης λήφθηκαν εκ νέου 

δείγµατα από κάθε καλλιέργεια (και από αυτές των 18°C) που επίσης 

φυγοκεντρήθηκαν 8000rpm, 8min, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -20°C. 

Την επόµενη µέρα –µετά από ~16ώρες επώασης- λήφθηκαν από κάθε 

καλλιέργεια των 18°C 2 δείγµατα του 1ml που φυγοκεντρήθηκαν 8000rpm, 

8min, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -20°C. 
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2.4.Αρχικός έλεγχος των δειγµάτων. 

Κάθε δείγµα (ίζηµα) διαλυτοποιείται µε 120µlt Sample Buffer (SB) κι 

ακολουθεί υπερήχηση για ~10sec για λύση των κυττάρων. Τα δείγµατα 

µένουν σε ξηρό επωαστήρα 100°C για 3λεπτά κι έπειτα φορτώνονται σε 

πήκτωµα 10% w/v για ηλεκτροφόρηση σε ρεύµα συνεχούς τάσης 160V 

(εικόνα 13). 

 

 

 37°C 18°C 

  3h 1,5h 3h 1,5h 3h 1,5h 3h 18h 3h 18h 3h 18h 3h 18h 

M - 0,1 0,1 0,5 0,5 1 1 (-) 0,1 0,1 0,5 0,5 1 1 

 
Εικόνα 13. Εικόνα του πηκτώµατος 10%w/v της SDS-PAGE‡‡‡‡ στο οποίο 

σηµειώνεται µε βέλος το ύψος όπου αναµένεται η εµφάνιση της PARNt. Στην 1η 

στήλη ο µάρτυρας (Μ) και δεξιά από αυτόν οι συγκεντρώσεις του IPTG σε mM. 

Όπως φαίνεται παράχθηκε πρωτεΐνη, αλλά δεν παρατηρείται σηµαντική επαγωγή 

από το IPTG σε καµία από τις δύο συνθήκες (θερµοκρασίες), ούτε παράχθηκε σε 

µεγάλη ποσότητα. 

 

 

Τα δείγµατα υπέστησαν εκ νέου υπερήχηση για~5sec προκειµένου να 

µειωθεί το ιξώδες που δυσχεραίνει την ηλεκτροφόρηση. Το αποτέλεσµα της 

SDS-PAGE παρατίθεται στη συνέχεια (εικ. 14). 

 

 

                                       
‡‡‡‡ (ακολουθεί χρώση coomassie σε όλα τα πηκτώµατα). 
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  37°C 18°C 

  3h 1,5h 3h 1,5h 3h 1,5h 3h 18h 3h 18h 3h 18h 18h 3h 

M (-) 0,1 0,1 0,5 0,5 1 1 (-) 0,1 0,1 0,5 0,5 (-) 1 

 
Εικόνα 14. Το πήκτωµα αυτό επιβεβαίωσε την απουσία επαγωγής και 

υπερέκφρασης της PARN  υπό τις συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν. Το δείγµα -
18h 

φορτώθηκε εκ νέου στην προτελευταία θέση εις βάρος του 118h (18°C) διότι 

παρατηρήθηκε ότι η ποσότητά του στο πηγαδάκι διέφερε. Αυτό πιθανότατα 

οφείλεται σε διαφορά ρευστότητας και όχι σε λανθασµένη φόρτωση, αφού 

παρατηρήθηκε το ίδιο και στη νέα θέση. 

2.5. Έλεγχος έκφρασης της πρωτεΐνης 

Βάσει της εικόνας της ηλεκτροφόρησης επιλέχθηκαν τα ακόλουθα 

δείγµατα: 0,13h/0,53h/13h  από τις καλλιέργειες των 37°C και 

0,118h/0,518h/118h  από τις καλλιέργειες των 18°C. Ακολούθησε λύση των 

κυττάρων και έλεγχος για το αν η πρωτεΐνης κατανέµεται στο υπερκείµενο 

ή το ίζηµα του κυτταρικού λύµατος.  

Κάθε ίζηµα  διαλυτοποιήθηκε σε 100µlt ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης 

(lysis buffer). Ακολούθησε 10λεπτη παραµονή σε πάγο µε 1-2 αναταράξεις. 

Τα δείγµατα υπέστησαν υπερήχηση για 5sec. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση 15000rpm (27000G), 4°C, 30min. Το 

υπερκείµενο φυλλάχθηκε σε φυγοκεντρικούς σωλήνες 1,7ml (eppendorfs) 

1-6. Κάθε ίζηµα εκπλύθηκε µε 100µlt φιλτραρισµένου ρυθµιστικού 

διαλύµατος εξαγωγής (filtered extraction buffer) κι επαναλήφθηκε η 

φυγοκέντρηση. Τα υπερκείµενα προστέθηκαν στα προηγούµενα 

υπερκείµενα. Κάθε ίζηµα διαλυτοποιήθηκε µε 200µlt 8Μ ουρίας. 

Ακολούθησε SDS-PAGE σε 2 πηκτώµατα που παρατίθενται (εικ. 15, 16). 
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37 ΟC 18 ΟC 

0,1mM 0,5mM 1mM 0,1mM 0,5mM 1mM 

S P S p s P s P S P s P 

 
Εικόνα 15. Πήκτωµα 10%w/v SDS-PAGE στα 160V. Στην 1η στήλη ο µάρτυρας κι 

ακολούθως όπου σηµειώνεται S για το υπερκείµενο και όπου P το ίζηµα. 

Παρατηρείται ότι στις θέσεις των ιζηµάτων, κυρίως στους 37ΟC δεν υπάρχουν 

σχεδόν καθόλου πρωτεΐνες 

 

37 ΟC 

Ιζήµατα Υπερκείµενα 

0,1 0,5 1 0,1 0,5 1 

 

Εικόνα 16. Επαναλαµβάνεται η ηλεκτροφόρηση για τα δείγµατα των 37°C, 

βάζοντας στη σειρά πρώτα τα ιζήµατα κι έπειτα τα υπερκείµενα, και πάλι 

µε αυξανόµενη σειρά συγκέντρωσης IPTG (σε mM). Αν και είναι φανερή η 

εντόπιση της πρωτεΐνης στα υπερκείµενα, δεν φαίνεται να υπάρχει 

επαγωγή ούτε υπερέκφραση της PARN. 

3. Μετασχηµατισµός και Καλλιέργειες Β834 σειράς. 

Εργαστήκαµε µε νέα κυτταρική σειρά, την E.coli Β834 (DE3) και την  E.coli 

Β834(DE3)pLysS. Τα κύτταρα της σειράς αυτής επιλέχθηκαν διότι 

παράγουν αυξηµένες ποσότητες πρωτεΐνης µε πλασµίδια που φέρουν Τ7 
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υποκινητή. Αντίστοιχα τα pLysS κύτταρα δίνουν µειωµένα επίπεδα βασικής 

έκφρασης§§§§, ενώ επιλέγονται παρουσία τόσο αµπικιλλίνης όσο και 

χλωραµφενικόλης.  

3.1.Μετασχηµατισµός των κυττάρων µε το πλασµίδιο της 

PARNt. 

Ακολουθήσαµε πρωτόκολλο βασικού µετασχηµατισµού και στις 2 

κυτταρικές σειρές. Σε περίπου 20µlt κυττάρων (-80°C) προσθέσαµε 1µlt 

από το πλασµίδιο. Ακολούθησε:  

Παραµονή σε πάγο για 30 λεπτά 

Heat shock στους 42°C για 30-45δεπτερόλεπτα. 

Παραµονή σε πάγο για 1-2 λεπτά. 

Προσθήκη 250µlt TB. 

Ανακίνηση 220rpm για 1 ώρα 37°C και στρώσιµο τρυβλίων που 

επωάστηκαν για µια νύχτα. 

3.2.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Μοιράστηκαν 40ml TB µε αµπικιλλίνη 100mg/ml σε 4 φυγοκεντρικούς 

σωλήνες, σε 3 από τους οποίους εµβολιάστηκε από 1 αποικία από το 

τρυβλίο B834 (ένας αρνητικός µάρτυρας). Επωάστηκαν όλα για µια νύχτα 

37°C, 220rpm.  

3.3.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκε 1 µεγάλη καλλιέργεια 500~ml ΤΒ που 

περιείχαν 50µgr/ml  αµπικιλίνη και  5ml από τις µικρές εναρκτήριες 

καλλιέργειες (αραίωση 100x). Οι καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν στους 

37°C, υπό ανάδευση 220rpm µέχρι να αποκτήσουν οπτική πυκνότητα 

OD600nm=0,6 έναντι τυφλού-δ/τος ΤΒ. Μετά από συνολικά 3h επώασης 

µετρήθηκε OD600nm=0,7. Οι καλλιέργειες µοιράστηκαν σε 2 φιάλες και στη 

µια προστέθηκε IPTG  µε τελική συγκέντρωση 0,5mΜ. Η άλλη φιάλη 
                                       
§§§§http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-

Services/Applications/Cloning/Transformation/Trans-

Misc/Learn_More_About_Choosing_Competent_Cells/Genotypes_of_Competent_C

ells.html 
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µεταφέρθηκε για επώαση στους 18°C, 220rpm και  45 λεπτά αργότερα 

προστέθηκε και σε αυτήν IPTG  Cτελ=0,5mΜ. 

3.4. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

∆είγµατα 2x1ml λαµβάνονται από τη φιάλη των 37°C µετά από 2,5 ώρες 

επώαση (µετά την προσθήκη του IPTG). Τα δείγµατα  φυγοκεντρήθηκαν 

αµέσως 8000rpm, 8min, 4°C και τα ιζήµατα φυλάχθηκαν στους -20°C. Το 

υπόλοιπο υλικό ισοζυγίστηκε µε ακρίβεια σε δοχεία φυγοκέντρου και 

φυγοκεντρήθηκε για 20 λεπτά 4500rpm, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -

20°C. 

Την επόµενη µέρα –µετά από ~18ώρες επώασης- λήφθηκαν δείγµατα 

2x1ml από την καλλιέργεια των 18°C και φυγοκεντρήθηκαν 8000rpm, 

8min, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -20°C. Το υπόλοιπο υλικό οµοίως 

φυγοκεντρήθηκε για 20 λεπτά 4500rpm, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -

20 °C. 

3.5. Έλεγχος έκφρασης της πρωτεΐνης 

Για ένα δείγµα από κάθε θερµοκρασία έγινε έλεγχος έκφρασης (ίζηµα ή 

υπερκείµενο, το πρωτόκολλο όπως στην §2.2.1). Τελικά έχουµε 4 

δείγµατα, από 1s και 1p για κάθε θερµοκρασία. Έγινε SDS-PAGE (εικ. 17). 

 

 

 
Εικόνα 17. SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%. Όπου Μ=µάρτυρας, G=κενό, S αντιστοιχεί 

σε υπερκείµενα και P σε ιζήµατα. Τα υπερκείµενα φορτώθηκαν εκ νέου στο τέλος 

για εξασφάλιση του αποτελέσµατος. Παρατηρούµε 2 παρόµοιες ζώνες 

περιορισµένης έκφρασης στα πηγαδάκια των υπερκείµενων τόσο στους 18°C όσο 

και στους 37°C στο ύψος του κόκκινου µάρτυρα, κάπως ψηλότερα από το σηµείο 

που αναµένεται η PARNt. 

  S  P  S 

M G 18 37 G 18 37 G 18 37 
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4. Αποµόνωση και έλεγχος του πλασµιδίου 

4.1.Μετασχηµατισµός κυττάρων µε το πλασµίδιο της PARN. 

Με το βασικό πρωτόκολλο και τον pET15b φορέα έκφρασης (εικ. 18) 

µετασχηµατίστηκαν κύτταρα E.coli DH5a. 

 

Εικόνα 18. Φορέας έκφρασης pET-15b. 

4.2. Παρασκευή µικρής εναρκτήριας καλλιέργειας. 

Την εποµένη  30ml LB µε αµπικιλλίνη 100µgr/ml µοιράστηκαν σε 3 

φυγοκεντρικούς σωλήνες και σε 2 από αυτά εµβολιάστηκε από µία αποικία 

από το τρυβλίο του µετασχηµατισµού. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για µια 

νύχτα στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση 220rpm. 

4.3. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

Aκολουθήσαµε το πρωτόκολλο του kit NucleoSpin® Plasmid της 

Macherey-Nigel***** για αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτηριακές 

                                       
***** Το πρωτόκολλο είναι διαθέσιµο στο διαδίκτυο στη διεύθυνση: 

http://www.mn-

net.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20P

urification/UM_pDNA_NS.pdf 
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καλλιέργειες. Πρόκειται για µια στήλη µε βάση ενεργοποιηµένα σφαιρίδια 

πυριτίου που παρέχουν µια συνολικά θετική πυκνότητα φόρτισης για 

υψηλά ειδική πρόσδεση του αρνητικά φορτισµένου σκελετού του 

πλασµιδιακού DNA. Τα βήµατα ήταν τα εξής: 

α. Συλλογή των κυττάρων της καλλιέργειας 

Σε 4 φυγοκεντρικούς σωλήνες βάλαµε από 1,5ml από τη µικρή εναρκτήρια 

καλλιέργεια. Φυγοκεντρήθηκαν για 1,5 λεπτό στις 11000rpm, 26°C. Τα 

υπερκείµενα απορρίφθηκαν και σε κάθε σωλήνα προστέθηκε ακόµα 1,5ml 

από τη µικρή καλλιέργεια κι επαναλήφθηκε η φυγοκέντρηση. Η διαδικασία 

επαναλήφθηκε ώστε τελικά σε κάθε σωλήνα να έχει συλλεχθεί το ίζηµα 

από 4,25ml µικρής καλλιέργειας. 

β. Λύση των κυττάρων 

Χρησιµοποιήθηκαν τα Ρυθµιστικά διαλύµατα Α1, Α2 και Α3 που παρέχει το 

κιτ. Το λύµα φυγοκεντρήθηκε προς αποµάκρυνση κατακρηµνισµένων 

πρωτεϊνών, γενωµικού DNA και κυτταρικών υπολειµµάτων και το 

υπερκείµενο χρησιµοποιήθηκε στο επόµενο βήµα. 

γ. πρόσδεση του DNA στη στήλη  

Με το κιτ NucleoSpin® Plasmid, οι επιµολύνσεις όπως άλατα, µεταβολίτες 

και διαλυτά µακροµοριακά κυτταρικά κατάλοιπα αποµακρύνθηκαν µε 

πλύσιµο της στήλης µε το Ρυθµιστικό διάλυµα A4. 

δ. Έκλουση του DNA 

Η έκλουση έγινε υπό συνθήκες χαµηλού ιονισµού µε ελαφρώς αλκαλικό 

Ρυθµιστικό διάλυµα (5mM Tris/HCl, pH8,5). Υπό αυτές τις αλκαλικές 

συνθήκες το θετικό φορτίο της στήλης ουδετεροποιήθηκε και το 

πλασµιδιακό DNA απελευθερώθηκε. 

 

4.4. Κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA µε αιθανόλη. 

Το υλικό της πλασµιδιακής αποµόνωσης φυλάχθηκε αρχικά σε 4 

φυγοκεντρικούς σωλήνες µε 50µlt του πλασµιδίου σε αιθανόλη. Οι 

φυγοκεντρικοί σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν για 45λεπτά στις 20000rpm 

στους 4°C κι αφού απορρίφθηκαν τα υπερκείµενα τα ιζήµατα 

διαλυτοποιήθηκαν σε 70% αιθανόλη και µεταφέρθηκαν σε 1 σωλήνα. O 

όγκος συµπληρώθηκε σε 1ml κι ακολούθησε φυγοκέντρηση 30λεπτών στις 

20000rpm, 4°C. Τα ιζήµατα αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερµοκρασία 
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δωµατίου και προστέθηκαν 50µlt HPLC H2O για διαλυτοποίηση. Από αυτό 

5µlt διαλύθηκαν σε συνολικά 200µlt νερού και φωτοµετρώντας 

υπολογίστηκε ότι η συγκέντρωση του DNA είναι ~1,6mgr/ml. 

 

4.5. Πέψη πλασµιδιακού DNA και Ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα αγαρόζης. 

Πραγµατοποιήθηκε διπλή πέψη µε τα ένζυµα περιορισµού NdeI και XhoI 

για να επαληθευτεί η ύπαρξη του ενθέµατος στο πλασµίδιο (εικόνα 19). 

Ετοιµάστηκαν οι ακόλουθες αντιδράσεις (µε σειρά προσθήκης) σε 

φυγοκεντρικούς σωλήνες του 1,7ml: 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Οι αντιδράσεις επωάστηκαν για 2ώρες στους 37ΟC. 

 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης είναι ένας εύκολος τρόπος να 

διαχωριστούν τα θραύσµατα του DNA βάσει µεγέθους και να οπτικοποιηθεί 

το αποτέλεσµα σε υπεριώδες φως χρησιµοποιώντας βρωµιούχο αιθίδιο. Η 

µέθοδος βασίζεται στην µετακίνηση του αρνητικά φορτισµένου DNA προς 

την άνοδο ενός ηλεκτρικού πεδίου. Ο ρυθµός της µετακίνησης των 

θραυσµάτων του DNA µέσω του πηκτώµατος αγαρόζης είναι αντιστρόφως 

ανάλογος µε το λογάριθµο του συνόλου των ζευγών βάσεων (δηλαδή τα 

µεγαλύτερου µεγέθους τµήµατα κινούνται πιο αργά µέσα στο πήκτωµα). 

∆ιπλή πέψη 

ddH2O 12µlt 

10xK Buffer 2 µlt 

BSA 2 µlt 

pET15b 2 µlt 

NdeI 1 µlt 

XhoI 1 µlt 

 20µlt 

Πέψη 1 

ddH2O 13µlt 

10xK Buffer 2 µlt 

BSA 2 µlt 

pET15b 2 µlt 

NdeI - 

XhoI 1 µlt 

 20µlt 
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Εικόνα 19. Στο πήκτωµα αγαρόζης 1% w/v φορτώθηκαν από αριστερά προς τα 

δεξιά: Μάρτυρας, ακέραιο δείγµα (uncut, για το οποίο χρησιµοποιήθηκαν 2µlt 

δείγµα, 0,5λ SB10x και 3λ νερό), πέψη 1 (2µlt δείγµα, 2µlt SB, 1µlt H2O) και διπλή 

πέψη (αντιστοίχως). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε ΤΒΕ 1%w/v στα 100mV. Στο 

πήκτωµα σηµειώνονται µε βέλη τα κλάσµατα της διπλής πέψης που µαρτυρούν 

επιτυχηµένο αποτέλεσµα. 

5.Μετασχηµατισµός, καλλιέργειες & συλλογή Κυττάρων της 

σειράς Β834 σε µικρότερο όγκο. 

Έχοντας επιβεβαιώσει την ακεραιότητα του πλασµιδίου εργαστήκαµε  και 

πάλι µε E.coli Β834 (DE3) και  E.coli Β834(DE3)pLysS τα οποία 

µετασχηµατίστηκαν µε το πλασµίδιο µε το βασικό πρωτόκολλο 

µετασχηµατισµού. 

5.1.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Μοιράστηκαν 30ml TB µε αµπικιλλίνη 100µg/ml σε 3 φυγοκεντρικούς 

σωλήνες, σε 2 από τα οποία εµβολιάστηκε από 1 αποικία από το τρυβλίο 

B834 και αντίστοιχα για τα B834pLysS σε υλικό µε αµπικιλλίνη 100µg/ml 

και χλωραµφενικόλη 50µg/ml (1 αρνητικός µάρτυρας για κάθε σειρά). 

Επωάστηκαν όλα για µια νύχτα 37°C, 220rpm.  

5.2.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκαν 4 µεγάλες καλλιέργειες των 50ml ΤΒ 

(προσθέτοντας σε κάθε µία 2,5ml από τη µικρή εναρκτήρια καλλιέργεια): 

2 που περιείχαν 10µgr/ml  αµπικιλίνη και 2 µε επιπλέον 50µgr/ml 

χλωραµφενικόλη. Οι καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν για 3 ώρες στους 

37°C, υπό ανάδευση 200rpm µέχρι να αποκτήσουν οπτική πυκνότητα 

OD600nm>0,6 έναντι τυφλού-δ/τος ΤΒ. Προστέθηκε IPTG  µε τελική 

συγκέντρωση 0,5mΜ στη 1 φιάλη κάθε κυτταρικής σειράς (η άλλη φιάλη 
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διατηρείται ως αρνητικός µάρτυρας). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για 2,5 

ώρες ακόµη 37°C, 200rpm. 

5.3. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

∆είγµατα 2x1ml λήφθηκαν από κάθε φιάλη µετά από 2,5 ώρες επώαση 

(µετά την προσθήκη του IPTG). Τα δείγµατα  φυγοκεντρήθηκαν αµέσως 

8000rpm, 8min, 4°C και τα ιζήµατα φυλάχθηκαν στους -20°C. Η υπόλοιπη 

καλλιέργεια ισοζυγίστηκε σε δοχεία φυγοκέντρου και φυγοκεντρήθηκε για 

20 λεπτά 4500rpm, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα -20°C. 

5.4.Έλεγχος έκφρασης της πρωτεΐνης 

Με το πρωτόκολλο §2.5 λύθηκαν τα κύτταρα των δειγµάτων και 

προετοιµάστηκαν για ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών. Παρατίθεται το 

πήκτωµα ηλεκτροφόρησης των Β834pLysS κυττάρων αφού σε διαδοχικές 

ηλεκτροφορήσεις σ΄αυτά τα κύτταρα παρατηρήθηκε τόσο σχετική 

υπερέκφραση της PARN -σε σχέση µε τις υπόλοιπες ζώνες στο πήκτωµα- 

όσο και επαγωγή της έκφρασης µετά την προσθήκη του IPTG 

(σηµειώνονται στην εικόνα 20). 

 

M p- p+ s- s+ M p- p+ s- S+ 

 

Εικόνα 20. Όπου Μ=µάρτυρας, Ρ=ίζηµα και S=υπερκείµενο. Είναι 

εµφανής η υπερέκφραση της PARNt στο υπερκείµενο σε σχέση µε το 

ίζηµα, καθώς και η επαγωγή της σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα. 

 

Για περαιτέρω διερεύνηση της δυνατότητας των κυττάρων αυτών έγινε 

λύση του συνόλου των κυττάρων της καλλιέργειας µε ρυθµιστικό διάλυµα 

λύσης και παραµονή σε πάγο για 20λεπτά. Ακολούθησε υπερήχηση 3x5” µε 
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5” διαλλείµατα σε πάγο και κρατήθηκαν δείγµατα για ανίχνευση ολικής 

(total) πρωτεΐνης.  

Στη συνέχεια η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε για 45λεπτά στις 17000rpm, 

4°C. Τα υπερκείµενα (S) µεταφέρθηκαν σε νέους φυγοκεντρικούς σωλήνες 

και κάθε ίζηµα (P) διαλυτοποιήθηκε σε όγκο 8Μ ουρίας ίσο µε αυτόν του 

αντίστοιχου υπερκείµενου. Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα 

10%, 160V (εικόνα 21). 

 

 

 
Εικόνα 21. Είναι φανερή η υπερέκφραση στο υπερκείµενο των Β834pLysS  

κυττάρων (δεξιά της κόκκινης γραµµής). Αρκεί να συγκριθεί µε τον αρνητικό 

µάρτυρα αλλά και µε τα Β834 κύτταρα όπου στο ίδιο ύψος ηλεκτροφόρησης δεν 

υπάρχει ευδιάκριτη µπάντα. 

 

6.Μετασχηµατισµός και καλλιέργειες BL21 STAR 

Εργαστήκαµε µε E.coli ΒL21 STAR DE3 τα οποία µετασχηµατίστηκαν µε το 

πλασµίδιο της PARN για να προχωρήσουµε σε έλεγχο για τυχόν 

υπερέκφραση. 

6.1.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Μοιράστηκαν 40ml TB µε αµπικιλλίνη 100mg/ml σε 4 φυγοκεντρικούς 

σωλήνες, σε 3 από τα οποία εµβολιάστηκε από 1 αποικία από το τρυβλίο 

BL21 STAR (1 αρνητικός µάρτυρας). Επωάστηκαν όλα για µια νύχτα 37ΟC, 

220rpm.  

6.2.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκαν 6 µεγάλες καλλιέργειες των 50ml ΤΒ 

100µgr/ml  αµπικιλίνη (προσθέτοντας σε κάθε µία 2,5ml από τη µικρή 

 pLysS B834 pLysS 

M P+ P_ P+ P_ s+ s- s+ s- 
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εναρκτήρια καλλιέργεια). Οι καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν για 3 ώρες 

στους 37°C, υπό ανάδευση 220rpm µέχρι να αποκτήσουν οπτική 

πυκνότητα OD600nm=0,4 έναντι τυφλού-δ/τος ΤΒ. Έπειτα  σε 3 από τις 

φιάλες προστέθηκε IPTG ως εξής: 1η φιάλη αρνητικός µάρτυρας (χωρίς 

IPTG), 2η 0,1mM IPTG και 3η 1mM IPTG και συνεχίστηκε η επώασή τους 

για 3 ώρες 37°C, 220rpm. Οι άλλες 3 φιάλες µεταφέρθηκαν για επώαση 

στους 18°C, 220rpm και  45 λεπτά αργότερα προστέθηκε και σε αυτές IPTG 

όπως και πριν (-, 0,1mM, 1mM) και η επώαση συνεχίστηκε για όλη τη 

νύχτα 18°C, 220rpm. 

6.3. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

∆είγµατα 2x1ml λήφθηκαν από κάθε φιάλη µετά από 3 ώρες επώαση (µετά 

την προσθήκη του IPTG). Τα δείγµατα  φυγοκεντρήθηκαν αµέσως 

8000rpm, 8min, 4ΟC και τα ιζήµατα φυλάχθηκαν στους -20ΟC. Το υπόλοιπο 

υλικό ισοζυγίστηκε µε ακρίβεια σε δοχεία φυγοκέντρου και 

φυγοκεντρήθηκε για 20 λεπτά 4500rpm, 4°C και φυλάχθηκαν τα ιζήµατα 

στους -20°C. 

6.4.Έλεγχος έκφρασης της πρωτεΐνης 

Σε 1 δείγµα/καλλιέργεια (ίζηµα) προστέθηκαν 200µlt SB κι ακολούθησε 

υπερήχηση για λύση των κυττάρων. Έγινε SDS-PAGE (εικ. 22). 

 18°C  37°C 

M (-) 0,1 1  (-) 0,1 1 

 

Εικόνα 22. SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%w/v, 160V. Όπου Μ=µάρτυρας και 

στα δεξιά του οι συγκεντρώσεις του IPTG σε mM. ∆εν παρατηρείται 

υπερέκφραση ούτε επαγωγή από το IPTG. 

 

Επάνω ακριβώς από το σηµείο όπου αναµένεται η PARN παρατηρείται 

σχεδόν πάντα µια δευτερεύουσα µικρή µπάντα. Πιθανότατα πρόκειται για 

θραύσµα της πρωτεΐνης, µια  που επαναλαµβάνεται κι ακολουθεί την 
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έκφρασή της όπως φαίνεται και παρακάτω. Με το πρωτόκολλο §2.5 

λύθηκαν τα κύτταρα και προετοιµάστηκαν για ηλεκτροφόρηση των 

πρωτεϊνών. Παρατίθεται το πήκτωµα ηλεκτροφόρησης (Εικόνα 23).  
 18°C  37°C 

 υπερκείµενο ίζηµα  υπερκείµενο Ίζηµα 

M - 0,1 1 - 0,1 1  - 0,1 1 - 0,1 1 

 
Εικόνα 23.  SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%, 160V. Όπου Μ=µάρτυρας και στα δεξιά 

του οι συγκεντρώσεις του IPTG σε mM. ∆εν παρατηρείται  σχετική υπερέκφραση 

της PARNt.-υπάρχουν µάλιστα άγνωστες ζώνες στο πήκτωµα που υπερεκφράζονται 

σχετικά -ούτε και επαγωγή της έκφρασης από το IPTG. 

 

7. Έλεγχος πρόσδεσης σε στήλη Νικελίου 

Θα ελεγχθεί η δυνατότητα πρόσδεσης της –έστω περιορισµένης- 

παραχθείσας πρωτεΐνης στη στήλη Ni-NTA (QIAGEN).  

 

7.1.Έλεγχος πρόσδεσης του υπερκείµενου 37°C, 0,1mM 

IPTG 

Από την παρασκευή καλλιεργειών µε τα κύτταρα BL21 STAR επιλέχτηκε το 

υπερκείµενο της καλλιέργειας των 37°C µε συγκέντρωση IPTG 0,1mM. Η 

στήλη αναγεννήθηκε και εξισορροπήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο. 

Εκτός από το δείγµα s(0,1) 37°C συλλέχθηκαν τα flow through 

(άδετο/unbound), wash και elution, δείγµατα από τα οποία ετοιµάστηκαν 

για ηλεκτροφόρηση (εικ. 24).  
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Εικόνα 24. Μ=Μάρτυρας, s=δείγµα, U=άδετο, W=έκπλυµα, E=έκλουσµα. 

Οι πρωτεινική µπάντα της PARN σηµειώνεται στην εικόνα µε µια τελεία. 

Είναι προφανές ότι δεν δέθηκε στη στήλη αλλά πέρασε στο άδετο. Σε 

περιορισµένη ποσότητα η PARN πέρασε στο έκπλυµα της στήλης. Και σε 

αυτό το πείραµα παρατηρείται το θραύσµα της τόσο στο έκπλυµα 

(σηµειώνεται µε οριζόντια γραµµή) όσο και στο έκλουσµα, αν και σε 

υψηλότερη θέση σε σχέση µε την αναµενόµενη (σηµ. µε βέλος).  

7.2.Έλεγχος πρόσδεσης του υπερκείµενου 37°C, 0,1mM 

IPTG 

Επαναλήφθηκε η προσπάθεια πρόσδεσης στη στήλη Ni, αυτή τη φορά για 

το υπερκείµενο των 18°C µε συγκέντρωση IPTG 0,1mM. Αντιπαραβλήθηκε 

η ίδια διαδικασία για τον αρνητικό µάρτυρα (εικόνα 25). 

 

 

 

 
Εικόνα 25. Μ=Μάρτυρας, s=δείγµα, U=άδετο, W=έκπλυµα, E=έκλουσµα. Με µονή 

τελεία σηµειώνεται το ύψος όπου αναµένεται η PARN. Όπως είναι φανερό δεν 

δέθηκε στη στήλη. Με διπλή τελεία σηµειώνεται η παρουσία των πιθανών 

θραυσµάτων της PARN. 

 

M s U w E 

 IPTG 0,1mM IPTG (-) 

M S u W e s U W e 
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8. Έλεγχος επίδρασης στο αποτέλεσµα ανανέωσης του 

υλικού καλλιέργειας. 

Για να αποκλειστεί η περίπτωση παρεµπόδισης της επαγωγής έκφρασης της 

πρωτεΐνης λόγω µεταβολών του pH (πχ λόγω παραγωγής παραπροϊόντος 

µε τοξική επίδραση) ή έλλειψη απαραίτητων θρεπτικών στοιχείων18 κατά 

την καλλιέργεια προχωρήσαµε στον ακόλουθο έλεγχο. 

8.1.Μετασχηµατισµός των κυττάρων µε το πλασµίδιο. 

Ακολουθήσαµε πρωτόκολλο βασικού µετασχηµατισµού όπως στη §3.1.1. 

για τα BL21 STAR. 

8.2.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών καλλιεργειών 

Μοιράστηκαν 40ml LB µε αµπικιλλίνη 100mg/ml σε 4 φυγοκεντρικούς 

σωλήνες, σε 3 από τα οποία εµβολιάστηκε από 1 αποικία από το τρυβλίο 

BL21 STAR (1 αρνητικός µάρτυρας). Επωάστηκαν όλα για µια νύχτα 37°C, 

220rpm.  

8.3.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκαν 2 µεγάλες καλλιέργειες των 200ml 

LΒ 100µgr/ml  αµπικιλίνη. Στην πρώτη προστέθηκαν 10ml από τη µικρή 

εναρκτήρια καλλιέργεια. Στη δεύτερη προστέθηκε ανανεωµένο υλικό 

καλλιέργειας (refreshed, R) που παρασκευάστηκε ως εξής: 

Φυγοκεντρήθηκαν 10ml εναρκτήριας καλλιέργειας για 4 λεπτά στα 500G. 

Το υπερκείµενο απορρίφτηκε και τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 10ml 

φρέσκου LB. 

 Οι καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν για 3,5hrs στους 37ΟC, υπό ανάδευση 

220rpm µέχρι να αποκτήσουν οπτική πυκνότητα OD600nm=0,4. Έπειτα το 

υλικό κάθε φλάσκας µοιράστηκε σε 2 για να διατηρηθούν και αρνητικοί 

µάρτυρες. Σε µία φλάσκα από κάθε καλλιέργεια προστέθηκε IPTG σε 

συγκέντρωση 0,5mM και η επώαση συνεχίστηκε για 3ώρες ακόµη, 37°C, 

220rpm. 
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8.4. Συλλογή των βακτηριακών κυττάρων 

Μετά το τέλος της επώασης οι καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν (µέσα σε 

φυγοκεντρικούς σωλήνες ανά 25ml)  4500rpm, 20min, 4°C και 

φυλάχθηκαν τα ιζήµατα στους -20°C. 

8.5.Έλεγχος έκφρασης της πρωτεΐνης 

Τα δείγµατα ετοιµάστηκαν για SDS-PAGE όπως στην §2.4.  

Στον έλεγχο που ακολούθησε δεν παρατηρήθηκε καµία επίδραση της 

ανανέωσης του υλικού στην έκφραση της PARN (για το λόγο αυτό το 

πήκτωµα δεν παρατίθεται. 

 

9.Έλεγχος βιωσιµότητας και λειτουργικότητας των 

κυττάρων Β834pLysS. 

Παρασκευάστηκαν 2 τρυβλία LB άγαρ α) ένα µε χλωραµφενικόλη 30γ/ml 

και β) ένα µε αµπικιλλίνη 100γ/ml και χλωραµφενικόλη 30γ/ml. Σε αυτά 

ενοφθαλµίστηκαν κύτταρα B834pLysS από διάλυµα αποθήκευσης 

γλυκερόλης και επωάστηκαν στους 37°C για µια νύχτα. 

Η ανάπτυξη καλλιεργειών στα τρυβλία αυτά επιβεβαιώνει α) τη δυνατότητα 

επιβίωσης και ανάπτυξης των κυττάρων pLysS (αφού αναπτύσσονται 

παρουσία χλωραµφενικόλης) και β) ότι τα κύτταρα διαθέτουν το πλασµίδιο 

και αυτό είναι λειτουργικό (αφού αναπτύσσονται παρουσία και των δύο 

αντιβιοτικών). 

 

10.Έλεγχος αποτελέσµατος σε καλλιέργεια µεγάλου όγκου 

στους 18°C. 

Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα Β834pLysS που είχαν µετασχηµατιστεί µε το 

πλασµίδιο pET15b κι ελέγχθηκε η δυνατότητα πρόσδεσης σε στήλη Ni. 
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10.1.Προετοιµασία εναρκτήριων βακτηριακών 

καλλιεργειών 

Σε 4 φυγοκεντρικούς σωλήνες µοιράστηκαν 50ml ΤΒ  που περιείχαν 

αµπικιλλίνη 100µgr/ml και χλωραµφενικόλη 50µgr/ml. Σε 3/4 σωλήνες 

ενοφθαλµίστηκε από 1 καλλιέργεια από το τρυβλίο LB (1αρνητικός 

µάρτυρας). Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για µια νύχτα στους 37°C υπό 

συνεχή ανάδευση 220rpm. 

10.2.Προετοιµασία µεγάλων καλλιεργειών E. Coli 

 Την εποµένη παρασκευάστηκαν 2 µεγάλες καλλιέργειες 1000ml ΤΒ 

που περιείχαν 100µgr/ml  αµπικιλίνη και χλωραµφενικόλη 50µgr/ml και  σε 

κάθε µία προστέθηκαν 10ml από τις µικρές εναρκτήριες καλλιέργειες 

(αραίωση 100x). Οι καλλιέργειες αυτές επωάστηκαν στους 37°C, υπό 

ανάδευση 220rpm µέχρι να αποκτήσουν οπτική πυκνότητα OD600nm=0,5-

0,6. Μετά από συνολικά 4h επώασης µετρήθηκε OD600nm=0,6 και οι 

καλλιέργειες µεταφέρθηκαν για επώαση στους 18°C, 200rpm. Μετά από 

1ώρα επώασης στους 18°C προστέθηκε IPTG σε συγκέντρωση 0,5mM σε 

κάθε φιάλη. Οι καλλιέργειες  επωάστηκαν στους 18°C για µια νύχτα.  

10.3.Συλλογή και λύση των βακτηριακών κυττάρων 

Την εποµένη  οι καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν 4000rpm, 20min, 4°C. Τα 

ιζήµατα επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε 30ml ρυθµιστικό διάλυµα λύσης και 

παρέµειναν σε πάγο 20λεπτά. Σε αυτά προστέθηκε λυσοζύµη 1mg/ml 

(~45mg) και 2µlt βενζονάση. Μετά από ανάδευση παρέµειναν άλλα 10 

λεπτά σε πάγο κι έπειτα υπέστησαν υπερήχηση 3x15” µε διαλείµµατα 20”. 

10.4.Έλεγχος πρόσδεσης σε στήλη Ni-NTA. 

Η αναγεννηµένη στήλη Ni-NTA εξισορροπήθηκε µε 2x50ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος εξαγωγής (το πρώτο πέρασµα για αποµάκρυνση της αιθανόλης 

στην οποία φυλάσσεται η στήλη). Το κυτταρικό λύµα προστέθηκε σταδιακά 

ώστε να µην αναταράσσεται η στήλη. Συλλέχθηκαν ~35ml flow through µε 

ροή <2ml/min. Ακολούθησε το πλύσιµο και συλλέχθηκαν ~25ml wash µε 

ροή 1ml/min. Προστέθηκαν 20ml ρυθµιστικού διαλύµατος έκλουσης από τα 

οποία συλλέχθηκαν τα 10ml και η στήλη αφέθηκε για µια νύχτα µε το 
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υπόλοιπο ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης. Το έκλουσµα που συλλέχτηκε 

αφέθηκε για µια νύχτα σε µεµβράνη διαπίδυσης µέσα σε 1,5lt Ρυθµιστικό 

διάλυµα D. 

∆είγµατα από το λύµα, το άδετο δ/µα(flow through), το έκπλυµα (wash) 

και το έκλουσµα (elution) προετοιµάστηκαν για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

σε πήκτωµα που παρατίθεται (εικόνα 26). 
M load fl.thr. wash elut.  elut. 

 

Εικόνα 26. . SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%, 160V όπου Μ=Μάρτυρας, 

load=δείγµα που φορτώθηκε, fl.thr.=άδετο στη στήλη, wash=έκπλυµα, 

elut.=έκλουσµα. Είναι φανερή η επαγωγή και η υπερέκφραση της PARN 

που όµως δε δένεται στη στήλη. Χαρακτηριστική είναι η παρουσία στο 

έκλουσµα της µικρής µπάντας πάνω από το ύψος όπου αναµένεται η PARN 

στην ηλεκτροφόρηση. 

 

 10.5.Έλεγχος παραµονής πρωτεϊνών στη στήλη Ni. 

∆εδοµένου ότι κατά την ηλεκτροφόρηση στο έκλουσµα δεν εντοπίζονται 

παρά ελάχιστες πρωτεΐνες και η PARN δεν είναι ανάµεσά τους, εξετάστηκε 

η πιθανότητα να έχει παραµείνει προσδεδεµένη στη στήλη σε κάποια 

ποσότητα. Για να γίνει ο έλεγχος παρασκευάστηκε διάλυµα έκλουσης µε 

αυξηµένη περιεκτικότητα σε ιµιδαζόλιο (0,5Μ). 

Αρχικά συλλέχθηκε το διάλυµα έκλουσης που είχε παραµείνει για µια νύχτα 

στη στήλη. Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν 10ml από το νέο διάλυµα 

έκλουσης. Ετοιµάστηκαν δείγµατα και ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα 

(εικόνα 27) µαζί µε το άδετο/flow through της αµέσως προηγούµενης 

έκλουσης. Όπως φαίνεται και στην εικόνα το τελευταίο είναι και το µόνο 
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που εµφανίστηκε στην ηλεκτροφόρηση, καταρρίπτοντας την αρχική 

υπόθεση. 

 

Εικόνα 27. SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%, 160V για το έκλουσµα (δε 

φαίνεται µπάντα πρωτεΐνης) µε αυξηµένο ιµιδαζόλιο. Αριστερά φαίνεται η 

στήλη του µάρτυρα και η στήλη που φαίνεται δεξιά της είναι το άδετο της 

προηγούµενης έκλουσης. 

 

10.6.Καθαρισµός µε ιοντοανταλλακτική στήλη. 

Τα διαλύµατα της στήλης νικελίου flow through και wash µπήκαν για 

διαπίδυση -σε χωριστές µεµβράνες- και σε 1 lt ρυθµιστικό διάλυµα D για 

µια νύχτα. Την εποµένη χρησιµοποιήθηκαν ως φόρτωµα της 

ιοντοανταλλακτικής στήλης HiTrap QFF. 

Τα δείγµατα που διαπυήθηκαν για µια νύχτα ενώθηκαν (~35ml) και 

φορτώθηκαν στη στήλη µετά από πλύσιµο κι εξισορρόπησή της. Μετά τη 

συλλογή των flow through και wash η Äkta ρυθµίστηκε για συλλογή 40 

κλασµάτων έκλουσης των 2,5ml µε πολύ σταδιακή έκλουση από 0mM σε 

500mM. Βάσει της γραµµής απορρόφησης του χρωµατογραφήµατος που 

πήραµε (εικόνα 28) επιλέχθησαν τα ακόλουθα κλάσµατα για να ελεγχθούν 

µε ηλεκτροφόρηση: 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 20, 23, 25, 28, 29, 30, 

31, 32, 33, 34, 36 και 46. Προετοιµάστηκαν και φορτώθηκαν µε τη σειρά 

µετά το µάρτυρα σε 2 πηκτώµατα. Στο 2ο πήκτωµα δεν υπάρχουν 

αντίστοιχα αποτελέσµατα  και για το λόγο αυτό παρατίθεται µόνο το πρώτο 

(εικόνα 29). 
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  0  20  40  60  80 100 120 140 ml

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 Waste

 

Εικόνα 28. Χρωµατογράφηµα της Äkta για τη HiTrap Q FF. 

 

 

Εικόνα 29. SDS-PAGE σε πήκτωµα 10%w/v για τα κλάσµατα 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 16, 20, 23, 25, 28, 29, 30 από την ιοντοανταλλακτική στήλη. 

Παρατηρείται ότι στα δείγµατα 10 έως 16 εκλούστηκε η PARN. 

 

Με τη µέθοδο Bradford υπολογίστηκε η συνολική (µη καθαρή) πρωτεΐνη 

για τα κλάσµατα 13, 14, 15 και 16 (που επιλέχθηκαν σύµφωνα µε το 

χρωµατογράφηµα) σε 52mg/lt. 

 

M 8 9 10 11 12 13 14 16 20 23 25 28 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ     

Έγινε πειραµατική διερεύνηση για να προσδιοριστούν κατάλληλες 

συνθήκες για την έκφραση σε ικανοποιητική ποσότητα  και τον 

αποτελεσµατικό καθαρισµό της PARNt. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 

που διεξήχθησαν προκύπτουν από τις SDS-PAGE που παρατέθηκαν καθώς 

και από τις εκτιµήσεις σχετικά µε την περιεχόµενη πρωτεΐνη µε τη µέθοδο 

Bradford. Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα E.coli της σειράς B834pLysS σε 

καλλιέργεια ~18h στους 18°C έπειτα από επαγωγή µε 0,5mM IPTG. Το 

πρωτόκολλο αυτό αποδίδει περίπου 40mg πρωτεΐνης ανά λίτρο 

καλλιέργειας.  

Στις προσπάθειες καθαρισµού που έγιναν η PARNt δε δέθηκε στη 

στήλη νικελίου ενώ στη συνέχεια εκλούστηκε αποτελεσµατικά από την 

ιοντοανταλλακτική στήλη. Υποθέτουµε ότι η PARNt πρωτεολύεται σε 

κάποιο βαθµό κατά τη διάρκεια της διαδικασίας λύσης των κυττάρων της 

καλλιέργειας και καθαρισµού της και για το λόγο αυτό δεν δένεται στη 

στήλη συγγένειας. Την υπόθεση αυτή ενισχύει η εµφάνιση στα πηκτώµατα 

µικρών ζωνών πολύ κοντά στο ύψος όπου αναµένεται η PARNt. Ένας 

έλεγχος στυπώµατος western έπεται για να επιβεβαιώσει την ταυτότητα της 

πρωτεΐνης που αποµονώθηκε, ίσως και την υπόθεση αυτή. Στη συνέχεια τα 

αποτελέσµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή πρωτεΐνης 

σε ποσότητα και καθαρότητα τέτοια που να µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 

προσπάθειες κρυστάλλωσής της για δοµικές µελέτες.   
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