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Περίληψη

Η διαδικασία της βράχυνσης της πολυ(Α) ουράς καταλύεται από ένζυμα που 

ονομάζονται απαδενυλάσες. Η HESPERIN είναι μια απαδενυλάση που έχει 

απομονωθεί από το φυτό Arabidopsis thaliana, εμφανίζει κιρκάδια έκφραση και είναι 

η μόνη κιρκάδια απαδενυλάση που έχει περιγραφεί μέχρι σήμερα. Ανήκει στην 

υπεροικογένεια των EEP απαδενυλασών και εμφανίζει ομολογία και παρόμοια δομή 

με τις NOCTURNIN και ANGEL2. Ωστόσο, οι δύο τελευταίες πρωτεΐνες στην πορεία 

φάνηκε πως διαθέτουν δραστικότητα φωσφατάσης και όχι απαδενυλάσης, όπως 

πιστευόταν αρχικά. Για τον λόγο αυτό και με βάση το γεγονός ότι στη φύση 

υπάρχουν χαρακτηρισμένες πρωτεΐνες με παραπάνω από μια λειτουργίες, στην 

παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να διαπιστωθεί αν και η HESPERIN είναι μία 

φωσφατάση. Για τον σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε εξέταση ομολογίας μέσω 

ομοπαράθεσης, καθαρίστηκε ανσυνδυασμένη AtHESPERIN και αναμένεται να 

χρησιμοποιηθεί σε κατάλληλες αντιδράσεις με τροποποιημένα υποστρώματα που 

σχεδιάστηκαν για χαρακτηρισμό φωσφατασών 2',3'-κυκλικού φωσφορικού.

Abstract

The process of shortening the poly(A) tail is catalyzed by enzymes called 

apadenylases. HESPERIN is an apadenylase isolated from Arabidopsis thaliana that 

exhibits circadian expression, and is the only circadian apadenylase described to 

date. It belongs to the superfamily of EEP adenylases and shows homology and 

similar structure to NOCTURNIN and ANGEL2. However, the latter two proteins 

along the way were shown to possess phosphatase activity and not apadenylase 

activity, as originally thought. For this reason and based on the fact that in nature 

there are characterized proteins with more than one function, in this work an attempt 

was made to establish whether HESPERIN is a phosphatase or not. To this end, 

homology screening was carried out, recombinant AtHESPERIN was purified and 

expected to be used in suitable reactions with modified substrates designed to 

characterize 2',3'-cyclic phosphate phosphatases.
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1. Εισαγωγή
1.1 Απαδενυλίωση και απαδενυλάσες

Η αποικοδόμηση των μορίων mRNA είναι κύριος ρυθμιστής της γονιδιακής 

έκφρασης. Το πρώτο και καθοριστικό βήμα για την αποικοδόμηση είναι η αφαίρεση 

της ουράς πολυ(Α), μια διεργασία γνωστή ως απαδενυλίωση, και τα ένζυμα που 

καταλύουν την διεργασία ονομάζονται απαδενυλάσες. Οι απαδενυλάσες είναι 

εξωνουκλεάσες που εξαρτώνται από μαγνήσιο (Mg2+) και αποικοδομούν την πολυ(Α) 

ουρά με κατεύθυνση 3 '^  5'. Προϊόν της διάσπασης είναι το 5'-AMP (Goldstrohm 

and Wickens, 2008). Έπειτα, άλλα σύμπλοκα ενζύμων θα οδηγήσουν στην πλήρη 

αποικοδόμηση του mRNA.

Οι απαδενυλάσες ταξινομούνται σε δύο μεγάλες υπεροικογένειες: την DEDD 

και την EEP. Η DEDD υπεροικογένεια περιλαμβάνει τις οικογένειες των POP2, 

CAF1Z, PARN και PAN2 (εικόνα 1) (Goldstrohm and Wickens 2008· Pavlopoulou et 

al., 2013). Η υπεροικογένεια αυτή πήρε το όνομά της από τα συντηρημένα κατάλοιπα 

Asp και Glu που περιέχουν οι απαδενυλάσες διάσπαρτα στα τρία μοτίβα 

εξωνουκλεάσης (Zuo and Deutscher, 2001). Οι απαδενυλάσες αυτής της 

υπεροικογένειας χωρίζονται στις DEDDh και DEDDy, ανάλογα με το αν το πέμπτο 

συντηρημένο καταλυτικό αμινοξύ είναι His (H) ή Tyr (Y) (Balatsos et al, 2012).

CNOT8 CNOT8 CNOT8 Hs 

CAF1Z C A F -lz  CAF1Z CAF1Z C A F lZ  Hs

PARN PARN PARN PARN PARN XI. Hs

PARNL PARNL ND

ΡΑΝ2 Pan 2 PAN-2 PAN 2 ΡΑΝ2 PAN 2 PAN 2 5c, Mm, 
Hs

Εικόνα 1. H DEDD υπεροικογένεια σε διάφορους οργανισμούς-μοντέλα. Sc: Saccharomyces 
cerevisiae, Ce: Caenorhabditis elegans, Dm: Drosophila melanogaster, Xl: Xenopus laevis, 
Mm: Mus musculus, Hs: Homo sapiens (Goldstrohm and Wickens, 2008).

Η υπεροικογένεια EEP (εξωνουκλεασών-ενδονουκλεασών-φωσφατασών) 

περιλαμβάνει τις οικογένειες των CCR4, Nocturin, ANGEL και 2'PDE (εικόνα 2). Οι
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απαδενυλάσες αυτής της υπεροικογένειας περιέχουν συντηρημένα κατάλοιπα Asp 

και His στην περιοχή νουκλεάσης. Εντούτοις, τόσο η Nocturnin όσο και η ANGEL2 

δείχθηκε πως διαθέτουν δραστικότητες φωσφατάσης, παρά απαδενυλάσης. H 

Nocturnin είναι 2' φωσφατάση του NADPH· χρησιμοποιεί το δινουκλεοτίδιο NADP(H) 

αφαιρώντας το φωσφορικό 2' δημιουργώντας NAD(H) (Laothamatas et al. 2019).

Fam ily Sc Ce Dm X I Mm H i A ctive

E E P n u clea  se s

CCR4 Ccr4 CCR-4 CCR4 CNOT6 CCR4 CNOT6 Sc. Dm, 
Mm, Hs

CNOT6L CCR4L CNOT6L Mm, Hs

Nocturnin NOC Noc NOC NOC XI. Mm. 
Hs

ANGEL N g ll Angel Angel A n gell ANGEL1 ANGEL1 ND

Ng(2 Angel2 ANGEL2 ANGEL2 Sc

Ngl3 ND

2'PDE 2'PDE 2'PDE 2'PDE 2'PDE 2'PDE Hs

Εικόνα 2. Η υπεροικογένεια EEP σε διάφορους οργανισμούς-μοντέλα. Sc: Saccharomyces 
cerevisiae, Ce: Caenorhabditis elegans, Dm: Drosophila melanogaster, Xl: Xenopus laevis, 
Mm: Mus musculus, Hs: Homo sapiens (Goldstrohm and Wickens, 2008).

Έχουν περιγραφεί περισσότερες από 10 απαδενυλάσες στα θηλαστικά, ενώ 

26 έχουν καταγραφεί στην Arabidopsis (Goldstrohm & Wickens, 2008). Οι λόγοι της 

συγκεκριμένης ποικιλομορφίας παραμένουν άγνωστοι, εντούτοις είναι γνωστό πως 

συγκεκριμένες απαδενυλάσες δύνανται να στοχεύσουν συγκεκριμένα μετάγραφα. 

Εναλλακτικά, πολλαπλές απαδενυλάσες δύνανται να δράσουν στο ίδιο mRNA μόριο, 

εκδηλώνοντας διακριτές αλλά επικαλυπτόμενες λειτουργίες (Goldstrohm & Wickens, 

2008). Στην παρούσα φάση, η πλειοψηφία των δημοσιευμένων εργασιών συγκλίνει 

προς το πρώτο σενάριο (Maragozidis et al., 2015; Lee et al., 2012; Aslam et al., 

2009; Morita et al., 2007), με αρκετά ωστόσο ερωτήματα να χρήζουν πρόσθετων 

διευκρινήσεων, καθώς εξαρτώνται από τις εκάστοτε συνθήκες και την εκάστοτε 

χρονική στιγμή. Απαιτούνται πρόσθετες έρευνες, προκειμένου να εντοπισθούν 

απαδενυλάσες καθώς επίσης και παράγοντες που εξαρτώνται από τους κιρκάδιους 

ρυθμούς (π.χ. cis-δραστικά στοιχεία, πρωτεΐνες προσδεμένες σε RNA και/ή 

miRNAs), με σκοπό να διευκρινισθούν μηχανιστικές λεπτομέρειες που άπτονται της 

αποδόμησης του mRNA σε σχέση με τη σύνθετη κιρκάδια λειτουργία.
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Η αποικοδόμηση των μορίων mRNA, όπως και η διαδικασία έναρξης της 

μεταγραφής, αποτελεί μία εκτενώς ρυθμιστική διεργασία που συμβάλλει σημαντικά 

στη διαμόρφωση της κιρκάδιας γονιδιακής έκφρασης και την μετάδοση των 

περιοδικών μηνυμάτων. Το πρώτο και καθοριστικό βήμα στην αποικοδόμηση των 

mRNA αποτελεί η βράχυνση των ουρών poly(A), γεγονός που καθορίζει τη 

σταθερότητα και το χρόνο ζωής των μεταγράφων (Εικόνα 3). Η ρύθμιση της 

σταθερότητας του mRNA είναι κομβικής σημασίας για την επίτευξη της ρυθμικής 

έκφρασης του mRNA, σύμφωνα με προβλέψεις μαθηματικών μοντέλων που 

διαμορφώθηκαν πριν από δύο δεκαετίες (Wuarin et al., 1992). Οι καθορισμένοι 

ρυθμοί αποδόμησης του mRNA συσχετίζονται με το μήκος των poly(A) ουρών, 

υποδηλώνοντας πως η εμφάνιση μετα-μεταγραφικών ρυθμιστικών γεγονότων είναι 

απαραίτητη προκειμένου να επιτευχθούν σταθερά επίπεδα παραγωγής mRNA 

μορίων (Luck et al., 2014).

Αναφορικά με την σταθερότητα και την αποδόμηση κιρκαδικά εξαρτώμενων 

γονιδίων, ευρήματα μελετών αναφέρουν πως η έκφραση μίας μικρής ομάδας 

συστημικά εξαρτώμενων γονιδίων παρέμεινε ρυθμική στο ήπαρ ποντικιών έπειτα 

από την κατάργηση του τοπικού κιρκάδιου ρυθμού. Μεταξύ των γονιδίων, 

εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στο μετα-μεταγραφικό έλεγχο (π.χ. 

Nocturnin, CIRP) (Kornmann et al., 2007). Τα ανώτατα επίπεδα της Nocturnin, μιας 

φωσφατάσης, παρατηρούνται κατά τις βραδινές ώρες επηρεάζοντας την 

σταθερότητα και την μεταφρασιμότητα των mRNA στόχων (Garbarino-Pico et al., 

2007; Baggs & Green, 2003). Απώλεια της Nocturnin οδηγεί στη διαμόρφωση 

ισχυρών μεταβολικών φαινοτύπων στα ποντίκια, συμπεριλαμβάνοντας την εκδήλωση 

αντίστασης σε δίαιτες που επάγουν παχυσαρκία (Douris et al., 2011; Green et al., 

2007). Επιπρόσθετα, εντοπίζονται mRNA που κωδικοποιούν για ένζυμα που 

συμμετέχουν στη σύνθεση χοληστερόλης και λιπιδίων όπου καταγράφηκε 

μεγαλύτερο μήκος των ουρών poly(A) των εν λόγω μεταγράφων σε απογονιδιακά 

(knock out) πειραματόζωα έναντι φυσικού τύπου (wild type) (Stubblefield et al., 

2018). Έχει αναφερθεί πως τα mRNA βαζοπρεσίνης φαίνεται να έχουν μικρότερα 

μήκη poly(A) ουρών κατά την διάρκεια των νυχτερινών ωρών.

1.2 Αποικοδόμηση mRNA στον κιρκάδιο ρυθμό
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Εικόνα 3. Ουρές πολυ(Α) στις συμμεταγραφικές και μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις μορίων 
RNA. Ρόλος poly(A) ουρών mRNA (a), rRNA κατά την ημερήσια παραγωγή ριβοσωμάτων (b) 
και εναλλακτικής πολυαδενυλίωσης (c) (Beta & Balatsos, 2018).

Παραπλήσιο παράδειγμα συνιστά η πρόσφατα χαρακτηριζόμενη 

απαδενυλάση με την επωνυμία HESPERIN στον οργανισμό Arabidopsis (AtHESP), η 

οποία αν και εκδηλώνει ένα διακριτό κιρκαδικό εκφραστικό προφίλ, δεν συνιστά 

μέρος των ταλαντώσεων του πυρήνα (Delis et al., 2016). Η AtHESP επηρεάζει την 

έκφραση και ρυθμιστικότητα των TOC1 και CCA1 γονιδίων του πυρήνα. Ωστόσο, 

κανένα mRNA μόριο δεν αποτελεί άμεσο στόχο της δραστικότητας απαδενυλάσης 

της AtHESP. Το εν λόγω γεγονός ενδεχομένως υποδηλώνει πως το συγκεκριμένο 

μόριο δύναται να επηρεάζει τον ρυθμό στην Arabidopsis, μέσω αποσταθεροποίησης 

ενός ή περισσοτέρων δύσκολα προσεγγίσιμων στόχων (Delis et al., 2016).
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1.3 Απαδενυλίωση και κιρκάδιος ρυθμός

Η poly(A) ουρά αποτελεί μία δυναμική δομή, το μέγεθος της οποίας ποικίλλει 

ανάλογα με την διάρκεια ζωής του mRNA (Beta & Balatsos, 2018), με τις εν λόγω 

μεταβολές να άπτονται του τρόπου λειτουργίας του κιρκάδιου ρυθμού (Kojima et al., 

2012; Cagampang et al., 1994). Κατά την διάρκεια της δημιουργίας RNA μορίων, 

λαμβάνει χώρα προσθήκη της poly(A) ουράς και έπειτα ειδικές πρωτεΐνες 

προσδένονται στην ουρά (PABPs, poly(A) binding proteins) όπου σταθεροποιούν τα 

μετάγραφα, διευκολύνοντας την εξαγωγή και τη μετάφρασή τους (Goldstrohm & 

Wickens, 2008). Οι PABPs είναι επίσης απαραίτητες για την αποδόμηση της poly(A) 

ουράς- απαδενυλίωση (Goss & Kleiman, 2013; Mangus et al., 2003), 

διαμορφώνοντας την διάρκεια ζωής του mRNA μορίου. Η βράχυνση της ουράς πέρα 

από κάποιο σημείο επάγει αποδόμηση και μεταφραστική αποσιώπηση (Lima et al., 

2017; Eckmann et al., 2011; Goldstrohm & Wickens, 2008). Επομένως, η 

απαδενυλίωση αποτελεί μία διαδικασία που ρυθμίζει τους χρόνους εκδήλωσης της 

μεταγραφής και μετάφρασης, αντίστοιχα (Goldstrohm & Wickens, 2008). Η βράχυνση 

της poly(A) ουράς επιτυγχάνεται , όπως έχει ήδη αναφερθεί, μέσω κατάλυσης από 

μία οικογένεια ενζύμων που ονομάζονται απαδενυλάσες, οι οποίες 

κατηγοριοποιούνται σε δύο ομάδες: τις DEDD και EEP

(endonuclease/exonuclease/phosphatase) νουκλεάσες. Η ονομασία των DEDD 

νουκλεασών οφείλεται στα συντηρημένα κατάλοιπα Asp (D) and Glu (E) που 

εντοπίζονται στο ενεργό κέντρο. Από την άλλη πλευρά, οι EEP νουκλεάσες 

διατηρούν συντηρημένα κατάλοιπα Asp, Glu και His (Collart & Panasenko, 2017; 

Wang et al., 2010; Goldstrohm & Wickens, 2008), τα οποία και είναι σημαντικά για 

τον συγχρονισμό των ιόντων μαγνησίου, βοηθώντας στη διαμόρφωση της θέσης του 

υποστρώματος εντός της καταλυτικής θέσης (Zhang et al., 2016).

Ο ακριβής ρόλος των απαδενυλασών, σε επίπεδο κιρκάδιου ρυθμού, 

παραμένει μερικώς κατανοητός, αν και πλέον γνωρίζουμε πως τα συγκεκριμένα 

ένζυμα δρουν ως ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης. Η Nocturnin περιγράφηκε 

αρχικά ως παράδειγμα απαδενυλάσης που ακολουθεί ρυθμική έκφραση στα 

θηλαστικά. Το συγκεκριμένο μοτίβο δράσης βασίζεται ως επί το πλείστον στην 

παρουσία μίας EEP περιοχής του πρωτεϊνικού συμπλόκου CCR4-NOT, ενώ 

υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές και για εκδήλωση του συγκεκριμένου μοτίβου σε 

πρώιμα in vitro πειράματα (Baggs & Green, 2003; Wang et al., 2001). Ωστόσο, 

πρόσφατες εμπεριστατωμένες βιοχημικές μελέτες αναφέρουν πως η Nocturnin 

αποτελεί παράδειγμα φωσφατάσης που μετατρέπει τα άμεσα υποστρώματα NADP+
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και NADPH σε NAD+ και NADH, αντίστοιχα (Laothamatas et al., 2020; Estrella et al., 

2019). H Hesperin (AtHESPERIN) έχει αναγνωρισθεί ως ομόλογη της Nocturnin στην 

Arabidopsis thaliana και ως η πρώτη απαδενυλάση με δυνατότητα ρυθμικής 

έκφρασης σε φυτικούς οργανισμούς (Delis et al., 2016). H δομή της AtHESPERIN 

είναι ολιγομερής και πιθανότατα αποτελείται από τρεις πανομοιότυπες υπομονάδες 

(Delis et al., 2016). Σύμφωνα με ευρήματα βιοπληροφορικής ανάλυσης, η 

AtHESPERIN διαθέτει μία συντηρημένη EEP περιοχή, με αποτέλεσμα να επιδεικνύει 

αυξημένη ομολογία σε επίπεδο αλληλουχίας με λοιπές πρωτεΐνες που επίσης 

φέρουν EEP περιοχή. Τέτοια παραδείγματα περιλαμβάνουν την CNOT6L 

απαδενυλάση, την Nocturnin και ενδεχομένως και περιπτώσεις καταλυτικών 

αμινοξέων (Delis et al., 2016). Προς αυτή την κατεύθυνση, οι Beta et al. (2020) 

διερεύνησαν τον καταλυτικό μηχανισμό της AtHESPERIN. Πιο συγκεκριμένα, 

αναφέρουν πως τροποποίησαν ένα πρωτόκολλο κατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης 

και διαπίστωσαν πως τα E114, D287, D346 και H385 κατάλοιπα της Hesperin 

περιλαμβάνουν στο ενεργό τους κέντρο το αντίστοιχο συντηρημένο καταλυτικό 

μοτίβο που ανευρίσκεται στις EEP απαδενυλάσες. Ακολούθησαν προσομοιώσεις 

μοριακής μοντελοποίησης προκειμένου να διερευνηθούν οι δομικές επιπώσεις των 

καταλυτικών καταλοίπων της Hesperin και ο ρόλος τους στο μηχανισμό κατάλυσης. 

Τα ευρήματα της εν λόγω μελέτης αναδεικνύουν την AtHESPERIN ως μέλος της 

υπεροικογένειας EEP των απαδενυλασών. Πιο ειδικά, η εφαρμοζόμενη μοριακή 

μοντελοποίηση αναφέρει πως η AtHESPERIN ακολουθεί την κανονική και τυπική 

τρισδιάστατη δομή λοιπών EEP απαδενυλασών (Εικόνα 4).

Εικόνα 4 Μοντέλο ομολογίας της AtHESPERIN. Το μοντέλο (AtHESPERIN) εμφανίζεται με 
μπλε χρώμα ενώ με πράσινο απεικονίζεται η δομή οδηγός (CNOT6L) (Beta et al., 2020)
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Οι απαδενυλάσες που έχουν καταγραφεί στα φυτά, αν και δεν έχουν 

διερευνηθεί διεξοδικά όπως σε άλλες περιπτώσεις οργανισμών, αφήνουν 

υποσχόμενες προοπτικές για το μέλλον. Πιο συγκεκριμένα, είναι ξεκάθαρο πως η 

Arabidopsis χρησιμοποιεί διαφορετικές απαδενυλάσες προκειμένου να στοχοποιήσει 

μόρια mRNA (Walley et al., 2010A; 2010B; Liang et al., 2009; Sarowar et al., 2007) 

και φαίνεται να διαδραματίζουν ρόλους σε επίπεδο κυτταρικής ανάπτυξης και 

φυσιολογίας. Έχουν εντοπισθεί δύο περιπτώσεις PARN γονιδίων στην Arabidopsis, 

με το γονίδιο At1g55870 (AtPARN) να αποτελεί κυτταροπλασματική απαδενυλάση, 

απαραίτητη για τη διαδικασία της εμβρυογένεσης (Reverdatto et al., 2004). Ανάλογη 

συμπεριφορά έχει καταγραφεί και σε θηλαστικούς οργανισμούς, σχετικά με την 

στοχοποίηση μεταγράφων από PARN γονίδια. Επιπρόσθετα, έχουν περιγραφεί 11 

περιπτώσεις CAF1 γονιδίων στην Arabidopsis, ορισμένα εκ των οποίων σχετίζονται 

με το στρες (Walley et al., 2010A; 2010B; Liang et al., 2009; Wu et al., 2005). Τα εν 

λόγω γονίδια σχετίζονται ακόμα με ανθεκτικότητα των φυτών έναντι μυκητιακών και 

βακτηριακών λοιμώξεων (Walley et al., 2010A; 2010B; Sarowar et al., 2007). H 

παρουσία πολλαπλών απαδενυλασών δύναται να αντικατοπτρίζει διαφορετικές 

ανάγκες σε επίπεδο έκφρασης συγκεκριμένων mRNA μορίων, σε διαφορετικές 

χρονικές στιγμές σε κύτταρα ή ιστούς, καθώς επίσης και στην παρουσία 

συγκεκριμένων mRNA μορίων σε διαφορετικές χρονικές περιόδους (Goldstrohm & 

Wickens, 2008).
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1.4 Πρωτεΐ νη ANGEL2

Η πρωτεΐνη ANGEL2 έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Κατατάσσεται στην 

υπεροικογένεια των EEP απαδενυλασών ως Ccr4d, μαζί με την ANGEL1 (Ccr4e). 

Όμως δεν είχε παρατηρηθεί να εκδηλώνει δραστικότητα απαδενυλάσης (Wagner et 

al., 2007).

Εικόνα 5 Σχηματική αναπαράσταση των ομολόγων της Ccr4 ανθρώπου. Κάθε μια έχει μια 
συντηρημένη περιοχή νουκλεάσης (γκρι) (AP Endo). H ANGEL2 καταχωρείται και ως hCcr4d. 
GenBank accession numbers: hCcr4a, AB033020; hCcr4b, XM_939929; hCcr4c, AF183961; 
hCcr4d, XM_034232; hCcr4e, AL137268. (Wagner et al., 2007).

Η ανθρώπινη ANGEL2 έχει μέγεθος 62 kDa και αποτελείται από 544 

αμινοξέα, εμφανίζει ομολογία με την CCR4 (carbon catabolite repression 4). Η 

τελευταία αποτελεί μέλος του CCR4-NOT συμπλόκου των απαδενυλασών (Goldwin 

et al., 2013). Από τα πέντε ανθρώπινα CCR4 ομόλογα, μόλις δύο και συγκεκριμένα 

τα CNOT6 (CCR4a) και CNOT6L (CCR4b) συγκροτούνται με εναλλακτικό τρόπο στο 

σύμπλοκο CCR4-NOT (Wahle & Winkler, 2013). Πρέπει να αναφερθεί πως οι 

Nocturnin (CCR4c), ANGEL2 (CCR4d) και ANGEL1 (CCR4e) θεωρούνται ως 

απαδενυλάσες (Dupressoir et al., 2001), καθώς περιλαμβάνουν τη σχετική 

συντηρημένη περιοχή νουκλεάσης (εξαρτώμενη από τη δράση ιόντων μαγνησίου). Η 

εν λόγω περιοχή αποτελεί κοινό στοιχείο της EEP υπεροικογένειας και είναι 

χαρακτηριστική της CCR4 οικογένειας. Ωστόσο, στις περιπτώσεις των παραπάνω 

απαδενυλασών οι Ν-τελικές περιοχές χαρακτηρίζονται από απουσία της πλούσιας σε
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λευκίνη επαναλαμβανόμενης περιοχής, η οποία και απαιτείται για την ενσωμάτωση 

στο CCR4-NOT σύμπλοκο (Goldwin et al., 2013; Wahle & Winkler, 2013).

H ANGEL 2 θα αναλυθεί περισσότερο. Αρχικά, χαρακτηρίστηκε ως 

νουκλεάση Ccr4p-like που είναι απαραίτητη για το τελικό βήμα της επεξεργασίας του 

άκρου 3' του 5.8S rRNA στη ζύμη (Faber et al., 2002). Οι Pinto et al. (2020) 

μελέτησαν το κατά πόσο η πρωτεΐνη ANGEL2, που αποτελεί μέλος της CCR4 

οικογένειας των απαδενυλασών, διαθέτει την ικανότητα να επιδεικνύει δραστικότητα 

προσόμοια της 2',3'-κυκλικής φωσφατάσης. Τα μόρια RNA συχνά τροποποιούνται με 

μία τελική ομάδα 2',3'-κυκλικής φωσφατάσης, ως αποτέλεσμα διάσπασης 

ενδονουκλεάσης, περικοπής εξονουκλεάσης ή de novo σύνθεσης.
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- ο - ρ= ο

' Γ 1
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O OH

i 2',3'-cP
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Εικόνα 6 Δημιουργία 2',3'-κυκλικού φωσφορικού (2',3'-cP) άκρου από τη δράση της 
ριβονουκλεάσης Α (RNase A) (Shigematsu et al., 2018)._______________________________

Κατά την διάρκεια δημιουργίας πρώιμων μεταφορικών RNA μορίων (tRNA) 

και μη συμβατικής συρραφής αγγελιοφόρων RNA μορίων (mRNA), οι 2',3'-κυκλικές 

φωσφατάσες αποτελούν υποστρώματα του συμπλόκου της λιγάσης των tRNA και η 

απομάκρυνσή τους είναι ιδιαιτέρως σημαντική στην ανακύκλυση των μορίων tRNA. H 

χημική δομή των άκρων των RNA φαίνεται στην ακόλουθη Εικόνα. Οι συγγραφείς 

της συγκεκριμένης μελέτης αναφέρουν πως εντόπισαν την πρωτεΐνη ANGEL2, ως 

έχουσα δραστικότητα ανθρώπινης φωσφατάσης που μετατρέπει 2',3'-κυκλικά μόρια 

φωσφόρου σε νουκλεοτίδια που φέρουν ομάδες υδροξυλίου στις θέσεις 2' και 3'. 

Αναλύθηκαν η προτίμηση της πρωτεΐνης ANGEL2 σε επίπεδο υποστρώματος, η 

δομή της, καθώς επίσης και ο σχετικός μηχανισμός της αντίδρασης. Τα 

αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν πως η διατάραξη της έκφρασης της ANGEL2 

επηρέασε την αποτελεσματικότητα της επεξεργασίας προ-tRNA, τη συρραφή του 

mRNA της XBP1 (X-box-binding protein 1) της μη ξεδιπλωμένης πρωτεϊνικής 

απόκρισης, καθώς επίσης και της προσθήκης CCA στην TRNT1 (tRNA 

nucleotidyltransferase 1). Τα εν λόγω συμβάντα είναι δηλωτικά της συμμετοχής της 

ANGEL2 σε μονοπάτια RNA που εξαρτώνται από την υδρόλυση 2',3'-κυκλικών 

μορίων φωσφορικού. H ίδια μελέτη αναφέρει πως εκτός από την ANGEL2, η
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ANGEL1 επιδεικνύει παρόμοια αλλά όχι τόσο έντονη δραστικότητα 2',3'-κυκλικής 

φωσφατάσης (Gosselin et al., 2001). Η διατήρηση και των δύο μορφών της 

πρωτεΐνης ANGEL κατά την διάρκεια της εξέλιξης ενδεχομένως να συσχετισθεί με 

επιτέλεση συμπληρωματικών κυτταρικών λειτουργιών, μέσω της δράσης της 2',3'- 

κυκλικής φωσφατάσης.
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1.5 Αντιδράσεις φωσφορυλίωσης

Η διαδικασία της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών αποτελεί μία βασική 

αντιστρεπτή μετα-μεταφραστική τροποποίηση, στην οποία οι πρωτεϊνικές κινάσες 

(protein kinases, PKs) μεταφέρουν την c-φωσφορική ομάδα του μορίου ATP στις 

πρωτεϊνικές πλευρικές ομάδες. Την ίδια στιγμή, οι πρωτεϊνικές φωσφατάσες (protein 

phosphatases, PPs) αποφωσφορυλιώνουν τις φωσφοπρωτεΐνες. Έχουν καταγραφεί 

στο ανθρώπινο γονιδίωμα περί των 518 PKs (Roskoski, 2015) και 189 PPs (Chen et 

al., 2017), εν αντιθέσει με το γονιδίωμα της Arabidopsis όπου έχουν καταγραφεί περί 

των 1.125 PKs και 150 PPs (Tran et al., 2012), αντίστοιχα. Η πλειοψηφία των PKs 

φέρει μία περιοχή β-φύλλου Ν-τελική και μία περιοχή a-έλικας C-τελική για την 

πρόσδεση σε υποστρώματα. Από την άλλη πλευρά, οι PPs περιλαμβάνουν 

ετερόκλητες υπεροικογένειες με διαφορετικές τρισδιάστατες δομές, ενεργά κέντρα και 

υδρολυτικούς μηχανισμούς (Brautigan, 2013). Η αρχική θεώρηση ήταν πως οι PPs 

ήταν ενεργά ‘housekeeping’ ένζυμα και οι PKs αποτελούσαν τους πρωτογενείς 

ρυθμιστές της κυτταρικής σηματοδότησης (Brautigan, 2013). Ωστόσο, τα ευρήματα 

που ακολούθησαν κατέστησαν σαφές πως οι PPs αποτελούν εξειδικευμένους και 

αυστηρά ρυθμιζόμενους καταλύτες. Διαδραματίζουν το ρόλο των κύριων ρυθμιστών, 

επάγοντας την αποφωσφορυλίωση στόχων που έχουν υποστεί φωσφορυλίωση, 

διαμορφώνοντας έτσι έναν μοριακό διακόπτη που ενεργοποιεί ή απενεργοποιεί την 

λειτουργία των κυτταρικών μονοπατιών σηματοδότησης.

Ανάλογα με την ειδικότητα του υποστρώματος, τον μηχανισμό κατάλυσης και 

την ευαισθησία του αναστολέα, οι ευκαρυωτικές PPs κατηγοριοποιούνται σε PPPs 

(phosphoprotein phosphatases), PPMs (metallo-dependent protein phosphatases), 

PTPs (protein tyrosine phosphatases) και ADPs (aspartate-dependent 

phosphatases) (Kerk et al., 2008). Προκαλεί ενδιαφέρον το γεγονός πως οι 

προαναφερθείσες ομάδες των ευκαρυωτικών PPs χαρακτηρίζονται από 

εξειδικευμένα μοτίβα ενεργού κέντρου. Πιο συγκεκριμένα, καταγράφονται τα 

ακόλουθα μοτίβα:

(1) PPPs-GDxHG(x)23 GDxVDRG(x)25GNHE,

(2) PPMs/PP2C-(E/Q)D(x)n DGH(A/G)(x)nD(N/D)-,

(3) ADPs-DxDx(T/V/I)L- και

(4) PTPs-CX5R- (Lillo et al., 2014; Cohen, 2010).

Η κατηγοριοποίηση των φυτικών PPs περιγράφεται στην εικόνα 8 που 

ακολουθεί και βασίζεται στον αριθμό των αμινοξέων που υφίστανται
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αποφωσφορυλίωση. Οι οικογένειες PPPs και PPMs είναι φωσφατάσες με ειδικότητα 

σε κατάλοιπα σερίνης (serine, Ser) ή θρεονίνης (threonine, Thr), ενώ οι PTPs είναι 

φωσφατάσες με ειδικότητα σε κατάλοιπα τυροσίνης (tyrosine, Tyr), αντίστοιχα. Οι 

φωσφατάσες διπλής ειδικότητας (dual specificity, DS) αποφωσφορυλιώνουν και τις 

τρεις κατηγορίες αμινοξικών καταλοίπων που προαναφέρθηκαν (Farkas et al., 2007). 

Οι PPPs και PPMs μοιράζονται ένα παρόμοιο τρόπο δομικής αναδίπλωσης, 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός κοινού μηχανισμού κατάλυσης (Das et al., 1996). 

Οι εξαρτώμενες από Ser/Thr φωσφατάσες, που περιλαμβάνουν τις PP2C 

φωσφατάσες, την φωσφατάση πυρουβικής αφυδρογονάσης, καθώς επίσης και 

εξαρτώμενες από μαγνήσιο (Mg2+) ή μαγγάνιο (Mn2+) φωσφατάσες, αποτελούν μία 

ανεξάρτητη οικογένεια PPM και δεν εμφανίζουν ομολογία σε επίπεδο αλληλουχίας 

με τις PPPs (Barford et al., 1998). Οι PTPs έχουν εξελιχθεί με τρόπο ανεξάρτητο, 

γεγονός που επιβεβαιώνεται από την μοναδική τρισδιάστατη δομή της καταλυτικής 

περιοχής, ενώ δεν εμφανίζουν ομολογία σε επίπεδο αλληλουχίας με τις STPs (Singh 

et al., 2010). Οι μηχανισμοί κατάλυσης των STPs και PTPs διαφέρουν, ενώ αυτοί 

των PTPs και DsPTPs εμφανίζουν στενή ομοιότητα. Σε αντίθεση με τις PTPs, οι 

PPPs απαιτούν δύο ιόντα μετάλλων για κατάλυση, κυρίως Mn2+ και Fe2+ (Shi, 2009). 

Τα συγκεκριμένα ιόντα συντονίζουν την φωσφορική ομάδα του υποστρώματος, 

οδηγώντας στη σταθεροποίηση του αρνητικού φορτίου. Ο δεσμός φωσφορικού 

εστέρα υδρολύεται με νουκλεοφιλική επίθεση ενός μορίου νερού στο στοιχείο του 

φωσφόρου. Η PTP-επαγόμενη υδρόλυση επιτελείται μέσω ενός καταλοίπου 

κυστεΐνης που δρα νουκλεοφιλικά και δημιουργεί μία ενδιάμεση δομή 

φωσφοκυστείνης (Barr et al., 2011). Οι ADPs υδρολύουν υποστρώματα μέσα από 

την λειτουργία των ενδιάμεσων δομών ασπαρτυλ-φωσφο, που εξαρτώνται από την 

παρουσία Mg2+ (Brautigan, 2013).

Η PPP οικογένεια περιλαμβάνει τις φωσφατάσες PP1, PP2A, PP2B και PP4-7 

(Kerk et al., 2008). Οι PP1 και PP2A ευθύνονται για την πλειοψηφία των 

περιπτώσεων αποφωσφορυλίωσης Ser/Thr (Bollen et al., 2010; Virshup & 

Shenolikar, 2009; Moorhead et al., 2007). Οι καταλυτικές υπομονάδες 

αλληλεπιδρούν με τις ρυθμιστικές υπομονάδες, είτε μέσω άμεσης πρόσδεσης (π.χ. 

PP1 φωσφατάσες), είτε έμμεσα με δημιουργία υπομονάδων σκαφοειδών (π.χ. PP2A, 

PP4, PP6 φωσφατάσες) (Brautigan, 2013). Η PPP οικογένεια, η οποία σχετίζεται σε 

επίπεδο αλληλουχίας και δομής, επιδεικνύει πανομοιότυπο μηχανισμό κατάλυσης. Ο 

συσχετισμός των καταλυτικών υπομονάδων με τις ρυθμιστικές υπομονάδες, σε 

συνδυασμό με την ειδικότητα για Ser/Thr διαμορφώνει την ειδικότητα του 

υποστρώματος και το βαθμό ποικιλομορφίας (Shi, 2009; Farkas et al., 2007). Οι
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πρωτεϊνικές φωσφατάσες με περιοχές Kelch, έχουν καταγραφεί στα φυτά, ενώ 

υπάρχουν βάσεις δεδομένων για τις συντηρημένες περιοχές μελών των οικογενειών 

PPP και PTP που έχουν καταγραφεί στην Arabidospis (Marchler-Bauer et al., 2017; 

Uhrig et al., 2013).

Εικόνα 8 Κατηγοριοποίησε πρωτεϊνικών φωσφατασών στα φυτά, βάση ειδικότητας του 
υποστρώματος, μηχανισμού κατάλυσης και ευαισθησίας αναστολέα (Συντομογραφίες: 
PPs/protein phosphatases, PPPs/phosphoprotein phosphatases, PPMs/metallo-dependent 
protein phosphatases, PTPs/protein tyrosine phosphatases, ADPs/Aspartate-dependent 
phosphatases, STPs/Ser or Thr-specific phosphatases, LMWPTPs/low-molecular-weight 
PTPs, PTPs/classical PTPs, DsPTPs/dual-specificity phosphatases) (Bheri et al., 2021)

H Arabidopsis thaliana αποτελεί είδος οργανισμού που έχει χρησιμοποιηθεί 

ως μοντέλο διερεύνησης αμυντικών μηχανισμών που προσδίδουν αντοχή σε 

φυτικούς οργανισμούς έναντι παθογόνων οργανισμών. Οι εν λόγω φυτικοί 

οργανισμοί διαθέτουν εξειδικευμένους υποδοχείς στην κυτταρική επιφάνεια, μέσω 

των οποίων καθίσταται εφικτός ο εντοπισμός παθογόνων και η έναρξη λειτουργίας 

μηχανισμών με απώτερο στόχο την αναστολή ανάπτυξης των τελευταίων.

Με βάση τα όσα προαναφέρθηκαν για την λειτουργία των φυτικών PPs, έχουν 

περιγραφεί στη διεθνή βιβλιογραφία σχετικά ευρήματα στον οργανισμό Arabidopsis 

thaliana που αποτελεί και τον οργανισμό διερεύνησης της παρούσας εργασίας. Ένα 

πρώτο εύρημα σχετίζεται με τις TOPPs (type-one protein phosphatases), οι οποίες 

αποτελούν τις αντίστοιχες των PP1 φωσφατασών στους φυτικούς οργανισμούς και 

περιγράφονται στον οργανισμό Arabidopsis thaliana. Πιο συγκεκριμένα, έχουν 

καταγραφεί στον εν λόγω οργανισμό εννέα διακριτές TOPP ισομορφές. H
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φωσφορυλίωση της AtPPI-2 έχει σαν αποτέλεσμα τροποποιήσεις στον τρόπο 

διαμόρφωσης της πρωτεΐνης, γεγονός που οδηγεί στη ρύθμιση των

αλληλεπιδράσεων TOPP. Κατά αναλογία με την PPI-2 στα θηλαστικά, η φυτική 

πρωτεΐνη επικεντρώνεται στα συντηρημένα RVxF, PxTPY και RKxHY μοτίβα, ενώ 

στερείται των SGILK και SQ μοτίβων. Η φωσφορυλίωση του μοτίβου PxTPY στο Ν- 

τελικό άκρο της PPI-2 καταγράφεται συντηρημένη σε φυτικούς και ζωικούς 

οργανισμούς, αν και μόνο η φυτική PPI-2 επιδεικνύει φωσφορυλίωση του RKxHY 

μοτίβου (Ahsan et al., 2013).

Το γονιδίωμα της Arabidopsis περιλαμβάνει 5 C υπομονάδες, 17 B 

υπομονάδες και 3 A υπομονάδες, από τις οποίες παράγονται περίπου 255 PP2A 

ολοένζυμα, το εύρος δράσης των οποίων συνδέεται με πλεονάζουσες και 

εξειδικευμένες λειτουργίες (Zhou et al., 2004). Οι ρυθμιστικές υπομονάδες PP2A 

δύνανται να αλληλεπιδράσουν με ρυθμιστικές πρωτεΐνες με αποκλειστικά αμοιβαίο 

τρόπο, γεγονός που επακόλουθα επηρεάζει την δραστικότητα PP2A (Wu et al., 

2011; Xing et al., 2008; Yang et al., 2007). Η ενεργοποίηση της PP2A συμβαίνει 

μέσω αναστρέψιμης μεθυλίωσης, με την δράση του ενζύμου LCMT (Leu 

carbocylmethyltransferase). Αυτό το ένζυμο δρα ως καταστολέας της BRI1 στην 

Arabidopsis (Wu et al., 2011; De Baere et al., 1999; Favre et al., 1994) και της 

φωσφατάσης PME-1 (protein phosphatase methylesterase-1) (Ogris et al., 1999; Lee 

et al., 1996; Xie & Clarke, 1994). Η P P 2 A ^ ^  μεθυλ-εστεράση απομακρύνει την 

μεθυλική ομάδα του μεθυλιωμένου PP2A ενζύμου (Chao et al., 2006). Η AtPTPA 

(Arabidopsis phosphotyrosyl phosphatase activator) εμπλέκεται στη ρύθμιση της 

μεθυλίωσης PP2A και της δημιουργίας του ολοενζύμου (Chen et al., 2014). Η HDA14 

(histone deacetylase) στην Arabidopsis συνδέεται άμεσα με την υπομονάδα PP2A- 

A2 και δρα ως αποακετυλάση τουμπουλίνης. Εκτός από την HDA14, η ιστόνη ELP3 

ακετυλοτρανσφεράση και οι PP2A A-υπομονάδες δραστηριοποιούνται στον πυρήνα, 

καθώς επίσης και στο κυτοσόλιο του κυττάρου. Ο εν λόγω συσχετισμός συνδέει την 

πρωτεϊνική φωσφορυλίωση και την ακετυλίωση (Tran et al., 2012). Η σύνθεση του 

ολοενζύμου PP2A μεταβάλλεται διαρκώς και ρυθμίζει διαφορετικούς κόμβους 

μονοπατιών σηματοδότησης, καθώς επίσης και ρυθμιστικά κυκλώματα σε ζώα και 

φυτά (Durian et al., 2016; Wu et al., 2011; Tang et al., 2011).

Οι ευκαρυωτικές PP2Cs φέρουν μεταβλητή καταλυτική περιοχή, είτε στο N-, 

είτε στο C-τελικό άκρο (Schweighofer et al., 2004). Περίπου το 58% των PP2Cs 

φέρουν C-τελική καταλυτική περιοχή και διαφορετικές προεκτάσεις στο Ν-τελικό άκρο 

(στην περίπτωση της Arabidopsis), ενώ σε ορισμένες PP2Cs η καταλυτική περιοχή
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εντοπίζεται στο Ν-τελικό άκρο (ιδίως σε περιπτώσεις φωσφατασών που ανήκουν 

στην ομάδα F) (Schweighofer et al., 2004). Η καταλυτική περιοχή περιλαμβάνει 11 

χαρακτηριστικές υπο-περιοχές (Su & Forchhammer, 2013). Οι ABI1, ABI2 και 

AtPP2CA αποτελούν περιπτώσεις Mg2+-εξαρτώμενων PP2Cs (Himmelbach et al., 

2002). Πιο συγκεκριμένα, η ABI1 πρωτεΐνη είναι μία Ca2+-ρυθμιζόμενη φωσφατάση, 

της οποίας το C-τελικό άκρο φέρει υψηλό βαθμό ομοιότητας με την PP2C. Από την 

άλλη πλευρά, το N-τελικό άκρο περιλαμβάνει ένα σημείο πρόσδεσης ιόντων 

ασβεστίου (Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994). Η δραστικότητα φωσφατάσης των 

ανασυνδυασμένων ABI1 και ABI2 πρωτεϊνών καταγράφεται μειωμένη λόγω των 

μεταλλάξεων abi1-1 (Bertauche et al., 1996) και abi2-1 (Leung et al., 1997). Οι εν 

λόγω μεταλλάξεις συνιστούν μεταθέσεις G -  A στις θέσεις 970 και 553 στην 

αλληλουχία του cDNA, αντίστοιχα, με αποτέλεσμα την ίδια αντικατάσταση αμινοξέος 

(Gly -  Asp στη θέση 180 στην ABI1, Gly -  Asp στη θέση 168 στην ABI, αντίστοιχα) 

(Leung et al., 1997). Η ABI2 αλληλεπιδρά με την SOS2 (salt overly sensitive 

2/PKS/CIPK24), μία πρωτεϊνική κινάση σερίνης-θρεονίνης που απαιτείται για την 

ανθεκτικότητα της Arabidopsis στο άλας. Η SOS2 φέρει PPI (protein phosphatase 

interaction) μοτίβο και περιλαμβάνει 37 αμινοξικά κατάλοιπα που ευθύνονται για την 

αλληλεπίδραση με την ABI2 [η τελευταία περιλαμβάνει μία χαρακτηριστική PKI 

(protein kinase interaction) περιοχή]. Το μοτίβο PPI καταγράφεται συντηρημένο σε 

πρωτεϊνικές κινάσες της οικογένειας SOS2 και στην κινάση Chk1 (checkpoint kinase) 

του κυτταρικού κύκλου.

Οι φωσφατάσες PP7 είναι μοναδικές στους φυτικούς οργανισμούς και δεν 

φέρουν τις αντίστοιχες περιοχές των PP2Cs που αναφέρθηκαν ανωτέρω. Οι 

πρωτεϊνικές φωσφατάσες των θηλαστικών, οι οποίες σχετίζονται με τις PP7, φέρουν 

την ονομασία PPEFs (protein phosphatases with EF-hand domains) (Andreeva & 

Kutuzov, 2009). Οι φυτικές PP7 φέρουν χαρακτηριστική αρχιτεκτονική των περιοχών 

και διαφορετικές ρυθμιστικές περιοχές, οι οποίες δεν φέρουν προεκτάσεις στο Ν- και 

το C-τελικό άκρο, κατά αναλογία με τις PPEFs στα θηλαστικά. Οι καταλυτικές 

περιοχές των PP7 φωσφατασών σε ζωικούς και φυτικούς οργανισμούς συνιστούν 

ένα ξεχωριστό κλάδο (Andreeva & Kutuzov, 2009). Η Arabidopsis περιλαμβάνει τα 

AtPP7 και δύο PP7-προσομοιάζοντα γονίδια (Farkas et al., 2007). Η AtPP7 

περιλαμβάνει τρεις χαρακτηριστικές φορτισμένες περιοχές, με μεγέθη που 

διαφέρουν, στο C-τελικό άκρο της καταλυτικής περιοχής, καθώς επίσης και ένα σήμα 

πυρηνικού εντοπισμού στο C-τελικό άκρο (Andreeva & Kutuzov, 2001; Kutuzov et al., 

2001). Η ενεργοποίηση της AtPP7 επισυμβαίνει μέσω πρωτεολυτικής διάσπασης της 

μεγαλύτερης σε μέγεθος φορτισμένης περιοχής (Kutuzov & Andreeva, 2001).
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Στους φυτικούς οργανισμούς έχουν αναφερθεί μεμονωμένες περιπτώσεις 

πρωτεϊνικών κινασών τυροσίνης. Η φωσφορυλίωση της τυροσίνης λαμβάνει χώρα με 

την βοήθεια των DSKs (dual-specificity kinases) στους φυτικούς οργανισμούς 

(Rudrabhatla et al., 2006). Οι PKs που περιλαμβάνουν καταλυτικές περιοχές TK 

(tyrosine kinase) (Rudrabhatla et al., 2006), TK-προσομοιάζουσες κινάσες (Martin et 

al., 2009), CRKs [Ca2+-dependent protein kinase (CDPK/CRK)-related PKs] που 

επιδεικνύουν TK δραστικότητα (Nemoto et al., 2015), πρωτεΐνες που περιλαμβάνουν 

SH2 (src homology 2) (Williams & Zvelebil, 2004) και C2-phosphotyrosine- 

προσδεδεμένες περιοχές (Miranda-Saavedra & Barton, 2007), αποτελούν ένδειξη 

του μηχανισμού φωσφορυλίωσης της τυροσίνης στους φυτικούς οργανισμούς. Οι 

PTPs εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της 

διαφοροποίησης στα ζώα. Συμμετέχουν στην εκδήλωση, ρύθμιση των μονοπατιών 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) και ορμονικών οδών και στις αποκρίσεις 

έναντι του στρες, στα φυτά (Shankar et al., 2015). Έχουν περιγραφεί στον άνθρωπο 

100 PTPs, εκ των οποίων οι 60 είναι DsPTPs ενώ 11 περιπτώσεις είναι ανενεργές 

(Ghelis, 2011). Η περίπτωση της Arabidopsis παρουσιάζει ενδιαφέρον καθώς εάν και 

περιλαμβάνει στο γονιδίωμά της λιγότερες PTPs σε σχέση με το ανθρώπινο 

γονιδίωμα, περιλαμβάνει τις διπλάσιες σε αριθμό PKs, υποδηλώνοντας λειτουργικό 

εκφυλισμό στους φυτικούς οργανισμούς (Shankar et al., 2015). Οι PTPs 

ταξινομούνται σε τρεις υπο-οικογένειες, τύπων I-III. Η τύπου I αποτελείται από Tyr- 

ειδικές PTPs και DsPTPs και συνιστά την μεγαλύτερη υπο-οικογένεια (Tonks, 2013). 

Η τύπου II αποτελείται από φωσφατάσες με ειδικότητα σε Tyr και Thr, οι οποίες και 

δρουν ως ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου, ενώ η τύπου III περιλαμβάνει Tyr-ειδικές 

LMWPTPs. Ένας έτερος τρόπος διαχωρισμού των PTPs είναι σε προσομοιάζουσες 

με υποδοχείς PTPs και ενδοκυτταρικές PTPs (Stone & Dixon, 1994).

Οι SLPs (Shewanella-like phosphatases) ανευρίσκονται σε φυτικούς 

οργανισμούς, βρύα και πράσινα φύκια (Uhrig et al., 2013). Διαχωρίζονται στις ομάδες 

1 και 2, δημιουργώντας μία διαφορετική συνάθροιση από τα λοιπά PPP μέλη (Uhrig 

et al., 2013). Οι AtSLP1 και AtSLP2 φωσφατάσες στην Arabidopsis δύνανται να 

έχουν μοναδικές ή καθόλου υπομονάδες (Tran et al., 2012). Εντοπίζονται στο 

χλωροπλάστη και το κυτοσόλιο, αντίστοιχα (Uhrig et al., 2013).

Τα παραπάνω ευρήματα συνηγορούν υπέρ της αξιοποίησης του οργανισμού 

Arabidopsis thaliana ως εμπλεκόμενο σε διαφορετικές κατηγορίες φωσφατασών, σε 

επίπεδο φυτικών οργανισμών. Λαμβάνοντας υπ’ όψη πως η απαδενυλάση Hesperin 

έχει απομονωθεί από τον εν λόγω φυτικό οργανισμό, καθίσταται σαφής η εμπλοκή

20



της σε επίπεδο ανάδειξης δραστικότητας φωσφατάσης. Απαιτούνται πρόσθετες 

μελέτες στο χώρο της διεθνούς βιβλιογραφίας, μέσω των οποίων θα διερευνηθούν σε 

βάθος οι υποκείμενοι μηχανισμοί δράσης.

1.6 Hesperin και ενδεχόμενη δραστικότητα φωσφατάσης κυκλικών 
φωσφορικών

Ένζυμα που διαθέτουν δύο διαφορετικές καταλυτικές δράσεις δεν είναι 

άγνωστα. Έτσι, στην Arabidopsis thaliana, μια πρωτεΐνη (UniProt entry: A9TLP4) 

δείχθηκε να διαθέτει δύο καταλυτικές δραστικότητες, υδρόλυσης πεπτιδικών δεσμών 

και φωσφορικών δεσμών. Ειδικότερα, δρα τόσο ως πεπτιδάση III διπεπτιδίων και 

σαν υδρολάση Nudix, που είναι γνωστό να δρα σε ποικιλία παραγώγων 

διφωσφορικών νουκλεοτιδίων (Karacic et al., 2018; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/artides/PMC5606203/). Επίσης, η πρωτεΐνη AmiA 

από τον Chlamydia pneumoniae (UniProt entry: Q9Z8C6) χρησιμοποιεί το λιπίδιο II 

(το πρόδρομο μόριο για δομική μονάδα του βακτηριακού τοιχώματος) ως 

υπόστρωμα δρώντας ως αμιδάση και καρβοξυπεπτιδάση (Klockner et al., 2013; 

https://www.nature.com/articles/ncomms5201#content).

Οι ANGEL2, Nocturnin και AtHESP κατατάσσονται στην ίδια κατηγορία 

απαδενυλασών, EEP. Αλλά μέλη της οικογένειας είναι οι ANGEL1 και ANGEL3 

(Ngl3p) έχουν χαρακτηριστεί ως απαδενυλάσες. Όμως, οι ANGEL2 και Nocturnin 

εκδηλώνουν δράση φωσφατάσης, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Ας σημειωθεί πως 

η AtHESP και η Nocturnin είναι ομόλογες πρωτεΐνες (Beta et al., 2020· Delis et al., 

2016). Η δομή της ANGEL2 παρουσιάζει σημαντικές ομοιότητες με την AtHESP, 

όπως φαίνεται στο ακόλουθο σχήμα. Επιπλέον, η θέση αναγνώρισης των 

υποστρωμάτων τους από τις ANGEL2 και AtHESP φαίνεται να εντοπίζεται στην ίδια 

περιοχή (σύγκρινε Α και Γ). Προκαταρκτικές παρατηρήσεις ομοπαράθεσης μεταξύ 

ANGEL2 και AtHESP, έδειξαν πως τα δύο ένζυμα χρησιμοποιούν ίδια αμινοξέα στο 

ενεργό τους κέντρο για να καταλύσουν τις αντιδράσεις τους (βλ. «Αποτελέσματα»). 

Τέλος, τόσο η ANGEL2 όσο και η AtHESP αναγνωρίζουν και δρουν σε άκρα 3' RNA. 

Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδηγούν στην διερεύνηση αν η AtHESP διαθέτει 

καταλυτική δράση φωσφατάσης.
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Α. Δομή της ANGEL2 ΔΝ-AV. Από τη δομή απουσιάζει το άκρο N (ΓΝ) του ενζύμου (ANGEL2 
119-544). Η 2',3'-αδενοσίνη του βαναδικού (adenosine-2',3'-vanadate, AV), που μιμείται την 
πεντασθενή μεταβατική κατάσταση κατά την υδρόλυση 2',3 ' > P, δείχνεται με μαύρες ράβδους, 
ενώ το Mg2+ ως ιώδης σφαίρα (Pinto et al., 2020).
Β. Μοντελοποίηση ομολογίας της AtHESP. Το μοντέλο της AtHESP δείχνεται με κυανό 
χρώμα, ενώ με πράσινο χρώμα αποδίδεται η CNOT6 ανθρώπου. Και οι δύο (AtHESP και 
CNOT6L κατατάσσονται στην κατηγορία EEP όπως και η ANGEL2 (Beta et al, 2020).
Γ. Μοντέλο της AtHESPERIN με την AMP προσδεμένη στο ενεργό κέντρο. Η AMP δείχνεται με 
χωροπληρωτικό μοντέλο (Beta et al, 2020).
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1.7 Σκοπός της εργασίας

Αναφέρθηκαν παραπάνω, οι ομοιότητες στη δομή μεταξύ της AtHESPERIN και της 

ANGEL2, η ομολογία μεταξύ AtHESP και Nocturnin, καθώς και το ότι και οι τρεις 

πρωτεΐνες έχουν καταταχθεί στην ίδια υπεροικογένεια απαδενυλασών EEP.

Σκοπός της εργασίας είναι να εξεταστεί αν η AtHESPERIN διαθέτει δραστικότητα 

φωσφατάσης 2',3'-κυκλικού φωσφορικού, ανάλογη με αυτή της ANGEL2.

Για την προσέγγιση του σκοπού, θα γίνει εξέταση ομολογίας μέσω ομοπαράθεσης, 

θα καθαρισθεί ανασυνδυασμένη AtHESPERIN και θα χρησιμοποιηθεί σε κατάλληλες 

αντιδράσεις με τροποποιημένα υποστρώματα για χαρακτηρισμό φωσφατασών 2',3'- 

κυκλικού φωσφορικού.
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2 Υλικά- Μέθοδοι

2.1 Υλικά

2.1.1 Βακτηριακά στελέχη

Προκειμένου να επιτευχθεί υπερέκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 

χρησιμοποιήθηκαν τα βακτηριακά στελέχη BL21- Gold (DE3). Η συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά επιλέγεται κατά την έκφραση ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης, καθώς 

δεν περιλαμβάνει τις πρωτεάσες Lon και OmpT που πιθανώς θα οδηγούσαν σε 

χαμηλότερη ποσότητα της εκφραζόμενης πρωτεΐνης. Επιπλέον, τα στελέχη BL21- 

Gold (DE3) περιλαμβάνουν κωδικόνια που χρησιμοποιούνται ελάχιστα από την 

E.coli, συνεπώς είναι δυνατό η πρωτεΐνη να παραχθεί σε υψηλή ποσότητα (Phillips 

et al., 1984) .

2.1.2 Πλασμιδιακοί φορείς

Τα πλασμίδια αποτελούν δίκλωνα, κυκλικά τμήματα DNA, το μέγεθος των οποίων 

ποικίλλει (από 1.000 μέχρι 200.000 ζεύγη βάσεων), που εντοπίζονται σε πολλά 

βακτήρια και περιέχουν μικρό ποσοστό της γενετικής πληροφορίας του κυττάρου (1 - 

2%). Στη γενετική μηχανική τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται ονομάζονται 

φ ο ρ ε ίς ^ ^ ο φ . Έχουν τη δυνατότητα να πολλαπλασιάζονται ανεξάρτητα από το 

κύριο βακτηριακό μόριο DNA, καθώς και να εκφράζουν συγκεκριμένα γονίδια. Το 

πλασμίδιο που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία για παραγωγή πρωτεΐνης 

συζευγμένης με έξι ιστιδίνες (His Tag) που φέρει αλληλουχία αναγνώρισης για την 

πρωτεάση 3C, ονομάζεται pATHRA (Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας, τμήμα 

Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας).

2.1.3 Διαλύματα

2.1.3.1 Θρεπτικά υλικά ανάπτυξης βακτηρίων

- LB Broth: 1% tryptone, 0.5% yeast extract και 0.17M sodium chloride.

- TB Broth: 1.2% tryptone ,2.4% γραμμάρια yeast extract, 0.4% Glycerol, 70mM 

K2HPO4 και 16mM KH2PO4.
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2.1.3.2 Ρυθμιστικά διαλύματα λύσης βακτηριακών κυττάρων

- Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης 1: 0.1 Μ Sodium Phosphate buffer (pH 6), 0.2M NaCI, 

10% Glycerol, 0,1% MTG, 1mg/mL lysozyme, 1mM PMSF, 50U βενζονάση

To MTG, η λυσοζύμη και το PMSF που αναστέλλει τη δράση των πρωτεασών 

προστέθηκαν λίγο πριν χρησιμοποιηθεί το διάλυμα. Η βενζονάση έχει την ικανότητα 

να διασπά κάθε τύπο DNA - μονόκλωνο, δίκλωνο, γραμμικό, κυκλικό -, ενώ το 

ένζυμο λυσοζύμη πραγματοποιεί την υδρόλυση της πεπτιδογλυκάνης που απαρτίζει 
το κυτταρικό τοίχωμα και έτσι αυτό διασπάται (Duckett, 1999).

-Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης 2: 50Mm Sodium Phosphate buffer (pH8), 0.2M NaCl, 5 

% Glycerol, 1mg/mL lysozyme, 1mM PMSF, 50U βενζονάση

2.1.3.3 Ρυθμιστικά διαλύματα Υγρής Χρωματογραφίας Συγγένειας 

ακινητοποιημένου μετάλλου (IMAC)

- Χρωματογραφία ιόντων Co

Ρυθμιστικό διάλυμα εξισορρόπησης: 0.1M Phosphate Buffer, 0.2M NaCl, 0.1% MTG 

ρύθμιση έως pH 6.0

Ρυθμιστικό Διάλυμα έκλουσης: 0.1M Phosphate Buffer, 0.6M Imidazole, 0.2M NaCl, 

0.1% MTG ρύθμιση έως pH 6.0

Διάλυμα διαπίδυσης: 0,1M Tris buffer (pH 8), 0.2M NaCl, 0.1% MTG, 0.5M 

Imidazole. Το διάλυμα αυτό, χρησιμοποιείται για την αλλαγή του pH του διαλύματος. 

Το δείγμα τοποθετείται σε μεμβράνη διαπίδυσης και στη συνέχεια μέσα στο διάλυμα 

διαπίδυσης. Αναδεύεται 16 ώρες ώστε η αλλαγή του διαλύματος μέσω των πόρων 

της μεμβράνης να γίνει σταδιακά.

- Χρωματογραφία ιόντων Ni

Ρυθμιστικό διάλυμα εξισορρόπησης: 50mM Sodium Phosphate buffer, 0.2M NaCl, 

0.1M Imidazole έως pH 8.0

Ρυθμιστικό Διάλυμα έκλουσης: 50mM Sodium Phosphate buffer, 0.2M NaCl, 0.5M 

Imidazole έως pH 8.0

Dialysis buffer: 0,05 Phosphate Buffer, 0.2M NaCl
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2.1.4 Μελέτη ενζυμικής δραστικότητας

2.1.4.1 Αντίδραση απαδενυλίωσης

Η εξέταση της ενζυμικής δραστικότητας της AtHESPERIN έγινε σύμφωνα με τους 

Maryati, M., et al. (Maryati et al., 2014) με τροποποιήσεις. Χρησιμοποιήθηκε ως 

υπόστρωμα ένα μόριο RNA μήκους 17 βάσεων (5' - CCU UUC CAA AAA AAA ΑΑ - 

3' ) φέροντας στο άκρο 5' του τη φθορίζουσα χρωστική Cy3 ομοιοπολικά 

συνδεδεμένη με το υπόστρωμα. Το υπόστρωμα διαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα 

αντίδρασης και στο διάλυμα αυτό, προστίθεται και το ένζυμο. Η αντίδραση 

πραγματοποιείται στους 25oC και τερματίζεται με την προσθήκη ίσου όγκου 2Χ 

ρυθμιστικού διαλύματος δειγμάτων RNA και θέρμανση στους 85oC για 3min. Η 

αντίδραση αναλύεται σε πηκτή ακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες στα 

200V.

Εικόνα 9 Υπόστρωμα που ομοιάζει με RNA με μικρό μήκος «ουράς» αδενοσινών, που 
χρησιμοποιείται σε δοκιμές απαδενυλίωσης. Αλληλουχία 17 ριβονουκλεοτιδίων συνδεμένων 
με δεσμούς 5 '-3 ' (5' - CCU UUC CAA AAA AAA ΑΑ -3 '). Στο άκρο 5 ' φέρει τη φθορίζουσα 
χρωστική Cy3 ομοιοπολικά συνδεδεμένη στην αλληλουχία με το 1ο νουκλεοτίδιο (5' - C). (Beta 
et al.)

26



Τα μόρια RNA που ηλεκτροφορούνται έχουν διαφορετική κινητικότητα μέσα στην 

πηκτή λόγω του μήκους τους. Έτσι, μόρια με μικρότερο μήκος λόγω της δράσης του 

ενζύμου, έχουν υψηλότερη κινητικότητα από μόρια τα οποία είναι μεγαλύτερου 

μήκους. Τα προϊόντα της αντίδρασης οπτικοποιούνται με τη χρήση φίλτρου 

ανίχνευσης του φθορισμού της χρωστικής Cy3 μηχανήματος αρχειοθέτησης (Uvitec, 

Cambridge, τμήμα Ιατρικής-Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας).

2.1.4.2 Αντίδραση διάσπασης 2',3'-κυκλικού φωσφορικού, 

δραστικότητα οΡασης

Η μελέτη δράσης οΡασης γίνεται σύμφωνα με το ακόλουθο σχήμα, σύμφωνα με την 

εργασία των Pinto et al., 2020.
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Δ

Βιοχημική δοκιμασία για μέτρηση της δραστικότητας 2 ',3 ' > Pase (cPazp). A. Επώαση ενός 
βραχέος 5'-P/2',3'>P εσωτερικά σημασμένου δίκλωνου RNA (p, ραδιενεργά σημασμένο με 
32P) με κυταρικό εκχύλισμα που περιέχει 2',3'φωσφατάση του κυκλοφωσφορικού δίνει 
μετατόπιση σε μια αποδιατακτική πηκτή ηλεκτροφόρησης(Β, Pinto et al., 2020). Η σημασμένη 
αλληλουχία, με άκρα 5’-P and 2’,3’>P, υβριδίστικε με μια συμπληρωματική της που φέρει μια 
ομάδα 5'-άμινο συνδέτη (L) για να εμποδίσει την σύνδεση των αλληλουχιών από το σύμπλοκο 
της λιγάσης των tRNA (A, βάσει Pinto et al. 2020).

2.1.4.3 Διαλύματα

- Διάλυμα αντίδρασης: 50mM Sodium Citrate, 2mM MgCl2, 100mM NaCI, 0.5mM 

DTT, 10% glycerol (pH 6.5), το DTT διατηρεί τους δισουλφιδικούς δεσμούς του 

ενζύμου σταθερούς κατά τη διάρκεια της αντίδρασης.

- Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης TBE 10*: 1M Tris, 1M Boric acid,50Mm 

EDTA. Οι σκόνες διαλύονται σε αποστειρωμένο νερό ελεύθερο νουκλεασών (DEPC) 

και φιλτράρεται σε αποστειρωμένο μπουκάλι.

- Ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων RNA 2* (Sample buffer): 95% φορμαμίδιο, 5mM 

EDTA, 0,025% SDS. Το φορμαμίδιο έχει δειρθεί πως αναστέλλει τη δράση των 

RNασών και βοηθά στη διατήρηση του RNA (Chomczynski, 1992). Η παρουσία του 
EDTA ως χηλικού παράγοντα εξυπηρετεί τον ίδιο σκοπό με την ιδιότητά του να 

δεσμεύει δισθενή ιόντα μετάλλων και ιδιαίτερα Mg2+. Τα δισθενή ιόντα μετάλλων, 

είναι απαραίτητα για τη δραστικότητα πολλών RNασών και η δέσμευσή τους από το 

EDTA δρα ανασταλτικά για τα ένζυμα αυτά (Brody and Kern, 2004).

28



2.2 Οργανολογία

Το τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας και το εργαστήριο Δομικής και 

Λειτουργικής Βιοχημείας παρείχε όλα τα όργανα για την διεξαγωγή της παρούσας 

εργασίας.

ΑΚΤΑ purifier (FPLC system) GE Healthcare Life Sciences
Αυτόματες ττιττέτες Gilson
Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης Mini 
PROTEAN® Tetra Cell B i o R a d

Μετρητής pH Metrohm

Σύστημα απεικόνισης XR doc, BioRad 
Uvitec, Cambridge
Centrifuge 5814R, eppendorf

Φυγόκεντροι Z36HK, Hermle 
CR-22N Himac, HITACHI

Φασματοφωτόμετρο VWR 1600-PC
Oryxnano ρομπότ σάρωσης συνθηκών 
κρυστάλλωσης Douglas Instruments

2.3 Μεθοδολογία

2.3.1 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων BL21-Gold με πλασμιδιακό  

φορέα pATHRA

Πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός βακτηρίων E.coli BL21-Gold με τη μέθοδο 

του θερμικού σοκ (heat shock). Σε σωληνάριο τύπου eppendorf όπου ήταν 

αποθηκευμένα τα επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα έγινε προσθήκη 1kL 

ανασυνδυασμένου πλασμιδίου pATHRA, ανάδευση και επώαση για 30min. Έπειτα 

για 45 δευτερόλεπτα τοποθετούνται σε υδατόλουτρο στους 42oC . Στη συνέχεια, 

μεταφέρονται για επώαση για 2min σε πάγο. Έπειτα προστίθενται 900kL 

αποστειρωμένο LB Broth χωρίς την παρουσία αντιβιοτικού. Τα μετασχηματισμένα 

βακτήρια επωάζονται στους 37oC υπό ανάδευση (210 rpm) για 1h.

Για να επιβεβαιώσουμε τον μετασχηματισμό των βακτηριακών στελεχών BL21- 

Gold, πραγματοποιούμε καλλιέργεια με στερεό θρεπτικό μέσο εμπλουτισμένο με το 

κατάλληλο αντιβιοτικό (αμπικιλλίνη). Δηλαδή, με την ολοκλήρωση της επώασης, 

επιστρώνουμε 50kL σε τρυβλία petri με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα οποία έχει 

προστεθεί το κατάλληλο αντιβιοτικό. Τα τρυβλία επωάζονται overnight σε 

θερμοκρασία 37oC στα 210 rpm. Όλες οι προαναφερθείσες διαδικασίες 

πραγματοποιήθηκαν υπό στείρες συνθήκες.
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2.3.2 Παραγωγή της ανασυνδυασμένης AtHESPERIN

Μια μικρή καλλιέργεια 50 mL εμβολιάστηκε με μία (1) αποικία που έχει αναπτυχθεί 

μετά το μετασχηματισμό, και κατόπιν χρησιμοποιήθηκε για να εμβολιστούν 3 L 

αποστειρωμένου υγρού θρεπτικού μέσου σε αναλογία 1/100 που επωάστηκαν στους 

37oC με συνεχή ανάδευση (210rpm), αφού είχε προστεθεί κατάλληλη συγκέντρωση 

από το αντιβιοτικό (50μg/ml). Η διαδικασία της ανάπτυξης των βακτηρίων 

παρακολουθείται φασματοφωτομετρικά. Η επώαση θεωρείται ολοκληρωμένη όταν η 

οπτική απορρόφηση της ήταν Α6οο = 0.6-0.7 (περίπου μετά από 3 ώρες), όπου 
θεωρείται ότι η καλλιέργεια βρίσκεται στην εκθετική φάση ανάπτυξης.

Ακολούθησε επαγωγή της υπερέκφρασης της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Με 

προσθήκη του επαγωγέα (IPTG). Οι καλλιέργειες μετά την επαγωγή της 

υπερέκφρασης αφέθηκαν να αναπτυχθούν για ακόμη 4h στους 37oC υπό συνεχή 

ανάδευση (210rpm). Μετά το πέρας της επώασης, η καλλιέργεια τοποθετήθηκε στον 

πάγο, το σύνολο της καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκε και το υπερκείμενο που 

αποτελούνταν από το θρεπτικό υλικό απορρίφθηκε. Τα κυτταρικά ιζήματα 

αποθηκεύτηκαν στους -80 oC μέχρι τη λύση τους.

2.3.3 Λ ύ ζ ε  κυττάρων

Το κυτταρικό ίζημα, αφού αποψύχθηκε ελαφρώς σε πάγο για πιο εύκολη 

μεταχείριση, διαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα λύσης και αφού ομογενοποιήθηκε, 

προστέθηκε Βενζονάση και επωάστηκε σε πάγο για 20 λεπτά με ανάδευση ανά 5 

λεπτά. Η πλήρης λύση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε με χρήση υπερήχων, η 

οποία έγινε σε 9 κύκλους των 20s ενώ το κυτταρόλυμα βρίσκεται σε πάγο. Η 

συσκευή υπερήχων για 20s παράγει υπερήχους σε εύρος 75%, σε συνεχόμενους 

κύκλους, ενώ για 20s σταματάει την παραγωγή υπερήχων. Αυτό συμβαίνει διότι κατά 

την εφαρμογή υπερήχων αυξάνεται η θερμοκρασία του διαλύματος. Μετά το πέρας 

της μηχανικής λύσης, το διάλυμα φυγοκεντρείται στις 45000xg/4 oC για 45 λεπτά. 

Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, γίνεται διαχωρισμός του υπερκείμενου το οποίο 

αποτελείται από το διάλυμα των πρωτεϊνών, από το κυτταρικό ίζημα και φιλτράρεται 

με τη βοήθεια φίλτρου 0,45μm.
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2.3.4 Απομόνωση της AtHESPERIN με χρωματογραφία αγχιστείας 

ακινητοποιημένων μετάλλων (IMAC)

Πρωτεΐνες και πεπτίδια όπως η AtHESPERIN που εμφανίζουν συγγένεια με ιόντα 

μετάλλων, λόγω της προστιθέμενης ετικέτας αγχιστείας έξι ιστιδινών στο αμινοτελικό 

τη άκρο, μπορούν να απομονωθούν χρησιμοποιώντας χρωματογραφία αγχιστείας 

ακινητοποιημένων μετάλλων. Η ιστιδίνη (His) σχηματίζει σύμπλοκα με τα ιόντα 

μετάλλων σε τιμές pH 6-7 και η περιεκτικότητα μιας πρωτεΐνης σε ιστιδίνες ευθύνεται 

για την πρόσδεση της πρωτεΐνης αυτής σε ένα ιόν μετάλλου (Porath, 1992). Τα υλικά 

χρωματογραφίας IMAC μπορεί να εμπλουτιστούν με ιόντα μετάλλων, όπως νικέλιο, 

ψευδάργυρος, χαλκός, ασβέστιο, κοβάλτιο ή σίδηρος. Η αλληλεπίδραση με την 

πρωτεΐνη-στόχο εξαρτάται από το pH και την ιοντική ισχύ. Τα μόρια που έχουν 

προσδεθεί, συνήθως εκλούονται με αύξηση της ιοντικής ισχύος του ρυθμιστικού 

διαλύματος ή με την προσθήκη ιμιδαζολίου στο ρυθμιστικό διάλυμα (Bornhorst and 

Falke, 2011).

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε στήλη με ιόντα κοβαλτίου (Talon crude, 

Cytiva) και ιόντα νικελίου (HisTrap FF, Cytiva). Σε κάθε περίπτωση ο όγκος στήλης 

ήταν 1ml και εξισορροπείται με τουλάχιστον 10 όγκους στήλης (cv) από το αντίστοιχο 

διάλυμα. Ρυθμίζοντας την πίεση και το ρυθμό ροής, η AtHESPERIN, περνάει μέσα 

από τη στήλη, ώστε να μπορεί να προσδεθεί μέσω του His-Tag στα ιόντα μετάλλου, 

ενώ ό,τι δεν είναι ειδικό να εκπλυθεί στα κλάσματα υπερδιηθήματος (flow-through). 

Ακολούθως, συνεχίζει η έκπλυση του υλικού χρωματογραφίας με τουλάχιστον 5 cv. 

Τέλος, ακολουθεί η έκλουση της πρωτεΐνης, η οποία γίνεται με βαθμίδωση 

συγκέντρωσης (0- 100%) του διαλύματος έκλουσης.

2.3.4.1 Αφαίρεση ετικέτας αγχιστείας μέσω πέψης με πρωτεάση 3C

Οι ετικέτες αγχιστείας είναι ιδιαίτερα σημαντικές στην παραγωγή 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών καθώς μέσω αυτών μπορούμε να απομονώσουμε και 

να ταυτοποιήσουμε τις πρωτεΐνες που τις φέρουν. Παρά τη χρησιμότητά τους, μπορεί 

να επέμβουν στη βιολογική δράση της πρωτεΐνης. Συνεπώς πρέπει να αφαιρεθεί η 

ετικέτα αγχιστείας προς αποφυγή προβλημάτων σε μετέπειτα πειραματικές 

διεργασίες. Για να πραγματοποιηθεί αυτό, χρησιμοποιούνται ένζυμα τα οποία 

ονομάζονται πρωτεάσες (Waugh, 2005).

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η ενδοπρωτεάση 3C. Η πρωτεάση αυτή 

έχει αυστηρή εξειδίκευση ως προς την αλληλουχία που αναγνωρίζει δηλαδή την
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αλληλουχία LEVLFQ/GP. Η καρβοξυ- πλευρά του δεσμού της 3C πρωτεάσης είναι 

υπεύθυνη για τη μη απομάκρυνση της μαζί με την ετικέτα αγχιστείας (Waugh, 2005). 

Στην παρούσα εργασία η πρωτεάση 3C είναι επίσης συντηγμένη με ετικέτα 

αγχιστείας HisTag το οποίο μας δίνει τη δυνατότητα να την απομακρύνουμε από το 

πρωτεϊνικό διάλυμα με καθαρισμό. Η θέση αναγνώρισης της πρωτεάσης υπήρχε 

στον φορέα που χρησιμοποιήθηκε. Μετά τον καθαρισμό της πρωτεΐνης από τη στήλη 

αγχιστείας, η πρωτεΐνη αναμιγνύεται με την πρωτεάση 3C. Μόλις αναμιχθούν τα 

διαλύματα των πρωτεϊνών, αναδεύονται και επωάζονται για 16 ώρες στους 4oC για 

να ολοκληρωθεί η αντίδραση πέψης.

Με το πέρας της αντίδρασης, το δείγμα φορτώνεται στη στήλη αγχιστείας IMAC 

και απομονώνονται τα κλάσματα υπερδιηθήματος, όπου αναμένεται να εμπεριέχεται 

η AtHESPERIN, χωρίς την παρουσία της ετικέτας αγχιστείας, και στα κλάσματα 

έκλουσης απομονώνεται η HisTag-3C αλλά και πιθανή AtHESPERIN της οποίας η 

ετικέτα HisTag δεν απομακρύνθηκε με την πέψη. Εάν χρησιμοποιείται πρωτεάση 3C 

συντηγμένη με ετικέτα αγχιστείας GST, τότε το βήμα αφαίρεσης της πρωτεάσης και 

της άκοπης πρωτεΐνης από το διάλυμα πραγματοποιείται με χρωματογραφία 

αγχιστείας GST και όχι IMAC. Η ύπαρξη AtHESPERIN η οποία φέρει ετικέτα 

αγχιστείας στο κλάσμα υπερδιηθήματος μαζί με τη φυσικού τύπου AtHESPERIN 

(χωρίς ετικέτα) ανιχνεύεται με ανοσοαποτύπωση κατά Western.

2.3.5 Συμπύκνωση και διαπίδυση της AtHESPERIN

Μετά την ολοκλήρωση της απομόνωσης της πρωτεΐνης, αυτή συμπυκνώνεται και 

υποβάλλεται σε διαπίδυση για την αλλαγή διαλύματος ανάλογα με τις αναλύσεις που 

θα ακολουθήσουν σε επόμενα βήματα. Οι βασικές αναλύσεις που 

πραγματοποιήθηκαν μετά την απομόνωση ήταν οι εξής: α) αφαίρεση της ετικέτας 

αγχιστείας και β) προσδιορισμός της ενζυμικής δραστικότητας. Η διαδικασία της 

συμπύκνωσης πραγματοποιείται για όλες ανεξαιρέτως τις μετέπειτα διαδικασίες σε 

φίλτρα φυγοκεντρικής συμπύκνωσης (Amicon ultra 4). Η διαπίδυση, μπορεί να 

συνδυαστεί με τη συμπύκνωση εάν χρησιμοποιούνται φίλτρα φυγοκεντρικής 

συμπύκνωσης είτε να πραγματοποιηθεί ξεχωριστά με τη χρήση μεμβράνης 

διαπίδυσης.

α) αφαίρεση της ετικέτας αγχιστείας: Μετά το πρώτο βήμα καθαρισμού, η 

AtHESPERIN βρίσκεται στο διάλυμα έκλουσης από τη στήλη IMAC. Το διάλυμα αυτό 

περιέχει μεταξύ άλλων, υψηλή συγκέντρωση ιμιδαζολίου, το οποίο σαν συστατικό 

δεν επηρεάζει τη δραστικότητα της πρωτεάσης 3C, αλλά δυσχεραίνει την
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απομάκρυνση αυτής μετά την αντίδραση πέψης. Για τον παραπάνω λόγο, 

πραγματοποιείται διαπίδυση σε ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο δεν έχει ιμιδαζόλιο, έτσι 

ώστε να πραγματοποιηθεί απομόνωση της AtHESPERIN που δε φέρει HisTag σε 

επόμενο βήμα καθαρισμού, όπως περιγράφηκε σε προηγούμενη ενότητα.

β) προσδιορισμός της ενζυμικής δραστικότητας: Μετά το πρώτο βήμα 

καθαρισμού, η AtHESPERIN βρίσκεται στο διάλυμα έκλουσης από τη στήλη IMAC. 

Το διάλυμα αυτό, δεν είναι το κατάλληλο για την ενζυμική δραστικότητα της 

AtHESPERIN, και ως εκ τούτου πρέπει να αντικατασταθεί από το διάλυμα 

αντίδρασης το οποίο περιγράφεται στα υλικά.
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3 Αποτελέσματα- Συζήτηση

3.1 Ομοπαράθεση AtHESP και ANGEL2

Η ομοπαράθεση με τη χρήση του αλγόριθμου στοίρισης BLAST για τις AtHesp 

(A8MS41.1) και ANGEL2 (Q5VTE6.1) έδωσε Identity 32% (77/239) και Positives 

47% (113/239).

A8MS41.1 1 ------------------------------------------ MFSSTTLHHLPRP 13
Q5VTE6.1 1
MEAWRCVRKGYGHCVVGRGRYPMFPHHSRSLGRDWTTPWENLQRCCWNRHISSCMRWPGHYSRAPYPYFSSRHFSLNWRP 80
A8MS41.1 14 NLLLPRKVISRRMSTNPAIEPKVRKFE---SVEGVDIGS-RNKSDGFFA---IPLYLSKLVALYNCISLSRIGTS 81
Q5VTE6.1 81 PCLFESRTQFQYCNWRPDNLSQTSLIHLSSYVMNAEGDEPSSKRRKHQGVIKRNWEYICSHDKEKTKILGDKNVDPKCED 
160
A8MS41.1 82 NENFVFSGIRFRLVSYNILAQVYVK--SALLPHSPPACLKWKARSHAILSVLKNLQADFFCLQEVDE--YDSFYRNNMDS 157 
Q5VTE6.1 161 SEN—KFDFSVMSYNILSQDLLEDNSHLYRHCRRPVLHWSFRFPNILKEIKHFDADVLCLQEVQEDHYGAEIRPSLES 236
A8MS41.1 158 LGYSGIYIQRTGQRKRDGCAIFYKPSCAELVTKERIEYNDLVDSIKADSVSCSEQKIETSNEGKDSRKDSRDLNDPLVRL 
237
Q5VTE6.1 237 LGYHCEYKMRTG-RKPDGCAICFKHSKFSLLSVNPVEF--------------------- FRPDISLL 281
A8MS41.1 238 KRDCVGIMAAFRINKPFQH--IVIVANTHLYWDPELADVKLAQAKYLLSRLAQFKTLISDEFECTPSLLLAGDFNSIPGD 315 
Q5VTE6.1 282 DRDNVGLVLLLQPKIPYAACPAICVANTHLLYNPRRGDIKLTQLAMLLAEISSVAHQKDGSF-C--PIVMCGDFNSVPGS 358
A8MS41.1 316 MVYSYLVSGNAK—PTETIEEEEAP-----------------VP--------------  340
Q5VTE6.1 359 PLYSFIKEGKLNYEGLPIGKVSGQEQSSRGQRILSIPIWPPNLGISQNCVYEVQQVPKVEKTDSDLTQTQLKQTEVLVTA 
438
A8MS41.1 341 -------LSSVYE —VTRGE PKFTNCTPGFTNTLDYIFISPSDF--------- IKPVSILQLPEPDSP 390
Q5VTE6.1 439 EKLSSNLQHHFSLSSVYSHYFPDTGIPEVTTCHSRSAITVDYIFYSAEKEDVAGHPGAEVALVGGLKLLARLSLLTEQDL 
518
A8MS41.1 391 DVVGFLPNHHHPSDHLPIGAEFEIRRE 417 
Q5VTE6.1 519 WTVNGLPNENNSSDHLPLLAKFRLEL- 544

Εικόνα 10 Ομοπαράθεση AtHesp (A8MS41.1) και ANGEL2 (Q5VTE6.1). Η κίτρινη επισήμανση 
υποδεικνύει συντηρημένα κατάλοιπα που σχετίζονται με την καταλυόμενη αντίδραση. Με έντονη 
γραφή σημειώνονται καταλυτικά αμινοξέα των δύο ενζύμων.

Κοινά Καταλυτικά αμινοξέα 
AttiEaF' ANGEL2 

Ε143 - Ε220
D308 - D351
D3GG - D479*
Η405 - Η533
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3.2 Υπερέκφραση και καθαρισμός AtHESP

Η υπερέκφραση και ο καθαρισμός ακολούθησαν την πορεία που περιγράφεται 

στην Ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι». Τα δείγματα αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση και 

θα χρησιμοποιηθούν για πειράματα προσδιορισμού δράσης οΡασης.

Εικόνα 11 Πρώτο βήμα καθαρισμού όπου παρουσιάζεται το χρωματογράφημα σε στήλη Ni2+. 
Τα κλάσματα 1-3 περιείχαν πρωτεΐνες που δε παρουσιάζουν συγγένεια προς τη στήλη (Flow 
Through), το κλάσμα 4 αποτελεί την έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 5-12 
περιείχαν το έκλουσμα των συνδεδεμένων στη στήλη πρωτεϊνών.

Εικόνα 12 Δεύτερο βήμα καθαρισμού της AtHesp (His-Trap), όπου παρουσιάζεται το 
χρωματογράφημα, μετά την πρωτεολυτική διάσπαση από την πρωτεάση 3C (His-Trap). Το 
κλάσμα 1 περιείχε πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through) και εκεί 
βρίσκεται η πρωτεΐνη που υπέστη πρωτεολυτική διάσπαση από τη πρωτεάση TEV. Τα 
κλάσματα 2-3 είναι η έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 4-12 περιείχαν το 
έκλουσμα της άτμητης πρωτεΐνης, και του παράγοντα τμήσης που είναι η πρωτεάση TEV.
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Εικόνα 13 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μετά από υπερέκφραση γονιδίου AtHesperin σε 
βακτήρια. Διαδρομές: 1. Δείκτες μοριακής μάζας. 2. Σύνολο - δείγμα προς ανάλυση (ολικές 
πρωτεΐνες πριν τη φυγοκέντρηση). 3. FT, διερχόμενο μη-συνδεμένο δείγμα (Flow through). 4. 
Δείγματα έκπλυσης (wash). 5-13. Εκλούσματα AKTA (κλάσματα 14-22).______________________

1 2  3 4

Εικόνα 14 Ηλεκτροφόρηση μετά από συμπύκνωση κλασμάτων. Διαδρομές: 1. Δείκτες 
μοριακής μάζας. 2.Flow through (αραιό δείγμα πρωτείνης) 3.Έκπλυση 4.Συμπύκνωμα 
δειγμάτων.____________________________________________________________________________________
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3.3 Αντίδραση διάσπασης 2,3-κυκλικού φωσφορικού, 
δραστικότητα οΡασης

Γενικό σχήμα αντίδρασης

Υποστρώματα
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ΣΤ 5' 3'

S6
I l l l l l l l l l l l l l l  I l l l l l  

Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι Ι  IN I

■OH

HsC CHa

z

S7

H

l l l l l l l l l l  l l l l l l l l l l l  
II l l l l l l l l l l l  l l l l l l l

■OH

5'

Αλληλουχίες και υποστρώματα για τις αντιδράσεις της AtHESP. Α -  Δ. Αλληλουχίες RNA με 
2',3'>P στο άκρο 3 ' (Α, Β), Cy3 στο άκρο 5 ' της αλληλουχίας με την 2',3'>P (Β), και Cy3 στα 
άκρα 5 ' και 3 ' των κλώνων που δεν φέρουν 2',3'>P (Γ, Δ, αντίστοιχα). Ε -  Ζ. Υποστρώματα 
για έλεγχο δραστικότητας 2’,3'-φωσφατάσης κυκλικής αδενοσίνης. Η. χημικός τύπος Cy3. Οι 
αλληλουχίες είναι όπως αναφέρονται στους Pinto et al., 2020.__________________________________

Στην παρούσα εργασία σχεδιάστηκε η πειραματική προσέγγιση για την 

εξέταση πιθανής δράσης της απαδενυλάσης AtHESPERIN ως φωσφατάσης του 

2',3'-κυκλικού φωσφορικού (cPase). Έγινε ομοπαράθεση της AtHESPERIN με την 

ANGEL2, μια cPase που χαρακτηρίστηκε πρόσφατα και εντάσσεται στην ίδια 

υποκατηγορία απαδενυλασών με την AtHESPERIN. H σύγκριση έδειξε πως τα δύο 

ένζυμα χρησιμοποιούν κοινά κατάλοιπα αμινοξέων ώστε να καταλύσουν τις 

αντιδράσεις τους. Ακολούθως, το cDNA της AtHESPERIN εκφράστηκε σε ετερόλογο 

σύστημα και η πρωτεΐνη απομονώθηκε με υψηλή καθαρότητα με την χρήση 

κατάλληλων στηλών χρωματογραφίας και το σύστημα καθαρισμού πρωτεϊνών AKTA. 

Τέλος, σχεδιάστηκαν κατάλληλα υποστρώματα RNA για τον έλεγχο της 

δραστικότητας cPase από την AtHESPERIN. Τα υποστρώματα σχεδιάστηκαν ώστε 

να φέρουν στο άκρο 5' την ομάδα Cy3 (φθορίζουσα χρωστική), και θα 

χρησιμοποιηθούν αντί υποστρωμάτων που έχουν σημανθεί με 32P κατά τον 

βιοχημικό χαρακτηρισμό της ANGEL2. Στο άμεσο μέλλον έχει σχεδιασθεί η 

πειραματική εξέταση της δραστικότητας cPase από την AtHESPERIN.
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