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Πεξ ίιε ςε   
Ραφαηλία Μπέτα  
2023 
Διερ εύ νηση και με λέ τη  απαδεν υλασών που σχετίζ οντα ι με  τον  ημερ ονύκτιο  ρυθμό  
Διδακτο ρική  διατρ ιβή 
Πανεπιστή μιο Θεσσαλίας 

Ο κιρκά διος  ρυθμός εί ναι κάθε εγ γε νής διαδικασία που ρυθμίζει το ν κύκλο εγ ρήγορσης -

ύπνου και επαναλαμβάνε ται κάθε 24 ώρες περίπου. Μπορεί να ε ίναι εν δογε νής, αλλά και 

να προσαρμόζον τα ι σε αλλαγέ ς στο  περ ιβάλλον, με  κυριό τερ η από αυτές  την  εν αλλαγή 

φωτός/ σκότο υς  λόγω της  περ ιστρο φής  τη ς Γης περ ί τον  άξονά της . ε αυτή την  

περ ίπτωση οι κιρκάδιοι ρυθμοί ονομάζοντα ι και ημερ ονύκτιοι  ρυθμοί. Οι κιρκάδιοι ρυθμοί 

κατευ θύνονται  από το  κιρκά διο ρολόι, έν α βιοχη μικό  ταλ αντωτή  που με ταβ άλλε ται  με  

σταθερ ή θάζε  και συγχρονίζετα ι με  την  ημέρα 24ωρών. Σα κιρκάδια ρολόγια επιτρέ πουν 

στο ν οργανισμό  να αποκρίνον ται  στις  αναμενόμε νε ς περ ιβαλλοντι κέ ς αλλαγέ ς από τη ν 

εναλλαγή φωτός/σκό τους και να προσαρμόζοντα ι ανάλογα. Έτσι, οι ρυθμοί επηρεά ζουν 

διάφ ορες  πτυχ ές της  φυσιολογίας και της  συμπερ ιφοράς των οργανισμών, όπως ο κύκλος 

ύπνου, οι  κινήσεις των φύλλων στα  φυτά , κ.α.. Ο μοριακό ς μηχανισμό ς του  ρολογιού 

βασίζετα ι στη  με ταγ ραφική ρύθμιση , οδηγώντας  σε ρυθμικέ ς αλλαγέ ς που βασίζοντα ι σε 

αλληλέν δετους  βρόχ ους ανατρ οφοδότη σης με ταξύ  με ταγ ραφής  και με τάφ ρασης 

ελέγχοντας  την  έκ φραση των  γονιδ ίων που εμπλέ κοντα ι με  τον  ρυθμό. Έτσι, οι 

διαδικασ ίες  και οι παράγοντε ς που καθορίζουν  τη ρυθμική γονιδιακή  έκ φραση είνα ι 

σημαντικοί  για την  καταν όηση των κιρκά διων ρυθμών. Με ταξύ  αυτών,  οι ουρέ ς πολυ(Α) 

των RNA παίζουν  βασικό ρόλο στη  σταθ ερ ότητα , τη  με ταφ ραστικ ή ικανότη τα , αλλά και 

την  αποδόμησή. Ειδικότερ α, η βράχυνση  και αφαίρεσ η της  ουράς πολυ(Α) από έν ζυμα  που 

ονομάζον ται  απαδεν υλάσες , εί ναι το  πρώτο και καθοριστικό  βήμα τη ς αποικοδόμησης των 

ευ καρυωτι κών mRNA, καθορίζοντα ς έτσ ι τη διάρκ εια  ζωής του ς. την  παρούσα διατρ ιβή 

διερε υνήθηκε ο ρόλος δυο απαδεν υλασών που εμπλέ κοντα ι στον  κιρκά διο ρυθμό, της  

AtHESPERIN και της  πολυ(Α) εξειδ ικε υμέν ης ριβον ουκλεάσης (PARN). Από με λέ τες  του  

ερ γαστη ρίου  ταυ το ποιήθηκε η HESPERIN ως μια  απαδεν υλάση με  κιρκάδια έκ φραση στο  

φυτό  Arabidopsis thaliana. την δια τριβή  περ ιγράφετα ι ο βιοχη μικός χαρακτη ρισμό ς  του  

εν ζύμο υ μέ σω των διαδικασ ιών βε λτι στο ποίηση ς των  συνθηκών παραγωγής και 

απομόνωσης αλλά και της  εξέ τασης του  ενε ργού του  κέ ντρ ου και του  καταλ υτικο ύ 

μηχανισμο ύ. υνδυάζοντας  τα  βιοχη μικά αποτελ έσματα  με  ανάλυση in silico, 

αξιολο γήσαμε  τη σημασία των απαραίτητ ων για  την  κατάλ υση αμινοξέ ων, οδηγώντας  

στη ν κατηγ οριοποίηση της  HESPERIN στη ν οικογ έν εια  απαδεν υλασών EEP (exonuclease-

endonuclease-phosphatase). Παράλληλα, έχ ει περ ιγραφεί πως η PARN εκ δηλώνει  ρυθμικά 
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επίπεδ α mRNA σε ήπαρ μυός , χωρίς να είνα ι κάτι γνωστό για  τα  πρωτεϊνι κά της  επίπεδ α ή 

το γε νικότε ρο ρόλο που μπορεί να διαδρ αματίζ ε ι στο  κιρκά διο ρολόι.  το πλαίσιο τη ς 

διατριβής , εξε τάσαμε τα επίπεδ ά της  PARN σε ανθρώπινα κύτταρ α HEK293T με τά  από 

εναρμόν ιση με τον  κιρκάδιο ρυθμό αλλά και σε ήπαρ μυός. Επιπλέ ον, εξε τάσαμε τη ν 

αλληλε πίδρασή της  PARN με  το  miR-29a, καθώς από με λέ τες  του ερ γαστη ρίου έχε ι 

προκύψει πως σε κύτταρ α πλακώδου ς καρκίνου  του  πνε ύμονα αλληλε πιδρά η PARN 

εμ πλέ κε ται  στη ν ωρίμανση του , εν ώ παράλληλα έχει  περ ιγραφεί πως το  miR-29a 

διαδρ αματί ζει  σημαντ ικό ρόλο στη  ρύθμιση της  περ ιόδου του  ρολογιού σε ήπαρ ποντικών. 

Ανοσοκατακ ρήμνιση της  PARN και ανάλυση των  προσδεδ εμ έν ων σε αυτή μορίων RNA 

έδ ειξε πως αλληλε πιδρά με  το  miR-29a και ακολούθησε κατακ ρήμνιση του  miR-29a σε 

διάφ ορα χρονικά σημεία του  24ώρου ώστε να ταυ το ποιηθ ούν οι  πρωτεϊ νικέ ς του  

αλληλε πιδράσεις. Σέλ ος , ο ρόλος της  PARN στο ν κιρκάδιο ρυθμό με λε τήθ ηκε 

πραγματο ποιώντας  μεγάλης κλ ίμακας πρωτε ομική με λέ τη με τά  από ανοσοκατα κρήμνιση 

της  PARN από ήπαρ ποντικώ ν στη  διάρκε ια το υ 24ωρου . Η με λέ τη  αυτή αποκάλυψε νέ ους 

παράγοντες  που αλληλε πιδρούν με  την  PARN σε συγκεκ ριμέ νε ς χρονικέ ς στι γμές  το υ 

24ώρου  αλλά και παράγοντες  που υποδεικνύουν πως η PARN ίσως διαδρ αματ ίζει  πολύ 

εξε ιδικευ μέ νους  ρόλους  στο  πλαίσιο του  κιρκάδιου  ρυθμού, θέτο ντας  τα  θεμ έλ ια για  τη 

με λέ τη της  σε διερ γασίες  που δε ν έχ ει  κάποιο  γνωστό ρόλο.   
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Μέξνο ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο έρεη ζ πκπεξηιεθ ζεί ζ ηηο παξα θάησ  
δεκ νζ ηεύζ εηο: 

Μέρο ς των αποτε λε σμάτων της  παρούσας διατρ ιβής έχ ει δημοσιευθ εί ως μέ ρος 
ερ ευ νητι κών ερ γασιών σε έγ κριτα  επιστη μονικά περ ιοδικά και αναφέρ ονται  στο  κε ίμε νο 
με  τη λατ ινική αρίθμηση που του ς αποδίδε ται  παρακάτω: 

 Biochemical and in silico identification of the active site and the catalytic mechanism of the 

circadian deadenylase HESPERIN. (2020)  

Beta RAA, Kyritsis A, Douka V, Papanastasi E, Rizouli M, Leonidas DD, Vlachakis D, 

Balatsos NAA. FEBS Open Bio. doi: 10.1002/2211-5463.13011. PMID: 33095977 

 Core clock regulators in dexamethasone-treated HEK 293T cells at 4 h intervals. (2022) 

Beta RAA, Arsenopoulou ZV, Kanoura A, Dalkidis D, Avraamidou R, Balatsos NAA. BMC 

Res Notes. 15(1):23. doi: 10.1186/s13104-021-05871-7. PMID: 35090555 

Δξγ αζ ίεο ζε  ζπλαθ έο αληηθείκελν 

 Tales around the clock: Poly(A) tails in circadian gene expression. (2018) 

Beta RAA, Balatsos NAA. Wiley Interdiscip Rev RNA. 9(5):e1484. doi: 10.1002/wrna.1484. 

PMID: 29911349 

 Repeatability of pleural adenosine deaminase measurements in diagnostic evaluation of 

pleural effusions. (2018) 

Kotsiou OS, Tzortzi P, Beta RAA, Kyritsis A, Gourgoulianis KI. J Clin Lab Anal. 

32(5):e22371. doi: 10.1002/jcla.22371. PMID: 29218743 

Δξγαζί εο ζε  πξ νεηνηκαζ ία 

Μέρο ς των αποτελ εσμάτων της  παρούσας διατρ ιβής βρίσκετα ι σε στάδ ιο προετο ιμασίας  ή 
έκδοσης.  Οι εργασί ες  αυτές δεν αναφ έροντα ι με  αρίθμηση μέσα στο κεί μενο :   

 Time-of-day interacting partners of poly(A)-specific ribonuclease in mouse liver. 
Beta R.A.A., Arsenopoulou Z.A., Samiotaki M, Dalkidis D, Kletsas D, Panayotou G, Balatsos 

N.A.A.  

 Poly(A)-specific ribonuclease regulates early steps of the biogenesis of a subset of 

microRNAs with implications in cell mobility and circadian rhythms.  
Α. Kyritsis, R.A.A. Beta, D. Scutelnic, V. Vescovo, D. Kletsas, P. Moutopoulou, V. 

Stravokefalou, Z. Arsenopoulou, M. Samiotaki, G. Panayotou, M.A. Denti, N.A.A. Balatsos.  
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Υξ εκαηνδόηεζε  
 Μέρο ς της  διατρ ιβής υλοποιήθ ηκε στο  πλαίσιο της  Πράξης  «Synthetic Biology: From 

omics technologies to genomic engineering (OMIC-ENGINE)» (MIS 5002636) που 

εν τάσσεται  στη  Δράση «Ενίσχυ ση των Τποδομών Έρε υνας και Καινοτο μίας»  και 

χρηματο δοτείτα ι από το  Επιχε ιρησιακό Πρόγραμμα «Αντα γωνι στικότητα , 

Επιχε ιρηματι κότητα  και Καινοτο μία» στο πλαίσιο του  ΕΠΑ 2014-2020, με  τη  

συγχρη ματοδ ότη ση τη ς Ελλάδας και της  Ευρωπαϊκής Ένωσης (Ευρωπαϊκό Σαμε ίο 

Περ ιφερ ειακή ς Ανά πτυ ξης ). Διάρκε ια χρη ματοδότη σης: 01/04/2018 - 30/04/2020. 

 

 H διατρ ιβή αυτή  συγχρηματο δοτήθ ηκε στο πλαίσιο της  Πράξης: «Τποστήρ ιξη 

ερ ευ νητών με  έμ φαση στο υς  νέ ους ερ ευ νητέ ς-κύκλος  Β’» (MIS 5048947) που 

εν τάσσεται  στο  Επιχειρησιακό  Πρόγραμμα «Ανάπτυξη  Ανθρώπινου Δυναμικού, 

Εκπαίδευ ση & Δια βίου Μάθ ηση, ΕΔΒΜ-103, 2014-2020» στο  πλαίσιο του  ΕΠΑ 

2014-2020 με  τη  συγχρηματοδ ότη ση της  Ελλάδας και της  Ευρωπαϊκής  Ένωσης 

(Ευρωπαϊκό  Κοιν ωνικό Σαμε ίο). Διάρκε ια χρηματο δότησ ης : 01/05/2020 - 31/07/2021. 

 

 
 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



ix 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



x 

Δπραξ ηζηίεο 
 

Μία RNA expedition φτάνει στο  τέλ ος της . Ήταν  πράγματι  μια  6ετή ς εκ στρατε ία η οποία 

είχε πολλούς  συνοδοιπόρους τους  οποίου ς θα  ήθελ α να ευ χαριστήσ ω από καρ διάς. 

Θα ήθελ α να ευ χαριστήσ ω ιδιαιτέρ ως τον  επιβλέποντά μου, Νικόλαο Μπαλατσό , 

για την  ανάθεση του  θέμ ατο ς, την  εμ πιστο σύνη, τη βοήθεια, τη  στήριξη και την  υπομονή 

του  κατά τη διεξα γωγή της  διατρ ιβής. Επιπλέο ν, τον  ευ χαριστώ για όλα όσα έμ αθα κατά 

τη διάρκ εια της  συνε ργασίας μας για την  επιστή μη και την  έρ ευ να, αλλά και για όλα όσα 

θα ανακαλύψω στο  μέλ λον καθώς έμ αθα να σκέφ τομ αι, να αναπτύσ σω συνε χώς τι ς 

δυνατότη τές  μου αλλά και να μη διστάζω να εξε ρε υνώ οτ ιδήποτε  μου εξά πτε ι τη ν 

επιστη μονική περ ιέρ γε ια ακό μη και ότ αν μου φαίνετα ι δύσκολο. 

Επιπλέ ον, θα ήθ ελ α να ευ χαριστήσ ω το  Δημήτ ριο Λεων ίδα, καθώς δέ χθηκε να είνα ι 

μέ λος της  τριμελ ούς συμβουλε υτικής  επιτροπής  μου αλλά και για  την  καθοδήγησή του , 

τη βοήθεια  και τη  συνερ γασία του . Σα σχόλιά του  ήτα ν πάντα εποικοδομητικά με  

αποτέ λε σμα να βε λτ ιώνομαι συνε χώς μέ σα από τη  συνε ργασία μας. Ομοίως, θα ήθελ α να 

ευ χαριστήσ ω και τον  Κωνστα ντ ίνο Γουργουλιάνη . Η άριστη  συνερ γασία μας και η 

εν θουσιώδης καθ οδήγησή του με συν όδευ σαν καθ ’ όλη τη διάρκ εια της  συνε ργασίας μας, 

εν ώ η συμμε τοχ ή μου στα  μαθήματα  της  Πνε υμονολογικής Κλινι κής αποτέ λε σε μια 

πολύτιμη  εμπειρία  για τη  σημασία της  με ταφραστικής  έρευ νας. Επιπλέ ον, θα ήθελ α να 

ευ χαριστήσ ω τον  Παναγιώτη  Λιάκο, το Δημήτρ η Κλέ τσα και τον  Γιώργο Παναγιώτου,  

καθώς η συμβολή του ς στη  διε ξαγωγή της  διατριβής  μου ήτα ν πολύ σημαντική . Σους  

ευ χαριστώ όχι μόνο για την  εξα ιρε τι κή συνερ γασία που είχαμ ε, αλλά και γιατ ί με 

φιλοξέν ησαν στα  ερ γαστή ριά του ς με  με γάλη προθυμία. Σέλ ος, ευ χαριστώ θερ μά το  

Δημήτρ η Βλ αχάκη γι α την  εξα ιρε τι κή και παραγωγική συνεργασί α που εί χαμε .  

Θα ήθελ α να ευ χαριστήσ ω θερ μά τη  Μαρτ ίνα αμιωτάκ η για  τη φιλοξεν ία στο  

ερ γαστή ριο  Πρωτεο μικής  ανάλυσης του  Ε.ΚΕ.Β.Ε. «Αλέ ξανδρος Υλέμ ινγκ», την  υπομονή 

της  και την  άψογη συνερ γασία καθώς και το  Αλέ ξανδρο Αθανασόπουλο για τη  φιλοξε νία 

και πολύτιμη  βοήθειά  του  ως Ειδικός Σεχνικός Επιστή μονας της  μονάδας Οπτικής 

Μικροσκοπίας του  Ε.Κ.Ε.Υ.Ε. «Δημόκριτος». Επιπλέ ον, ευ χαριστώ  την  Φριστίν α 

Καρατζαφ έρ η, για  τη ν εξα ιρε τι κή ευ καιρία  που μου πρόσφερ ε να ταξ ιδέ ψω και να 

εκ παιδευ τώ στο Πα νε πιστήμιο του  τέλε νμπος.  

Ευχαριστώ όλους του ς αξιότ ιμους  συναδέ λφους του  ερ γαστη ρίο υ Δομικής και 

Λειτουρ γικής  Βιοχημείας και ε ιδικότερ α, τον  Θάνο Κυρίτση  για όλα όσα μου έμ αθε,  για 

όλη μας τη  συνε ργασία και όλες  τι ς κο ινέ ς μας εμ πειρίες  που εν ίσχυσαν τη φιλία  μας, τη  

Ζωή Αρσεν οπούλου για την  εξα ιρε τι κή της  συνε ργασία και τον  αδαμάντινο χαρακτή ρα 

της  και τη  Ειρήνη Παπαναστάση, η οποία  ήτ αν εξα ιρε τι κή συνάδε λφος  ακόμη και αφού 
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έφ υγε από το  ερ γαστήρ ιο. Εύχομαι να έχω και άλλους  τέτο ιους  συναδέ λφους στο  

μέ λλον. Επιπλέ ον, ευ χαριστώ τη  Θεο δώρα ολοβού, για τη συνε ργασία μας και τη ν 

πολύτιμη  φιλία  της  και για όλα αυτά  που δε λέγ οντα ι. Ομοίως, ευχαριστώ το  Γε ώργιο 

τραβοδήμο για  την  άψογη συνε ργασία και την εξα ιρε τι κή του  παρέα . Σέλ ος, ευ χαριστώ 

το ν Γιάνν η Σσιάλτα για τη συνε ργασία του  και την  προθυμία του  να με  βοηθήσει όποτε  το  

ζήτησ α. Εκτό ς του  ερ γαστη ρίου μας, θα ήθελ α να ευ χαριστήσω την  εξα ιρε τική 

γε ιτόν ισσα, συνάδε λφο, συνερ γάτη, και κουμπαρούλα μου Ιωάννα -Μαρία Γκοτ ινάκου για 

τη βοήθειά  της  σε όλα, για τη  στή ριξή της  με  όλα και γιατ ί πάντα  ήτ αν πιο ψύχραιμη από 

εμ έν α, ακόμη και ότα ν γινότα ν σε ισμός !   

Ευχαριστώ όλους τους  με ταπτυχ ιακούς και προπτυχ ιακούς φοιτητέ ς που επέβ λε ψα 

αυτά τα χρόνια, καθώς με  όλους μοιραστήκ αμε εμ πειρ ίες  που μας εξέ λιξαν σαν 

επιστή μονε ς και σαν ανθρώπους. Κάποιους  από αυτού ς του ς «ταλαιπώρησα» λίγο 

παραπάνω, αλλά νομίζω άξιζε τον  κόπο καθώς προοδεύ σαμε  μαζί, άλλωστε πολλά από όσα 

του ς «δίδασκα» τα  μάθαινα και εγ ώ επί το έρ γον. Ευχαριστώ πολύ, λοιπόν, με  σειρά 

εμ φάνισης, την  Αμαλία Κάνουρα, τη  Μαριάννα Ριζούλ η και το ν Δημήτρ η Δαλκίδη . Δεν 

μπορώ καν να  θυμηθώ πόσες  «πρώτες  φορές » βιώσαμε μαζ ί!  

Δε θα μπορούσα να παραλε ίψω να ευ χαριστή σω του ς φίλους  οι  οποίοι  αποτέ λε σαν 

στή ριγμα  και κινητήρ ιο δύναμη όποτε  το  χρε ιάστηκ α. Φωρίς του ς Θεο δώρα ολοβού, 

Ιωάννα -Μαρία Γκοτινά κου, Αλέ ξανδρο Γραμματι κόπουλο, Κωνσταντίνο Σσιλαφάκη και 

Μαρία  Φαραλάμπους νομίζω θα ήμουν χε ιρότερ ος  επιστήμ ονας, αλλά και χε ιρότερ ος 

άνθρωπος! Σέλ ος, θα ήθελ α να αναφέρω τη ν οικογ έν ειά μου, των  οποίων η αγάπη και η 

στή ριξη  ήτα ν μια σταθερ ά στη  ζωή μου η οποία  μου επέτρ εψε να ακολουθήσω την  

περ ιέρ γε ιά μου έως  αυτό το σημε ίο. Αν και το  «ευχαριστώ» δε ν είνα ι αρκε τό,  θα αρκε στώ 

σε αυτό, καθώς χωρίς του ς αγαπημέν ους μου γονε ίς, Κατε ρίνα και Άγγ ελ ο, την  αδερ φή 

μου, Μαλε βή, και το  σύζυγό  μου, Ευθύμιο, δε ν θα είχα  ξεκ ινήσει και δε  θα είχα  

ολοκληρώ σει  τίποτα .  

Ελπίζω μόνο να είμα ι και εγ ώ το  ίδιο  θετ ική επιρροή στις ζωές  όλων όσων ανέφ ερ α 

όσο υπήρξαν  εκ είνο ι για τη δική μου εξέ λιξη.  
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ΓΔΝΗΚΖ ΔΗΑΓΧΓ Ζ 
Σο κιρκάδιο ρολόι  

Σο κιρκά διο ρολόι, ε ίναι οι εν δογε νε ίς μηχανισμο ί κατά του ς οποίους  ρυθμίζοντα ι 

οι συμπερ ιφορές  και φυσιολογικέ ς λε ιτου ργίες  εν ός  οργανισμού ως απόκριση  σε 

εξωτερικά  ερ εθ ίσματα  ή προκαταβ ολικά ως προσμονή αυτών των αλλαγών. Οι αποκρίσεις 

της  φυσιολογίας που ρυθμίζονται  από το  κιρκ άδιο ρολόι διατη ρούνται ακόμη και απουσία 

εξωτερικ ών ερ εθ ισμάτων  και έχουν περ ίοδο ~24ωρών. Κύριο εξωτερικό  ερ έθ ισμα 

αποτε λε ί το φως της  ημέρ ας και η εν αλλαγή φωτός/ σκοταδ ιού που οφείλε ται  στη ν 

περ ιστροφή της  γης. Σα βασικά  χαρακτη ριστι κά του  κιρ κάδιου  ρυθμού είνα ι πως είνα ι 

ενδογενής,  αυτοσυντη ρούμενο ς και  ευθυγρ αμμί ζετα ι με τα  εξωτερι κά ερεθί σματα (1). Ας 

σημε ιωθε ί πως έν ας ρυθμός αναφέρ ετα ι ως «κιρκάδιος» ότα ν η ταλ άντωσή του  έχ ει 

περ ίοδο 24ωρών περ ίπου και διατη ρε ίται  σε συνε χε ίς συνθήκες , όπως σταθερ ό φώς ή 

συνεχές  σκότος . Η αδυναμί α του  ρυθμού να διατηρηθεί σε σταθερ ές συνθήκες  σημαί νει 

πως κατευ θύνετα ι από αποκρίσεις σε εξωτερ ικά ερ εθ ίσματα -χρονοδότες  (zeitgebers) ή 

περ ιοδικέ ς αλλα γέ ς στη συμ περ ιφορά παρά από περ ιοδικέ ς εσωτερ ικέ ς δι ερ γασίες  (2). 

Σο κιρκά διο  ρολόι είν αι ο κύριος  μηχανισμός  που κατευ θύνει το υς  κιρκά διου ς 

ρυθμούς . Σα κιρκά δια ρολόγια απαρτί ζοντα ι από τρ ία κύρ ια συστατι κά: 

- Εξωγενή  ερ εθ ίσματα  που αλληλε πιδρούν με  τον  κε ντρ ικό ταλαντωτή (π.χ. φως) 

επιτρέ ποντας  την  ελαξκόληζε 1 του  ρολογιού 

- Έναν κεν τρικό  μοριακ ό ταλ αντωτή,  με  περ ίοδο ~24 ωρών που τηρ εί  την  ώρα 

- Ενδογεν ή μονοπάτ ια κατε υθυνόμεν α από διακριτές  φάσεις του  κε ντρικού  ταλ αντωτή  

που ρυθμίζουν  ρυθμούς  στη  βιοχημεία , φυσιολογία και συμπερ ιφορά του  οργανισμού . 

Η ιδιότητα  της  εναρμόνι σης  (entrainment) του  ρολογιο ύ προσδίδει 

προσαρμοστι κότητα  στο κιρκά διο  σύστη μα. Η ικανότητα  της  αυτον ομίας/αυτο συντή ρησης 

του  ρυθμού θα οδηγούσε σε απόκλιση από του ς φυσικούς  κύκλους  κάτι το οποίο 

αποφεύ γε ται  με  την  ύπαρξη του  μηχανισμού της  εναρμόν ισης  από εξωτερ ικούς  

μηχανισμο ύς  ώστε να διατηρ είτα ι η σωστή «χρονομέ τρη ση» κάθε μέ ρα (4). τα 

περ ισσότε ρα άτο μα, ο κιρκά διος  ρυθμός αφορά σε έν α κύκλο 24 ωρών περ ίπου. Ό μως, 

με ρικά άτομ α δεν  ακολουθούν αυτή ν την 24ωρη περ ίοδο, όπως για  παράδειγμα  άτο μα που 

στε ρούνται της  όρασης και δε ν μπορούν να αποκριθο ύν σε φυσικό ή τεχ νητό φως (5). Ας 

σημε ιωθε ί πως από τα  παραπάνω προκύπτει πως σε φυσιολογικέ ς συνθήκες  οι κιρκά διοι 

                                                           
1  Ωο ελαξκόλ ηζε , entrainment, ελλνείηαη ε  δηεξγαζία  όπνπ έλαο ξπζκόο ζπγρξν λίδεηαη κε έλαλ εμσ ηεξηθό 
Ωο Πεξί νδνο Διεύζ εξε ο Λεηηνπξγ ίαο, Free-run Period, FRP, ελλνείηαη ν ξπζκόο ελόο αηόκνπ πνπ θαζνξίδεηαη όηαλ ν 
θύθιν ο εγξήγνξζεο /ύπλνπ ηνπ δελ θαζνξίδεηαη από εμσ ηεξηθά εξεζ ίζκ αηα, όπσ ο ε  δηαδνρή θσ ηόο/ζθόηνπο (3).  
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ρυθμοί δε ν είνα ι ελ εύ θερ ης  λε ιτου ργίας, αλλά συγχρονίζοντα ι από το περ ιβάλλον με  τη ν 

εναρμόνι ση. 

Επιπλέ ον, αν και οι  ρυθμοί διατη ρούνται  σε σταθερ ές  συνθήκες , η FRP μπορεί να 

αποκλίνε ι ελ αφρά σε με ταβ αλλόμε νε ς εν τάσεις φωτός . Έτσι , οι  ημερ όβιοι οργανισμοί  

εμ φανίζουν  μια ελ αφρώς μικρότε ρη FRP (πιο γρήγορο ρολόι) σε υψηλότε ρε ς εν τάσεις 

φωτός από ότ ι σε χαμηλό φως, εν ώ οι νυκτ όβιοι  δε ίχνουν την  αντί στροφη απόκριση με  

με γαλύτερ η FRP (πιο αργό ρολόι) σε έν τον ο παρά σε αμυδρό φωτι σμό. Σο φαινόμ εν ο 

είναι  γνωστό ως «κανόνας του Ascho ff» (3). 

Οι λόγοι για  του ς οποίους είνα ι απαραίτη τος  ο μηχανισμό ς χρονομέτρη σης, εν ώ ο 

οργανισμό ς μπορεί  να αισθάνετα ι τ ις αλλαγέ ς στο  περ ιβάλλον και έχ ει την  ικανότητα  να 

αντι δρά γρήγορα στις διάφ ορες  ανάγκε ς που προκύπτου ν κάθε μέ ρα ή/κα ι ανάλογα τη ν 

εποχή, ε ίναι πολλοί. Αρχικά, η φύση μπορεί να μην είνα ι τόσ ο προβλέψιμη όσο θα ήτα ν 

επιθυμητό  και δε ν προε ιδοποιεί πάντοτε  χρονικά ώστε να καθοδηγε ίται η συμπερ ιφορά 

των οργανισμών. Βέβ αια,  ακόμη και σε καταστάσεις όπου οι περ ισσότε ρες 

περ ιβαλλοντικέ ς με ταβλητέ ς είνα ι πρακτικά  σταθερ ές , όπως στο υς  δύο πόλους της  γης, 

φαίνετα ι πως ορισμένε ς διαδικασ ίες  ακολουθούν του ς κιρκά διους  ρυθμούς . Για 

παράδειγμα , η διαδικασία της  αναζήτ ησης  τροφής  των πιγκουίνων Σσίνστρα π στις νότι ες 

νήσους  έτλα ντ στη ν Αντα ρκτι κή έχ ε ι ημερ ήσιο ρυθμό ακόμη και σε συνθήκες  συνε χούς  

ημέρ ας και σταθερ ής  θερ μοκρασίας. Επιπλέ ον, το  κιρκά διο ρολόι δε ν ακολουθεί  τυφ λά 

τι ς αλλαγέ ς του  περ ιβάλλοντο ς αποκρινόμ εν ο παθητικά , καθώς σε αυτή  την  περ ίπτωση 

δε ν θα προσέφερ ε δυνατότη τες  πρόβλεψης στο ν οργανισμό· έχ ει  το  πλε ονέκ τημ α να 

αναμένει  τ ις προβλέψι μες αλλαγές , επιτρέποντας  στον οργαν ισμό να προετο ιμάζετα ι σε 

με λλοντι κέ ς προκλήσεις με το  βέ λτ ιστο  τρό πο (4).  

Σο κιρκά διο  ρολόι αντιπροσωπεύ ει μια εξε λικτικά συντη ρημέ νη προσαρμογή στο  

περ ιβάλλον που μπορεί να ανιχνευ θεί ακόμη και στις πρώτες μορφές  ζωής. τα ζώα, η 

κιρκά δια  συμπερ ιφορά μπορεί να αναλυθεί ως έν α σύστημ α του  οργανισμο ύ, ξεκ ινώντα ς 

από τα γονίδια  έως τα τελ ικά αποτε λέ σματα  (outputs) στη  συμπερ ιφορά (6). Ό πως 

αναφέρ θηκε και παραπάνω, το  βασικό εξ ωτερ ικό ερ έθ ισμα ή χρονοδότη ς (zeitgeber ή time 

giver) του  ρολογιού είναι  το φως του  ήλιου και η εν αλλαγή ημέρ ας/νύχτα ς, αλλά 

υπάρχουν και άλλοι εξίσου  σημαντ ικο ί χρονοδότε ς όπως η θερ μοκρασία το υ 

περ ιβάλλοντος  και η πρόσληψη τρο φής , με ταξύ  άλλων (1). Εξελ ικτ ικά, η εναρμόν ιση του  

κιρκά διου  ρυθμού από το ηλιακό φως εξη γε ίται από την  υπόθεση «αποφυγής  του  φωτός»  

όπου έν ας αρχαίος  υδρόβιος  οργανισμό ς ανέπτυξε  έν αν αισθητή ρα αντίληψης του  μπλε 

φωτός,  το  οποίο  διε ισδύε ι πιο βαθιά στο  νε ρό, ώστε  να συγχρονίσε ι τι ς κινήσ εις του  προς 

και από την  επιφάνεια  του  ωκεαν ού για  να μεγ ιστο ποιήσει  την  διαθ εσιμότητα  θρεπτικών 

και να ελ αχιστο ποιήσ ει την  έκ θεσή του  στι ς βλαβερ ές  συνέ πειες  της  υπερ ιώδου ς 
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ακτι νοβολίας  του  ηλ ιακού φωτός . Είναι γνωστό  πως ο τελ ευ τα ίος  κοινός πρόγονος της  

σημε ρινής  οικο γέ νε ιας φωτολυ ασών/cryptochromes ήτα ν ο αισθητή ρας κυανού φωτός  που 

καθοδηγούσε την  ημερ ήσια κάθετη  κίνησ η (diel vertical migration) (7). Οι μοριακ οί 

μηχανισμο ί του  ρολογιού δε ν είνα ι ρυθμικο ί σε εμ βρυικά βλαστικά κύτταρ α γε γονός που 

υποδεικνύε ι πως το  κιρκάδιο ρολόι δε ν είνα ι λε ιτου ργικό κατά  τη ν πρώιμη ανάπτυξη . Η 

έν αρξη της  λε ιτου ργίας του  κιρκά διου ρυθμού στο ν εγ κέ φαλο συμβαίνει  ακριβώς πριν  τη 

γέννηση και  ακολουθ εί ται  από ρυθμ ούς  που εμφανί ζονται  στους  περ ιφερ ικούς ιστούς  (8).   

Η πρώτη  καταγ εγ ραμμέν η περ ιγραφή περιοδικής  συμπερ ιφοράς αφορά στο  

άνοιγμα  και κλείσιμο  των φύλλων του  δέ νδρου οξυ φοίνι κα (ή ταμάρινδο ς, Tamarindus 

indica) κατά  την  ημέρ α και την  νύχτα , αντίστοιχα,  και περ ιγράφηκε από τον  Ανδροσθέν η 

τον  Θάσιο, έν αν από του ς ναυάρχους του  Μ. Αλε ξάνδρου στο σύγγραμμά του  Ὁ ηῆο 

Ἰλδηθῆο παξαπιν ῦο. Ο Carl von Linne (1707-1778) γνωρίζοντα ς ότι συγκε κριμέ να λουλούδια 

ανοίγου ν σε διαφορετι κέ ς ώρες  της  ημέρ ας κατασκε ύασε έν α «ρολόι λουλουδιών» ώστε  

να χρησιμοποιε ίτα ι για ακριβείς  με τρή σεις το υ χρόνου (9). Σο 1729 ο Γάλλος  αστρο νόμος 

Jean-Jacques d’Ortous de Mairan ανέφ ερ ε πως η κίνησ η των φύλλων του  φυτο ύ Mimosa ως 

απόκριση στο  φως του  ήλ ιου διατη ρε ίτα ι και ότα ν το φυτό  το ποθετ ηθεί σε χώρο που δε ν 

έχ ει φως κατά  την  διάρκε ια της  ημέρ ας.   

Ο Jagadish Chandra Bose (1858-1937) με λέ τη σε τ ις ημερ ήσιες  κινήσεις των  φύλλων των  

φυτών και ανακάλυψε την  εναρμόν ιση (entrainment) των κινήσεων σε εν αλλαγέ ς 

φωτός/ σκότο υς  και παρατήρ ησε τι ς περ ιόδους  ελ εύ θερ ης  λε ιτου ργίας σε συνε χές φως 

και συνε χές (Bose 1919) (10). Σο 1930, ο Γε ρμανός  βιολό γος Erwin Bünning περ ιέγ ραψε 

πως η κίνηση των φύλλων του  φυτο ύ της  φασολιάς έχ ει περ ίοδο 24,4 και όχι 24 ώρες εά ν 

το φυτό  βρίσκετα ι σε συνθήκες  συνε χούς  φωτός  και πως αυτό  το  χαρακτη ριστικό  ε ίναι 

κληρονομ ήσιμο, καθο ρίζοντας πως ο φωτοπερ ιοδισμός  στα  φυτ ά ελ έγ χε ται από έν α 

ενδογενές ρολόι  που συγχρονί ζετα ι από εξωτερι κά ερεθί σματα (11). Οι με λέ τες  το υ 

Gustav Kramer με τέφ ερ αν τι ς με λέ τες  από τα φυτά  στα  ζώα, δε ίχνοντας  πως τα  

αποδημητικά  πουλιά χρησιμοποιούν τα βιολογικά του ς ρολόγια για  να προσανατολ ιστο ύν 

στο ν χρόνο και τον  χώρο  η με τάθ εση του  κύκλου φωτός /σκότου ς κατά 6 ώρες 

προκαλούσε στα πουλιά να κάνουν σφάλμα κατά 90ο στη ν κατεύ θυνση που ξεκ ινούσαν 

την  πτήσ η τους  (12).  

Ο εύ γλωττος  όρος κιρ κάδιος,  circadian2, επινοήθηκε από τον  Franz Halberg το  1959 

από τι ς λατι νικέ ς λέ ξε ις circa = περ ίπου και dies = ημέρ α, για  να τον ισθεί  ότ ι οι  ρυθμοί 

είναι  πράγματ ι εν δογε νε ίς, δηλαδή έχουν περ ίοδο περ ίπου 24 ωρών και διατη ρούντα ι 

απουσία οποιουδ ήποτε  εξωτερ ικού ερ εθ ίσματος  (13). Ήδη, από το  1930 οι Bünning και 
                                                           
2 Αο ζεκεησ ζεί πσ ο κέρξη ηελ δηαηύπσ ζε  ηνπ όξν π circadian ρξε ζηκπνηνύηαλ δηάθν ξν η όξν η γηα ηνπο θαζεκεξ ηλνύο 
ξπζκνύο. Έηζη, νη Άγγιν η αλαθεξόηαλ ζε  ξπζκνύο diurnal, νη Ακεξηθαλνί ζε  daily (θαζεκεξηλά), νη Γεξκ αλνί (πην εύζηνρα) 
endodiurnal, θαη oη Καλαδνί diel. Οη ίδηνη νη ξπζκνί  νλνκάδνληαλ θύθιν η, πεξηόδνη θαη πεξηνδηθόηεηεο. 
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Stern τόν ισαν ότ ι οι περίοδο ι των ρυθμών υπό σταθερ ές  συνθήκες  αποκλίνου ν από τι ς 24 

ώρες  δικα ιολογώντας  έτσ ι τη  χρήση του  όρου κιρ κάδιος . Έτσι, έν ας ρυθμός λογίζεται  ως 

«κιρκάδιος» όταν  η ταλάντωση  έχει περ ίοδο περ ίπου 24 h και διατ ηρείται  σε σταθερ ές 

συνθήκες , όπως σε  σταθ ερ ό φως (συνήθως αναφέρ ετα ι ως LL) ή σταθερ ό σκοτά δι (DD) 

(10). 

Σο 1971 ήτα ν μια χρονιά-σταθμός στην  χρονοβιολογία. Οι Seymour Benzer και 

Ronald Konopka στο California Institute of Technology εκ θέσανε μύγε ς σε με θυλσουλφονικό 

αιθύ λιο ώστε  να προκαλέσουν βλάβες  στο  DNA. Παρατήρησαν πως οι με ταλ λαγμέν ες  

μύγε ς συμπερ ιφέρ οντ αν με  τελ εί ως διαφορετικές περ ιόδους 19 ή 28 ωρών ή χωρίς να 

αποκρίνον τα ι σε κύκλους φωτός /σκότο υς . Σο εν τυ πωσιακό εύ ρημα ήτα ν πως για τι ς 

αλλαγές  αυτές  ευθύνοντ αν ένα γονί διο στο χρωματόσω μα Φ και το ονόμασαν  period (per) 

(13). Έτσι, για πρώτη  φορά συνδέθ ηκε η συμπερ ιφορά με  έν α γονίδιο παρά με  τα  φυσικά 

χαρακτη ριστι κά του  οργανισμού. Εντο ύτο ις, η ερ γασία αυτή  που άλλαξε όλο το  πεδ ίο 

έλ αβε μόλις 9 αναφορές  την  επόμεν η δε καετί α. Ήταν  η ανάπτυξη  τε χνολογιών όπως του  

ανασυνδυασμένου DNA και της  αλληλούχησης DNA που άρχισαν  να αναδεικνύο υν το 

ρόλο του  per και της  πρωτεΐ νης PER στο  κιρκ άδιο σύστημ α.  

Έτσι , το  1984 έγ ινε  η  ταυ τοποίηση του  per στη Drosophila από του ς Jeffrey C. Hall 

και Michael Rosbash στο Πανεπιστή μιο Brandeis και ανεξά ρτη τα  από τον  Michael W. Young 

στο  Πανεπιστή μιο  Rockefeller, χωρίς αυτό να αποκαλύπτει  αυτομ άτως και το μοριακό 

μηχανισμό  του  ρολογιού.  Σο 1990 ανακοινώθη κε  πως η PER εμ πλέ κετα ι σε έν αν 

μηχανισμό  ανατρο φοδότη σης που ρυθμίζετα ι από τι ς ταλ αντώσε ις του  ίδιου του  mRNA. 

Περ αιτέρω έρ ευ να έδ ειξε πως ο μοριακό ς μηχανισμό ς του  ρολογιού εξα ρτά τα ι από 

με ταγ ραφικούς  εν ερ γοποιητές  ή καταστολ είς που ρυθμίζουν  τη  σταθερ ότη τα  και  την  

πυρηνική με τατόπιση των κιρκά διων πρωτεϊν ών δημιουρ γώντας  δύο αλληλέν δετ ες θηλιές  

ανατρ οφοδότη σης με  περ ίοδο διάρκε ιας 24ωρών. Ο ετε ροδιμε ρής με ταγ ραφικός 

παράγοντας  CLOCK/BMAL1 προσδέν ετα ι στις αλληλουχί ες  E-box των υποκινητών των 

γονιδί ων στό χων του , μετα ξύ άλλων και των  γονιδ ίων CRY, PER και  REV-ERBα, 

ενερ γοποιώντας  τη  μετα γραφή του ς στη ν αρχή  της  ημέρας . Με τά  τη  με ταγ ραφή και  

με τάφ ραση ο REV-ERBα εισέρ χε τα ι στον  πυρήνα και  καταστέλ λε ι τη  με ταγ ραφή των 

γονιδί ων BMAL1 και CRY. Μέσα  στη ν ημέρα , συσσωρεύ ονται  οι  πρωτεΐ νε ς PER και CRY 

στο  κυτταρ όπλασμα, οδηγώντ ας στο  σχηματισμό  συμπλόκων PER/CRY, τα  οποία 

εισέρ χοντα ι στον  πυρήνα κατά  την  έν αρξη τη ς νύκτα ς. Σο σύμπλοκο αυτό  διαταρ άσσει το  

με ταγ ραφικό σύμπλοκο που σχετ ίζετα ι με  το  CLOCK/BMAL1 οδηγώντας  στη ν αναστολ ή 

της  με ταγ ραφής  των  CRY, PER και  REV-ERBα και  άρση της  αναστολ ής  της  με ταγ ραφής 

του  BMAL1 (1, 14, 15) (Εικόνα 1). Οι θηλιές  θετικής  και αρνητικής ανατρο φοδότη σης που 

αλληλε πιδρούν δια τηρ ούν χαμηλά  τα  επίπεδ α των  PER και CRY και υψηλά επίπεδ α για τον  
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BMAL1 κατά  την  έν αρξη της  νέας  ημέρας  (14). Η πρωτεΐ νη PER φωσφορυλ ιώνε τα ι από 

την  κινάσ η CKIε  αποσταθερ οποιώντας  και οδηγώντας  τη ν προς αποικοδόμηση  μέ σω 

ουβικι τ ινίωσης (14). Οι ερ ευ νητές  έχουν εν τοπίσει αρκε τά ακόμη γονίδι α που πιθανόν 

διαδρ αματί ζουν  επιπρόσθετο υς  ρόλους  στο  κιρκάδιο ρολόι, όπως η θηλιά 

ανατρο φοδότη σης που περ ιλαμβάνει το REV-ERBα (6) που περ ιγράφετα ι παραπάνω. Σο 

2017 οι  Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash και Michael W. Young, τ ιμήθηκαν  με  το  βραβείο  

Νόμπελ  Υυσιολογίας ή Ιατρ ικής για  τη  συνε ισφορά του ς στη ν κατανόηση των  μορ ιακών 

μηχανισμών  που ρυθμίζουν  τον  κιρκά διο ρυθμό (2). 

 
Εικόνα 1. Σα συστατι κά του  μοριακο ύ μηχανισμού του  κιρκά διου ρυθμού των θηλαστι κών. 
E-box: enhancer box, αλληλουχία στο ν υποκινητή  γονιδ ίων στό χων. RRE: retinoic acid 
response elements, αλληλουχία στον  υποκινητή γονιδίων στόχ ων. CCGs: clock controlled 
genes, γονίδ ια των οποίων η με ταγ ραφή εξ αρτάτα ι άμεσα από τη  δράση των βασικών 
με ταγ ραφικών παραγόντων του  κιρ κάδιου  ρολογιού  (15).  

 

Περιφερικά ρολόγια 

Οι πρώτες  ερ γασίες  για του ς ρυθμούς  χρησιμοποιούσ αν τη  ρυθμική συμπερ ιφορά 

του  οργανισμο ύ (π.χ. Drosophila melanogaster) ως έν δε ιξη της  εύ ρυθμης λε ιτου ργίας του 
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ρολογιού. Ο υπερ χιασματι κός πυρήνας3 στο ν υποθάλαμο των  θηλαστι κών αναγνωρίστηκ ε 

ως ο κε ντρικός  ταλ αντωτής  που οδηγεί του ς ρυθμούς  συμπερ ιφοράς, αποκαλύπτον τας 

πως συγχρονίζει τι ς διεργ ασίες  σε όλο τον οργανισμό . Σα περισσότερ α περ ιφερ ικά 

όργανα εκ δηλώνου ν κιρκά διες  ταλ αντώσεις αυτόν ομα, αλλά εξα κολουθούν να 

λαμβά νουν, ή και να είναι  απαραίτητο  να προσλαμβάνουν, σήματα από το ν 

υπερ χιασμ ατ ικό πυρήνα in vivo (6). 

Σο αυτόν ομο ρολόι βρίσκετα ι σε όλα τα  κύττ αρα και του ς ιστο ύς  του σώματος  και 

είναι  γνωστό πως οι  ταλ αντωτές  που βρίσκοντα ι μέ σα σε κάθε κύτταρ ο αποκρίνον τα ι 

διαφ ορετικά στα σήματα εναρμόν ισης, ελ έγ χουν διαφ ορετικ ά αποτε λέ σματα  της  

φυσιολογίας αλληλε πιδρώντας με ταξύ του ς και σαν σύστη μα συνολικά,  εν ώ έχουν 

χαρακτη ριστεί  και οι  μηχανισμοί  με  του ς οποίους  τα  κιρκάδια ρολόγια διέ πουν τ ις 

βιολο γικ ές  διεργ ασίες , αλλά και ρυθμίζοντα ι από αυτές , π.χ. το  παράδε ιγμα της  στεν ής 

και αμοιβαίας αλληλεπίδρασης με ταξύ  του κιρκά διου ρολογιού και των  βασικών 

με ταβ ολικών οδών, τη ς αποτο ξίνωσης ξεν οβιοτικ ών, της  ομοιόστασης της  γλυκόζης  και 

της  λιπογέν εσης (6). 

Σα γονίδ ια του  ρολογιού εκ δηλώνου ν ρυθμική έκ φραση, εν ώ έχει παρατη ρηθεί  και  

ρυθμική  πρωτε ϊνοσύνθεση σε κύτταρ α και ιστο ύς  σε όλο το σώμα των θηλαστικών. 

Επίσης, έχ ει παρατη ρηθεί πως αυτο ί οι ρυθμοί συνε χίζουν  και στη ν καλλ ιέρ γε ια (ex vivo), 

αναδε ικνύοντα ς πως οι εν δογε νε ίς ταλ αντωτές  βρίσκοντα ι και εκ τός  των  κυττάρ ων το υ 

υπερ χιασμ ατ ικού πυρήνα (6, 16). Παρότ ι ο κε ντρ ικός μηχανισμό ς του  ρολογιού  είν αι 

συντη ρημέ νος, υπάρχουν διαφ ορές  στη  σχετική συνεισφ ορά των με μονωμέ νων 

συστατι κών του  ρολογιού αλλά και στο ν τρό πο με  τον  οποίο αυτά  τα ρολόγια 

επαναρυθμίζονται  (reset) καθώς και ποιες  αποκρίσε ις (outputs) ελέ γχουν (6). Αυτά  τα 

ενδογενή κυτταρ ικά ρολόγι α κατευ θύνουν τους ρυθμούς  της  γονιδιακή ς έκ φρασης, με  

το ~15% των mRNA σταθερ οποιημέν ης  κατάστασης  σε κάθε ιστό  να ακολουθεί 

κιρκά διους  ρυθμούς  (1, 17). Αξίζε ι να σημε ιωθε ί πως σε με γάλο βαθμό δε ν υπάρχει 

χρονική επικάλυψη στα γονίδι α των οποίων η έκ φραση ελ έγ χε ται  από το κιρκάδιο ρολόι 

σε κάθε ιστό , αντανακλώντας την  ανάγκη για χρονικό έλ εγχο της  κυτταρ ικής 

φυσιολογίας του  κάθε κυτταρ ικού τύπου (6).    

Ρύθμιςη τησ γονιδιακήσ έκφραςησ ςτο κιρκάδιο ρολόι 

Η ρύθμιση της  με ταγ ραφής  οδηγεί στην  επίτευ ξη και διατή ρηση της  24ωρης  
                                                           
3 Ο ππεξρηαζκ αηηθόο ππξήλαο (suprachiasmatic nucleus, SCN) είλαη κηα πεξηνρή ηνπ εγθεθά ιν π ζηνλ ππνζάια κν, 
αθξηβώο πάλσ  από ην νπηηθό ρίαζκ α θαη ειέ γρεη ηνπο θηξθάδηνπο ξπζκνύο, θπξίσ ο κέζ σ  ησλ νξκνλ ώλ πνπ εθθξίλεη 
πεξηνδηθά ζε έλαλ θύθιν  πεξίπνπ 24 σ ξώλ. Ο SCN ηνπ πνληηθηνύ απαξηίδεηαη από πεξίπνπ 20.000 λεπξώλεο. Ο SCN 
ζπληνλίδεη ηνπο ξπζκνύο ηνπ ύπλνπ, ηεο θπζηθήο δξαζηεξηόηεηαο, ηεο εγξήγνξζεο , ησ λ επηπέδσ λ νξκνλ ώλ, ηεο 
ζεξκν θξαζίαο ηνπ ζώκαηνο, ηεο αλνζνπνηεηηθήο ιεηηνπξγίαο θαη ηεο πεπηηθήο δξαζηεξηόηεηαο ζε νιό θι εξν  ην ζώκα, 
ελώ νη ξπκνί  ράλνληαη άλ θαηαζηξαθεί  ν SCN. Δίλαη ν SCN πνπ δηαηεξεί  ηνλ έιε γρν ζε όιν  ην ζώκα ζπγρξν λίδνληαο 
ηνπο πεξηθεξε ηαθνύο ηαιαλησηέο, νη νπνίνη κε ηε ζεηξά ηνπο, εκθα λίδνπλ ηνπο δηθνύο ηνπο ξπζκνύο ~24 σ ξώλ θαη 
ειέ γρνπλ ηα θηξθαδηθή ζπκπεξηθν ξά  ηζηώλ θαη νξγάλσ λ. 
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ρυθμικότη τας  από το  ρολόι (1). Η έν αρξη της  με ταγ ραφής  ελ έγ χετα ι από το  κιρκά διο 

ρολόι και συνε ισφέρ ει  στη ν παραγωγή των ρυθμών, όπως φαίνε ται  και από τη  λε ιτου ργία 

των  βασικών βρόχων αρνητι κής ανατρ οφοδότη σης του  κε ντρικού  μοριακού μηχανισμο ύ 

του  ρολογιού (18). Παρόλα αυτά,  η ρυθμική με ταγ ραφή δε ν ε ίναι ο μόνος τρό πος 

ρύθμισης  του  κιρκάδιου ρυθμού καθώς έχει δε ιχθεί  πως μόλις το  28.4% των  ρυθμικών 

μορίων mRNA προκύπτουν από τη  ρυθμική  με ταγ ραφή (19, 20), εν ώ το 50% των  κιρκάδια 

ταλ αντού με νων πρωτε ϊνών προέρ χε τα ι από μη ρυθμικά  mRNA (19-21). Επιπλέ ον, έχ ουν 

περ ιγραφεί με τάγ ραφα που εκ δηλώνου ν ρυθμικά επίπεδ α να μην εμ φανίζουν  έν τον η 

ταλ άντωση σε επίπεδ ο πρώιμου ή αρτι γε νούς mRNA (20). Αυτ ές  οι παρατη ρήσεις 

υποδεικνύο υν πως οι συμμετα γραφικέ ς και με τα -με ταγ ραφικέ ς τρο ποποιήσεις  

συμβάλλουν τα μέγ ιστα στη ρύθμ ιση του κιρκάδι ου ρυθμού,  και παρότι η ρυθμι κή 

με ταγ ραφή μπορεί να επηρεά ζει περ ίπου το 30% των γονιδίων με  ρυθμική έκ φραση, τα 

με τα -με ταγ ραφικά γε γονότα μπορεί να επηρεά ζουν  τη ρυθμικότη τα ~70% των  

εκ φραζόμε νων mRNA (20). Υαίνετα ι πως οι διαδ ικασίες της  με ταγ ραφής , της  

επεξε ργασίας και της  εξα γωγής  των mRNA από τον  πυρήνα έχουν εξελ ιχθεί  μαζί ώστε  να 

επιτρέ πετα ι η χωροχρονική σύμπτωση των  αντιδρά σεων που εκτε λούντα ι κατά τα στάδια 

αυτά. Η σύνδεση των αντι δράσεων στο  χώρο πραγματοποιεί ται  μέσω των μηχανισμών 

προσέλκυσης  που το ποθετο ύν του ς παράγοντες  επεξε ργασίας του  RNA στο  σωστό σημε ίο 

ώστε να δράσουν στο  αρτι γεν ές  με τάγ ραφο. Η χρονική σύνδεση επιτυγ χάνε τα ι με  το 

συντο νισμό  των ρυθμών της επιμήκυνσης  και της  επεξερ γασίας  το υ με ταγ ράφου (1). 

πκκεηαγξα θ ηθέο ηξν πνπνηήζεηο 
Η με ταγ ραφή είνα ι ταυτό χρονη και μηχανιστι κά συνδεδ εμ έν η με  την επεξε ργασία 

των πρόδρομων mRNA (pre-mRNA) (Δηθόλα 2). Η επεξε ργασία των  mRNA ξεκ ινά αμέσως 

με τά τη με ταγ ραφή και μπορεί  να οδηγήσει στη  δημιουργία πολλαπλών mRNA από έν α 

αρχικό με τάγ ραφο λόγω του  εν αλλακτικ ού ματί σματο ς ή/κα ι της  εν αλλακτ ικής 

πολυαδε νυλίωσης. τις συμμετα γραφικέ ς τροποποιήσεις  του  mRNA συμπερ ιλαμβάνετα ι η 

προσθήκη της  δομής της  καλύπτρα ς στο  5  ́άκρο του mRNA, το  μάτισμα, η επεξε ργασία 

του  3  ́άκρου , κ.α.. Η καλύπτρα  έχει προστατευ τι κό ρόλο από ε ξωνου κλε ολυτική δ ιάσπαση, 

προσελκύει  πρωτεϊ νικούς  παράγοντ ες  που μεσολαβούν το μάτι σμα, την  πολυαδε νυλίωση 

και την  εξα γωγή  από τον  πυρήνα. Σο μάτισμα είνα ι η διαδικασ ία απομάκρυνσης των 

ιντρ ονίων από τα  πρόδρομα με τάγ ραφα και η συναρμογή των εξ ονίων. Σο εναλλακτι κό 

μάτι σμα είναι η συναρμογή παραλείποντας  εξό νια  με ταξύ  ιντρ ονίων ή παραλεί ποντας 

ιντρ όνια και προσφέρ ει  έν α ισχυρό μέσ ο διαφ οροποίηση ς της  γονιδ ιακής  έκ φρασης (1).  

Ο μηχανισμό ς επεξε ργασίας του  3  ́ άκρου αποτε λε ίται  από ~85 πρωτε ΐνε ς, 

συμπερ ιλαμβανομέν ων και παραγόντων  που με σολαβούν την  αλληλεπίδραση με  άλλε ς 

διαδικασ ίες , όπως το  μάτι σμα. Η επεξερ γασία του  3  ́ άκρου περ ιλαμβάνει την  προσθήκη 
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της  ουράς πολυ(Α), η οποία πραγματοποιεί ται  σε δύο τμή ματα  την  τμήση του  πρόδρομου 

mRNA και την  προσθήκη της  ουράς. Η αναγνώριση του  σήματο ς πολυαδε νυλίωσης και η 

αντί δραση της  πολυαδεν υλ ίωσης προηγούνται του  τερ ματισμού της  με ταγ ραφής . την 

ουρά πολυ(Α) προσδέν ετα ι η πυρηνική πρωτεΐνη που προσδέν ετα ι στο  πολυ(Α) [poly(A)-

Binding Protein, PABPN1] η οποία ε ίναι πολύ σημαντική για τον  πολυμερ ισμό της  ουράς. 

Αξίζει  να σημε ιωθε ί πως ομοίως με  το  εναλλακτι κό μάτι σμα, έχ ει περ ιγραφεί  και η 

εναλλακτι κή πολυαδεν υλί ωση η οποία εξαρτ άται  από την  ύπαρξη πολλαπλών σημάτων 

πολυαδε νυλίωσης αυξάνοντας  την  ποικιλομ ορφία του  με ταγ ραφώματο ς (1).  

Μεηα-κεηαγξα θ ηθέο ηξνπ νπνηήζεηο 
Μετά  τη  με ταγ ραφή τα mRNA συνήθως με ταφέρ ονται στο κυτταρ όπλασμα, όπου 

είτε ξεκ ινά κατευ θείαν  η διαδ ικασία της  με τάφρασης, είτ ε της  αποικοδόμησής του ς. Πιο 

συγκεκρι μένα, τα  mRNA με ταφ ράζοντα ι αμέσως ή αλληλε πιδρούν με παράγοντες  που τα  

με ταφ έρ ουν σε κάποιο συγκεκ ριμέ νο κυτταρ ικό διαμέρ ισμα για να με ταφ ραστο ύν. 

Εναλλακτι κά, ξεκ ινά η αποικοδ όμηση των mRNA με  τη  βράχυνση τη ς ουράς πολυ(Α) ή τη  

με τακ ίνηση του ς σε κυτταρ οπλασματ ικά συστατικά όπως τα  σωμάτια επεξε ργασίας 

(processing bodies, p-bodies) ή τα  κοκκ ία στρε ς (stress granules) για αποθήκευ ση και εκ 

νέ ου πολυαδεν υλ ίωση ή αποικοδόμηση. Οι ρυθμοί της  κιρκάδιας αποικοδόμησης των 

mRNA σχετ ίζοντα ι με  το  μήκος των ουρών πολυ(Α) υποδηλώνοντα ς πως πρέπει  να 

πραγματο ποιούν τα ι ρυθμιστι κά με ταμ ετα γραφικά γε γονότα  ώστε  να υπάρχουν ρυθμικά 

επίπεδ α mRNA σε σταθερ ή κατά σταση (1).  

Μεταξύ  αυτών  συμπερ ιλαμβάνονται  και τα miRNA. Έχε ι δε ιχθεί πως το  30% των 

mRNA των  θηλαστι κών ελ έγ χοντα ι από τα miRNA (22), και πως ρυθμίζουν την  κιρκά δια 

ρυθμικότη τα  διαφόρων mRNA και πρωτεϊ νών (18). Πολλά miRNA εμ φανίζουν  και τα ίδια 

κιρκά δια  έκ φραση εν ισχύοντα ς τη  σημασία του  ρόλου του ς στη ν κιρκά δια γονιδ ιακή 

έκ φραση (18, 22, 23). Σα miRNA έχουν μήκος ~22nt και αναγνωρίζουν του ς στό χους  του ς 

μέ σω με ρικής συμπληρωματι κότη τας  στη  μη με ταφ ραζόμε νη περ ιοχή του  3  ́ άκρου 

(3΄UTR) του  mRNA στό χου. Σο 5  ́ τμή μα του  miRNA αλληλεπιδρά με  απόλυτ η 

συμπληρωματικότητα  με  μια περ ιοχή 6-8 nt στο 3΄UTR του  mRNA στόχου (seed region) εν ώ 

το υπόλοιπο μόριο  μπορεί  να αλληλεπιδράσει με  το  στόχ ο μέ σω με ρική ς 

συμπληρωματικότητα ς (22, 24). Ένα μόριο miRNA μπορεί να έχε ι πολλούς  στό χους , 

ρυθμίζοντας  ταυ τόχ ρονα με γάλο αριθμό στόχων, καθώς επίσης και έν α mRNA στό χος 

μπορεί να φέρ ει στη ν 3΄UTR θέσεις αναγνώρισης για πολλά διαφ ορετικ ά miRNA, 

αυξάνοντας  την  πολυπλοκότητα  των βιολο γικών αποκρίσε ων αλλά και την  εξε ιδίκε υσή 

του ς. Η αλληλε πίδραση του  miRNA με  το  mRNA στό χο προσελκύε ι απαδεν υλάσες  σε 

αυτό, οδηγώντας σε αποσταθ ερ οποίηση του  και ταυ τόχ ρονα καταστέλ λε ι τη  με τάφ ρασή 

του  (24) (Εικόνα 2, βήμα 9).      
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Δηθόλα 2. Σπκκεηαγξαθηθέο θαη κεηα-κεηαγξαθηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηνπ RNA. Α. Τξν πνπνηήζεηο ηνπ mRNA. Η 
πνιπκ εξάζε ΙΙ ηνπ RNA (RNAP II) κεηαγξάθεη ην DNA (1) θαη πξν ζηίζεηαη ε  θαιύπ ηξα (m7Gppp) ζην αξηηγελέο 
κεηάγξαθν  (θόθθηλν ρξώκα) (2). Τν πξώην ηληξόλην (πνξηνθαιί  ρξώκα) κεηαγξάθεηαη θαη κέζ σ  ηνπ καηίζκ αηνο (3) 
ελώλνληαη ηα δπν εμόληα απει επζεξώλνληαο ην ηληξόλην σ ο ζε ιηά (4). Πξαγκαηνπνηείηαη ε  επεμεξγαζία  (5) θαη κεηά ηε  
κεηαγξαθή ηεο αιιε ι νπρίαο AAUAAA (καύξν  ρξώκα) θα ίλεηαη ε  ηκήζε ζην ζήκα  πνιπαδ ελπιί σ ζεο  (p(A)) (ς αι ίδη) (6). 
Οη ηξνπνπνηήζεηο ηνπ κεηαγξάθν π (7) εκθα λίδνληαη σ ο κπιε θνπθίδα πνπ αληηπξν ζσ πεύεη ηε κεζπιί σ ζε ηεο αδελίλεο 
θαη σ ο Ι ζε ιεπθό θύθιν  πνπ αληηπξν ζσ πεύεη ηελ απακίλσ ζε  ηεο αδελνζί λεο. Τν ώξηκν κεηάγξαθν  εμέξρεηαη από ηνλ 
ππξήλα (8) θαη κεηαθξάδεηαη ζην θπηηαξόπια ζκ α. Η θόθθηλε  pacman αληηπξν ζσ πεύεη ηα έλδπκα απνηθνδόκε ζεο ηεο 
νπξάο πνιπ(Α) νδεγώληαο ζηελ απνηθνδόκε ζε ηνπ mRNA (9). Η δηαδηθαζία  ηεο απνηθνδόκε ζεο  ηεο νπξάο ζα 
κπνξν ύζε λα κεζ νια βείηαη θαη από ηνλ πβξηδηζκ ό ησλ miRNA θαη ηελ πξόζδεζε  ηνπ miRISC ζην κεηάγξαθν. B. Η 
ελαιια θηηθή πνιπαδ ελπιί σ ζε . Η επηινγή κεηαμύ ηνπ ζεκε ίνπ πνιπαδ ελπι ίσ ζεο  1 ή 2 [p(A)1 or p(A)2] νδεγεί ζε 
δηαθν ξεηηθά κεηάγξαθα. Τα ξνιό γηα ή ζεξκ όκεηξα ππνδεηθλύνπλ πσ ο απηά ηα βήκαηα ππόθεηληαη ζε  αιια γέο από ην 
θηξθάδην ξν ιό η θαη ηε ζεξκν θξαζία , αληίζηνηρα. Η εηθόλα πξν ζαξκό ζηεθε από Beta and Balatsos, 2018 (1). 

Η ουρά πολυ(Α) ςτο κιρκάδιο ρολόι 

 Η συγκέν τρωση  των  mRNA, σε σταθερ οποιημέ νη κατάσταση, βρίσκετα ι σε 

ισορροπία με ταξύ σύνθεσης  και αποικοδόμησης (25, 26). Αυτή  η ισορροπία εξα ρτά τα ι από 

το μήκος της  ουράς πολυ(Α) η οποία  επίσης είναι  σε ισορροπία με ταξύ  επιμήκυνσης  και 

βράχυνσης καθ’ όλη τη διάρκεια ζωής του  mRNA, παρότι  παραδοσιακά θεωρε ίτο πως το 

μήκος της  ουράς πολυ(Α) ρυθμίζεται  προς  τη  μια μόνο κατεύ θυνση, αυτή  της  

αποικοδ όμησης (1, 21) (Εικόνα 3). Επιπλέ ον, έχε ι δε ιχθεί  πως τα  mRNA με  πολύ υψηλά 

επίπεδ α έκ φρασης φέρ ουν πολύ κοντέ ς ουρέ ς πολυ(Α) (<70 αδενοσίνες) , εν ώ τα  μη 

κωδι κά RNA έχουν ουρέ ς με γαλύτερ ου μήκους (27). Η ρύθμιση  του μήκους  της  ουράς 

πολυ(Α) διαδρ αματ ίζε ι πολύ σημαντ ικό ρόλο σε κάποιες βιολογικέ ς διεργ ασίες  όπως η 

ωρίμανση των ωοκυ ττ άρων, η πρόοδος του  κυτταρ ικού κύκλου, η κυτταρ ική γήρανση και 

η συναπτική πλαστικό τητα  (28-30). Αυτο ύ του  είδου ς η ρύθμιση επιτρέ πει  στα  κύτταρ α να 

με ταβ άλλουν τι ς με ταβολικές πορείες  τάχ ιστα χωρίς να απαιτεί ται  de novo σύνθεση νέων 

με ταγ ράφων (21). Παρόλα αυτά,  όσο σημαντικό στο ιχε ίο της  σταθερ ότη τας  και τη ς 

διάρκ ειας  ζωής των mRNA είναι  η παρουσία της  ουράς πολυ(Α), εξίσου σημαντι κή είνα ι 

και η απομάκρυνσή τη ς. Η διαδ ικασία αυτή  ονομάζεται  απαδεν υλίωση και είνα ι το πρώτο  
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και καθοριστικό βήμα της  αποικοδ όμησης των mRNA (31). Αντ ίθετα , η επιμήκυνση της  

ουράς συμβαίνε ι με  την  κυτταρ οπλασματική  πολυαδε νυλίωση από την  

κυτταρ οπλασματ ική πολυ(Α) πολυμερ άση, GLD2, εν ερ γοποιώντας τη  με τάφ ραση (32).   

 Υαίνετα ι πως η ρύθμιση του  μήκους  της  ουράς πολυ(Α) συμμετέ χει στο ν έλ εγ χο 

της  κιρκάδιας γονιδιακ ής  έκ φρασης. Οι ρυθμικέ ς αλλαγέ ς στο  μήκος  της  ουράς πολυ(Α) 

βρίσκονται  από τον  έλε γχο του  κιρκά διου ρολογιού τόσ ο στον  πυρήνα όσο και στο  

κυτταρ όπλασμα. Επιπλέο ν, οι  ρυθμικέ ς αυτέ ς αλλαγέ ς συσχετ ίζονται  έν τον α και με  τη ν 

ρυθμική σύνθεση των πρωτεϊν ών ασχέ τως των προτύ πων έκ φρασης και των επιπέδ ων 

σταθερ οποιημέ νης κατάστασης  των mRNA (21). Επίσης, πολλά συστατικά  των  μηχανισμών 

της  απαδεν υλίωσης και της  πολυ(Α) πολυμεράσης  βρίσκοντα ι στο ν έλ εγ χο του  κιρκάδιου 

ρυθμού. Αυτό  επιτρέ πει στο  ρολόι να ρυθμίζει  χρονικά τη  ρύθμιση της  σύνθεσης  των 

πρωτε ϊνών ανεξά ρτη τα  από τη με ταγ ραφή (21).   

 
Δηθόλα 3. Μνλνπάηηα κεηάθξαζεο  θαη απνηθνδόκε ζεο. Ο ζρεκα ηηζκ όο ηνπ 3΄άθξν π θαη ε  πξν ζζή θε  ηεο νπξάο πνιπ(Α)  
είλαη απαξα ίηεηα γηα ηελ έμνδν ηνπ mRNA από ηνλ ππξήλα. Μόιηο εμέιζ εη ζην θπηηαξόπια ζκ α, ε  νπξά  πνιπ(Α)  εληζρύεη 
θαη ζηαζεξνπνηεί ην mRNA. Οη πξσ ηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ νπξά  πνιπ(Α) (PABP, eIF4G θαη eIF4E) 
αιιε ιεπηδξνύλ κε ηελ θαιύπ ηξα ζην 5΄ άθξν  πξν σ ζώληαο ηελ έλαξ με  ηεο κεηάθξαζε ο. Με ηελ απνκάθξπλζε ηεο 
νπξάο πνιπ(Α) από ην mRNA κέζ σ  ηεο δξάζεο ησλ απαδελπια ζώλ αθνιν πζεί ε  απνηθνδόκε ζή  ηνπ θαη ηε 
κεηαθξαζηηθή ζί γεζε,  ελώ ε  εθ λένπ πνιπαδελπιί σ ζε  ελεξγνπνηεί θάπνηα mRNA. Τα πην θνηλά κνλνπάηηα 
απνηθνδόκε ζε ησλ mRNA είλαη είηε από ην 5′ άθξν  κεηά ηελ αθαίξεζε  ηεο θαιύπ ηξαο (έλδπκν DCP2) θαη ηελ 
επαθόιν πζε  δξάζε ηεο εμσ ξηβνλνπθιεά ζεο  XRN1, είηε από ην 3′ άθξν  όπνπ ε  απνηθνδόκε ζε πξν ρσ ξά  από ην 
ζύκπιν θν ηνπ εμσ ζώκαηνο (33). 
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Απαδενυλάςεσ 

Ό πως αναφέρ θηκε και παραπάνω, η βράχυνση της  πολυ(Α) ουράς των mRNA 

ονομάζετα ι απαδεν υλίωση και καταλ ύετα ι από μια οικογέ νε ια εν ζύμων 

εξωρι βονουκλε ασών, γνωστά ως απαδε νυλάσες . Πιο συγκεκ ριμένα, οι απαδεν υλάσες  

καταλ ύουν την  αντίδρα ση υδρόλυσης εν ός  φωσφοδιεστερ ικού δε σμού 

απελ ευ θερ ώνοντα ς 5  ́φωσφορικό μονοεστέρ α σε κάθε κύκλο καταλ υτικού  γε γονότος , με  

προτί μηση σε υπόστρωμα που αποτελ είτα ι από αλληλουχ ία αδεν οσινών [πολυ(Α)] (34). 

υνε πώς, πρόκε ιται  για ρίν ιση της  ουράς παρά για  αποκοπή, όπως συνήθως εν νοείται  η 

βράχυνση . 

 

5 -́ m7G~RXνAμ - 3  ́ 5  ́- m7G~RXνAμ-1 - 3  ́+ A 

ρήκα 1. Η αληίδξαζε απαδελπιί σ ζεο . Τν ππόζηξσ κα RNA θέξε η νπξά  πνιπ(Α) θαη θάιπκ κα ζηα άθξ α 3΄ θαη 5΄, 

αληίζηνηρα. Σε θάζε θαηαιπηηθή αληίδξαζε απειε πζεξώλεηαη έλα θαηάιν ηπν AMP από ηελ νπξά  θαη κε ηελ νιν θιή ξσ ζε  

δηαδνρηθώλ θύθισ λ αληηδξάζεσ λ αθαηξε ίηαη ε  νπξά. 5΄-m7G, 7-κεζπιν γνπαλπιηθό θάιπκκα ζην άθξν 5΄· ~, 5΄– 5΄ 

ηξηθσ ζθνδ ηεζηεξηθόο ζύλδεζ κνο· R, λνπθιεν ηίδην πνπξ ίλεο· Χν, ην θπξίσ ο ζώκα ηνπ RNA θαη X νπνηνδήπνηε 

κνλνθσ ζθνξηθό ξηβνλνπθιεν ηίδην· A, AMP, κνλνθσ ζθνξηθή αδελνζί λε · Aμ, νπξά  πνι π(Α). 

 

Εφόσον η παραπάνω αντί δραση (χήμα 1), παρότι  εξε ιδικε υμέν η, δε ν ε ίναι 

ιδια ίτερ α δύσκολη ή σπάνι ο να συμβε ί, καθώς ουρά πολυ(Α) διαθέτο υν τα περ ισσότε ρα 

mRNA, θα περ ίμε νε  κανε ίς η οικογέ νε ια των απαδεν υλασών να μην απαριθμε ί πολλά μέ λη. 

Παρόλα αυτά,  υπάρχουν αρκε τές  απαδεν υλάσες σε με γάλο εύ ρος οργανισμών , οι  οποίες  

διακρ ίνοντα ι σε 2 κατη γορίες , τ ις νουκλεάσε ς DEDD και EEP (Πίνακας 1). Οι νουκλε άσες  

DEDD έχουν ονομαστεί από τα συντη ρημέ να κατάλ οιπα D και Ε στο εν ερ γό του ς κέ ντρ ο, 

εν ώ οι νουκλε άσες  EEP (exonuclease–endonuclease–phosphatase) διαθέτο υν συντη ρημέ να 

κατάλ οιπα D, Ε και Η στο εν ερ γό του ς κέ ντρο  (33, 35, 36), τα  οποία  ε ίναι σημαντικά  για το  

συντο νισμό  των ιόντων Mg και συνεισφ έρ ουν στη ν το ποθέτη ση το υ υποστρώματο ς στο 

εν ερ γό κέ ντρ ο του  εν ζύμο υ (33, 37). Ο με γάλος αριθμός των απαδεν υλασών αλλά και το 

γεγονός πως η απαλοιφή του ς από το κύτταρο επηρεά ζει συγκεκ ριμέ νους  πληθυσμούς  

mRNA στό χων υποδηλώνει  πως κάθε μια απαδε νυλάση δρα σε συγκεκ ριμέν ους στό χους , 

αλλά υπάρχε ι και η πιθανότη τα να έχου ν αλληλοε πικαλυπτόμ εν ους ρόλους  (34).  

Πίνακα ς 1. Οι 2 οικογέ νε ιε ς απαδεν υλασών. Κόκκινος  σταυρός: τα εί δη όπου έχε ι δε ιχθεί  οι 
πρωτεΐν ες  να έχουν ενζυμική δραστ ικότ ητα επισημαίνοντ αι με , μαύρος σταυρός: τα είδη  όπου 
προβλέ πετ αι να υπάρχε ι εν ζυμική  δραστ ικότ ητα και με – επισημαίνοντ αι τα είδη  στα οποία δεν  έχει 
καθ οριστ εί η εν ζυμική  δραστ ικότ ητα. την οικογέν εια νου κλεασ ών EEP έχουν χαρακτ ηριστ εί μέλ η 
τα οποία διαθ έτ ουν δραστ ικότ ητα φωσφατάσης και όχι  απαδεν υλάσης  (χωρίζοντ αι από μαύρη 
γραμμή). Sc: S. cerevisiae, Ce: C. elegans, Dm: D.melanogaster, Xl: X. laevis, Mm: M. musculus, Hs: H. 
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sapiens. Προσαρμοσμέν ο από (33, 38, 39).  

 

Ρύζκηζε ηεο δξά ζ εο απαδελπιαζ ώλ 
Η διαδικασ ία της  απαδεν υλ ίωσης είναι απαραιτή τως ρυθμιζόμεν η, καθώς η 

ανεξέ λε γκτη απαδενυλίωση θα προκαλούσε σοβαρά προβλήματα στο  κύτταρ ο με  άλλα 

mRNA να πρέ πει να προστατευ τού ν από τη ν απαδεν υλίωση της  ουράς του ς ώστε να 

προχωρήσει η με τάφ ρασή του ς εν ώ άλλα mRNA που εί ναι πιο ασταθή ή δε ν είνα ι άλλο 

απαραίτη τα στο  κύτταρ ο να πρέπει να απαδεν υλ ιωθού ν για να προχωρήσει η 

αποικοδ όμησή του ς (33). Η ρύθμιση της  απαδεν υλ ίωσης γίνε ται  μέ σω ρύθμισης των  ίδιων 

των απαδεν υλασών. Αυτή  η ρύθμιση μπορεί να εστι άζετα ι στη ν παρουσία ή απουσία τη ς 

απαδεν υλάσης από κάποιο  ιστό  ή τη  χρονική παρουσία της  σε κάποια  χρονική στιγμ ή 

ανεξα ρτή τως ιστο ειδικ ότη τας . Για παράδειγμ α, η CNOT8, ως μέ λος του  συμπλόκου CCR4-

NOT, διατη ρε ί σταθερά υψηλά επίπεδ α σε μεγ άλο εύ ρος ιστών (33, 40), εν ώ η CNOT6L 

εμ φανίζει  υψηλά επίπεδ α στα  ωοκύ τταρ α (40). Ό σων αφορά την  παρουσία των 

απαδεν υλασών σε συγκε κριμέ να χρονικά σημε ία, μέ χρι σήμερα η μόνη κιρκάδια 

απαδεν υλάση που έχει ταυ τοποιηθεί  είνα ι η HESPERIN από το  φυτ ό Arabidopsis thaliana 

(41, 42), εν ώ στα  θηλαστικά έχ ει  δε ιχθεί πως η PARN έχει  ρυθμικά επίπεδ α έκ φρασης (21) 

με  την  παραγωγή της  πρωτε ΐνης να ακολουθεί επίσης ρυθμικά επίπεδ α (αποτε λέ σματα 

δε ύτε ρου και τρί του  μέ ρους  της  παρούσας διατρ ιβής). Επιπλέ ον της  ρύθμισης της  

απαδεν υλ ίωσης μέ σω της  παρουσίας  ή απουσίας των απαδεν υλασών, η μετακ ίνησή του ς 

με ταξύ  πυρήνα και κυτταρ οπλάσματο ς επίσης συμβάλλε ι στη  ρύθμιση της  απαδεν υλίωσης 

(33, 40).    

Εκτό ς από την  χωροχρονική παρουσία των απαδεν υλασών, η δράση του ς 

ρυθμίζετα ι και από άλλους  παράγοντες  όπως τα  cis δραστι κά στο ιχε ία και trans 

δραστι κούς  παράγοντε ς (Εικόνα 4). Πιο συγκεκριμέ να, στα cis δραστικά στο ιχε ία ανήκουν 

η 5  ́καλύπτρα  η οποία  έχ ει δε ιχθεί πως αυξάνει τη δραστι κότη τά τη ς PARN και επηρεάζει 
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το μηχανισμό  κατάλ υσης  (43) και τα στο ιχε ία πλούσια σε αδεν οσίνε ς και ουριδίνες  (AU) 

και  γουανοσίνε ς και ουριδίνες  (GU), ARE και GRE, αντί στοιχα . Σα ARE και GRE εί ναι 

αλληλουχί ες στι ς 3΄UTR των mRNA οι οποίες αποτελ ούντα ι από επαναλήψεις το υ 

πεν ταμ ερ ούς AUUUA/GUUUG (44, 45). Σα ARE είναι  καλύτερ α με λε τημ έν α, και έχ ει 

δε ιχθεί  πως πολλέ ς πρωτε ΐνε ς προσδέν ονται  απευ θείας σε αυτά  ρυθμίζοντα ς τη  

σταθερ ότη τα και τη  με ταφ ραστική  ικανότητα  του  mRNA (45). Οι trans δραστικοί 

παράγοντες  που έχει  δειχθε ί να ρυθμίζουν  τη  δράση των απαδεν υλασών φαίνον ται  στο ν 

Πίνακας 2. ημε ιώνετ αι πως trans δραστικοί παράγοντες  δε ν ε ίναι μόνο πρωτεΐνες αλλά 

και τα  miRNA, τα ο ποία  θα συζητη θούν παρακάτω.         

Πίλαθαο 2. Γηάθν ξνη ξπζκηζηέο ηεο δξάζεο  ησλ απαδελπια ζώλ 
Απαδελπι άζε  Ρπζκηζηήο 

PARN  CPEB (32), CUGBP (46), KSRP (47), UPF1 (48), PABPN1 (49), TPP (50), CPSF100 
(32), CPSF73 (32), miRNA (51) 

POP2 TPP(52), Smaug (33) 
PAN2-PAN3 PABPC (53), miRNA (54) 
CCR4-NOT PABPC (55), TPP(52), miRNA (54) 
 

 

 
Δηθόλα 4. Ρύζκηζ ε ηεο απαδελπι ίσ ζ εο ηνπ mRNA. Οη trans δξαζηηθνί παξάγνληεο πξν ζδέλ νληαη εηδηθά ηελ 3΄UTR 
ησλ mRNA θαη ξπζκίδνπλ ηελ απαδελπιί ζσ ζε είηε πξν ζει θύνληαο ηηο απαδελπιά ζεο είηε απνθιεί νληαο ηελ πξόζδεζε  
παξαγόλησλ. Η παξν πζία  ηεο PABP ζηελ νπξά  πνιπ(Α) επίζεο  θαζνξ ίδεη ηελ απνηειεζκα ηηθόηεηα ηεο απαδελπιί σ ζε ο. 
Σπγθεθξηκέλα παξαδείγκαηα αλαθέξν ληαη ζηνλ Πίλαθαο 2. Τα δηπιά  βέι ε  ππνδεηθλύνπλ αιι ε ιεπηδξάζεηο κεηαμύ 
πξσ ηετλώλ ή κεηαμύ πξσ ηετλώλ θαη RNA. Πξν ζαξκν ζκ έλν από (33). 

 

 

Οη απαδελπιάζ εο θαη ε  επεμεξγαζ ία ηνπ 3΄ άθξ νπ 
Οι απαδεν υλάσες  δε ν αφαιρού ν την  ουρά πολυ(Α) μόνο για να οδηγήσουν το RNA 

στό χο προς αποικοδόμηση, αλλά και για συμβάλλουν στη ν ολο κλήρωση το υ σχηματι σμού 
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του  3  ́ άκρου του ς (Εικόνα 5). Οι απαδεν υλάσες  PARN και ΣΟΕ έχει δε ιχθεί  πως 

στο χεύουν μη κωδικά RNA (ncRNA) και εμ πλέ κοντα ι στη  βιογέ νε σή του ς και το  

σχηματισμό  του  3  ́άκρου του ς. Κατά  τη  με ταγραφή των  ncRNA προστίθεν ται  στο  3  ́άκρο 

του ς αλληλουχίες  οι οποίες στοχ εύ ονται από το σύμπλοκο του  εξωσώματος , το οποίο δε ν 

απομακρύνε ι όλη την  αλληλουχία,  αλλά δημιουργε ί έν α εν διάμεσο προϊόν της  διαδικασίας 

καθώς αφήνει μια  μικρή ουρά στα RNA. Αυτά  τα  εν διάμεσα προϊόντα  αδεν υλιώνοντα ι από 

μέ λη του  συμπλόκου TRAMP, το  οποίο  διαδρ αματίζ ε ι σημαντ ικούς  ρόλους  στη  διαδικασία 

επιτήρ ησης του  RNA, σηματοδ οτώντα ς τα  προς αποικοδ όμηση. Οι PARN και ΣΟΕ με  τη  

δράση απαδεν υλάσης του ς προστατεύ ουν αυτά τα RNA από το  σύστη μα επιτήρ ησης . 

Αξίζει  να σημε ιωθεί πως σε αυτή την  περ ίπτωση γίνετα ι αποικοδ όμηση και πέρ α από τη ν 

ουρά πολυ(Α) προς την  αλληλουχία που κωδικοποιε ίται  από το  γονιδ ίωμα (56).  

Επιπλέ ον, έχ ει  δε ιχθεί πως η PARN συμβάλλε ι στην  ωρίμανση του RNA συστατι κού 

της  τελ ομερ άσης  (TERC) (57, 58). Η ωρίμανση του  TERC πραγματοποιε ίται  με  παρόμοιο 

τρό πο όπως περ ιγράφετα ι παραπάνω, δηλαδή πραγματο ποιε ίτα ι προσθήκη μιας ουράς 

μέ σω της  δράσης του  συμπλόκου TRAMP στο 3  ́άκρο και η απαδεν υλάση προστατεύ ει το 

μόριο  από αποικοδ όμηση οδηγώντας  στη ν ωρίμαν σή του  μέ σω της  αποικοδ όμησης αυτής 

της  ουράς. Σέλ ος, όπως και στο  παράδειγμα των μη κωδικών μορίων που περ ιγράφετα ι 

παραπάνω, έτσ ι και στην περ ίπτωση του  TERC, συμμετέ χουν από κοινού  οι απαδεν υλάσες 

PARN και TOE (56) (Εικόνα 5).  

 

 
Δηθόλα 5. Οη απαδελπιά ζεο PARN θαη ΤΟΔ ζπκβάιν πλ ζηελ σ ξί καλζε ησλ ππξε ληθώλ κηθξώλ κε  θσ δηθώλ RNA θαη 
θα ίλεηαη λα έρνπλ έσ ο έλα βαζκό θνηλνύο ζηόρνπο θαη από θνηλνύ λα είλαη απαξα ίηεηνη γηα ηε βηνγέλεζε  ησλ scaRNA 
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θαη ηνπ TERC (56). 

Οη απαδελπιάζ εο ζ ηελ θηξ θάδηα γνληδηαθή έθθξ αζε  
Ό πως περ ιγράφηκε και παραπάνω, η κιρκά δια γονιδ ιακή έκ φραση ρυθμίζετα ι από 

τη με ταγ ραφή, συνοδε υόμε νη από τα συμμετ αγραφικά και με τα -με ταγραφικά γε γονότα , η 

οποία  καθορίζει  τη ρυθμικότη τα και την  παραγωγή ταλ αντώσεων. Εξίσου σημαντ ικό ρόλο 

διαδραματί ζουν  και τα  ρυθμιστι κά γε γονότα  που συνοδε ύουν αυτές  τι ς διαδ ικασίες , με  το  

βασικότε ρο αυτών να είναι  η ρύθμιση  των  επιπέδ ων των μορίων RNA που είναι διαθ έσιμα 

στα  διάφ ορα χρονικά σημε ία του  24ώρου καθορίζοντας  επακόλουθα βήματα και 

συμβάλλοντ ας στη ρύθμιση  της  γονιδ ιακής έκ φρασης. Η ρύθμιση των επιπέδ ων εν ός RNA 

μπορεί να με σολαβε ίται εί τε μέ σω της  ρύθμισης  της  παραγωγής του  ε ίτε της  

αποικοδ όμησής του . Καθοριστικό  βήμα της  αποικοδ όμησης των  ευ καρυωτι κών RNA είναι 

η απομάκρυνση της  ουράς πολυ(Α) που βρίσκετα ι στο  3  ́άκρο του ς, καθώς αυτό  καθορίζει 

τη δι άρκε ια ζωής του ς.  

Παρότι έχουν ταυ τοποιηθεί  αρκε τές  απαδεν υλάσες στα θηλαστικά, καμία δεν  έχει 

δε ιχθεί πως σχετ ίζετα ι με  το κιρκάδιο ρολόι. Η μόνη κιρκάδια απαδεν υλάση που έχει 

ταυ τοποιηθεί  έως  σήμερ α είνα ι η HESPERIN από το φυτό  Arabidopsis thaliana (41, 42). Η 

HESPERIN παρότι εμφανίζει  έν τον η ταλ άντωση  στο  24ωρο, δεν  είναι  μέ ρος του  

κε ντρ ικού ταλ αντωτή  στη ν A. thaliana, παρότι  επηρεάζει  την  έκ φραση και τη  ρυθμικότητα 

των γονιδίων του  κε ντρικού  ταλ αντωτή TOC1 and CCA1. Ωστό σο, κανέ να από τα δύο 

γονίδι α δε ν αποτε λούν άμεσο στό χο της  HESPERIN υποδηλώνοντ ας πως επηρεάζει το ν 

κιρκά διο  ρυθμό του  φυτο ύ στο χεύοντα ς άλλα μόρια  τα  οποία δε ν είνα ι ακόμη γνωστά  

(42). Ό σων αφορά τα  θηλαστι κά, η NOCTURNIN είχ ε περ ιγραφεί  αρχικά ως μια  κιρκάδια 

απαδεν υλάση με  μέ γιστα επίπεδ α έκ φρασης τη νύχτα  (59) (Εικόνα 6 Α). Παρόλα αυτά,  στη  

συνέ χε ια δε ίχθηκε πως δε ν διαθ έτε ι δραστικότητα  απαδεν υλάσης , αλλά φωσφατά σης του  

NADPH (60-62). Παρουσιάζει  ιδιαίτερο  εν διαφ έρ ον το γε γονός πως στις πρώτες  ερ γασίε ς 

χαρακτη ρισμο ύ του  κιρκάδιου προτύ που της  NOCTURNIN χρησιμοποιήθ ηκε ως μάρτυρ ας 

η PARN ως μια απαδεν υλάση που έχει  σταθερά επίπεδ α στο  24ωρο στον  αμφιβληστρο ειδή 

του  Xenopus laevis (59), παρότ ι είνα ι εμ φανές  πως, αν και σε πολύ μικρότε ρο βαθμό από τη 

NOCTURNIN, τα επίπεδά της  με ταβ άλλοντα ι κατά τα διάρκ εια του  24ωρου  (Εικόνα 6 Α, 

δε ξιά). ε πιο πρόσφατη  ερ γασία της  ίδιας ερ ευ νητι κής ομάδας, δε ίχθηκε πως η PARN 

εμ φανίζει  ρυθμικά  επίπεδ α mRNA σε ήπαρ ποντι κών (21, 63). 
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Δηθόλα 6. Α. Σύγθξηζε ησλ πξσ ηετληθώλ επηπέδσ λ ησλ Nocturnin θαη PARN ζε ηζηό ακθηβιε ζηξν εηδνύο από Xenopus 
laevis κε αλνζνζηύπσ ζε θαηά Western. Αξηζηεξά , θαίλεηαη ε  απμνκείσ ζε ησλ επηπέδσ λ ηεο Nocturnin ζην 24σ ξν  κε 
κέγηζηα επίπεδα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λύρηαο. Γεμηά, ηα επίπεδα ηεο PARN ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24σ ξν π. Η αθηίλε  
ρξε ζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο. ZT: Zeitgeber, ζπλζήθεο LD: 12h θσ ο θαη 12h ζθνηάδη (59).  

Αιι ει επίδξ αζε  ηωλ απαδελπιαζ ώλ κε microRNA 
Μεταξύ  των trans δραστι κών παραγόντων  οι οποίοι  είνα ι υπεύθυνοι για  την  

εξε ιδίκευ ση στη  δράση των  απαδεν υλασών για  την  αποικοδόμηση επιλε γμέν ων mRNA 

βρίσκονται και τα  microRNA (miRNA). Σα miRNA είναι  μη κωδικά RNA, τα οποία με τά τη 

με ταγ ραφή και την  ωρίμαν σή του ς εν σωματώνοντα ι στο  σύμπλοκο miRISC (microRNA-

induced silencing complex) και αλληλε πιδρούν με  αλληλουχίες  στο 3  ́ UTR τoυ mRNA-

στό χου, με  αποτέ λε σμα την  αναστολ ή τη ς με τάφ ρασής του  και την  προσέλκυση 

απαδεν υλασών σε αυτό, προκαλώντας  την  αποσταθ ερ οποίηση και την  αποικοδόμησή το υ 

(24). Έτσι , τα  miRNA σε συνε ργασία με  τ ις απαδεν υλάσες  δρουν ως ρυθμιστέ ς τη ς 

γονιδι ακής  έκ φρασης (24). Καθώς έν α miRNA μπορεί να προσδέν ετα ι σε πολλά 

διαφ ορετικά mRNA αποσταθ ερ οποιώντας τα  (64), τα  miRNA συμβάλλουν αποφασιστι κά 

στη  ρύθμιση της  γονιδ ιακής έκ φρασης των  ευκαρυωτι κών οργανισμών. Επιπλέ ον, αρκε τά 

miRNA ακολουθούν κιρκάδια έκ φραση στα θηλαστι κά και τα  έν τομ α, και έχ ει περ ιγραφεί 

πως ρυθμίζουν  παράγοντε ς του κεν τρικού  ταλαντωτή  (1, 22, 23, 65, 66).   

Φαρακτηρ ιστικό  και καλά με λε τημ έν ο παράδειγμα  εν ός miRNA που έχει  κιρκά δια 

έκ φραση είνα ι το  miR-122 (22, 65, 67). Σο miR-122 εί ναι από τα  πιο υψηλά παραγόμενα 

miRNA στο  ήπαρ (περ ίπου 70% των  miRNA (68)), όπου οι  πρόδρομε ς μορφές  του  (pri-miR-

122 και pre-miR-122) έχουν έν τον η ταλ άντωση κατά τη  διάρκ εια του  24ώρου , εν ώ η ώριμη 

μορφή του  φαίνετα ι να δια τηρ εί  σταθερ ά επίπεδ α. Η με ταγ ραφή του  miR-122 είναι 

ρυθμική και ελ έγ χεται  από τον  REV-ERBα έν α βασικό  γονίδ ιο του  ρολογιού  (22). Σο miR-

122 στο χεύε ι το mRNA της  NOCTURNIN συμβάλλοντ ας στο κιρκάδ ιο προφί λ έκφρασής της  

(65). Η σταθερ ότη τα  του  miR-122 ρυθμίζετα ι από την  επαναπολυαδε νυλίωση. Πιο 

συγκεκρι μένα, η GLD-2, μια κυτταρ οπλασματι κή πολυ(Α) πολυμερ άση σταθερ οποιε ί ε ιδικά 

το miR-122 προσθέτο ντας  μια  ουρά 30 αδεν οσινών, εν ώ η PARN προσελκύε ται σε αυτή 
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την  ολ ιγοαδεν υλιωμένη ουρά από την  CUGBP1 (μια πρωτεΐ νη που προσδέν ετα ι σε 

επαναλήψεις  CUG του  RNA) οδηγώντας  στη ν αποικοδ όμησή του  (69).  

PARN 
Η PARN είνα ι μια  πολύ καλά με λε τημ έν η απαδεν υλάση και εμ πλέ κε ται  σε 

διαδικασ ίες  όπως η ωρίμαν ση των  ωοκυ ττά ρων (28, 32), η εμ βρυογέ νε ση, τα  πρώιμα 

αναπτυξ ιακά στάδια , οι  βλάβες  του  DNA και η πρόοδος του  κυττα ρικού  κύκλου (70). Η 

δράση της  ρυθμίζετα ι από την  πρόσδεσή της  στη ν 5  ́καλύπτρα  του  mRNA (70-73), καθώς 

και από την  παρουσία cis δραστι κών στο ιχε ίων στο  3΄UTR των mRNA-στό χων, όπως τα 

στο ιχε ία κυτταρ οπλασματι κής πολυαδε νυλίωσης (CPEs) και τα  στο ιχε ία ARE (70, 74) 

(Πίνακας 2). Έτσι , παράγοντες  όπως η KHSRP, η τρ ιστε τρα προλίνη και η CUG-BP που 

προσδέν ονται  σε CPE και ARE προσελκύουν την  PARN σε mRNA που υπερ εκ φράζοντα ι σε 

διάφ ορους καρ κίνου ς, όπως IL-8, VEGF, c-jun, uPA, TP53, c-fos και TNF-α (75, 76).  

Η PARN έχει έν αν καλά χαρακτη ρισμέ νο ρόλο στη ν ωρίμανση μικρ ών ncRNA, όπως 

τα snoRNA (56, 77), και miRNA (51, 78). Επιπλέο ν, μεσολαβε ί την ωρίμανση του  3  ́άκρου 

του  18S pre-rRNA (79, 80) και του  RNA συστατι κού της  τελ ομερ άσης (57), εν ώ εμπλέ κε τα ι 

στη ν αποσταθ ερ οποίηση και ανακύκληση το υ miR-122 και άλλων microRNA πλούσιων σε 

GU στο  κυτταρ όπλασμα (69). Σέλ ος , έχ ει αναδε ιχθεί  ο ρόλος της  σε ασθέν ειες  από σειρά 

ερ γασιών, όπως σε τύπους καρκίνου (οξε ίες  λε υχαιμί ες , πνε ύμονα, παχέο ς εν τέρ ου), 

συγγενούς  δυσκεράτ ωσης,  πνε υμονικής ίνωσης  (81-84) κ.α..  
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ΚΟΠΟ 
Σα δε δομέ να που αναφέρ θηκαν παραπάνω κατα δε ικνύουν τη  σημασία της  ουράς 

πολυ(Α) ως έν α σημαντικό δομικό χαρακτη ριστι κό των  mRNA, το οποίο καθορίζε ι τη 

σταθερ ότη τα,  τη  με ταφραστική ικανότητα  και την  αποικοδόμηση των mRNA. Σαυτόχ ρονα, 

οι απαδεν υλάσες  οι  οποίες  καθορίζουν  το  μήκος των  ουρών πολυ(Α), φαίνε ται  να 

συμβάλλουν σημαντ ικά στη  ρύθμιση  τη ς κιρ κάδιας  γονιδιακ ής  έκ φρασης. Ό πως 

αναφέρ θηκε,  έχουν περιγρα φεί αρκε τές  απαδεν υλάσες  έως σήμε ρα, εν ώ η ρύθμιση και οι 

μηχανισμο ί δράσης  το υς  είνα ι αντικε ίμε νο έν τον ης  με λέ της  με  πτυχ ές  της  ρύθμισής  του ς 

και της  λε ιτου ργίας του ς να μην έχουν αποκαλυφθεί . Με δεδ ομέν α α) η έκ φραση 

γονιδί ων και η αποικοδόμηση των  mRNA είναι περ ιοδική, β) το μήκος  της  ουράς πολυ(Α) 

με ταβ άλλε ται περ ιοδικά και γ) πλήθος  λε ιτου ργιών όπου απαδεν υλάσες οι απαδεν υλάσες  

εκ δηλώνου ν κιρκάδια συμπερ ιφορά, τί θετα ι το  ερ ώτημ α αν η έκ φραση των 

απαδεν υλασών στη  διάρκε ια του  24ώρου εί ναι σταθερ ή ή περ ιοδική. Ειδικότε ρα, αν οι  

απαδεν υλάσες  συντ ίθετα ι σταθερ ά καθ’ όλο το 24ωρο και διατη ρούνται σε κατάσταση 

αναμονής έως ότου  τ ις κατε υθύνουν  στους  στόχους  τους  κατάλ ληλοι  παράγοντ ες  που 

αλληλε πιδρούν με  αυτές , όπως miRNA ή πρωτεΐνες, ή συντίθεν τα ι (και αποικοδομούντα ι) 

ρυθ μικά με  στό χο τη ρυθμική αποικοδόμηση συγκεκ ριμέν ων RNA με  βάση τη χρονική 

συγκυρία; Σο ερ ώτημα γίνετα ι πιο πολύπλοκο αν ληφθεί υπόψη ο αριθμός των 

διαφ ορετικ ών απαδεν υλασών που έχει  δε ιχθεί να ελ έγ χουν τόσ ο διαφ ορετ ικά αλλά και 

κο ινά βιοχημικά μονοπάτια.  

Επιπλέ ον, δε ν είνα ι γνωστό αν υπάρχουν απαδεν υλάσες  με  κιρκά δια έκ φραση στα 

θηλαστι κά, ούτε  αν μια  απαδεν υλάση χωρίς κιρκάδια έκ φραση μπορεί να προσελκύετα ι σε 

έν α mRNA-στό χο από ένα άλλο μόριο (π.χ. έν α miRNA) με  περ ιοδική έκφραση. Σο γε γονός 

πως δε ν έχ ει ταυ τοποιηθεί κάποια κιρκάδια απαδεν υλάση στα θηλαστι κά ίσως εν ισχύε ι 

την  υπόθεση πως η δράση των  εν ζύμων αυτών στο  κιρκά διο ρολόι ρυθμίζετα ι από άλλους  

παράγοντες , όπως cis δραστι κά στοιχε ία, αλληλεπιδρούσες πρωτεΐνες, πρωτεΐ νε ς που 

προσδέν ονται  στο  RNA και miRNA, προσελ κύοντας  τες  στο υς στό χους  του ς και 

επηρεάζοντα ς τη ρυθ μικότητά  του ς και τη δρ άση τους .  

Κύρια πρόκληση και σκοπό της  δια τριβής  αποτέ λε σαν η με λέ τη  και η αποσαφήνιση 

του  ρόλου απαδεν υλασών που σχετί ζοντα ι με τον  κιρκά διο ρυθμό. Αρχικά, εξε τάστη κε  η 

HESPERIN, η μόνη κιρκάδια  απαδεν υλάση από το  Arabidopsis thaliana, συνε χίζοντας  στο  

βιοχη μικό  της  καθαρισμό. Παράλληλα, η ερ γαστηρ ιακή μας ομάδα έχει ασχοληθεί με  τη ν 

PARN,  μια  καλά με λετη μέ νη απαδεν υλάση η οποία  φαίνετα ι πολλοί στό χοι της  και 

διε ργασίες  όπου εμπλέ κοντα ι να είνα ι κιρκάδιοι/ ες , όπως αναφέρ θηκε στη ν προηγούμε νη 

εν ότη τα.  
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ρεδηάγξ ακκα δηαηξηβήο 

Σο πειραμ ατ ικό μέ ρος της  Διατρ ιβής δομε ίται σε τρ ία μέ ρη. το πρώτο  εξε τάζεται  η 

HESPERIN, εν ώ στα άλλα δύο η κιρκά δια συμπερ ιφορά της  PARN σε κυτταρ ικό και ζωικό 

μοντέ λο, αντίστο ιχα. Ειδικότε ρα, 

• το πρώτο  μέ ρος αναλύετα ι ο βιοχημικός χαρακτηρ ισμός της  HESPERIN με  τη ν 

αξιοποίηση βιοχημικών και in silico με θόδων. 

• το δε ύτε ρο μέ ρος περιγρά φετα ι το πρωτόκ ολλο εν αρμόνισης  των  κυττάρ ων ΗΕΚ 

293Σ με  το  κιρκά διο ρολόι και στη  συνέ χε ια εξε τάζον τα ι τα  επίπεδ α της  PARN 

παράλληλα με  το  miR-29a στο  κυτταρ ικό μοντ έλ ο του κ ιρκάδιου ρυθμού 

• το τρίτο μέ ρος εξε τάζεται η PARN παράλληλα με  το miR-29a στο  ζωικό μοντέ λο 

του  κιρκάδιου ρυθμού. Επιπλέ ον, εξε τάσθηκαν οι  πρωτεϊ νικέ ς αλληλεπιδράσεις 

του  miR-29a εν ώ παράλληλα εξε τάσθηκαν και οι πρωτεϊν ικέ ς αλληλεπιδράσεις τη ς 

PARN σε συνθήκες  φυσιολο γικού  και διαταρ αγμέν ου ημερ ονύκτι ου ρυθμού.  

Κάθε μέ ρος αποτε λε ίται από μια  σύντο μη ει σαγωγή,  μια  εν ότη τα  με θοδολογίας και μια 

εν ότη τα με  τα  αποτε λέ σματα  σε πλαίσιο συζήτησ ης . το τέλ ος  κάθε μέ ρους  παρατί θεν ται 

τα συμ περ άσματα που προέκ υψαν από τα  αποτελ έσματα.  
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Μέξ νο Πξ ώην - Ζ HESPERIN από ην θ πηό Arabidopsis thaliana 
Ειςαγωγή 

Η βασική λε ιτου ργία του  κιρκά διου ρολογιού δε  διαφ έρ ει ουσιαστι κά με ταξ ύ 

θηλαστι κών και φυτ ών. Ο κε ντρ ικός ταλ αντωτής  των φυτ ών έχει  τα  ίδια χαρακτηρ ιστικά 

με  τον  κε ντρ ικό ταλ αντωτή των θηλαστικών και εξαρτάτα ι από βρόχους αρνητι κής 

ανατρ οφοδότη σης με ταξύ  με ταγ ραφής  και με τάφ ρασης και από την  περ ίπλοκη και 

πολυε πίπεδ η ρύθμιση που συναντάτα ι και στα θηλαστι κά. Οι περ ισσότερ ες  με λέ τες  που 

έχουν οδηγήσει στη ν αποσαφήνιση των μηχανισμών του  κιρκάδιου ρολογιού στα  φυτά  

προέρ χοντα ι από την  Arabidopsis thaliana (85).  

υνοπτι κά, το κιρκάδιο δίκτυο  περ ιλαμβάνε ι πληθώρα καταστολ έων του  ρολογιού  

που εκ φράζοντα ι και λειτουρ γούν συγκεκ ριμέν ες  ώρες κατά  τη διάρκεια της  ημέρ ας και 

της  νύχτα ς. τους  κατα στο λε ίς του  ρολογιού περ ιλαμβάνονται , με ταξύ  άλλων, οι  

με ταγ ραφικοί παράγοντε ς CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1) και LHY (LATE 

ELONGATED HYPOCOTYL), οι οποίοι  εκ φράζοντα ι κατά τη  διάρκ εια της  ημέρ ας και ο 

TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION1) ο οποίος  εκ φράζεται πριν τη νύχτα . Σο απόγευ μα, 

το Evening complex (EC), το  οποίο  αποτε λε ίται από τα  ELF3 (EARLY FLOWERING 3, ELF4) 

και LUX/PCL1 (LUX ARRHYTHMO/PHYTOCLOCK1), λε ιτου ργεί καταστα λτικά στα πρωινά 

γονίδι α. Αυτο ί οι  καταστο λε ίς διαμο ρφώνουν έν α πολύπλοκο ρυθμιστικό  δίκτυ ο το  οποίο 

συμπληρώνετα ι με  λε ιτου ργίες  που εν ερ γοποιούν  του ς μηχανισμούς των ρυθμικών 

αλλαγών στου ς υποκινητές  γονιδ ίων ή άλλα συστατικά του  ρολογιού  τα  οποία 

αλληλε πιδρούν με ταξύ  του ς ώστε να προσελκύσουν το μηχανισμό  τη ς με ταγ ραφής  και να 

οδηγήσουν στη ν ενερ γοποίηση  της  με ταγ ραφής  (85).  

Η σημασία του  κιρκάδιου ρυθμού στο  Arabidopsis ανταν ακλάται στο με γάλο αριθμό 

λε ιτου ργιών που ελ έγ χει,  από την  ανάπτυξη , τη βλάστησ η ή τι ς αποκρίσεις σε βιοτικές  ή 

αβιοτικές  καταπονήσεις. Σο κιρκά διο ρολόι επίσης αλληλε πιδρά με  πολλέ ς σχετικέ ς 

κυτταρ ικέ ς λε ιτου ργίες και μονοπάτ ια συμπερ ιλαμβανομέν ων μεταξύ  άλλων και της  

γήρανση ς και  του κυτ ταρι κού κύκλου.  Σα φυτά,  όπως άλλο ι οργα νισμοί , χρει άζετα ι να 

ελέγχουν με  ακρί βε ια το συγχρον ισμό της  παραγωγής  και καταμ ερ ισμού εν έρ γε ιας, ώστε  

να παράγουν αρκε τή  εν έρ γε ια για να καλύψουν όλες  τ ις εν ερ γε ιακές  ανάγκε ς (85). Η 

σταθερ ότη τα των  ρυθμικά εκ φραζόμε νων γονιδίων εί ναι κρίσιμη  για τη διατή ρηση των  

κιρκά διων ρυθμών (86). Η ουρά πολυ(Α) βρίσκε ται  στο  3  ́άκρο των ευ καρυωτι κών mRNA 

και το  μήκος της  καθορίζει  τη  διάρκε ια ζωής , τη  σταθερ ότη τα  και την  ικανότη τα  των 

με ταγ ράφων για με τάφραση. Η βράχυνση της  ουράς πολυ(Α), ή απαδεν υλ ίωση, αποτε λε ί 

το πρώτο  και καθοριστικό βήμα της  αποκοδόμησής των ευ καρυωτικών mRNA (27, 33, 87). 

Ως εκ  τού του , η απαδεν υλ ίωση είνα ι μια  διαδ ικασία που ρυθμίζει  το  ρυθμό τη ς 

με ταγ ραφής  και της  με τάφ ρασης (33), εν ώ δε ν έχ ει με λε τηθ εί  σε βάθος  ο τρό πος 
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λε ιτου ργίας των απαδενυλασών στο  πλαίσιο τ ου κιρκά διου ρυθμού.  

Η μόνη απαδεν υλάση που έχει ταυ τοποιηθεί πως ελ έγ χεται από το κιρκά διο ρολόι 

μέ χρι σήμε ρα είνα ι η HESPERIN από το  φυτ ό Arabidopsis thaliana. H HESPERIN είναι  μια 

απαδεν υλάση με  επικράτεια  EEP και έχ ει δε ιχθεί πως αξιοποιεί ιόντα  Mg για  την  

καταλ υτική  της  δράση (42). Παρόλα αυτά , ελ λείψε ι  κρυσταλ λικής δομής ε ίναι δύσκολο να 

αποοσαφηνιστε ί ο μηχανισμό ς δράσης τη ς. Μελέτε ς του  ερ γαστηρ ίου μας έχουν 

προσεγγ ίσει το ζήτημ α της  κρυστάλ λωσης της  AtHESPERIN χωρίς επιτυχ ία καθώς η 

παραγόμεν η πρωτεΐνη  παρότι  εμ φάνιζε υψηλή βιοχη μική καθαρότη τα , ήτα ν ασταθ ής . την 

παρούσα διατρ ιβή έγ ινε  προσπάθεια βε λτί ωσης του  καθαρισμού της  AtHESPERIN προς 

παραγωγή πρωτε ΐνης υψηλής  καθαρότη τας  και σταθερ ότη τας , ώστε να ολοκληρωθεί  ο 

βιοχη μικός  της  χαρακτηρ ισμός , περ ιγράφοντας  τα  καταλ υτ ικά αμινοξέα . Αυτό  

πραγματο ποιήθ ηκε συνδυάζον τας  πειραμ ατικά δε δομέ να κινητικής  και in silico 

προσομοιώσεις  μοριακ ής  δυναμικής .  

Μεθοδολογία 

ηνρεπκέλε κε ηαι ι αμηγέλεζ ε  
Για τη  με τάλ λαξη των υποψήφιων καταλυτι κών αμινοξέ ων της  AtHESPERIN 

πραγματο ποιήθ ηκε στοχευ μέ νη με ταλ λαξιγέν εση όπως έχει περ ιγραφεί  (41). Πιο 

συγκεκρι μένα,  σχεδ ιάζονται  ε ιδικοί εκκι νητές  οι  οποίοι φέρουν την  επιθυμητή  μετάλ λαξη  

και πραγματοποιεί ται εν ίσχυση PCR. Για τη ν αποφυγή της  δημιουργίας διμερ ών με ταξ ύ 

των εκ κινητών , πραγματο ποιούν ται δύο ξεχ ωριστέ ς αντι δράσεις ενίσχυ σης με  τον  κάθε 

εκ κινητή  ξεχ ωριστά (41). Οι εκ κινητές  σχεδ ιάζον ται  με  τη χρήση του  online ερ γαλε ίου 

primer-X (http://bioinformatics.org/primerx/) και ως μήτρα  χρησιμοποιήθ ηκε o φορέα ς 

pATHRA-HESP (88). Ο πλασμιδιακός φορέα ς που προκύπτε ι από την  αντίδραση τη ς 

με ταλ λαξιγέ νε σης διαχωρίζεται  από τον  αρχικό φορέα -μήτρα από το  μίγμ α τη ς 

αντί δρασης με  επώαση με  το  έν ζυμο  Dpn1 (1235B, TaKaRa Bio), σύμφωνα με  το  εγ χε ιρίδ ιο 

οδηγιών του  κατασκε υαστή, και ο νέ ος  φορέας που φέρ ει  τη με τάλ λαξη κατακ ρημνίζετ αι 

με  αιθα νόλη (41). Ο έλ εγ χος της  εισαγ ωγής  της  επιθυμητή ς μετά λλαξης γίνετα ι με  

αλληλούχ ηση, αφού απομονωθού ν επαρκε ίς ποσότη τες  του  με ταλ λαγμέ νου φορέα  με τά  

από με τασχηματισμό σε βακτή ρια  Xl1-Blue. Οι με ταλ λάξε ις που δημιουρ γήθηκαν στην 

AtHESPERIN ήτα ν οι  D287A, D346A, H385A (41).  

Παξα γσ γή θαη απνκόλσ ζ ε ηεο AtHESPERIN 

Μεηαζρε καηηζκ όο θαη θαιι ηέξγε ηα βαθηεξ ίωλ 
Η παραγωγή της  AtHESPERIN αλλά και οι  μετα λλαγμέ νε ς μορφές  αυτής  (E114A, 

D287A, D346A και H385A) από το  φορέα  pATHRA έγ ινε  όπως έχει περ ιγραφεί (41). Πιο 
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συγκεκρι μένα,  οι φορεί ς με την επιθυμη τή αλληλουχί α χρησιμοποιήθηκαν για το  

με τασχηματι σμό βακτηρίων BL21-GOLD (DE3) (Agilent Technologies) και ανακαλλιέρ γε ιά 

του ς σε με γάλη κλίμακα (1-3 L). Σα βακτ ήρια αναπτύσ σονται  σε θρεπτι κό μέ σο TB 

παρουσία κατάλληλου αντι βιοτ ικού έως ότο υ η καλλιέρ γε ια να έχε ι οπτική πυκνότητα  

A600nm = 0.6. Η υπερ έκ φραση του  φορέα  και παραγωγή της  πρωτε ΐνης επάγετα ι με  1mM 

IPTG και ακολούθησε συλλογή τω ν κυττάρ ων 3 ώρες μετά  με  φυγοκέ ντρ ηση. 

Απνκόλωζε AtHESPERIN 
Η απομόνωση της  πρωτεΐ νης πραγματο ποιή θηκε όπως έχει περ ιγραφεί (41) με 

με ρικές τρο ποποιήσε ις. Πιο συγκεκ ριμέ να, το κυτταρ ικό ίζημα επαναιωρε ίτα ι σε 

κατάλ ληλο διάλυμα λύσης [50mM Sodium phosphate (pH 8), εμπλουτ ισμέν ο με  0.2 M NaCl, 

10 % (v/v) Glycerol, 0.1% (v/v) monothioglycerol (MTG), 1 mM PMSF και 1 mg/mL lysozyme]. Σο 

κυτταρ όλυμα επωάζετ αι με  250U Benzonase (Ε1014, SIGMA-ALDRICH), υποβάλλε τα ι σε 

μηχανική λύση με  υπερ ήχους, φυγοκεν τρείται  (21130 g) και φιλτρ άρετα ι ώστε  να 

απομακρυνθούν τα  αδιάλυ τα κυτταρ ικά στοιχεί α. Η πρωτεΐ νη απομονώνετα ι από το  

κυτταρ όλυμα με  τη χρήση στή λης HisTrap FF (17525501, Cytiva) με  το  σύστημ α 

ÄKTApurifier (GE Healthcare). Σο διάλυμα πρόσδε σης στη  στή λη αποτε λε ίται από 50mM 

Sodium phosphate (pH 8), εμπλουτ ισμέν ο με  50mM Imidazole, 0.2 M NaCl, 0.1% (v/v) MTG, 

εν ώ το  διάλυμα έκ λουσης είνα ι πανομοιότυ πο με  το διάλυμα πρόσδε σης εμ πλουτι σμέν ο 

με  0.5 M Imidazole.  

Μετά την  έκ λουση, η πρωτε ΐνη επωάζετα ι με την  πρωτεάσ η His Tag 3C και στη 

συνέ χε ια πραγματο ποιείται  διαπίδυση σε διάλυμα πρόσδεσης . Μετ ά τη  χρωματογ ραφική 

αφαίρεσ η της  πρωτε άσης  3C και της  AtHESPERIN που φέρ ει ακόμη His Tag, η 

AtHESPERIN συμπυκνώνεται  και υποβάλλε ται σε διαπίδυση προς διάλυ μα αντίδρασης [50 

mM sodium citrate (pH 6.5) εμ πλουτι σμέν ο με  0.1 M NaCl, 2 mM MgCl2, 10% (v/v) glycerol] σε 

μονάδα φυγοκεν τρική ς συμ πύκνωσης Amicon Ultra 4 ή 15 (Merck). 

Η απομόνωση των με ταλλαγμέν ων μορφών της  AtHESPERIN, ήτοι  E114A, D287A, 

D346A και H385A, πραγματοποιήθ ηκε όπως περιγρά φετα ι (41).  

Ζιε θηξνθ όξεζ ε ππό κε α πνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο (Native-PAGE) 
Η ηλεκ τρο φόρηση των πρωτεϊ νών υπό μη αποδιατακτι κέ ς συνθήκες  

πραγματο ποιήθ ηκε σύμφωνα με  ευ ρέως χρησιμοποιούμε να πρωτόκ ολλα (41, 42). Για  τον  

έλ εγ χο της  επίδρασης διάφ ορων μορίων [AMP, Neomycin, πολυ(Α)] στη  διαμό ρφωση τη ς 

AtHESPERIN προετο ιμάστη καν αντιδράσει ς όπως για την  in vitro αντί δραση 

απαδεν υλ ίωσης όπου το poly(A), το AMP και η Neomycin ήτα ν σε συγκέν τρωση  50×KM και η 

συγκέν τρωση  του  εν ζύμου ήταν  (89)/10 (25μg).  

Για τον  έλ εγ χο της  επίδρασης διάφ ορων μορίων [AMP, Neomycin, πολυ(Α)] στη 
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διαμό ρφωση της  AtHESPERIN προετο ιμάστηκαν αντι δράσεις όπως για  την  αντίδραση 

απαδεν υλ ίωσης in vitro, όπου το  poly(A), το AMP και η Neomycin ήτα ν σε συγκέν τρωση  50 × 

KM και  η συγκέν τρωση του  εν ζύμο υ ήτα ν [S]/10 (25μg) (KM=0.34l/mL). Οι αντιδράσει ς 

επωάστη καν στο υς   25oC για 1 ώρα και κατό πιν αναλύθηκαν σε πηκτή  ακρυλαμιδί ου 7% 

παρουσία κατάλ ληλων δε ικτών  μοριακής μάζας (MWND500, Sigma-Aldrich). Πιο 

συγκεκρι μένα,  η BSA χρησιμοποιεί ται ενδεικτι κά της  διμε ρούς και τρ ιμε ρούς 

διαμό ρφωσης της  AtHESPERIN (η BSA εμ φανίζετα ι ως δυο ζώνε ς των 66 kDa και 132 kDa) 

και η oυριάση χρησιμοποιείτα ι εν δε ικτ ικά για την  εκ τί μηση με γαλύτερ ης  μάζας 

ολ ιγομε ρών διαμορφώσεων της  AtHESPERIN [η ουριάση  εμ φανίζεται ως δυο ζώνες, μια 

τριμερ ούς (272 kDa) και μια εξαμ ερ ούς (545 kDa) διαμό ρφωσης]. 

In vitro αληίδξα ζ ε α παδελπιίσ ζ εο 
Η αντί δραση απαδενυλίωσης in vitro πραγματοποιε ίτα ι σύμφωνα με του ς Maryati, et 

al. (90) με  τρο ποποιήσεις (41). Για την  πραγματοποίηση  της  αντίδρασης χρησιμοποιε ίτα ι 

φθορίζον 17μ ερ ές  υπόστρωμα RNA (5 -́ CCU UUC CAA AAA AAA AΑ -3 )́ το ο ποίο φέρ ει  στο 

5  ́ άκρο τη  φθορίζουσα CY3. Οι αντι δράσεις τερ ματί ζονται  με  την  προσθήκη 2× 

ρυθμιστι κού διαλύματος  δε ιγμάτων RNA [95% (v/v) formamide, 5 mM EDTA, 0.025% (w/v) 

SDS] στο υς  85 oC για  3 min. Οι αντι δράσεις αναλύοντα ι σε  πηκτή ακρυλαμιδί ου 15% 

παρουσία 8Μ ουρίας στο σύστη μα Mini-PROTEAN Tetra-Cell (Bio-Rad) και οπτικοποιούν τα ι 

ψηφιακά με  τη χρήση του  συστή ματος  Uvitec Alliance 4 (Cambridge) ή ImageQuant Fluor 

imaging system (Cytiva). 

Αποτελέςματα-υζήτηςη 

Βει ηηζηνπνίεζ ε απνκόλσ ζ εο ηεο AtHESPERIN 
Με σκοπό να ολοκληρωθεί  ο βιοχημικός χαρακτη ρισμό ς της  AtHESPERIN 

πραγματο ποιήθ ηκε βε λτί ωση του  προηγούμε νου πρωτοκόλλο υ καθαρισμο ύ (41) το οποίο 

συμπερ ιλάμβανε βήματα χρωματο γραφίας αγχιστε ίας και μοριακής διήθ ησης  προς έν α 

απλοποιημέν ο πρωτόκ ολλο. υγκεκριμένα , για την απομάκρυνση τη ς ετι κέτ ας αγχιστεία ς 

6 ιστιδιν ών (6×His) από την  HESPERIN χρησιμοποιήθηκε ο φορέας pATHRA (41, 88) σε 

συνδυασμό με την  πρωτεάση 3C (που και η ίδια φέρ ει ετ ικέ τα  6×His). Η προσέγγ ιση 

με ιώνε ι τα  βήματα  χρωματο γραφίας από 3 (41) σε 2 αυξάνοντας  έτσ ι την  απόδοση τη ς 

απομόνωσης χωρίς να με ιώνετα ι η καθαρότη τα του  δε ίγματος  (Εικόνα 7). Πιο 

συγκεκρι μένα, μετά  το  πρώτο  στάδι ο του  καθαρισμού της  AtHESPERIN, ήτο ι τη λύση των 

κυττά ρων και την  χρωματο γραφία αγχιστε ίας ακινητοποιημέν ου με τάλ λου (IMAC), η 

6×His-HESPERIN (Εικόνα 7 Α, IN) επωάζεται  με την  6×His-3C και στη  συνέ χε ια ακολουθεί 

διαπίδυση. Η τελ ευ τα ία πραγματο ποιείτα ι ώστε  να απομακρυνθεί  το ιμιδαζόλιο από το  
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πρωτε ϊνικό  δε ίγμα και να μπορέσει να γίνει  χρωματο γραφικός καθαρισμός  τη ς 

AtHESPERIN (πλέον χωρίς την  ετικέτα  αγχιστε ίας) (Εικόνα 7 Α, FT) από το δε ίγμα που 

συμπερ ιλαμβάνει τη  6×His-3C και πιθανώς υπόλοιπο 6×His-HESPERIN (Εικόνα 7 Α, Ε). Σα 

δε ίγματα  με  πρωτε ΐνε ς που δε ν έχουν προσδε θεί στη  στή λη, FT (Εικόνα 7 Α, FT –

διαδρ ομές  με  *), αλλά και το  δε ίγμα της  έκ λουσης από την  IMAC (Εικόνα 7 Α, Ε) 

αναλύοντ αι με ανοσο στύπωση κατά Western με  αντί σωμα που αναγνωρί ζε ι την  ετ ικέ τα 

6×His (Εικόνα 7 Β), ώστε να διαπιστωθε ί η απόδοση της  αντίδρασης  της  πέψης. 

Παρατηρ είται  πως κάποια δε ίγματα FT (διαδρομές  χωρίς *) εμ φανίζουν 2 ζώνε ς οι οποίες  

αντι στο ιχούν σε 6×His-HESPERIN και σε μικρό τερ ο ποσοστό  σε φυσικού τύπου 

AtHESPERIN. Ως εκ  τούτου , επιλέ γοντα ι τα  δε ίγματα  από τι ς υπόλοιπες  διαδρομέ ς (*). 

Σέλ ος , εφ όσον μετ ά τη ν ανο σοστύ πωση κατά Western το  δε ίγμα FT δεν  φέρ ει πρόσμιξη με 

6×His-HESPERIN, συμπυκνώθη κε  και αναλύθηκε σε ηλεκ τρο φόρηση υπό αποδιατα κτ ικέ ς 

συνθήκες  ώστε  να εκ τιμηθεί  η βιοχημική καθαρότη τα του  (Εικόνα 7 Γ). Η ποιότη τα  της  

παραχθεί σας πρωτε ΐνης αξιολο γήθηκε με  έλ εγ χο της  εν ζυμικής  δραστικότη τάς  της  (βλ. 

παρακάτω). Η συνολική απόδοση της  απομόνωσης της  AtHESPERIN αυξήθ ηκε σε σχέση 

με  προηγούμε νη ερ γασία μας από 0.6 mg πρωτεΐ νης ανά λίτρο  καλλιέργε ιας (41) σε 1 mg 

πρωτε ΐνης ανά λίτρο  καλλιέργε ιας.  

 
Δηθόλα 7. Η απνκόλσ ζε ηεο AtHESPERIN. Α. Δπηζθόπεζε  ησλ πξώησλ δύν ζηαδίσ λ θαζαξηζκ νύ. Β. Η AtHESPERIN 
από ηα δείγκαηα * από ηελ εηθόλα (Α) θαη από ηε  δηαδξνκή Δ ζε αλνζνζηύ πσ ζε θαηά western. Σηελ εηθόλα θα ίλνληαη 
κόλνη νη πξσ ηεΐλεο πνπ θέξν πλ εηηθέηα 6×His. Γ. AtHESPERIN από ηα δείγκαηα * από ηελ εηθόλα (Α) θαη κεηά από 
ζπκπύθλσ ζε ζε ε ιεθ ηξνθόξε ζε ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο. Οη αξηζκνί  αξηζηεξά  από ηηο πεθηέο αληηζηνηρνύλ ζηνπο 
δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ (kDa). IN: Input, FT: flow-through, E: έθιν πζε . 

Σν ελεξγ ό θέληξν  ηεο AtHESPERIN 
Η ταυ τοποίηση  των σημαντι κών για την  κατάλ υση αμινοξέ ων τη ς AtHESPERIN 

βασίστηκ ε σε ομοπαράθεση της  αλληλουχίας της  AtHESPERIN με  άλλα μέ λη τη ς 

οικογ έν ειας EEP (42). Σα Glu114, Asp287, Asp346 και His385 με ταλ λάχθηκαν προς αλανίνη 

ώστε να εξε ταστε ί η εν ζυμική δρα στι κότητά  τους ( 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1, Εικόνα 25). Η εν ζυμική  δραστι κότητα  εξε τάστηκ ε σε χρονικά 

διαστή ματα  (Εικόνα 8, διαδρ ομές  1-6) με  τη  χρήση φθορίζοντος  υποστρώματο ς, όπως έχει 
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περ ιγραφεί (41). Παρατηρ ούντα ι ζώνε ς με γαλύτερ ης  ηλεκ τρο φορητι κής κινητικότητα ς, 

εν δε ικτικές  βραχύτε ρων προϊόντων  της  αντίδρασης  απαδεν υλ ίωσης που οφείλοντα ι στη  

δράση του  εν ζύμο υ. τη συνέ χε ια, εξε τάστηκ ε η δραστι κότητα  των  με ταλ λαγμέν ων 

μορφών της  AtHESPERIN σε διάρκ εια αντί δρασης  60 λε πτά και τα  προϊόντα 

ηλεκ τρο φορήθηκαν όπως και στη ν περ ίπτωση της  φυσιολογικής AtHESPERIN (Εικόνα 8, 

διαδρ ομές  7-10), όπου παρατη ρε ίτα ι πλήρης απουσία δραστι κότητ ας απαδεν υλάσης. Η 

παραπάνω παρατή ρηση μας οδηγεί στο συμπέρ ασμα πως τα κατάλοιπα Glu114, Asp287, 

Asp346 και His385 είναι πράγματι  σημαντικά για την  εν ζυμική δραστικότητα  της  

AtHESPERIN διαμο ρφώνοντα ς το εν εργό της  κέ ντρ ο (41).     

 
Δηθόλα 8. Γξαζηηθόηεηα ηεο AtHESPERIN θαη ησλ κεηαι ια γκέλσ λ ηεο κνξθ ώλ. Η δξαζηηθόηεηα ηεο AtHESPERIN ζε  
ζρέζ ε  κε ηνλ ρξόλν, ζε ρξν ληθά δηαζηήκαηα πνπ δείρλνληαη πάλσ  από ηηο δηαδξν κέο 2 – 6. Οη αληηδξάζεηο κε ηηο 
κεηαι ια γκέλεο κνξθέο ηεο AtHESPERIN, ήηνη E114A, D287A, D346A and H385A, θαίλνληαη ζηηο δηαδξνκέο 7-10. Οη 
αληηδξάζεηο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζην ίδην δηάιπκ α αληίδξαζεο . Οη αξηζκνί ζην επάλσ  κέξν ο ησλ πεθηώλ αληηζηνηρεί 
ζην ρξόλν αληίδξαζεο  ζε  ιεπηά. S, ππόζηξσ κα πνπ θέξε η ηε θζ νξ ίδνπζα  ρξσ ζηηθή Cy3 ζην 5΄ άθξν  ηνπ, P, πξν τόλ ηεο 
αληίδξαζεο  απαδελπιί σ ζεο , C, αληίδξαζε  αξλεηηθνύ ειέγ ρνπ, όπνπ δελ έρεη πξνζηεζεί έλδπκν . Τξν πνπνηεκέλε  εηθόλα 
από (41). 

Ο θαηαι πηηθόο κε ραληζκόο ηεο HESPERIN  

Επίδξ αζε  κηθξ ώλ κνξ ίωλ ζ ηε δξ αζ ηηθόηεηα ηεο AtHESPERIN θαη νι ηγνκεξήο 
δηακόξθ ωζε  ηνπ ελδύκνπ  
Για την  καταν όηση το υ καταλ υτικ ού μηχανισμού της  AtHESPERIN, εξε τάσθηκαν 

μικρά  μόρια  που μπορε ί να τρο ποποιούν τη δραστικότητα  της , όπως το  AMP και η 

Nεο μυκίνη.  Η επίδραση του  5  ́ AMP στη  δραστι κότητα  της  AtHESPERIN ως προϊόν που 

απελ ευ θερ ώνετα ι από την  αντίδραση απαδεν υλ ίωσης (59, 74, 91) εξετά στη κε σε διάφορες  

συγκεν τρώσε ις AMP σε σχέση με  την  τι μή της  σταθερ άς KM (KM = 0.34 μg/ml). Η ανάλυση 

των προϊόντων  των αντιδρά σεων με  το φθορίζων υπόστρωμα  σε πηκτή  ακρυλαμιδίο υ 

παρουσία ουρίας  έδ ει ξε πως το  5  ́ AMP με ιώνει  αποτε λε σματι κά τη δραστι κότητα  τη ς 

AtHESPERIN σε υψηλές  συγκεν τρώσε ις (10 – 50 × KM), ενώ σε χαμηλότερ ες 

συγκεν τρώσε ις ε ίχε  μικρότε ρη επίδραση στη  δραστι κότητα  του  εν ζύμο υ (0.1 – 1 × KM) 

(Εικόνα 9 Α, διαδρ ομές  2-6). 

τη συνέ χε ια, εξετά σθηκε η επίδραση της  Νεο μυκίνης Β (Neo) στη  δραστι κότη τα  

της  AtHESPERIN, καθώς είνα ι γνωστό πως αναστέλ λε ι απαδεν υλάσες των οποίων η δράση 
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εξα ρτά ται από Mg+2 των οικογ εν ει ών DEDD και EEP όπως η PARN (92) και η CNOT6L (37), 

αντ ίστο ιχα. Εξετά στηκαν διάφορες  συγκεντρ ώσει ς Neo σε σχέση με  την  τ ιμή τη ς 

σταθερ άς KM (KM = 0.34 μg/ml). Η ανάλυση των προϊόντων των  αντιδράσεων  έδ ειξε πως η 

προσθήκη της  Neo στη ν αντίδραση οδηγεί σε παρόμοια  αποτε λέ σματα με  το 5  ́AMP, αλλά 

λιγότερ ο έν τον α (Εικόνα 9 Α, διαδρομέ ς 8-12). Αυτή  η παρατή ρηση υποδεικνύε ι πως οι 

δύο αυτές  εν ώσεις αναστέλ λουν τη  δραστικότη τα  του  εν ζύμο υ πιθανόν μέ σω 

διαφ ορετικ ών μηχανισμών (41). Λεπτομ ερ ής ανάλυση των  δε δομέ νων της  κινητι κής τη ς 

αναστολ ής  του  εν ζύμου από το 5  ́ AMP με  τη χρήση της  με τασχηματισμό ς Hanes-Woolf 

έδ ειξε πως το  5  ́AMP είναι συναγωνιστικός  αναστολ έα ς της AtHESPERIN (41).  

Καθώς είνα ι γνωστό πως η AtHESPERIN σχηματί ζε ι ολιγομερή (42), έγ ινε  έλ εγ χος 

εά ν η ανασταλ τική δράση του  AMP και της  Νεο μυκίνης  Β οδηγούν σε αλλαγή 

στε ρε οδιαμόρφωσης του εν ζύμο υ διαταρ άσσοντα ς την  τριμερ ή διαμόρφωση που έχει 

συνήθως (41). Έτσι, η AtHESPERIN επωάστηκε με   50×KM  AMP και Neo σε συνθήκες 

αντί δρασης απαδεν υλίωσης και οι αντι δράσεις  αναλύθηκαν σε ηλεκ τρο φόρηση υπό μη 

αποδιατα κτι κέ ς συνθήκε ς (Εικόνα 9 Β). Ως θετικ ός  μάρτυ ρας προστέθ ηκε μια  διαδρ ομή 

της  AtHESPERIN και μια δι αδρομή με  AtHESPERIN που επωάστηκ ε με υπόστρωμα πολυ(Α). 

Οι δυο αυτές  συνθήκες  αναμέν ετα ι να έχουν πρότυ πο ζωνών όμοιο με ταξύ  του ς και 

συμβατό  με  τη δραστική ολ ιγομε ρή διαμόρφωση της  AtHESPERIN (42). Ό λε ς οι 

διαδρ ομές  εμ φάνισαν το  ίδιο πρότυ πο ζωνών υποδηλώνοντα ς πως δε ν ευ θύνετα ι η 

αλλαγή διαμό ρφωσης του  εν ζύμο υ για την  απώλε ια δραστικότητα ς κατά την  προσθήκη 

AMP και Neo. Αντίθε τα, η απώλε ια δραστικότητα ς θα μπορούσε να αποδοθεί στη 

με τατό πιση των   απαραίτητων  για την  κατάλ υση ιόντων  Mg από το  εν ερ γό κέν τρο , όπως 

έχει παρατη ρηθεί  για την CNOT6L (37).  

 
Δηθόλα 9. A. Αληηδξάζεηο απαδελπιί σ ζεο  ηεο AtHESPERIN παξν πζία  δηαθόξσ λ ζπγθεληξώζεσ λ AMP ή Νενκπθίλεο B 
(θα ίλνληαη σ ο πνιια πιά ζηα ηεο KΜ ζην επάλσ  κέξν ο ησλ δηαδξν κώλ). Β. Ηιε θηξνθόξεζε ππό κε  απνδηαηαθηηθέο 
ζπλζήθεο ζε πεθηή 7% ηεο AtHESPERIN παξν πζία  πνιπ(Α), AMP θαη Νενκπθίλεο. Τα βέι ε  ππνδεηθλύνπλ ηε  ζέζε ησλ 
νιηγνκεξώ λ ηεο AtHESPERIN (2×: δηκεξέο ~ 90kDa; 3×: ηξηκεξέο ~ 150 kDa). Οη αξηζκνί  δεμηά από ηελ εηθόλα 
ππνδε ιώ λνπλ ηε  ζέζ ε  ησλ δεηθηώλ κνξηαθώλ καδώλ (kDa). Τξν πνπνηεκέλε  από (41). 
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Μνξηαθό κνληέι ν ηεο AtHESPERIN θαη πξ νηεηλόκελνο θαηαι πηηθόο κε ραληζκόο  
Η δημιουρ γία του  μοντέλ ου της  AtHESPERIN έγ ινε  σε συνε ργασία με  τον  Επικ. 

Καθηγητή  Γε νε τικής Δημήτρ ιο Βλαχάκη στο Γε ωπονικό Πανεπιστή μιο  Αθηνών. Σο 

μοντέ λο της  AtHESPERIN (UniProt ID: A8MS41) που δημιουργήθηκε βάσει ομολογίας 

χρησιμοποιώντας  ως οδηγό τη  δομή της  ανθρώπινης CNOT6L (PDB ID: 3NGQ) (35) δε ίχνει 

τη συντη ρημέ νη τρ ισδιάτα τη δομή με  τη  χαρακτηρ ιστική  δομή του  δικτύο υ β φύλλων και 

δυο βασικών α ελ ίκων πλε υρικά του  εν ερ γού κέ ντρ ου  (41). Σο μοντέλ ο της  AtHESPERIN 

καταλ αμβάνε ι πλήρως τη δομ ή της  CNOT6L (Εικόνα  10 Α).       

τη συνέ χε ια, εξε τάστηκε η το ποθέτη ση του  AMP στο  καταλ υτι κό κέν τρο  τόσ ο της  

δομής οδηγού όσο και του  μοντέλ ου της  AtHESPERIN (docking). Η διαμόρφωση του  

μοντέ λου αλλά και το  πρότυ πο αλληλε πιδράσεων  με  το  AMP συντη ρήθηκαν στο  μοντέ λο 

της  AtHESPERIN, υποστη ρίζοντας  την  εγ κυρότητ ά του  (Εικόνα  10 Β). Για την  περεταίρω 

ανάλυση της αλληλεπί δρασης  του  AMP και της  AtHESPERIN, αλλά και την  επίδραση των 

με ταλ λάξεων  που συζητή θηκαν παραπάνω, ήτα ν απαραίτη το  να καθοριστε ί η φύση τη ς 

αλληλε πίδρασης και να γίνει  διαχ ωρισμός μετα ξύ άμεσων δε σμών υδρογόνου ή μακρών 

αλληλε πιδράσεων χωρίς δε σμό. Η ανάλυση LIGPLOT (93) αποκάλυψε πως τα κατάλ οιπα 

E114, D287, D346 και H385 της  AtHESPERIN εμπλέ κοντα ι σε άμεσες αλληλε πιδράσεις με  

το AMP (Εικόνα  10 Γ), εν ώ η μικρή απόσταση και ο προσανατολ ισμός του ς φαίνετα ι να 

είναι  ευ νοϊκός για  τη  δημιουρ γία δε σμού υδρογόνου υψηλής  ενέ ργειας και η in silico 

με τάλ λαξη οποιουδ ήποτε από αυτά  τα  τέσ σερα αμινοξέα  σε αλανίνη, οδηγεί σε  απώλε ια 

των αλληλε πιδράσεων  (Εικόνα 11 Α) και σε σημαντι κέ ς αλλαγές  στη φυσικοχημική φύση 

του  καταλ υτικού  κέ ντρ ου αλλά και του  προτύ που το ποθέτη σης συνολικά.  ύμφωνα με  τα  

παραπάνω, το μοντέλ ο ομολογίας και η το ποθέτη ση του  AMP αποκαλύπτου ν δομικέ ς 

ομοιότητε ς με ταξύ  των ενερ γών κέ ντρ ων τη ς AtHESPERIN και της  CNOT6L (41).    
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Δηθόλα 10. A. Μνληέιν  νκνι νγίαο ηεο AtHESPERIN. Τν κνληέιν  απεηθνλίδεηαη κε θπαλό ρξώκα ελώ ε  αλζξώπηλε 
CNOT6L (δνκή-νδεγόο) κε πξάζηλν. B. Η CNOT6L θαη ην κνληέιν  ηεο AtHESPERIN κε ην AMP ζην θαηαιπηηθό θέληξν. 
Τν AMP εκθα λίδεηαη κε ηε κνξθή  πιή ξσ ζεο  ρώξν π. Σην δεμί κέξν ο ηε εηθόλαο θα ίλεηαη ζε κεγέζπλζε  ην ζεκε ίν 
ηνπνζέηεζεο  ηνπ AMP. Οη θαθέ ζθαί ξεο νξίδνπλ ηε δηακόξθ σ ζε ηνπ AMP ζ ην ρώξν . Γ. Σρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε από 
ην LIGPLOT ηνπ ράξηε  αιιε ιε πηδξάζεσ λ ηνπ AMP κε ην κνληέιν  ηεο AtHESPERIN (41). 

Βασιζόμε νοι στα προηγούμεν α δε δομέ να της  ταυ τοποίησης  σημαντικώ ν για τη ν 
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κατάλ υση αμινοξέων  (Εικόνα  8) και λαμβάνοντα ς υπόψη ότ ι α) η AtHESPERIN είναι  μια 

απαδεν υλάση EEP με  προτί μηση σε πολυ(Α) (42), β) τα ιόντα  Mg είναι απαραίτητα  για  την  

κατάλ υση (42) και γ) οι κρυσταλ λικέ ς δομέ ς της  CNOT6L (35) και της  NOCTURNIN (60) 

είναι  γνωστές,  κατασκε υάστηκ ε έν α μοντέ λο του  καταλ υτ ικού συμπλόκου όπου στο 

έν ζυμο  έχει  το ποθετ ηθεί έν α τρινου κλεο τί διο  αδεν οσινών (Α3). Σο Α3 μπορεί  να 

υιοθ ετή σει μόνο μια  διαμόρφωση κατά  το πείραμ α το ποθέτη σης/ε λλ ιμε νισμο ύ (docking) 

(Εικόνα 11 Β). Ανάλυση των μοριακών αλληλε πιδράσεων της  διε πιφάνειας  

εν ζύμο υ:υποστρώμα το ς δε ίχνει πως το  Α3 αλληλε πιδρά με  δε σμούς  υδρογόνου με  τα 

καταλ υτικά αμ ινοξέα  της  AtHESPERIN.  

ύμφωνα με  αυτά  τα  δεδ ομέν α,  ο μηχανισμός της  αντίδρασης  απαδεν υλ ίωσης από 

την  AtHESPERIN προτείνεται  ως εξή ς: τα  δυο κατάλοιπα ασπαρτικού, D287 και D346, 

βρίσκονται  σε κοντ ινή απόσταση στο ν τρ ισδιάστατο  χώρο του  καταλυτικού  κέ ντρ ου και 

αρχικά καθορίζουν  τη θέση των δύο ιόντων Mg. τη συνέ χε ια, ο ιμιδαζολικός  δακτύ λιος  

της  His385 λε ιτου ργεί ως βάση προσελκύοντας έν α πρωτό νιο  από ένα μόριο νε ρού. Ως εκ  

τού του , η πρωτον ιωμέν η ιστιδ ίνη εν ερ γοποιεί τα ι για  πυρηνόφιλη προσβολή, εν ώ η 

γε ιτον ική Glu114 αποπρωτον ιώνε ι το πεντα σθεν ές  εν διάμε σο προκαλώντας  στη ν 

υδρόλυση του  φωσφο διεστε ρικού  δεσμού . Αυτό ς ο μηχανισμό ς καθιστά την  αντί δραση 

απαδεν υλ ίωσης απαραιτήτως  εξα ρτημ έν η από τη ν τρισδ ιάστατη  διαμόρφωση το υ 

εν ζύμο υ, η οποία ε ίναι απαραίτητο  να ε ίναι συντη ρημέ νη ώστε  να συντο νίζοντα ι τα  

καταλ υτικά αμινοξέα  κατά λληλα στο  καταλ υτ ικό κέ ντρ ο ώστε  να επιτευ χθεί  η αντίδραση 

(41).         
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Δηθόλα 11. Μνξηαθό κνληέιν  ηεο απώιεηαο ησλ αιιε ιεπηδξάζεσ λ από κεηαι ιά μεηο θαη ν πξν ηεηλόκελνο θαηαιπηηθόο 
κε ραληζκ όο ηεο AtHESPERIN. A. (i) Μνληέιν  ηεο AtHESPERIN κε ηα θαηαιπηηθά ακηλνμέα (γθξη ξάβδνη/ζθα ίξεο) θαη ηνπ 
AMP (αδελνζ ίλε  γαιά δηεο/κπιε ξάβδνη/ζθα ίξεο). (ii) Μεγέζπλζε ηνπ θαηαιπηηθνύ θέληξνπ θαη ηνπ ηνπνζεηεκέλνπ AMP 
από ην (Α). (iii) Ο ρώξν ο πνπ δηακνξθ ώλνπλ ηα θαηάιν ηπα αια λίλεο εκθα λίδεηαη σ ο θίηξηλν λέθν ο ζε ππέξζ εζε κε ηα 
αξρηθά θαηάινηπα E114, D287, D346 θαη H385. (iv) Ο ρώξν ο πνπ δηακνξθώ λνπλ ηα ηα αξρηθά θαηάιν ηπα E114, D287, 
D346 θαη H385 εκθα λίδεηαη σ ο πνξθπξό λέθν ο ζε ππέξζ εζε  κε ην ρώξν  ηεο αια λίλεο. (v) Η απώιεηα ηνπ δηαζέζηκνπ 
ρώξν π θα ίλεηαη σ ο δηαθαλέο θίηξηλν λέθν ο. Χξσ καηηζκ νί ζθαηξώλ: Κπαλό: άηνκα άλζξαθα ηνπ AMP, γθξη: άηνκα 
άλζξαθα ησλ θαηαιπηηθώλ ακηλνμέσ λ, θόθθηλν: νμπγόλν, κπιε:  άδσ ην, πνξθπξό:  θώζθ νξν ο. B. Τν ηξηλνπθιεν ηίδην 
αδελνζί λεο (Α3) (κπιε/ θόθθηλν ζε κνξ θή πι ήξσ ζεο  ρώξν π) ηνπνζεηεκέλν ζην θαηαιπηηθό θέλην ηεο AtHESPERIN 
(αξηζηεξά ) θαη  ζε θι ηζε  90o πξν ο ηα πίζσ  ζηνλ νξηδόληην άμνλα (δεμηά). Γ. Τν ηξηλνπθιεν ηίδην αδελνζίλ εο (Α3) 
(κπιε/ θόθθηλν ζε  κνξθ ή  ξάβδνπ) ζην ρώξν  θαη νη αι ιε ιεπηδξάζεηο κε ηα ηέζζεξα  θαηαιπηηθά ακηλνμέα ηεο 
AtHESPERIN (πξάζηλεο ξάβδνη) (αξηζηεξά ) θαη νη αιιε ιεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ θαηαινίπσ λ ηνπ ελεξγνύ θέληξνπ θαη 
ηνπ Α3 όπσ ο πξνθ ύπηεη από ην LIGPLOT (41). 
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υμπεράςματα 

 Η AtHESPERIN είναι  μια ολ ιγομε ρής απαδε νυλάση της  οικογ ένε ιας EEP και 

μοιράζετα ι σημαντι κά στο ιχε ία με  άλλα μέ λη της  ίδιας οικογ έν ειας. Η κινη τι κή ανάλυση 

της  AtHESPERIN έδ ειξε αναστολ ή από το  προϊόν της  αντίδρασης (AMP) και τη  νε ομυκ ίνη 

Β. Επιπλέ ον, ηλεκ τρο φόρηση υπό αποδιατα κτ ικέ ς συνθήκες  δε ν υποδηλώνει  απώλει α τη ς 

τετα ρτο ταγ ούς διαμό ρφωσης της  AtHESPERIN καθώς η παρουσία πολυ(Α), AMP και 

νε ομυκ ίνης δε ν επηρέασαν το  πρότυπο ζωνών κατά  την  ηλεκ τρο φόρηση (Εικόνα 9 Β) και 

πιθανόν υποδηλώνει  πως η απώλε ια δραστικότη τας  οφείλετα ι στη  με τατό πιση ιόντων Mg 

από το  εν ερ γό κέ ντρ ο όπως έχει  δε ιχθεί  για  τη CNOT6L (37). Μέσ ω βιοχημικής και in silico 

ανάλυσης,  φαί νετ αι πως τα κατάλ οιπα Glu114, Asp287, Asp346 και His385 είναι  απαραίτητ α 

για την  κατάλ υση και η αντι κατάσταση οποιουδήποτε  από τα τέσ σερα είχε ως αποτέ λε σμα 

την  απώλει α δραστικότητα ς από την  AtHESPERIN υποδηλώνοντας  πως είναι απαραίτητ α  

στο ν καταλ υτ ικό μηχανισμό είτε συντο νίζοντας  ιόντα  Mg είτε σταθερ οποιώντας  τη ν 

πρόσδεση του  υποστρώματο ς στο  εν ερ γό κέ ντρ ο. Σέλ ος , η in silico ανάλυση υποδεικνύει 

έν α μηχανισμό  δράσης της  AtHESPERIN (Εικόνα 11 Β, Γ) χαρακτ ηριστικό για τ ις EEP 

απαδεν υλάσες .  

Ο βιολο γικός ρόλος τη ς AtHESPERIN έχει διε ρε υνηθεί σε πειράμ ατα αποσιώπησης 

(knock-down) και υπερέ κφρασης σε σειρές με ταλ λαγμέν ων φυτών  και φαίνε ται  να 

επηρεάζει το φαινότυπο τόσ ο στη  δομική ανάπτυξη  του  φυτο ύ αλλά και αλλάζοντας  τη ν 

απόκριση  σε συνθήκε ς στρες  (42). Παρότι  δε ν έχ ει καταστεί  εφικτό  να παραχθούν 

κρύσταλ λοι της  AtHESPERIN για πειράμ ατα  περ ίθλασης ακτί νων Φ ώστε να προσδιοριστεί 

η τρισδ ιάστατη  δομή του  εν ζύμο υ, ο πλήρης βιοχη μικός χαρακτη ρισμό ς της  συμβάλλε ι 

σημαντικά  την  αποσαφήνιση των  λε ιτου ργιών του  εν ζύμο υ, ενώ με λέ τες  σε φυτά  που 

φέρ ουν τι ς με ταλ λάξε ις στο  εν ερ γό κέ ντρ ο της  AtHESPERIN θα προσθέσουν σημαντική  

γνώση στη ν καταν όηση του  βιολογικού της  ρόλου.    
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Μέξ νο Γεύηεξ ν - Ζ PARN ζην θηξθάδην ξ νιό η: Σν θπηηαξ ηθό κνληέιν  
HEK293T 

Ειςαγωγή 

τα θηλαστι κά, ο κε ντρ ικός ταλ αντωτή ς του  ρολογιού βρίσκε ται  στο ν 

υπερ χιασμ ατ ικό πυρήνα στο ν εγ κέ φαλο, ενώ οι μοριακο ί μηχανισμο ί του  ρολογιού 

βρίσκονται  σε όλους του ς ιστο ύς  του  σώματο ς (94). Η σταθ ερ ότη τα, οι ρυθμοί 

ανακύκλησης  και  οι χρόνοι  ζωής  ε ίναι χαρακτηρ ιστικά  των κιρκάδιων mRNA που 

διαμο ρφώνου ν την  κιρκάδια γονιδ ιακή έκ φραση. Άλλ οι παράγοντες , όπως τα micRNAs, 

διαμο ρφώνου ν με  τη σειρά του ς αυτά τα χαρακτη ριστι κά. Έτσι, miRNA με  περ ιοδική 

έκ φραση στο χεύοντα ς συγκεκ ριμέν α mRNA σε κατάλ ληλα χρονικά σημεία διαμορφώνουν 

σε με γάλο βαθμό το  κιρκάδιο ρολόι (95, 96). Πιο συγκεκ ριμέν α, το  pri-miR-29a εμ φανίζε ι 

κιρκά δια ταλ άντωση σε μύες  (19) και το  ώριμο miR-29a επηρε άζε ι τα επίπεδ α του  PER1, 

οδηγώντας σε μια χρονική καθυστέρ ηση που είναι  απαραίτητη  για την  περ ίοδο το υ 

κιρκά διου  ρυθμού στο υς  μύες  (23).  

Πέρ α από τη με λέ τη σε ζωικά μοντέλ α, η έκ φραση των  γονιδ ίων του ρολογιού  έχ ει 

με λε τηθ εί  σε πρωτογ εν είς  καλλ ιέρ γε ιες , αλλά και σε αθανατο ποιημέ νε ς κυτταρ ικέ ς 

σειρέ ς (16, 97). Μετα ξύ αυτών , έχ ει  χρησιμοποιηθ εί η κυτταρ ική σειρά HEK293T που 

προέρ χε ται  από νε φρικό ιστό,  όργανα με  έν τον η ρυθμικό τητα , απαραίτητη  για  τη  

λε ιτου ργία του ς και τι ς ομοιοστα τικέ ς λειτουρ γίες , καθώς συμμε τέχ ουν και στη ν 

απομάκρυνση φαρμάκων από τον  οργανισμό (98, 99). Ό σον αφορά στις με θόδους 

εναρμόνι σης των κυτ τάρω ν σε καλλι έργε ια με το κιρκάδ ιο ρολ όι , έχουν περι γραφ εί 

αρκε τοί τρό ποι, όπως η θερ μοκρασία, με ταβ ολή (αύξηση) συγκέν τρωσης του  ορού στο 

θρε πτι κό υλ ικό, και ανάπτυξη  παρουσία γλυκοκορτι ικοειδών, όπως η δε ξαμεθ αζόν η (100-

102). Η τελ ευ ταία  είνα ι μια δημοφιλής μέ θοδος  που έχει περ ιγραφεί την  πρώτη δε καετ ία 

του  2000 (16, 100). Παρόλα αυτά, υπάρχουν αντι θέσεις στα αποτ ελ έσματα με ταξύ  των 

ερ γασιών της  βιβλ ιογραφίας, όσον αφορά στην κατατο μή της  γονιδιακή ς έκ φρασης των 

κύριων ρυθμιστ ών του  ρολογιού στο  24ωρο (97, 103-105).   

ε αυτή  την  εν ότη τα  της  διατρ ιβής, με λε τήθ ηκαν τα  επίπεδ α της  PARN στα 

κύτταρ α HEK 293T κατόπιν εν αρμόνισής  το υς  με  το  ρολόι. Αρχικά, αξιολογήθηκαν τα 

επίπεδ α γνωστών γονιδίων και πρωτε ϊνών το υ κιρκά διου ρυθμού, ώστε  να εξε ταστο ύν οι 

πειραμ ατ ικέ ς συνθήκες  της  εν αρμόνισης  της  καλλ ιέρ γε ιας με το κιρκά διο ρολόι. 

Ακολούθως, αναλύθηκαν τα επίπεδ α της  PARN (mRNA και πρωτεΐ νη) στο  24ωρο. Σέλ ος, 

εξε τάσθηκαν τα  επίπεδ α του miR-29a στην  πρόδρομη και ώριμη μορφή του.   
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Μεθοδολογία 

Σν θπηηαξηθό κνληέι ν HEK 293T 

Βαζηθά ραξ αθηεξ ηζ ηηθά  
Σα κύτταρ α HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) προέρ χοντα ι από 

ανθρώπινα εμ βρυϊκά νεφ ρικά επιθηλιακά κύτταρ α(106), τα οποία έχουν με τασχηματι στεί 

με  ένα  τμή μα DNA αδεν οϊού  τύ που 5 (Ad5)(107) το οποίο παράγει  μια πρωτεΐνη του  ιού 

που εμπλέ κε τα ι στο ν κυττα ρικό κύκλο και αναστέλ λε ι την  απόπτωση (108). Η σειρά 293Σ 

προέρ χε ται  από τη HEK 293 με τά  την  ει σαγωγή μιας με ταλ λαγμέν ης μορφής το υ 

θερ μοευ αίσθητο υ Σ αντι γόνου του  ιού SV40 και αρχικά αναφερ ότα ν στη  βιβλιογραφία ως 

293/tsA1609neo(109). Η προέλ ευ σή του ς ε ίναι ο νε φρός, αν και πρόσφατε ς με λέ τε ς 

αναδεικνύο υν πως τα  κύτταρ α HEK293 προέ ρχονται από εμ βρυικό πρόδρομο ιστών 

επινε φριδίων (108).    

Ελαξκ όληζε  ηεο θαιι ηέξ γεηαο κε ην θηξ θάδην ξ νι όη  
Για τη  με λέ τη γονιδίων και πρωτεϊ νών σε χρονικά σημε ία διαφ όρων φάσεων του  

24ώρου , τα  κύτταρ α HEK 293T, επεξε ργάστη καν ώστε  να ακολουθούν το  κιρκάδιο ρολόι. 

Η επαγωγή του  κιρκά διου ρολογιού  στη ν καλλιέργε ια HEK 293T γίνετα ι με  δε ξαμεθ αζόνη 

(DEX) και συλλέχθηκαν σε επιλε γμέν α χρονικά σημε ία του  24ώρου, σύμφωνα με 

καθορισμέν α πρωτόκ ολλα(110, 111).  

Πιο συγκεκ ριμέ να, κατά λληλος  αριθμός κυττάρ ων επιστρώθηκε  σε πιάτα  

καλλ ιέρ γε ιας τα οποία  αφέθ ηκαν να αναπτυχ θούν για 12-16 ώρες  (2×105 - 4×105 ανάλογα 

το πιάτο  καλλιέρ γε ιας και το  χρονικό σημε ίο που συλλέγ ονται  τα  κύττα ρα). Ακολούθως, 

πραγματο ποιήθηκε αλλαγή του  θρεπτικού μέσου με  μέ σο το  οποίο διαθ έτε ι 100nM DEX 

(8893, SIGMA-ALDRICH) και 2 ώρες  με τά  ακολούθησε εκ  νέ ου αλλαγή με  το σύνηθες  

θρε πτι κό καλλιέρ γε ιας (DMEM High glucose, L-glutamine, sodium pyruvate, 10% FBS) (110, 

111). Σα κύτταρ α επωάστη καν για  24 ώρες  και συλλέχθηκαν ανά 4 ώρε ς για  έν α 24ωρο. Σα 

δε ίγματα  κυττάρ ων ονομάζον ται  ανάλογα με  το  χρονικό σημε ίο κατά  το  οποίο 

συλλέχθηκαν (ήτο ι 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48 ώρες  με τά  την  προσθήκη της  DEX) και τη 

συνθήκη στη ν οποία  ανήκουν (Δηθόλα 12). Η DEX διαλυ το ποιε ίτα ι παρουσία 0,004% DMSO, 

οπότε , εκ τός  από την ομάδα κυττάρ ων που επωάστηκ αν για 2 ώρες με  DEX, 

καλλ ιερ γήθηκε άλλη μια ομάδ α κυττάρ ων ελ έγ χου όπου τα  κύτταρ α επωάστη καν για  2 

ώρες με  0.004% DMSO που αποτε λε ί την  τελ ική συγ κέ ντρ ωση του  διαλύτη  της  DEX (112). 
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Δηθόλα 12. Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δηαδηθαζία ο επαγσ γήο ηνπ θηξθάδηνπ ξπζκνύ ζηελ θαιι ηέξγεηα HEK 293T. Τν 
ξν ιό η ζηα αξηζηεξά  ππνδε ιώ λεη ηε  ζρεηηθή ώξα  ησλ ρεηξηζκώλ ζηελ θαιι ηέξγεηα. -24: 24 ώξεο πξηλ ηελ επαγσ γή, 0: 
πξν ζζή θε  DEX, νη γαι άδηεο γξακκέο θαη νη ρξόλνη 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48 ππνδε ιώ λνπλ ηνπο ρξόλνπο ζπιιν γήο ησλ 
θπηηάξσλ κεηά ηελ επαγσ γή κε DEX.  

Δθρύιηζ ε πξ σ ηετλώλ 
Η λύση των κυττάρ ων για  εκ χύλιση  των πρωτεϊ νών από κύτταρ α HEK 293Σ έγ ινε  

όπως έχει  περ ιγραφεί (113). Πιο συγκεκ ριμέ να, απομακρύνε τα ι το  θρε πτι κό υλικό από το  

πιάτο  καλλιέρ γε ιας και τα  κύτταρ α εκ πλέ νοντα ι με  ψυχρό διάλυμα PBS. Μετ ά την  

απομάκρυνσή του , προστί θετα ι απευ θείας  πάνω στα κύτταρ α διάλ υμα λύσης κυττάρ ων 

IP150 (114) εμ πλουτι σμέ νο με  1mM DTT, 2mM EDTA και αναστολ είς πρωτεα σών (539196, 

SIGMA-ALDRICH) και τα κύτταρ α αποκολλώνται από το επιφάνεια του τριβλίου  με  ειδ ική 

ξύστρα  (scraper), συλλέ γοντα ι σε σωλήνα τύπου eppendorf χωρητι κότητα ς 1.5 ml και 

αφήνονται για 20 λε πτά στο ν πάγο. τη συνέχεια,  τα  κύτταρ α διασπώντα ι με  τη  χρήση 

υπερ ήχων για συνολικά 1 λε πτό με  εν διάμε σες παύσεις ανά 20 δε υτε ρόλε πτα εν ώ 

βρίσκονται σε πάγο. Σέλ ος , τα δε ίγματα  φυγοκεν τρο ύνται (15000rpm/20min) ώστε  να 

κατακ ρημνιστο ύν τα  κυττα ρικά  υπολείμματα  και συλλέγ εται  το  υπερκείμενο  που αποτε λε ί 

το εκχύ λισμα  των πρωτεϊνώ ν. 

Αλνζ νζ ηύπσ ζ ε θαηά Western 

Ηιεθ ηξ νκεηαθν ξ ά πξ ωηεϊλώλ 
Η ηλεκ τρο με ταφ ορά των πρωτε ϊνών από πηκτή  πολυακρυλαμιδίου  σε με μβράνη 

PVDF βασίζετα ι στο  γε γονός ότ ι τα  σύμπλοκα πρωτε ϊνών-SDS είναι αρνητι κά φορτι σμέν α 

και επομέν ως με  την  εφ αρμογή ηλεκ τρικού  πεδ ίου με τακ ινούνται  προς την  άνοδο με  

αποτέ λε σμα να εξέ λθουν από την  πηκτή  και να καθηλωθού ν στη  με μβράνη λόγω 

υδροφοβικών αλληλε πιδράσεων  (115). Η τοποθέτη ση της  πηκτής  και της  με μβράνης στη 

συσκευή ηλεκτ ρομετα φοράς (Yrdimes Semi-dry Blotter, Wealtec) γίνε ται  ανάμεσα από 

ζεύγ ος  χαρτι ών Whatman (3 χαρτ ιά εκ ατέ ρωθεν  της  πηκτής -με μβράνης) με  τη  με μβράνη 
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προσανατολ ισμέν η στο θετικό πόλο και την  πηκτή στο ν αρνητι κό. Πριν την  το ποθέτη ση 

του ς στη  συσκευ ή, τόσ ο τα φύλλα Whatman όσο και η πηκτή και η με μβράνη 

εμ βαπτί ζοντα ι σε ρυθμιστικό  διάλυ μα με ταφ οράς [Towbin Transfer Buffer (115): 25mM Tris, 

192mM Glycine, 0.1% SDS, 15% Methanol]. Η με ταφ ορά των πρωτε ϊνών πραγματο ποιείτα ι 

υπό σταθερ ή έν ταση ρεύ ματος  270mA για 55 ± 3 λε πτά 4. Η επιβε βαίωση της  με ταφ οράς 

γίνεται  με  έγ χρωμους μάρτυ ρε ς γνωστών μοριακών μαζών και στη συνέ χε ια με  χρώση 

της  με μβράνης με  Ponceau S. 

Αλνζν αλίρλεπζε  
Η ανοσοανίχνευ ση πραγματοποιήθ ηκε όπως έχει  περ ιγραφεί (16) τρο ποποιώντας  

όπου χρειάζε ται  τα  χρονικά διαστήμ ατα  επώασης με  το  πρωτο γε νέ ς αντίσωμα. Σα 

αντι σώματα  που χρησιμοποιήθηκαν στη  δια τριβή  περ ιγράφονται  στο ν Πίνακας 4 (βλ. 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2). 

Επεμεξγαζ ία εηθόλωλ 
Η επεξε ργασία των εικόνων με τά  την  ανοσοανίχνευ ση πραγματο ποιήθ ηκε με  το 

λογισμικό  ImageJ (116) ως εξή ς: για  κάθε χρονικό σημε ίο που εξετά ζεται , τα επίπεδ α το υ 

μορίου στόχ ου κανονικοποιούν τα ι με  βάση τα επίπεδ α της  πρωτε ΐνης  αναφοράς (β-ακτίνη  

ή GAPDH).  

ύλζεζ ε  cDNA θαη αι πζηδσ ηή αληίδξα ζ ε πνιπκε ξά ζ εο πξα γκαηηθνύ ρξόλ νπ 
(RT-qPCR) 

Σύλζεζε  νι ηθνύ cDNA 
Για τη  σύνθεση cDNA για επακόλουθη ανίχνευ ση μορίων mRNA με RT-qPCR 

χρησιμοποιείτα ι το PrimeScript 1st strand cDNA synthesis kit (6110Α, TaKaRa Bio) εν ώ για τη ν 

ανίχνε υση μορίων miRNA RT-qPCR χρησιμοποιεί τα ι το Mir-X™ miRNA First Strand Synthesis 

Kit (638313, TaKaRa Bio). Και στις  δύο περ ιπτώσει ς, χρησιμοποιε ίται 1μg ολ ικού RNA και 

ακολουθούντα ι οι οδηγίες  του  εγ χε ιριδίο υ οδηγιών του  κατασκευ αστή. Η χρήση 

διαφ ορετικ ών αντι δραστη ρίων για την  παρασκευ ή cDNA οφείλε τα ι στο γε γονός πως η 

αντί στροφη με ταγ ραφή των μορίων miRNA δε ν μπορεί  να πραγματο ποιηθ εί ικανοποιητικ ά 

έως καθόλου με  «κοινά» αντι δραστήρ ια αντί στροφης  με ταγ ραφής, καθώς είνα ι πολύ 

μικρά  σε μέγε θος  και δε ν διαθ έτου ν ουρά πολυ(Α), με  αποτέ λε σμα στη ν επακόλουθη 

αντί δραση RT-qPCR εί τε να μην ανιχνεύ οντα ι καθόλου εί τε τα  αποτε λέ σματα  να μην είνα ι 

αντι προσωπευ τι κά ή/κα ι επαναλήψιμα.  

RT-qPCR 
Οι αντι δράσεις RT-qPCR πραγματο ποιήθ ηκαν όπως περ ιγράφετα ι (113). Η συγκριτι κή 

                                                           
4 Δμαξηάηαη από ηε ζπγθέληξσζε ηεο πεθηήο δηαρσ ξηζκ νύ θαηά ηελ ε ιεθ ηξνθόξε ζε  
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σχετική ποσοτ ικοποίηση των  επιπέδ ων έκ φρασης των  γονιδ ίων στό χων με τά  από 

κατάλ ληλη κατερ γασία των αποτελ εσμάτων γίνε ται  με  τη  μέθ οδο ΓCT (117, 118). Οι 

εκ κινητές  που χρησιμοποιήθηκαν στη  διατρ ιβή περιγράφοντα ι στον  Πίνακας 3 

(ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2). 

Αποτελέςματα-υζήτηςη 

Δλαξκό ληζ ε ησ λ θπηηάξ σ λ HEK293T κε ην θηξθάδην ξν ι όη 
 τη βιβλ ιογραφία υπάρχουν αρκε τές  αναφορέ ς σχετικά με  τη ν εναρμόνιση της  

καλλ ιέρ γε ιας με  το  κιρκάδιο ρολόι, αλλά πολλές  φορές  οι διαφ ορές  στο ν πειραματικό 

σχεδ ιασμό και την  κατατο μή της  έκ φρασης των γονιδ ίων και των αντίστοιχ ων πρωτεϊν ών 

του ς στο  24ωρο μπορε ί να προκαλέ σουν σύγχυση (113). Προκαταρ κτικά πειράματα 

καθόρισαν το χρονικό διάστη μα επώασης των  κυττάρ ων με τά τη  DEX αλλά και το χρονικό 

διάστη μα με ταξύ  των  δε ιγμάτων, προσδιορίζοντα ς έτσ ι τα  χρονικά σημε ία τα οποία 

με λε τώνται . Αρχικά, ε ίχαν εξε ταστεί  τα  επίπεδα έκ φρασης κιρκά διων γονιδίων ξεκ ινώντας  

τη λήψη και ολοκλήρωση των  δε ιγμάτων  μέ σα στο  πρώτο  24ωρο από την  επώαση με  DEΦ. 

Επιπλέ ον, εξε τάστηκ αν τα επίπεδ α έκ φρασης κιρκά διων γονιδ ίων και πρωτε ϊνών 24ώρες 

με τά την  επώαση με  DEX σε χρονικά διαστή ματα που απείχαν με ταξύ  του ς 6 ώρες (119). 

Σέλ ος , για τη ν εξέ ταση της  διάρκ ειας τη ς επίδρασης  της  DEX στη ν επαγωγή της  

γονιδι ακής έκ φρασης των κιρκάδιων γονιδ ίων, εξε τάστηκ αν σημε ία πέρ α από το  δε ύτε ρο 

24ωρο (119). Η συλλογή κυττάρ ων για επιπλέο ν χρονικά σημε ία πέρ αν του  24ώρου  που 

εξε τάζετα ι δε ν κρίθηκε αναγκαία, καθώς η επίδραση της  DEX είναι  σταθερ ή έως και 60 

ώρες με τά  την  προσθήκη της  στα κύτταρ α, χωρίς να υπάρχουν σημαντι κέ ς διαφορές  στα 

αποτε λέ σματα , εν ώ αυξάνουν ιδιαίτ ερ α τον  όγκο τω ν δε δομέ νων προς  ανάλυση (119).  

Έχοντα ς επιλέ ξε ι τι ς κατάλ ληλε ς χρονικέ ς συνθήκες , ακολούθησε η με λέ τη  των 

επιπέδ ων των  κύριων γονιδί ων CLOCK και PER2 του  ρολογιού  ώστε να ελ εγ χθεί η 

αρτι ότη τα  της  εν αρμόνισης των  κυττάρ ων με  αυτό . Παρατη ρούμε πως τα  επίπεδ α 

έκ φρασης του  CLOCK δε ν εμ φανίζουν  κάποιο περ ιοδικό πρότυ πο στο 24ωρο (Εικόνα 13 

Α). Σο CLOCK σπανίως χρησιμοποιείτα ι ως αντιπροσωπευ τι κό γονίδιο  με ταξύ  των γονιδίων 

του  ρολογιού και δε ν αποκρίνετα ι στη ν εν αρμόνιση της  καλλ ιέρ γειας με  την  DEX (14), 

παρότι  αυτή είνα ι έν ας ισχυρός και ευ ρέως χρησιμοποιούμ εν ος παράγοντας  για  το ν 

σκοπό αυτό  (30). Ό ντως,  η έκ φραση του  CLOCK δε ν αλλάζει  στατι στικά σημαντ ικά 

παρουσία της  DEX, ενώ και η καμπύλη των αποτελ εσμάτων περ νάει τη δοκιμασία 

κανονικό τητα ς (113).  

Η έκ φραση του  γονιδίου  PER2 ελ έγ χετα ι από στο ιχε ία απόκρισης  στα 

γλυκοκορτι κοει δή (101) και εμ φανίζε ι αναμε νόμε νο πρότυ πο έκφρασης στο  24ωρο 

(Εικόνα 13 Β) αν και τα  μέ γιστα  και ελ άχιστα της  έκ φρασης αποκλίνουν χρονικά με  άλλε ς 
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ερ γασίες (104, 120). Η έκ φραση το υ PER2 διαφέρ ει σημαντ ικά με ταξύ της  συνθήκης DEX 

και DMSO (p-value = 0.0481) παρότι  οι  καμπύλε ς με ταξύ  των  δύο συνθηκών εμ φανίζουν  

ομοιότητα  (113).  

 
Δηθόλα 13. Οη θύξηνη ξπζκηζηέο ηνπ ξν ιν γηνύ ζε θύηηαξα HEK293T ελαξκν ληζκ έλα κε ην θηξθάδην ξνιό η. Α-Β. Τα 
επίπεδα έθθξ αζεο  ησλ γνληδίσ λ CLOCK (A) θαη PER2 (Β) ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. Οη ηηκέο (n = 2) έρνπλ 
θαλνληθνπνηεζεί κε ηελ έθθξα ζε ηεο GAPDH. Σηα γξαθήκαηα απεηθνλίδνληαη θαη νη δπν βηνιν γηθέο επαλαι ής εηο ηνπ 
πεηξάκαηνο. DEX: θύηηαξα πνπ επσ άζηεθαλ κε DEX, DMSO: θύηηαξα πνπ επσ άζηεθαλ κε DMSO (απεηθνλίδνληαη κε 
γθξη ρξώκ α) (113).  

τη συνέ χε ια, εξε τάσθηκαν τα πρωτε ϊνικά επίπεδ α των κύριων ρυθμιστών το υ 

ρολογιο ύ CLOCK και BMAL1 (Εικόνα 14 Α) που αποτε λούν μέ λη του  ίδιου ετε ροδιμε ρούς  

με ταγ ραφικού συμπλόκου (1). Αξίζει  να σημειω θεί πως οι πρωτεΐ νες  παράγονται  όλο το  

24ωρο, όπως έχει περ ιγραφεί (121, 122). Σο γράφημα που προκύπτει  με τά  τον  υπολογισμό 

των  σχετικ ών επιπέδ ων των πρωτεϊ νών αυτών φαίνετα ι στη ν Εικόνα 14 Β και αποκαλύπτει 

πως οι  δυο παράγοντε ς εμ φανίζουν  παρόμοιο πρότυ πο σε συμφωνία με  τη  βιβλ ιογραφία 

(123). Εξε τάζον τας  τα πρωτε ϊνικά  επίπεδ α του  CLOCK (Εικόνα 13 και Εικόνα 14), 

παρατη ρε ίται  πως στα χρονικά σημε ία 36-44 τα  επίπεδ α του  σταδιακά  με ιώνοντα ι. 

Σαυτό χρονα, στα ίδια  χρονικά σημε ία φαίν ετα ι να συσσωρεύ ετα ι το  mRNA του  PER2 

(Εικόνα 13 Β). Αυτή  εί ναι μια εν διαφέρ ουσα παρατή ρηση, καθώς ή έκ φραση του  PER2  

βρίσκετα ι υπό το  με ταγ ραφικό έλ εγ χο του  συμπλόκου CLOCK:BMAL1 (6). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



42 

 
Δηθόλα 14. Δπίπεδα ησλ πξσ ηετλώλ  CLOCK θαη BMAL1 ζε ελαξκν ληζκ έλε  θαιιη έξγεηα HEK 293T. Οη αξηζκνί πάλσ  
από ηελ εηθόλα αληηζηνηρνύλ ζηηο ώξεο θαηά ηηο νπνίεο έγηλε ε  ζπιιν γή ησλ δεηγκάησλ κεηά ηελ επώαζε κε DEX. Οη 
αξηζκνί  θάησ από θάζε εηθόλα αληηζηνηρνύλ ζηελ ηηκή ηεο ζρεηηθήο θαλνληθνπνίεζεο  ησλ επηπέδσ λ ησλ πξσ ηεΐλώλ 
απηώλ ζε ζρέζ ε κε ηα πξσ ηετληθά επίπεδα ηεο β-Actin. Β. Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ησλ πνζνηηθνπνηεκέλσ λ 
πξσ ηετληθσ λ επηπέδσ λ ησλ πξσ ηετλώλ CLOCK θαη BMAL1 από ην Α. Τν ζθά ικα  αληηζηνηρεί ζηελ ηππηθή απόθιηζε  3 
βηνιν γηθώλ επαλαιή ς εσ λ (113). 

H PARN ζ ην θπηηαξηθό κνληέι ν ηνπ θηξθάδ ηνπ ξπζκνύ 
Η δράση της  PARN ρυθμίζετα ι από την  πρόσδε σή της  στο  5  ́ κάλυμμα του  mRNA 

(70-73), καθώς και από την  παρουσία cis δραστικώ ν στο ιχε ίων στη ν 3  ́μη με ταφ ραζόμε νη 

περ ιοχή των mRNA-στόχ ων, όπως τα στο ιχε ία κυτταρ οπλασματ ικής πολυαδε νυλίωσης 

(CPEs) και στο ιχε ία πλούσια σε αδεν οσίνε ς και ουριδ ίνε ς (AREs) (70). Επιπλέ ον,  η PARN 

εμ πλέ κε ται  στη ν ωρίμανση μη κωδι κών RNA, όπως τα  snoRNA, τα miRNA επεξε ργασμέ να 

από την  AGO2 και το σ τοιχεί ο RNA της  τελ ομερ άσης  (51, 57, 77).  

Από με λέ τες  του  ερ γαστηρ ίου μας, έχ ει  αναδειχθε ί μια  εν διαφέρ ουσα δυναμική 

αλληλε πίδραση της  PARN με  το  miR-29a-3p στο ν καρκίνο του  πνε ύμονα, όπου φαίνετα ι 

πως η PARN συμμετέ χε ι στη  διαδικασία ωρίμανσης  του  miR-29a-3p, εν ώ το ώριμο miR-

29a-3p στο χεύε ι το mRNA της  PARN, ρυθμίζοντας  τα  επίπεδ ά της 5. ε συνδυασμό με  το  

γεγονός πως το miR-29a διαδρ αματ ίζε ι σημαντι κό ρόλο στο  κιρκ άδιο ρολόι και πως η 

PARN έχει ρυθμική  έκφραση σε ήπαρ ποντι κών (21) εξε τάζου με τα πρωτεϊν ικά της  

επίπεδ α στο  κιρκά διο ρολόι. Η μόνη αναφορά στα  πρωτε ϊνικά της  επίπεδ α στη  διάρκ εια 

του  24ωρου, αφορά μόνο σε δε ίγματα αμφιβληστρο ειδού ς X. laevis (59)· η ερ γασία 

παρουσίαζε τα  έν τον α αυξομειούμ εν α επίπεδα της  NOCTURNIN κατά  τη  διάρκ εια το υ 

24ώρου  και η PARN είχε  χρησιμοποιηθεί  συγκριτι κά ως μια  απαδεν υλάση με  σταθερ ά 

επίπεδ α (Εικόνα 6) (59).  

Η εξέ ταση των αποτε λε σμάτων  μας για τα  επίπεδ  mRNA της  PARN σε κύτταρ α 

HEK293T, τα  οποία έχουν εν αρμονιστε ί με  το κιρκά διο ρολόι, εμφανίζουν  μια έν τον η 

                                                           
5 Α. Κπξίηζεο, Γηδαθηνξηθή δηαηξηβή, Γηαθν ξηθή έθθξα ζε θαξθηληθώλ δεηθηώλ ζε παζήζεηο ηνπ πλεύκνλα: δπλακηθή 
ζρέζ ε  απαδελπια ζώλ θαη microRNAs, 2022, ΤΒΒ, ΠΘ θαη Kyritsis A. et al (in preparation). 
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ταλ άντωση στο  24ωρο (Εικόνα 15 Α). τη συνέ χε ια, εξε τάστηκ αν τα πρωτε ϊνικά  επίπεδ α 

της  PARN στη  διάρκ εια του  24ώρου , καθώς δε ν είνα ι ασύνηθες  να παρατη ρε ίτα ι 

ταλ άντωση σε επίπεδ ο με ταγ ράφου, αλλά η παραγωγή της  πρωτεΐνης  να ακολουθεί  

διαφ ορετικό πρότυ πο (21). Ό ντως , τα πρωτεϊνι κά επίπεδ α της  PARN φαίνετα ι να είνα ι 

ρυθμικά σε  κύτταρ α που έχο υν εν αρμονιστε ί με  το κ ιρκάδιο ρολόι  (Εικόνα 15 Β-Γ).  

 
Δηθόλα 15. Τα επίπεδα ηεο PARN θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π ζε θύηηαξα HEK 293T ελαξκνλ ηζκ έλα κε DEX. Α. Τα 
επίπεδα έθθξα ζεο  ηεο parn ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. B. Τα επίπεδα ηεο πξσ ηεΐλεο PARN ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. 
Οη αξηζκνί πάλσ  από ηελ εηθόλα αληηζηνηρνύλ ζηηο ώξεο θαηά ηηο νπνίεο έγηλε ε  ζπιιν γή ησλ δεηγκάησλ κεηά ηελ 
επώαζε κε DEX. Γ. Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε  ησλ πξσ ηετληθσ λ επηπέδσ λ ηεο PARN. Τν ζθάικα  αληηζηνηρεί ζηελ 
ηππηθή απόθι ηζε 3 βηνιν γηθώλ επαλαιή ς εσ λ. To DMSO ρξεζηκνπνηείηαη ζηε  δηάιπζ ε  ηεο DEX θαη γηα ηνλ έι εγρν ηεο 
πεηξακαηηθήο δηαδηθαζία ο. 

Αξίζει  να σημε ιωθε ί, πως στα κύτταρ α που επωάστη καν με  DEX, τα  επίπεδ α mRNA 

της  PARN εμ φανίζουν μέ γιστα  επίπεδ α στι ς 40 ώρες με τά  την επώαση με  DEX. 

Παράλληλα, τα  πρωτε ϊνικά  επίπεδ α της  PARN φαίνετα ι να έχουν αργή και σταθερ ή 

αύξηση από τις 32 έως τι ς 44 ώρες  με τά την  επώαση με  DEX, με  μέγιστα επίπεδ α στις 44 

ώρες ακολουθώντας  τα μέ γιστ α της  συσσώρευ σης του  mRNA της . Σα επίπεδ α πρωτε ΐνης 

στα  κύτταρ α-μάρτυ ρες (control) θα μπορούσαν να καταδ εικνύουν μια  φυσική τάση 

παραγωγής  της  πρωτε ΐνης, χωρίς ιδια ίτερ ες  αυξομειώσεις στο  24ωρο, υποδηλώνοντα ς 

πως το  παρατη ρούμενο πρότυ πο της  PARN στα κύττ αρα που επωάστη καν με  DEX 

οφείλεται  σε κάποιο παράγοντα που επηρεάζει  αποφασιστικά  τη  μετά φραση του  mRNA 

της , δε δομέ νου ότ ι η de novo σύνθεση κάποιας πρωτεΐ νης ε ίναι με γάλη με ταβ ολική 

επιβάρυνση, όποτε  αυτή είναι  απαραίτητη  (124). Μια τέτο ια παρατή ρηση, θα μπορούσε να 

οφείλεται  και σε έν αν ρόλο προληπτικής ομοιόστασης , όπως συμβαίνε ι, για παράδειγμα, 

εάν έν ας παράγοντας  είναι  απαραίτητο ς για  το κύτταρ ο σε συγκεκριμέν α χρονικά σημε ία 

μέ σα στο  24ωρο, αλλά η ρύθμιση  ή η με ταγ ραφή του  δεν  εξα ρτά ται  από του ς 

μηχανισμο ύς  του  κιρκάδιου ρολογιού (124). Η με ταγ ραφική δραστηρ ιότη τα  καθεαυτή , 

μπορεί  να επηρεά ζει τα επίπεδ α εν ός  μορίου mRNA, αλλά με  όχι τό σο άμεσο αποτέ λε σμα, 

όσο η ρύθμιση τη ς παραγωγής μιας πρωτε ΐνης ή η αποικοδόμησή της  (124). Ό πως 

αναφέρ ετα ι και στη ν ει σαγωγή  (Ρύθμιση τη ς γονιδι ακής έκ φρασης στο  κιρκά διο ρολόι), η 

περ ιοδική αφθονία του  mRNA οφείλε ται  στη  ρυθμική με ταγ ραφή, τη σταθερ ότη τα  και τη ν 

αποικοδ όμηση, ή το συνδυασμό αυτών των διεργ ασιών, καθορίζοντας  τη  διάρκ εια ζωής 
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του  mRNA (125, 126). Ομοίως, η περ ιοδική αφθονία των  πρωτε ϊνών είνα ι αποτέ λε σμα και 

της  ρυθμικής  με τάφ ρασης, που συχνά σχετίζετα ι με  την  περ ιοδική αφθονία του  mRNA, 

και της  ρυθμικής  αποικοδόμησης  των  πρωτε ϊνών (126). 

Σν miR-29a ζ ην θηξθάδην ξνιόη 
τη συνέ χε ια, εξε τάστηκαν τα  επίπεδ α έκ φρασης  της  πρόδρομης και της  ώριμης 

μορφής  του  miR-29a-3p, καθώς έχει  δε ιχθεί πως η PARN αλληλε πιδρά με  την  πρόδρομη 

μορφή του miR-29a επηρεάζοντα ς την ωρίμανσή του προς miR-29a αλλά και πως εμ φανίζει 

κιρκά δια ταλ άντωση σε μύες  (19). Επιπλέ ον, το ώριμο miR-29a επηρε άζει τα  επίπεδα του  

PER1, οδηγώντας σε μια χρονική καθυστέρ ηση που είνα ι απαραίτη τη για την  περ ίοδο το υ 

κιρκά διου  ρυθμού σε μύε ς (23). Σα επίπεδ α τη ς πρόδρομης μορφής  του miR-29a αλλά και 

της  ώριμης μορφής mir-29a-3p εξε τάστηκαν για  24 ώρες  σε κύτταρ α που 

ευ θυγραμμίστη καν με  το ρολόι (Εικόνα 16). Σα επίπεδ α του  pri-miR-29a φαίνετα ι να έχουν 

αυξομειούμ εν α επίπεδ α (Εικόνα 16 Α, Γ), εν ώ τα επίπεδ α του  miR-29a-3p φαίνετα ι να είνα ι 

πιο σταθερ ά κατά  τη  διάρκε ια του  24ώρου (Εικόνα 16 Β, Γ), μια  παρατή ρηση που συνάδε ι 

με  τα αποτε λέ σματα  της  διεθν ούς βιβλ ιογραφίας καθώς η ταλ άντωση στα  επίπεδ α του  

ώριμου microRNA στο 24ωρο είνα ι σύνηθες  να είναι  ανεπαίσθητη  (22, 23). Σέλ ος , 

λαμβάνο ντας  υπόψη την αλληλεπ ίδραση  μεταξύ PARN και pri-miR-29a, τα πρωτεϊν ικά 

επίπεδ α της  PARN απεικονίστηκ αν μαζί με  τα επίπεδ α του  pri-miR-29a στη  διάρκε ια του  

24ώρου  (Εικόνα 16 Δ). Αξίζει  να σημε ιωθε ί, πως τα  επίπεδ α της  PARN σε σχέση με  το  pri-

miR-29a φαίνετα ι να έχουν μια φαίνε ται να ε ίναι σε αληίθαζε · ότα ν τα επίπεδ α της  PARN 

αυξάνονται έως το μέγιστο των παρατη ρούμεν ων επιπέδ ων του ς (χρονικά σημε ία 32 έως 

44) τα επίπεδ α του  pri-miR-29a έχουν μια  με ιούμε νη τάση έως το  ελ άχιστο των 

παρατη ρούμεν ων επιπέδ ων του ς (χρονικό σημε ίο 32 έως  44), υποδηλώνοντα ς πως η 

αλληλε πίδραση του  pri-miR-29a και της  PARN λαμβάνει χώρα και σε κύτταρ α 

εναρμονι σμέν α με  το κ ιρκάδιο ρολόι.  
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Δηθόλα 16. Τα επίπεδα ηνπ πξόδξν κνπ θαη ώξηκνπ miR-29a θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. Α, Β. Τα επίπεδα έθθξ αζεο  
ηνπ pri-miR-29a (A) θαη miR-29a-3p (Β) ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. Η γθξη δηαθεθνκκέλε  γξακκή αληηζηνηρεί ζηα επίπεδα 
ηνπ pri-miR-29a ή miR-29a-3p ζηα θύηηαξα πνπ επσ άζηεθαλ κε DMSO (control). Γ. Απεηθόληζε ησλ επηπέδσ λ ηνπ pri-
miR-29a θαη miR-29a-3p ζηε δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π από ηα θύηηαξα πνπ επσ άζηεθαλ κε DEX. Γ.  Σπλδπαζηηθό 
δηάγξακκα ησλ επηπέδσ λ ηνπ pri-miR-29a ζε  ζρέζ ε  κε ηα πξσ ηετληθά επίπεδα ηεο PARN ζε θύηηαξα πνπ επσ άζηεθαλ 
κε DEX. Οη αξηζκνί ζην γξάθεκα αληηζηνηρνύλ ζην ρξόλν (ζε ώξεο) κεηά ηελ επώαζε κε DEX. Τν ζθάικα  αληηζηνηρεί 
ζηελ ηππηθή απόθι ηζε 3 βηνι νγηθώλ επαλαιή ς εσ λ. 

υμπεράςματα 

υνοψίζοντα ς, η με λέτη  του  κιρκάδιου ρυθμού σε καλλ ιέρ γε ια κυττάρ ων, και 

συγκεκρι μένα σε κύττ αρα HEK293T, είνα ι αξιό πιστη  με  υψηλά ποσοστά 

επαναληψιμότητα ς (113). Η PARN παρατη ρείται  να έχ ει  αυξομειούμε να επίπεδ α στη  

διάρκ εια  του  24ώρου τόσ ο σε επίπεδ ο mRNA αλλά και πρωτε ΐνης, μια  παρατή ρηση που 

δε ν έχ ει αναφερ θεί ξανά σε κύτταρ α που έχουν εναρμονι στε ί με το κιρκά διο ρολόι. 

Επιπλέ ον, τα επίπεδ α του  miR-29-3p και της  πρόδρομης  μορφής του είναι  γνωστό πως 

ταλ αντώνοντα ι σε μύε ς και συγκεκ ριμένα το miR-29a-3p έχε ι περ ιγραφεί  πως 

διαδρ αματί ζει  σημαντι κό ρόλο στο  κιρκάδιο ρολόι σε μύες  (23), χωρίς μέ χρι στιγμής  να 

έχουν προσδιοριστε ί τα επίπεδ ά του ς στη  διάρκε ια του  24ώρου σε ανθρώπινη κυτταρ ική 

σειρά. Η αλληλε πίδραση που έχει  δε ιχθεί  μετα ξύ PARN και pri-miR-29a σε ανθρώπινα 

κύτταρ α πλακώδου ς καρκίνου του  πνε ύμονα, NCI-H520, και η ταύτι ση των μέ γιστ ων 

επιπέδ ων της  PARN με  τα  ελ άχιστα  επίπεδ α του pri-miR-29a στη  διάρκεια του  24ώρου σε 

ανθρώπινα κύτταρ α HEK293T, υποδεικνύουν μια σχέση με ταξύ  των δυο μορίων η οποία 

χρήζει  περ αιτέρ ω μελ έτη ς, προλογίζοντ ας πειραμ ατ ικά την  επόμεν η εν ότη τα 

πειραμ ατ ισμού σε ζώα ερ γαστη ρίου.       
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Σξ ίην κέξ νο - Ζ PARN ζην θηξθάδην ξ νιό η: Σν δσηθό κνληέιν  C57BL/6J  
Ειςαγωγή 

Ό πως αναφέρ θηκε, ο κε ντρ ικός ταλ αντωτής  του  ρολογιού  των θηλαστικών 

βρίσκετα ι στο ν υπερ χιασματι κό πυρήνα του  εγ κε φάλου, εν ώ οι  μοριακο ί μηχανισμοί του  

ρολογιού βρίσκοντα ι σε όλους του ς ιστο ύς  του σώματος  (94), με ταξύ των οποίων και το  

ήπαρ (94, 127). Η σταθερ ότη τα και οι ρυθμοί ανακύκλησης των κιρκάδιων mRNA 

συμβάλλουν στη διατή ρηση της κιρκάδι ας γονιδιακής  έκφρασης.  Σα miRNA είνα ι γνωστό 

ότι  συμβάλλουν σε μεγάλο βαθμό στο  στη ν κιρκάδια γονιδιακή  έκφραση στο χεύοντα ς 

κιρκά δια  με τάγ ραφα (95, 96). Πιο συγκεκ ριμέν α, το pri-miR-29a εμ φανίζε ι κιρκάδια 

ταλ άντωση σε μύες  (19) εν ώ το  ώριμο miR-29a επηρε άζει  τα  επίπεδ α του  PER1, 

δημιουρ γώντας  μια  χρονική καθυστέρ ηση που είναι απαραίτητη  για την  περ ίοδο του  

κιρκά διου  ρυθμού στο υς  ποντικούς  (23). 

Ό πως αναφέρ θηκε και στη ν εισαγ ωγή, η ουρά πολυ(Α) είνα ι έν α σημαντικό δομικό 

χαρακτη ριστι κό των mRNA το  οποίο καθορίζει  τη  σταθερ ότη τα, τη με ταφ ραστική  

ικανότητα  και την  αποικοδ όμηση των mRNA (1). Σο με ταβ αλλόμεν ο μήκος της  ουράς 

πολυ(Α) (21) κατά  τη διάρκ εια του  24ώρου θέτε ι έν α ερώτημα σχετ ικά με  τη ν 

απαδεν υλ ίωση: εά ν οι απαδεν υλάσες  συντίθ ετα ι καθ’ όλη τη  διάρκε ια του  24ώρου και 

διατηρ ούντα ι σε κατάσταση αναμονής έως ότο υ τ ις κατευ θύνουν στο υς  επιλε γμένους  

στό χους  του ς miRNA ή πρωτε ΐνε ς με  τα οποία αλληλε πιδρούν, ή εά ν παράγοντα ι και 

αποικοδ ομούντα ι ρυθμικά με  στό χο τη  ρυθμική αποικοδόμηση συγκε κριμέ νων RNA με 

βάση τη χρο νική συγκυρία;   

Ορμώμενο ι από τα  αποτε λέ σματα  για  την  περ ιοδική έκ φραση της  PARN στα 

εναρμονι σμένα κύττα ρα ΗΕΚ, εξετ άσαμε σε επίπεδ ο οργανισμού με  την  PARN στο  

επίκε ντρ ο, ώστε  να αποτυ πωθού ν οι  αλληλεπιδράσεις της  PARN σε πραγματ ικέ ς 

συνθήκες  φωτοπερ ιόδου. Για  το σκοπό αυτό , αρχικά  εξε τάσθηκαν τα επίπεδ α της  PARN 

στο  24ωρο. Παράλληλα, εξ ετά ζοντας  την  αλληλε πίδραση PARN::miR-29a σε φυσιολογικέ ς 

συνθήκες  στο  ζωικό μοντέλ ο, ενώ  έγ ινε  και προσπάθεια για  τη  διερ εύ νηση της  σχέσης 

αυτής . Σέλ ος , ακολούθησε πρωτεο μική ανάλυση δε ιγμάτων από όλα τα χρονικά σημε ία 

του  24ώρου ώστε  να ταυ τοποιηθούν οι πρωτεϊνι κέ ς αλληλε πιδράσεις  της  PARN σε μια 

προσπάθεια να φωτιστεί  ο ρόλος της  PARN στο  κιρκάδιο ρολόι. Η PARN φαίνε ται  να 

αλληλε πιδρά με  νέ ες  πρωτε ΐνε ς οι  οποίες  συμμετέ χουν σε με γάλο εύ ρος βιολο γικ ών 

διεργ ασιών, υποδηλώνοντας  πως επιτελ εί νέ ους και διαφ ορε τικούς ρόλους  ανάλογα με  

τι ς ανά γκες  του  κυττά ρου στο κ ιρκάδιο ρολόι. 
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Μεθοδολογία 

Σν δσ ηθό κνληέι ν C57BL/6J 

Βαζηθά ραξ αθηεξ ηζ ηηθά 
Οι μύες  C57BL/6J είνα ι το  πιο ευ ρέως χρησιμοποιο ύμεν ο στέ λε χος στη ν έρ ευ να 

αλλά  και για  τη  δημιουργία  διαγο νιδίων. Είναι ζώο ερ γαστηρ ίου που αναπαράγετα ι με  

αιμομ ικτ ικό τρό πο, γε γονός  που οδηγεί σε γε νε τι κά ομοιόμορφους πληθυσμούς  ως προς 

τα κληρονομούμε να χαρακτηρ ιστικά  ή του ς φαινότυ πους (π.χ. εμφάνιση, συμπερ ιφορά, 

φυσιολογία και απόκριση στις πειραματι κές  διεργ ασίες ). Οι μύε ς μικτού  γε νε τικού 

υποβάθρου ή μύες  που δε ν αναπαράγονται αποκλε ιστικά αιμο μικτι κά έχουν υψηλά 

με ταβ λητή περ ίοδο στο ν κιρκά διο ρυθμό του ς (128), καθώς έχει δε ιχθεί πως οι 

πολυμορφισμοί που μπορεί  να εμ φανιστούν σε αιμομ ικτ ικά στε λέ χη τρωκτι κών 

υποδεικνύο υν και διαφορές  στο  γε νε τι κό υπόβαθρο που επηρεάζου ν την  κιρκάδια 

ρυθμικότη τα  (129). Για του ς παραπάνω λόγους, επιλέ χθηκε το  συγκεκ ριμέν ο στέ λε χος το  

οποίο  επιδε ικνύε ι έν τον ες  και μη παθολογικέ ς αποκρίσε ις το υ κιρκά διου ρυθμού 

επιτρέ ποντας  τη με λέ τη του  χωρίς το  γε νε τι κό υπόβαθρο να συνε ισφέρ ει  έν τον α στη  

λε ιτου ργία του  κιρκά διου ρυθμού (129).  

Εθηξ νθή θαη ζπζ ία  
Η εκ τρο φή, οι χε ιρισμοί  και η θυσία των μυών πραγματο ποιήθ ηκε στο  εκ τρο φείο 

πειραμ ατό ζωων του  Ε.Κ.Ε.Υ.Ε. «Δημόκριτος ». Σο πειραματικό πρωτόκ ολλο διαδικασιών  

σχεδ ιάστηκ ε σύμφωνα με  τη διεθ νή βιβλιογραφία (19-22, 130-133), και ακολούθως 

αξιολο γήθηκε και έλ αβε  έγ κριση από την  αρμόδια Διεύ θυνση της  Περ ιφέρ ειας Αττι κής 

για πειραμ ατ ισμό σε ζώα εργ αστηρ ίου με  Αρ.Πρωτ. : 3752/20-07-2018.  

ύμφωνα με  το σχεδ ιασμό, 28 αρσενικο ί μύες  ηλ ικίας 8 εβ δομάδων με  ειε ύζεξε  

πξόζβαζε (ad libitum) ζε  θαγεηό και νε ρό εκ τράφηκαν σε δυο ομάδες. Πιο συγκεκριμένα, η 

μία ομάδα εκ τρά φηκε σε κανονικό κύκλο ημέ ρας/νύκτα ς (12h/12h)6 (στο εξή ς «ποντικο ί 

LD») μέ χρι τη  στιγμή  της  ευ θανασίας. Η δεύ τερ η ομάδα  μυών εκ τρά φηκε επίσης σε 

κανονικό  κύκλο ημέρας/νύκτα ς και με ταφέρ θηκε σε συνθήκες  συνε χούς  νύκτα ς 

(ημέρ α/νύκ τα : 0h/24h) 2 εβ δομάδε ς πριν τη ν ευ θανασία (στο  εξή ς «ποντι κοί DD») (Εικόνα 

17). 

Ό λοι οι οργανισμοί  συνε χίζουν να επιδε ικνύουν ρυθμικότη τα στη φυσιολογία και 

τη συμπερ ιφορά του ς με  περ ίοδο περ ίπου 24 ωρών ακόμη και αν βρίσκο ντα ι σε συνε χε ίς 

συνθήκες  (1, 134). τα θηλαστι κά, το  φως αποτε λε ί το  κυριότερ ο ερέ θισμα εναρμόν ισης 

του  κιρκά διου ρυθμού με  το  εξωτερ ικό περ ιβάλλον  (106). Η συνθήκη διατήρ ησης των 

μυών σε 24 ώρες  σκότο υς  (προσομοίωση νύκτα ς στο  εξωτερ ικό περ ιβάλλον) έγ ινε  
                                                           
6 Σπλζήθεο θσ ηνπεξηόδνπ. Φσο: 06:00-18:00, ζθνηάδη: 18:00-06:00 
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λαμβάνο ντας υπόψη πρωτόκ ολλα πειραματισμού που έχουν ήδη περιγρα φεί  (19-22, 130-

133) αλλά και το  γε γονός πως οι  μύες  είνα ι νυκτό βια ζώα (δηλαδή είνα ι δραστήρ ια κατά  

τη δι άρκε ια τη ς νύκτα ς) (134). 

Η θυσία των πειραματόζωων πραγματο ποιή θηκε σύμφωνα με  τ ις οδηγίες  της  

αρμόδιας Διεύ θυνσης Περ ιφέρ ειας Αττ ικής για πειράματα με  το λιγ ότε ρο δυνατό αριθμό 

ζώων ερ γαστη ρίου  και την  πρόκληση της  ελ άχιστη ς δριμύτη τας  των χε ιρισμών σε αυτά . 

Οι πειραμ ατι κός σχεδ ιασμός προέβ λε πε τη  θυσία των  μυών ανά 4 ώρες  για χρονικό 

διάστη μα 24 ωρών. Για  κάθε χρονικό σημε ίο θυσιάστηκ αν 2 μύες  από κάθε ομάδα (LD και 

DD) και ακολούθως αφαιρέθ ηκε το  ήπαρ. Σα δε ίγματα  ήπατο ς εκ πλύθηκαν μια φορά με 

κρύο ρυθμιστ ικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS), καταψ ύχθηκαν σε υγρό άζωτο  και 

κατόπιν με ταφ έρ θηκαν στο υς  -80oC έως  την  περ ετα ίρω επεξε ργασία του ς. 

 
Δηθόλα 17. Δπηζθόπεζε  ηεο δεηγκαηνι ες ίαο από κύεο C57BL/6J. Γίπι α από ηηο ώξεο ηεο εκέξα ο (επάλσ  θαη θάησ από 
ηηο κπάξεο) θα ίλεηαη ε  ελαιι αγή θσ ηνπεξηόδνπ γηα ηηο δπν νκάδεο κπώλ. Η αζπξόκαπξε  κπάξα  δείρλεη ηηο ώξεο ηνπ 
24ώξν π όπνπ ππάξρεη θσ ο (ιεπθό ρξώκα) ή ζθνηάδη (καύξν  ρξώκα ή καύξε  κπάξα). Αζπξόκαπξνο θύθιν ο: 12 ώξεο 
θσ ο/12 ώξεο ζθνηάδη, καύξν ο θύθιν ο: 0/24. 

Δθρύιηζ ε πξ σ ηετλώλ 
Η εκ χύλιση  του  συνόλου των πρωτεϊ νών από ήπαρ μυός πραγματο ποιε ίται  με  την  

ανάδευση/ ομογενοπ οίησή του  με  ρυθμ ιστι κό διάλυμα IP150 (114) εμπλουτισμέ νο με  1mM 

DTT, 2mM EDTA και αναστολ είς  πρωτεασ ών (1ml ανά 100mg ιστού , 539196, SIGMA-

ALDRICH)) σε ομογεν οποιητή  διάσπασης ιστών  τύπου Potter-Elvehjem. τη συνέ χε ια, 

πραγματο ποιε ίται λύση σε πάγο με  χρήση υπερήχων για συνολικά 1 λε πτό με  εν διάμεσες  

παύσεις ανά 20 δε υτ ερ όλεπτα,  φυγοκέν τρηση και συλλογή το υ υπερ κε ιμέ νου που 

αποτε λε ί το εκ χύλισμα του  συνόλου των  πρωτεϊ νών. Σα πρωτε ϊνικ ά εκ χυλίσμα τα,  αφού 

ποσοτικο ποιηθούν με  τη μέθ οδο Bradford, αποθηκεύ ονται στο υς  -80οC. 

Αλνζ νζ ηύπσ ζ ε θαηά Western 
Η ανοσοστύπωση κατά  Western για τα δε ίγματα  από ηπατικό  ιστό 

πραγματο ποιήθ ηκε όπως περ ιγράφετα ι (113), εν ώ περ ισσότε ρε ς λε πτομ έρ ειες  βρίσκοντα ι 

στη  Μεθο δολογία του  Δεύ τερ ου μέ ρους  της  παρούσας δ ιατρ ιβής (βλ. σελ. 38).  
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ύλζεζ ε cDNA θαη αι πζηδσ ηή αληίδξα ζ ε πνιπκε ξά ζ εο πξα γκαηηθνύ ρξόλ νπ 
(RT-qPCR) 

Οι αντι δράσεις RT-qPCR πραγματο ποιήθηκαν όπως περ ιγράφετα ι (113). Η 

συγκριτι κή σχετι κή ποσοτι κοποίηση των επιπέδ ων έκ φρασης των  γονιδίων στό χων με τά  

από κατάλ ληλη κατερ γασία των  αποτ ελ εσμάτων γίνετα ι με  τη μέ θοδο ΓCT (117, 118). Οι 

εκ κινητές  που χρησιμοποιήθ ηκαν στη  διατριβή  περ ιγράφονται  στο  ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2 

(Πίνακας 5). Περ ισσότ ερ ες  λε πτομ έρ ειες  βρίσκονται  στη  Μεθο δολογία του  Δεύ τερ ου 

μέ ρους  της  παρούσας διατριβής  (βλ. σελ. 39).  

Αλνζ νθαηαθξ ήκληζ ε π ξ σ ηετλώλ 
Η ανοσοκατα κρήμιση πραγματο ποιήθ ηκε με  σφαιρί δια  σεφαρόζης  που φέρ ει 

συζευγ μέ να μόρια πρωτεΐ νης Α (ab193256, Abcam). Η πρωτεΐ νη Α είναι  γε νε τικά 

τρο ποποιημέ νη πρωτεΐ νη ώστε  να περ ιέχ ει πέντε  περ ιοχές  δέ σμευ ση για  IgG σε σχέση με 

τη  φυσική πρωτε ΐνη Α. Η περ ιοχή σύνδεσης  κυτταρ ικού το ιχώματο ς, περ ιοχή δέ σμευ σης 

αλβουμίνης και άλλε ς περ ιοχές  μη ε ιδικής  πρόσδεσης έχουν απομακρυνθεί από τη ν 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐ νη Α για να διασφαλι στεί  μέγ ιστη ε ιδική σύνδεση IgG με  

ικανότητα  πρόσδεσης IgG ≥16 mg human ή rabbit IgG ανά mL σφαιρι δίων (ab193256, 

Abcam). Σα σφαιρίδ ια εκπλύθηκαν 3 φορές  με  διάλυ μα IP150 (εμπλουτι σμέν ο με  1mM DTT, 

1mM PMSF και αναστο λε ίς πρωτεασ ών). Οι εκ πλύσεις πραγματοποιούν ται  με  τη ν 

επαναδιάλυση των σφαιρι δίων στο  εμπλουτι σμέν ο διάλυ μα IP150 που απομακρύνε τα ι με  

φυγοκέν τρη ση σε 1000×g. Η διαδ ικασία της  πλύσης επαναλαμβάνε ται 3 φορές . Μετά την  

τελ ευ ταία πλύση, τα σφαιρί δια  αναμίχθηκαν με  το εκ χύλισμα  πρωτε ϊνών και 

πραγματο ποιήθ ηκε η  προεκ καθάριση (preclearing) στο υς  4oC για 1 ώρα υπό συνε χή 

περ ιστροφή (15rpm), ώστε  να αποφευ χθεί η μη ειδ ική πρόσδεση πρωτεϊνώ ν στα σφαιρ ίδια . 

τη συνέ χε ια, το  πρωτεϊ νικό εκ χύλισμα επωάστη κε  με  πρωτογ εν ές  αντί σωμα για τη 

σύνδεση με την πρωτεΐ νη-στό χο την  κατακ ρήμνιση της  πρωτε ΐνης στό χου με αναλογία 

1μg αντι σώματο ς ανά 1mg πρωτε ϊνικού εκ χυλίσματο ς από 14-40 ώρε ς 4oC υπό συνε χή 

περ ιστροφή (15rpm). ημε ιώνετα ι, πως πριν την  προσθήκη αντι σώματος  για τη ν 

ανοσοκατ ακρήμνι ση, παραλαμβάνετ αι το 5% του δε ίγματος  για ανάλυση (INPUT) 

ελ εγ χθεί/ επιβε βαιωθε ί η παρουσία της  PARN στο  εκ χύλισμα  που πρόκε ιτα ι να 

χρησιμοποιηθεί  για τη ν ανοσοκατα κρήμνιση. Ακολούθως, τα σφαιρίδια διαχωρίστη καν το 

από υπερ κε ίμε νο δε ίγμα  με  φυγοκέν τρη ση και τα σφαιρίδ ια εκ πλύθηκαν με  τρε ις όγκο υς  

διαλύ ματος  IP150 (εμπλουτισμέ νο με  1mM DTT, 1mM PMSF και αναστολ είς πρωτεα σών) 

τρε ις φορές  με  εν διάμε ση επώαση 2 λε πτών υπό συνε χή ανάδευ ση στο υς  4oC. Με το  

πέρ ας των πλύσεων, πραγματο ποιε ίτα ι προαιρε τι κά επώαση των  σφαιρι δίων με  RNase A 

σε συγκέν τρωση  50μg/ml για 10 λε πτά σε θερ μοκρασία δωματίου υπό συνε χή περ ιστροφή 

(15rpm). Σέλ ος, πραγματο ποιε ίτα ι η έκ λουση των  πρωτε ϊνών από τα σφαιρ ίδια με  την  
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προσθήκη 1-2 όγκων διαλύ ματος  0.2Μ γλυκίνης pH 2-2.5 για  2 λεπτά  σε θερ μοκρασία 

δωματί ου υπό συνεχή ανάδευ ση (15rpm). Οι πρωτεΐ νε ς παραλαμβάνοντα ι με  

φυγοκέν τρη ση σε 15000rpm. Μέρο ς του  δε ίγματο ς εκλουσμέν ων πρωτε ϊνών φυλάσσετα ι 

στο υς  -80οC μέ χρι τη ν ανάλυση κατά  western και το  υπόλοιπο δε ίγμα υποβάλλε τα ι σε 

φασματομ ετρ ία μάζας.  Ως δε ίγμα ελ έγ χου, χρησιμοποιείτα ι το  ίδιο δε ίγμα όπου έχει 

πραγματο ποιηθ εί ανοσοκατα κρήμνιση με  φυσιολογικό IgG, το  οποίο είναι  συμβατό  με  τον  

οργανισμό  προέλ ευ σης  του  πρωτογεν ούς αντι σώματος , και ακολουθείται  η ίδια 

διαδικασ ία.  

Αλνζ νθαηαθξ ήκληζ ε ζ πκπι όθσ λ πξσ ηετλώλ-RNA 
Για την  ανοσοκατα κρήμνιση πρωτε ΐνης που προσδέν ει RNA ακολουθήθηκε το  

πρωτόκ ολλο των Vogt M. και Taylor  V. (135) με  τρο ποποιήσει ς. Για τη ν ανάπτυξ η 

διασυ νδέσων (crosslinks) με ταξύ  RNA και πρωτεϊν ών από τον  ηπατ ικό ιστό 

πραγματο ποιήθ ηκε με  τη χρήση ακτινοβολίας UV. Ο ιστό ς τεμ αχίζετ αι  σε μικρά  κομμάτια , 

επαναιωρεί τα ι σε ισότον ο διάλυμα (PBS) εμ πλουτισμέ νο με  αναστολ είς  πρωτεασ ών 

(539196, SIGMA-ALDRICH) και 100U/ml αναστο λέ α RNασών (2313A, TaKaRa Bio) σε 

αναλογία 10ml/gr ιστο ύ. τη συνέ χε ια, το  εν αιώρημα το ποθετε ίται κάτω από λάμπα 

ακτι νοβολία ς UV (254 nm) (UVGL-58, Taylor Scientific) σε απόσταση 3-5 cm από το δε ίγμα 

(136). τη συνέ χε ια, το δε ίγμα ομογεν οποιεί ται σε κατάλ ληλο ρυθμιστι κό διάλυ μα (135) 

και κατό πιν διασπάτα ι με  τη  χρήση υπερ ήχων για 1 λε πτό  και 40 δε υτε ρόλε πτα  με  

εν διάμε σες παύσεις των 10 δε υτε ρολέ πτων εν ώ όλη η διαδ ικασία λύσης γίνετα ι σε πάγο. 

Σο διάλυ μα φυγοκεν τρε ίται  και το εκ χύλισμα προεκ καθαρίζετα ι και στη  συνέ χε ια 

επωάζεται με  το πρωτογεν ές  αντί σωμα και το φυσιολογικό IgG, όπως έχει περ ιγραφεί 

παραπάνω (βλ. Ανοσοκατακ ρήμνιση πρωτε ϊνών). ημε ιώνετα ι πως, πριν  την  προσθήκη 

αντι σώματος  για την  ανοσοκατακ ρήμνιση, λαμβάνετα ι το  5% του  δείγμα τος  για ανάλυση 

(INPUT).  Εν συνε χε ία, τα σφαιρί δια εκ πλένονται σε θερ μοκρασία δωματί ου με  κατάλ ληλο 

ρυθμιστι κό διάλυ μα εμπλουτισμέ νο με  αναστο λε ίς πρωτεασ ών και 100U/ml αναστολ έα 

RNασών. Σέλ ος  η έκ λουση των συμπλόκων RNA-πρωτε ϊνών από τα σφαιρί δια γίνε ται με  

τη ν προσθήκη διαλύματος  RIP (135) εμπλουτ ισμέν ου με  400 U/ml αναστολ έα  RNασών. τα 

δε ίγματα  προστίθετα ι απευ θείας  αντιδραστή ριο TRI-Reagent (SIGMA-ALDRICH), σύμφωνα 

με  το εγ χε ιρίδ ιο οδηγιών του  κατασκευ αστή , και ακολουθεί σύνθεση cDNA 

χρησιμοποιώντας  όλη την  ποσότη τα του  εκ χυλ ισμέν ου RNA για τη ν αντί δραση σύνθεσης. 

Σα δε ίγματα  αναλύοντ αι με  qPCR με  αραίωση του  cDNA 1:4, εν ώ η ποσοτικο ποίησή του ς 

γίνεται  με  τη  σύγκριση των  επιπέδ ων των  προς εξέ ταση mRNA με  τα επίπεδ α το υ 

δε ίγματο ς πριν την  ανοσοκατακ ρήμνιση (INPUT). 
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Πξσ ηόθνι ι ν αλίρλεπζ εο in vivo αι ι ε ι επηδξά ζ εσ λ κέζ σ  θαηαθξ ήκληζεο RNA 
(in vivo Interactions by pulldown of RNA-vIPR) 

Για τη διαδικασία ανίχνευ σης πρωτεϊ νών που κατακ ρημνίζοντα ι με  συγκεκ ριμέν α 

RNA ακολουθήθηκε το πρωτόκο λλο της  Theil, K. et al., 2019 (136). Η διαδ ικασία 

δημιουρ γίας  σταθερών συνδέσεων μετα ξύ RNA και πρωτε ϊνών από τον  ηπατι κό ιστό  

πραγματο ποιήθ ηκε όπως περ ιγράφετα ι παραπάνω (βλ. Ανοσοκατακρήμνιση συμπλόκων 

πρωτε ϊνών-RNA). Ακολούθως, ο ιστό ς επαναιωρήθηκε σε πάγο παρουσία διαλύ ματο ς 

λύσης IP (IP lysis buffer, (135)) εμ πλουτι σμέν ο με  1×PIs, 2mM DTT και 200U/ml αναστολ έα 

RNασών (RNasin, 2313A, TaKaRa Bio) σε αναλογία  100μl buffer/ 10mg ιστο ύ και 

ομογενοπ οιήθηκε. Σα υπολείμμα τα ιστο ύ κατακρημνίστη καν με  φυγοκέν τρη ση (1000 rpm, 

10 λε πτά , 4oC). τη συνέ χε ια, έγ ινε  λύση με τη χρήση υπερ ήχων συνολικά για  έν α λε πτό 

σε χρονικά διαστήμ ατα  των 20 δε υτε ρολέ πτων με  εν διάμε σα διαλε ίμματα  ίδιας διάρκε ιας 

για την  αποφυγή της  αύξησης  της  θερ μοκρασίας στο  δε ίγμα, εν ώ το δε ίγμα παρέμ εινε  

στο ν πάγο. Ακολούθησε φυγοκέν τρη ση (28900g, 30 λε πτά, 4oC) ώστε να απομακρυνθούν 

υπολείμμα τα  κυτταρ ικών με μβρανών. Σο υπερκείμενο  συλλέχθηκε και πραγματο ποιήθ ηκε 

ποσοτικο ποίηση του  πρωτεϊ νικού περ ιεχομέν ου σε αυτό.  Σέλ ος , το εκ χύλισμα 

πρωτε ϊνών/RNA αραιώθηκε  με  διάλυ μα IP150 (εμπλουτ ισμέν ο με  αναστο λε ίς πρωτεασ ών, 

2mM DTT και 200U/ml RNasin) ώστε  να έχ ει  τελ ική συγκέν τρωση 2-3.5mg/ml και τέλ ος 

αραιώθηκε 1:2 με  διάλυμα υβριδοποίησης  (750 mM NaCl, 1% SDS, 50 mM Tris–Cl, pH 7.0, 1 

mM EDTA, 15% formamide). ημε ιώνετα ι πως πριν την  κατακ ρήμνιση, παραλαμβάνε ται  το 

5% του  δε ίγματο ς για ανάλυση (INPUT).  

Σα σφαιρί δια που χρησιμοποιήθηκαν ε ίναι μαγνητι κά και έχουν μέγ εθ ος  1μm ενώ 

φέρ ουν στη ν επιφάνειά του ς ομοιο πολικά συνδεδ εμ έν α μόρια στρεπταβ ιδίνης με 

ικανότητα  πρόσδεσης 3500-5000 pmol βιοτ ίνης ανά mg σφαιρι δίων (MD03001, Magtivio, 

Ολλανδία ). Η προεκ καθάριση του  δε ίγματος  έχ ει ως σκοπό την  αύξηση της  εξε ιδίκε υσης 

της  αλληλε πίδρασης του δε ίγματος  με  τα  σφαιρί δια  που φέρ ουν τον  ακινητοποιημέν ο 

ιχνηθέτη . Σα μαγνητικ ά σφαιρ ίδια  εκ πλύθηκαν 3 φορές  με  διάλυ μα IP150 (εμπλουτισμέ νο 

με 1×PIs, 2mM DTT και 200U/ml RNasin) σε ίσο όγκο (100 μL σφαιρι δίων ανά 1 mL 

εκ χυλίσμα τος ). Οι πλύσεις πραγματο ποιούν ται με  την  επαναδιάλυση των  σφαιρ ιδίων στο  

εμ πλουτισμέ νο διάλυ μα IP150 και εφ αρμογή μαγνητικού  πεδ ίου ώστε  να αφαιρεθ εί  το 

διάλ υμα και να επαναληφθεί η πλύση. Μετά  την  τελ ευ ταία  πλύση, τα  σφαιρί δια 

αναμίχθηκαν με  το  εκ χύλισμα  πρωτε ϊνών/RNA για προεκ καθάριση με  διάλυ μα 

υβριδοποίησης  (136). Κατό πιν, το προεκ καθαρισμέν ο εκ χύλισμα αναμιγνύε ται  με 

κατάλ ληλη ποσότητα  ιχνηθέτη  (50pmol ιχνηθέτη  ανά mg προεκ καθαρισμέν ου 

εκ χυλίσμα τος ) και αφήνοντα ι να υβριδοποιηθούν 12-16 ώρες στου ς 37oC υπό ανά δε υση. Ο 

ιχνηθέτη ς που χρησιμοποιε ίται  είνα ι έν α μόριο DNA που φέρ ει αντινοηματι κή αλληλουχία 
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για  το  πρόδρομο μόριο miR-29a (pri-miR-29a) ή μια μη νοηματική  αλληλουχία για  χρήση ως 

αρνητι κού μάρτυ ρα (μη νοηματ ικός ιχνηθέτη ς/scramble). Οι ιχνηθέτες  σχεδ ιάστηκ αν όπως 

έχει περ ιγραφεί (133, 136, 137) (ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2, Πίνακας 6). τη συνέ χε ια, προστίθεν τα ι τα 

σφαιρί δια  και επωάζον ται  για  1ώρα στο υς  37oC υπό ανάδευ ση. Κατό πιν 

πραγματο ποιούν τα ι 5 πλύσεις με  διάλυμα 2×SSC, 0.5% SDS και ακολουθεί  έκ λουση 

πρωτε ϊνών όπως έχει περ ιγραφεί (136). Σα δε ίγματα  πρωτε ΐνης  που προκύπτου ν 

αναλύοντ αι με  φασματ ομετρί α μάζας.  

Πξνε ηνηκαζ ία δεηγκάησ λ γηα θ αζ καηνκεηξία κά δαο 
Σα δε ίγματα έκ λουσης με τά  την  ανοσοκατακρήμνιση τη ς PARN, καθώς και τα 

δε ίγματα  έκ λουσης με τά από χρήση φυσιολο γικ ών IgG για  ανοσοκατα κρήμνιση , 

επεξε ργάστηκ αν σύμφωνα με  τη με θοδο SP3 (138). Σα κατάλ οιπα κυστε ϊνών ανήχθηκαν 

σε 100mM DTT και αλκυλιώθηκαν σε 100 mM ιωδοακετα μίδιο  (iodoacetamide, Acros 

Organics). Φρησιμοποιήθηκε μίγμα  υδρόφιλων και υδρόφοβων σφαιρι δίων Sera-Mag 

τρο ποποιημέ νων με  καρβονυλ ικέ ς ομάδες  για την  ομοιο πολική σύνδε ση πρωτεϊ νών μέ σω 

πρωτο ταγ ών αμινών, σε αναλογία μίγμα το ς 1:1 (Cytiva Life Sciences). 20 μg σφαιριδ ίων 

προστέ θηκαν σε κάθε δε ίγμα σε διάλυμα 50% αιθανόλης και ο καθαρισμός  του  δε ίγματο ς 

έγ ινε  εφ αρμόζοντας  μαγνητι κό πεδ ίο στα σφαιρί δια. Σα σφαιρί δια εκπλύθηκαν δυο φορές  

με  80% αιθα νόλη και μια  φορά με  100% ακε τον ιτρίλ ιο. Οι πρωτεΐνες που βρίσκοντα ι 

συνδεμένε ς πάνω στα σφαι ρίδια επωάστηκαν  με διάλυμα  0.5 μg Trypsin/LysC (MS grade, 

Thermo Scientific)/100 mM Ammonium bicarbonate για 12-16 ώρες  στου ς 37°C υπό έν τονη 

ανάδευση (1200 rpm, Eppendorf Thermomixer). Ακολούθως, το υ περ κε ίμε νο συλλέχθηκε κα ι 

τα πεπτί δια καθαρίστη καν χρησιμοποιώντας το πρωτόκο λλο SP3 και επαναδιαλύθηκαν 

στη ν κινητή  φάση Α (0.1% Formic acid σε νε ρό), υποβλήθηκαν σε κατερ γασία με  

υπερ ήχους και ακολούθησε ποσοτι κοποίη ση της  συγκέν τρωσης των πεπτιδίων με 

μέ τρη ση της  απορρόφησης  σε μήκος κύματος  280 nm (Implen). Η φασματομ ετρ ία μάζας 

πραγματο ποιήθ ηκε από την  Δρ Μαρτίνα  αμιωτάκη  (ερ γαστή ριο Πρωτεο μικής  ανάλυσης 

του  Ε.ΚΕ.Β.Ε. «Αλέ ξανδρος  Υλέ μινγκ» ) στο  Dionex Ultimate 3000 nano RSLC συνδεδεμέν ο 

με  το φασματογ ράφο μάζας Thermo Q Exactive HF-X Orbitrap. Σα αποτε λέ σματα 

αναλύθηκαν με  DIA-NN 1.8 (Data-Independent Acquisition by Neural Networks) 

αντι στο ιχίζοντα ς τα αποτε λέ σματα  με  τη βάση δε δομέ νων Uniprot για Mus musculus και η 

στατι στική ανάλυση και οπτι κοποίηση  πραγματοποιήθ ηκε με το λογισμικό πακέτο  Perseus 

1.6.15.0.  
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Αποτελέςματα – υζήτηςη  

Ζ PARN ζ ε κύεο C57BL/6J 
Εφόσον τα προκαταρ κτι κά αποτε λέ σματα  από την  εναρμόν ιση των  κυττάρ ων HEK293T 

υποδηλώνουν  πως η PARN έχει ρυθμική έκφραση και αυξομειούμε να επίπεδ α κατά τη 

διάρκ εια  του  24ώρου, προχωρήσαμε σε παρόμοιες  με λέ τες  σε ήπαρ μυών C57BL/6J 

(Εικόνα 26, ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3). Ό πως αναφέρ θηκε και παραπάνω, έχ ει δε ιχθεί πως το mRNA 

της  PARN έχει ρυθμική έκ φραση σε ήπαρ ποντικώ ν (21). Σο πρότυ πο των  επιπέδ ων κατά  

τη διάρκ εια του  24ώρου με ταξύ  της  δημοσιευ μέ νης ερ γασίας  και των δικών μας 

πειραμ ατ ικών αποτε λε σμάτων  δε ν βρίσκοντα ι σε απόλυτη  ταύ τι ση (Εικόνα 18 Α και Εικόνα 

6 Β), γε γονός που μπορε ί να οφείλε τα ι σε διαφορές  εκ χύλισης  του  RNA από τον  ιστό  αλλά 

και την  επιλογή των  εκ κινητών  που χρησιμοποιούντα ι για τη  σύνθεση του  cDNA. 

Δεδ ομέν ου πως η εργασία εστι άζε ι στο  μήκος των ουρών πολυ(Α) χρησιμοποιούν  

εκ κινητές  που υβριδ ίζουν στη ν ουρά πολυ(Α) εν ώ στο  δικό μας πειραματι κό σχεδ ιασμό 

χρησιμοποιείτα ι μίγμα εκ κινητών  που υβριδίζουν στην  ουρά πολυ(Α) και τυχ αίων 

εξα με ρών εκ κινη τών (139). Παρατη ρε ίται συχνά διαφ ορετική αντιπροσώπευ ση γονιδίων 

σε έν α δείγμα  εά ν το  cDNA έχει  συντε θεί  με  εκ κινητές  που υβριδίζουν στη ν ουρά πολυ(Α) 

του  RNA (εκ κινητής  oligodT) σε σχέση με τα  επίπεδ α που μπορεί  να παρατη ρηθούν εά ν η 

σύνθεση cDNA έχει  πραγματο ποιηθ εί με τυχ αίους εξα με ρε ίς εκ κινητές  (140). 

Παρατη ρούμε πως τα επίπεδ α mRNA της  PARN με ταξύ  LD και DD μυών δε ν εμ φανίζουν  

στατι στικά σημαντ ική διαφ οροποίηση (Εικόνα 18 Α). Αυτό  έρ χε τα ι σε συμφωνία με  τα  

δεδομένα της βιβλιογρ αφί ας,  όπου η PARN έχει ρυθμικά ε πίπεδ α mRNA στο  24ωρο, αν και 

πρέ πει να σημε ιωθε ί πως το συμπέρ ασμα αυτό στη  συγκεκ ριμέν η εργασία προκύπτε ι από 

πειράμ ατα  μικρο συστοι χιών (21).    

τη συνέ χε ια, εξε τάσαμε τα πρωτε ϊνικά  επίπεδ α της  PARN στη διάρκ εια  του  

24ώρου  στο  ήπαρ μυών που προέρ χοντα ι από τι ς ομάδες  LD και DD (Εικόνα 18 Β, Γ). Σα 

επίπεδ α της  PARN φαίνε ται να έχουν αυξομειούμ εν α επίπεδ α στη  διάρκ εια του  24ώρου , 

με  μέ γιστα επίπεδ α στα χρονικά σημε ία 0/24 και 12 (ΖΣ0, 12, 24) στο υς  μύες  LD εν ώ στο υς  

μύες DD τα  αυξομειού με να επίπεδ α δε  συμφωνού ν χρονικά με ταξύ  των ομάδων LD και 

DD, εν ώ τα συν ολικά επίπεδ α της  PARN στα DD ζώα είνα ι χαμηλότερ α όλο  το  24ωρο.  

υμπερ ασματι κά, η PARN φαίνετα ι να έχ ει συνε χή παρουσία στο ήπαρ μυών όλο το  24ωρο 

με  αυξομειούμε να επίπεδ α χωρίς, ωστόσο, να μπορεί  να θεωρη θεί πως είναι μια κιρκά δια 

πρωτε ΐνη, καθώς έχει στατι στικά σημαντ ικά διαφ ορετικό  πρότυ πο επιπέδ ων κατά τη 

διάρκ εια του  24ώρου σε συνε χε ίς συνθήκες  σκοταδ ιού σε σχέση με  τα πειραματόζ ωα που 

εκ τρά φηκαν σε συνθήκες  φυσιολογικής φωτοπερ ιόδου (Εικόνα 18 Γ). Αυτό  το 

συμπέρ ασμα προκύπτε ι από το γε γονός πως ένα  από τα βασικά χαρακτη ριστ ικά του  
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κιρκά διου  ρολογιού  είναι  πως είναι αυτο συντη ρούμεν ος , δηλαδή αποκρίνε ται  στα 

εξωτερικά  ερ εθ ίσματα  αλλά έχ ει και την  ικανότητα  να αντι σταθμίζει την  επίδραση της  

θερ μοκρασίας (και άλλων παραγόντων  που διαφ οροποιούντα ι συχνά και έν τον α) στη 

διάρκ εια του  24ώρου (141, 142). Επομέν ως, βασικό χαρακτη ριστικό  των παραγόντων  που 

ρυθμίζουν ή ρυθμίζοντα ι άμεσα από το ρολόι είνα ι να μπορούν να διατηρ ούν τη 

ρυθμικότη τα στα  επίπεδά του ς ακόμη και σε συνθήκες  όπου ο κύριος  χρονοθέτη ς (ZT) –

εν  προκε ιμέ νω το φως– απουσιάζε ι (141). Σέλ ος , ιδια ίτερ ο εν διαφέρ ον εμ φανίζε ι το 

γεγονός πως κατά τη ν ανοσοα νίχνευση της  PARN, συστη ματι κά ανιχνεύ ονται 2 ζώνε ς 

υψηλότε ρης κινητ ικότητα ς και ε ίναι άγνωστο  εάν πρόκε ιται  για  εν αλλακτι κέ ς μορφές  τη ς 

ή τρο ποποιήσεις  της  που εμ φανίζουν  επίσης ρυθμικό τητα  και χρήζει  επιπλέ ον 

διερε ύνησης . Παρόμοιο πρότυ πο ζωνών έχει περ ιγραφεί στη  βιβλ ιογραφία (32, 91). τη  

μια ερ γασία, εκ τός  της  PARN στα  74kDa (p74), παρατηρ είτα ι και μια αρκε τά έν τον η ζώνη 

στα  62kDa (p62) σε ωοκύ τταρ α Xenopus laevis (32). Οι δυο αυτές  μορφές  της  PARN 

φαίνετα ι να διαχωρίζοντα ι στο ν κυτταρ ικό εντο πισμό του ς με  την  p74 να είναι  κυρίως 

πυρηνική και την  p62 να εν το πίζεται  στο  κυτταρ όπλασμα (143). Δεν  σχολιάζοντα ι 

περ ετα ίρω αυτές  οι  παρατη ρήσεις, παρά μόνο πως η p62 πρόκε ιτα ι για προϊόν 

πρωτεό λυσης της  p74 (32). Επιπλέ ον, έχ ει χαρακτη ριστεί  και έν α τμήμα 54kDa (p54) τη ς 

PARN από κύτταρ α θύμου αδέν α βοός  (91). χολιάζεται  πως η p54 στα  κύτταρ α βοός 

αντι στο ιχε ί στο  p62 που περ ιγράφηκε στα κύτταρ α Xenopus laevis. τα αποτε λέ σματα της 

διατριβής  παρατηρ είτ αι κάτι παρόμοιο  τόσ ο στο  κυτταρ ικό όσο και στο  ζωικό μοντέλ ο 

(Δηθόλα 15 Β και Δηθόλα 18).       

 
Δηθόλα 18. Τα επίπεδα ηεο PARN ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π ζε  ήπαξ κπώλ. Α. Αλνζνζηύπσ ζε θαηά western γηα ηα 
δείγκαηα πνπ έρνπλ ιε θζ εί αλά 4 ώξεο κέζα ζην 24σ ξν . Οη αξηζκνί  ζην επάλσ  κέξν ο ησλ δηαδξνκώλ ππνδεηθλύνπλ ην 
ρξόλν (ζε ώξεο). Η αζπξόκαπξε  κπάξα  πάλσ  από ηηο δηαδξνκέο LD ππνδεηθλύεη ηα ρξνληθά δηαζήκα ηο εκέξα ο/λύρηαο 
(επάλσ  κέξν ο), ελώ ε  καύξε  κπάξα  πάλσ  από ηηο δηαδξν κέο DD ππνδε ιώ λεη  ζπλζήθεο ζπλερνύο ζθνηαδηνύ (θάησ  
κέξν ο). Τν θόθθηλν βέιν ο ππνδεηθλύεη ηελ PARN 74kDa. Β. Γηάγξακκα ησλ θαλνληθνπνηεκέλσ λ επηπέδσ λ ηεο PARN ζε  
ζρέζ ε  κε ηε GAPDH (βάζεη ησλ δεδνκέλσ λ ηνπ Α). Η θόθθηλε γξακκή αληηζηνηρεί ζηα επίπεδα ηεο PARN από ηνπο κύεο 
LD ελώ ε γθξη δηαθεθνκκέλε  γξακκή αληηζηνηρεί ζηνπο κύεο DD. Τν γθξη πια ίζην ππνδεηθλύεη ηε ρξνληθή δηάξθεηα ηνπ 
ζθνηαδηνύ γηα ηηο ζπλζήθεο LD. Οη ηηκέο πνπ απεηθνλίδνληαη είλαη κέζ ε ηηκή ± SEM (n = 5), *p<0.05. ZT: Zeitgeber; LD: 
12h θσ ο-12h ζθνηάδη; DD: 24h ζθνηάδη. 
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Σν miR-29a ζ ην θηξθάδην ξνιόη κπώλ C57BL/6J 
Ό πως αναφέρ ετα ι και παραπάνω, τα  microRNA συνε ισφέρ ουν στη ν κιρκά δια 

γονιδι ακή έκ φραση στο χεύοντα ς τα κιρκ άδια με τάγ ραφα (95), αναστέλ λοντα ς τη 

με τάφ ρασή του  και προσελκύοντα ς σε αυτά απαδεν υλάσες οδηγώντας  στη ν 

αποσταθ ερ οποίηση και αποικοδ όμησή του ς (24). Με ταξύ  αυτών , το  miR-29a παρουσιάζε ι 

ιδια ίτερ ο εν διαφέρ ον, τόσ ο λόγω της  αλληλε πίδρασής του  με  την  PARN όσο και λόγω της  

εμ πλοκής του  στο ν κιρκά διο  ρυθμό (19, 23). Σα επίπεδ α του  πρόδρομου miR-29a 

εμ φανίζουν  ταλ αντού μεν ο πρότυπο έκ φρασης στο  24ωρο παρόμοιο με  τη βιβλιογραφία 

(19) (Δηθόλα 19 Α), εν ώ τα επίπεδ α της  ώριμης  μορφής  διατηρ ούνται  πιο σταθερ ά στη  

διάρκ εια  του  24ώρου  (Δηθόλα 19 Β).  

Δηθόλα 19. Δπίπεδα ηνπ πξόδξν κνπ θαη ώξηκνπ miR-29a θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π ζε ή παξ κ πώλ. Α, Β. Τα επίπεδα 
έθθξαζεο  ηνπ pri-miR-29a (A) θαη miR-29a-3p (Β) ζηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π. Η γθξη δηαθεθνκκέλε  γξακκή αληηζηνηρεί 
ζηα επίπεδα ηνπ pri-miR-29a ή miR-29a-3p ζε ζπλζήθεο DD. Τν γθξη πια ίζην ππνδεηθλύεη ηε ρξν ληθή δηάξθεηα ηνπ 
ζθνηαδηνύ γηα ηηο ζπλζήθεο LD. Οη ηηκέο πνπ απεηθνλίδνληαη είλαη κέζε  ηηκή ± SEM (n = 3). 

Ό πως παρατη ρήθηκε και για  τα  αποτε λέ σματα  από τα  κύττα ρα HEK293Σ, τα 

πρωτε ϊνικά  επίπεδ α τη ς PARN και της  πρόδρομης  και ώριμης μορφής  του  miR-29a έχουν 

μέ γιστα  και ελ άχιστα  σε αντίφαση και για  τ ις δυο ομάδες  δε ιγμάτων (LD και DD)(Εικόνα 

20). Λαμβάνοντας  υπόψη την  αλληλε πίδραση που έχουμε  παρατη ρήσει στο  ερ γαστή ριο , 

όπου η PARN αλληλε πιδρά με  το  pri-miR-29a και συμβάλλε ι στη ν ωρίμανσή του  και το  

γεγονός πως το miR-29a στο χεύε ι το mRNA της  PARN οδηγώντας την  σε αποικοδόμηση 

της  ουράς πολυ(Α) το υ ίδιου  της  του  με ταγράφου  σε ανθρώπινα κύτταρ α πλακώδου ς 

καρκίνου του  πνε ύμνονα, παρουσιάζει  ιδια ίτερ ο εν διαφέρ ον η εξέ ταση αυτής  τη ς 

αλληλε πίδρασης σε έν α ζωικό μοντέλ ο, εκ τός  του πλαισίου του  καρκίνου του  πνε ύμονα7.   

                                                           
7 Α. Κπξίηζεο, Γηδαθηνξηθή δηαηξηβή, Γηαθν ξηθή έθθξα ζε θαξθηληθώλ δεηθηώλ ζε παζήζεηο ηνπ πλεύκνλα: δπλακηθή 
ζρέζ ε  απαδελπια ζώλ θαη microRNAs, 2022, ΤΒΒ, ΠΘ θαη Kyritsis A. et al (in preparation). 
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Δηθόλα 20. Τα επίπεδα ηνπ πξόδξν κνπ θαη ώξηκνπ miR-29a θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π ζε ζρέζ ε  κε ηα πξσ ηετληθά 
επίπεδα ηεο PARN. Σπλδπαζηηθό δηάγξακκα ησλ επηπέδσ λ ηνπ pri-miR-29a θαη miR-29a ζε ζρέζ ε  κε ηα πξσ ηετληθά 
επίπεδα ηεο PARN ζε ζπλζήθεο LD (Α) θαη DD (B). Τν γθξη πια ίζην ππνδεηθλύεη ηε ρξν ληθή δηάξθεηα ηνπ ζθνηαδηνύ γηα 
ηηο ζπλζήθεο LD. Οη ηηκέο πνπ απεηθνλίδνληαη είλαη κέζε  ηηκή ± SEM (n = 3). 

Με σκοπό την  επιβεβ αίωση αυτής  της  αλληλε πίδρασης , πραγματοποιήθ ηκε 

ανοσοκατ ακρί μνηση RNA με  αντί σωμα έν αντι  της  PARN ώστε να εξε ταστεί  εά ν στα 

συγκατα κρημνιζόμεν α μόρια  RNA συμπερ ιλαμβάνετα ι και το  pri-miR-29a ή και το  mRNA 

της  PARN. Για το  σκοπό αυτό,  επιλέ χθηκε εν δε ικτικά  έν α χρονικό σημεί ο από τα  δε ίγματα 

LD όπου τα επίπεδ α του pri-miR-29a είναι τα μέ γιστα, ήτοι ZT20. Πράγματι το miR-29a 

ανιχνεύ ετα ι εμ πλουτ ισμέ νο κατά 4 φορές  στο  δε ίγμα όπου έγ ινε  η ανοσοκατακ ρήμνιση σε 

σχέση με  το δε ίγμα ελ έγ χου, δε ίχνοντας  πως η PARN αλληλε πιδρά με  το pri-miR-29a σε 

ιστό  ήπατο ς μυός (Εικόνα 21 Α). Αξίζει  να σημε ιωθε ί πως δε ν ανιχνεύ θηκε το  mRNA της  

PARN στο  δε ίγμα αυτό . Αυτό  θα μπορούσε να οφείλετα ι στο  γε γονός  πως το δε ίγμα που 

εξε τάστηκ ε προέρ χε τα ι από έν α χρονικό σημείο όπου τα  πρωτε ϊνικ ά επίπεδ α της  PARN 

είναι  με ιωμένα , άρα πιθανόν να μην πραγματοποιε ίτα ι ρύθμιση  των  επιπέδ ων mRNA 

εκ είνη τη  στιγμή. Επιπλέ ον, η αλληλε πίδραση της  PARN με  το  mRNA της  θα μπορούσε να 

είναι  έν ας διακόπτης  λε ιτου ργίας για τη  συγκεκ ριμέ νη συνθήκη στο ν καρκίνο του  

πνε ύμονα και το mRNA της  να μην αποτε λε ί έναν από του ς συνήθεις  στό χους  της  PARN.    

τη συνέ χε ια, θελ ήσαμε να εξε τάσουμε  περ αιτέρ ω σχέση μετα ξύ PARN και pri-miR-

29a. Επιδιώξαμε  να ανιχνεύ σουμε πρωτεϊν ικούς  παράγοντες  που αλληλε πιδρούν με  το pri-

miR-29a και πιθανόν ελκύουν την  PARN σε αυτό προς την  ωρίμανσή του . Για το  σκοπό 

αυτό πραγματο ποιήθηκε κατακ ρήμνιση του  pri-miR-29a χρησιμοποιώντας  έν αν 

αντι νοηματικό  ιχνηθέτ η για  το  pri-miR-29a, και ακολούθως ανάλυση του  δε ίγματος  που 

προκύπτει  από ανάλυση με  φασματομ ετρ ία μάζας  (136) ώστε  να ανιχνευ θούν πρωτε ϊνικο ί 

παράγοντες  που αλληλε πιδρούν μαζί του  και πιθανόν στρατο λογούν την  PARN σε αυτό  

προς την  ωρίμανσή του. Αρχικά, πραγματο ποιήθ ηκε απομόνωση RNA από τα δε ίγματα  

έκλουσης του πειράματος και  ακολούθ ησε qPCR με  σκοπό την  ανίχνευ ση του  pri-miR-29a 

στα  δε ίγματα  αυτά.  Σο pri-miR-29a δε ν ανιχνεύ ετα ι, οδηγώντας  στο  συμπέρ ασμα πως 

μπορεί  να μην είνα ι απολύτως επιτυχ ημέν η η κατακ ρήμνιση. Η φασματομ ετρία  μάζας σε 

δε ίγματα  έκ λουσης από το  ίδιο  πείραμ α ταυ τοποίησε  600 πρωτεΐνες  στο  δε ίγμα όπου είχε 
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πραγματο ποιηθ εί κατακρήμνιση του  pri-miR-29a από τις οποίες , οι 293 ήτα ν στατιστ ικά 

σημαντικές σε σχέση με  το  δε ίγμα όπου χρησιμοποιήθηκε μη νοηματι κός ιχνηθέτη ς για 

κατακ ρήμνιση (Εικόνα 21 Β). Η ανάλυση των αποτ ελ εσμάτων φασματομ ετρ ίας μάζας 

δε ίχνει πως η PARN δε ν ταυ τοποιήθηκε  σε κανέν α δε ίγμα των 3 τε χνικών επαναλήψεων, 

γεγονός που μας  οδηγεί  στο  να επανεξε τάσουμε το ν πειραμ ατι κό σχεδιασμ ό. ύμφωνα με  

την  ερ γασία που περ ιγράφει το πρωτόκ ολλο αυτό (136), χρησιμοποιε ίται  μίγμα  δέ κα 

ιχνηθετών  για  κάθε μόριο στό χο, εν ώ εμ είς χρησιμοποιήσα με  ίδια συγκέν τρωση  εν ός  

μόνο ιχνηθέτη.  Για το  λόγο αυτό , θα πρέπει  να επαναληφθεί  το  πείρ αμα με  την  προσθήκη 

του λάχιστον  5 διαφ ορετι κών ιχνηθετ ών για το  pri-miR-29a ώστε  να αυξηθ εί η απόδοση τη ς 

κατακ ρήμνισης και να επαναληφθούν του λάχιστον  2 βιολο γικέ ς επαναλήψεις  ώστε  τα  

αποτε λέ σματα  να ε ίναι αξιόπιστα και έγ κυρα.  

 
Δηθόλα 21. Αιιε ιεπηδξάζεηο ηνπ pri-miR-29a ζε ήπαξ κπόο. Α. Τν pri-miR-29a αληρλεύεηαη κεηά από 
αλνζν θαηαθξήκληζε ηεο PARN θαη αλάιπζ ε  ησλ mRNA πνπ παξαζύξν ληαη καδί ηεο. Σην δείγκα όπνπ έγηλε 
αλνζν θαηαθξήκληζε ηεο PARN παξαηεξείηαη 4 θν ξέο πεξηζζ όηεξν pri-miR-29a ζε ζρέζ ε  κε ην δείγκα όπνπ έγηλε 
αλνζν θαηαθξήκληζε κε θπζηνι νγηθά IgG θνλίθιν π. B. Γηάγξακκα volcano από ηα απνηειέζ καηα θαζκ αηνκεηξίαο κάδαο 
κεηαμύ ηνπ δείγκαηνο όπνπ ρξε ζηκνπνηήζεθαλ ηρλεζέηεο γηα ην pri-miR-29a κε ην δείγκα όπνπ ρξε ζηκνπνηήζεθε ηπραίνο 
κε  λνεκαηηθόο ηρλεζέηεο. IgG: δείγκα αλνζνθ αηαθξήκληζεο  κε θπζηνιν γηθά αληηζώκαηα θνλίθιν π, IP: δείγκα όπνπ έγηλε 
αλνζν θαηαθξήκληζε κε αληίζσ κα γηα ηελ PARN. Οη ηηκέο πνπ απεηθνλίδνληαη είλαη κέζε  ηηκή ± SEM (n = 3). 

Πξσ ηετληθέο αι ι ειεπ ηδξά ζ εηο ηεο PARN ζ ην θηξθάδην ξνι όη 

Σπλνιηθό πξ όηππν αιι ει επηδξ άζε ωλ (interactome) ηεο PARN 
Λαμβάνοντα ς υπόψη ότι η στρατη γικ ή ανίχνευ σης των πρωτεϊ νικών 

αλληλε πιδράσεων του  pri-miR-29a και πιθανών αλληλε πιδρώντων πρωτεϊν ών με  την  PARN 

χρειάζετα ι αρκε τή βε λτι στο ποίηση  και εστι άζοντας  στη  ρύθμιση τη ς PARN στο  κιρκά διο  

ρολόι, προχωρήσαμε σε ανοσοκατα κρήμνιση  με  μονοκλωνικό αντίσωμα έν αντι της  PARN 

και φασματομ ετρ ία μάζας  από όλα τα δείγμα τα ήπατο ς ποντικών στο  24ωρο. Η 

επιβε βαίωση της  ανοσοκατα κρήμνισης πραγματο ποιήθ ηκε με  ανοσοστύ πωση κατά western 
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(Εικόνα 22 Α). Μέσω της  φασματομ ετρ ίας μάζας ταυ το ποιήθηκαν 1889 πρωτε ΐνε ς, 53 από 

τι ς οποίες  ήτα ν στατιστι κά σημαντικές  με ταξ ύ των δε ιγμάτων ανοσοκατα κρήμνισης  της  

PARN (PARN IP) και των  δε ιγμάτων όπου πραγματο ποιήθ ηκε ανοσοκατα κρήμνιση  με  

φυσικών IgG από κόν ικλο (IgG IP) ως μάρτυ ρας (Εικόνα 22 Β) (ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ , Πίνακας 7).  

 
Δηθόλα 22. Τν ζύλνι ν ησλ πξσ ηετληθώλ αιι ε ιεπηδξάζεσ λ ηεο PARN ζην θηξθάδην ξνιό η. A. Η PARN αληρλεύεηαη ζε  
δείγκα ήπαηνο κπόο. Δλδεηθηηθή εηθόλα αλνζνζηύ πσ ζεο  θαηά western κεηά από αλνζνθ αηαθξήκληζε.  Οη αξηζκνί  ζηα 
αξηζηεξά  αληηπξν ζσ πεύνπλ ηνπο δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ (kDa). IN: Input, δείγκα πξηλ ηελ αλνζνθ αηαθξήκληζε.  IgG: 
αλνζν θαηαθξήκληζε κε ηε ρξήζε θπζηθώλ IgG θνλίθι νπ. Β. Γξάθε κα volcano  όπνπ ζπγθξί λνληαη ηα δείγκαηα IP ηεο 
PARN κε ηα δείγκαηα IgG IP. Με γθξη απεηθνλίδνληαη νη ζηαηηζηηθά κε  ζεκα ληηθέο πξσ ηεΐλεο. Με πνξηνθαιί  
απεηθνλίδνληαη νη πξσ ηεΐλεο κε p-value > 0.05, θαη κε ζθνύξν  πνξ ηνθαι ί απεηθνλίδεηαη ε  PARN.   

Ο λε ιτου ργικός χαρακτηρισμός  (functional annotation) των πρωτεϊ νών, η οποία έγ ινε  

χρησιμοποιώντας  το διαδικτυ ακά διαθ έσιμο εργαλείο GeneCodis 4 (144, 145), αναδει κνύε ι 

πως η πλε ιοψηφία των πρωτε ϊνών που αλληλεπιδρούν με  την  PARN εν τοπίζοντα ι στο ν 

πυρήνα και το κυτταρόπλασμα (ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 4, Πίνακας 8). Αυτό είνα ι αναμεν όμεν ο, 

καθώς η PARN είναι γνωστό πως εν το πίζετ αι κυρίως στον  πυρηνίσκο σε φυσιολογικέ ς 

συνθήκες  αλλά με τακ ινε ίται  και εν τός και εκτό ς του  πυρήνα, εν ώ με τά  από επαγωγή 

βλαβών στο  DNA εντο πίζεται  κυρίως στο κυτταρ όπλασμα (146, 147). Επιπλέ ον, 

παρουσιάζει  ιδια ίτερ ο εν διαφέρ ον πως έν α σημαντ ικό ποσοστό  αυτών  των  πρωτεϊ νών 

επίσης εν το πίζοντα ι στα μιτοχ όνδρια, εν ώ ο λε ιτου ργικός χαρακτηρ ισμός υποδεικνύε ι 

πως συμμετέ χουν σε ποικι λία βιολο γικ ών διε ργασιών εκ τός  από το με ταβ ολισμό του  RNA, 

όπως στη  με τάφ ραση στα μιτοχό νδρια, τη  με ταφ ορά ηλεκ τρο νίων στη ν αναπνε υστική 

αλυσίδα και τον  κύκλο του  κιτρικού  οξέ ος . Αξίζει  να σημε ιωθε ί πως δε ν υπάρχουν 

αναφορές  για τον  εν τοπισμό της  PARN στα μιτοχό νδρια και ο ακριβής  μηχανισμό ς της  

ανακύκλησης  των mRNA στο  μιτοχ όνδριο δε ν έχ ει  αποσαφηνιστε ί. Ας σημε ιωθεί  πως  στα 

κύτταρ α HEK 293T τα μιτοχ ονδριακά mRNA είτε σταθερ οποιούν τα ι ε ίτε 

αποσταθ ερ οποιούντα ι από την  πολυαδε νυλίωση, εν ώ τρο ποποιημέν η PARN, η οποία  έχ ει 

σχεδ ιαστεί  με  σήμα μιτοχο νδριακο ύ εν τοπισμού φαίνετα ι να προκαλεί αναστολ ή τη ς 

πρωτε ϊνοσύνθεσης (148). Επίσης , έν α σημαντι κό ποσοστό  των πρωτεϊν ών που 
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ανιχνεύ ονται , σχετ ίζονται με  το εν δοπλασματ ικό δίκτυ ο (ΕΔ). Πρόσφατα , δε ίχθηκε πως η 

PARN εν τοπίζετα ι στο ΕΔ και συμμετέ χε ι εν ερ γά στη ρύθμιση της  με τάφ ρασης 

καθορίζοντα ς την  αφθονία των mRNA στο  ΕΔ μέ σω της  δράσης της  ως απαδεν υλάση 

(147).   

Ιδια ίτερ ο εν διαφ έρ ον παρουσιάζει  το  γε γονός  πως εν το πίστη καν κάποιες  από τι ς 

πρωτε ΐνε ς οι οποίες  είναι  γνωστό πως αλληλε πιδρούν με  την  PARN [π.χ. UPF1 (48), 

ELAVL1 (69), EIF4E (46, 149), NPM1 (150)], αλλά όχι με ταξύ  των  στατι στικά σημαντ ικών 

πρωτε ϊνών με ταξύ  των  δε ιγμάτων PARN IP και δε ιγμάτων IgG IP. Αυτή  η παρατή ρηση θα 

μπορούσε να υποδεικνύε ι πως αυτές  οι πρωτεϊνι κέ ς αλληλε πιδράσεις της  PARN πιθανόν 

διατηρ ούντα ι καθ’ όλη τη διάρκ εια του  24ώρου και δε ν παρουσιάζουν διακύ μανση κατά  τη 

διάρκ εια  της  ημέρ ας, καθώς δε ν εμπλουτ ίστη καν σημαντι κά στα δε ίγματα  PARN IP. 

Επιπλέ ον, η πρωτεΐ νη PABPN1, η οποία  είνα ι γνωστό πως αλληλεπιδρά με  την  PARN και 

αναστέλ λε ι τη  δράση της  (40), εν το πίστη κε  στο  στατιστικά  σημαντι κό τμή μα των  

πρωτε ϊνών μόνο στα  δείγμα τα DD (Εικόνα 28).    

Οι στατιστικά σημαντικ ές  πρωτε ΐνε ς που ταυ τοποιήθ ηκαν εμπλέ κοντ αι σε ποικίλε ς 

βιολο γικές  διεργ ασίες  με  τη με ταφ ορά πρωτεϊ νών (GO:0015031), την  επεξε ρασία το υ 

mRNA (GO:0006397) και  τη με τάφ ραση (GO:0006974) να είναι  από του ς πιο 

εμ πλουτισμέ νους  όρους  σε πρωτεΐ νε ς κατά  την  ανάλυση (ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 4, Πίνακας 9). 

Αξίζει  να σημε ιωθε ί πως δεν εντο πίστη καν καθόλου όροι σχετι κοί με  το κ ιρκάδιο ρολόι και 

σε όλο το πείραμα δεν  ταυ τοποιήθηκαν παράγοντες  του  κε ντρ ικού μηχανισμο ύ το υ 

κιρκά διου ρυθμού. Για το σκοπό αυτό , εξετά σθηκε εά ν στα δε δομέ να υπάρχουν 

πρωτε ΐνε ς που σχετί ζοντα ι με  τον  κιρκά διο ρυθμό χωρίς να αποτε λούν τμήμ α του βασ ικού 

μηχανισμο ύ του . την εν δε λε χή αυτή αναζήτ ηση εν τοπίστη κε  η CCAR2 (DBC1), η οποία  

ρυθμίζει  τα πρωτεϊν ικά επίπεδ α του  κύριου ρυθμιστή του  κιρκάδιου ρολογιού REV-ERBα, 

προστατεύ οντάς  τον  από ουβικιτι νίωση και επιπλέ ον ρυθμίζει  τα  μονοπάτια  της  κιρκάδιας 

γονιδι ακής έκ φρασης επηρεάζοντα ς την  έκφραση του  BMAL1 (151). 

υνολικά,  το γε γονός πως οι πρωτεΐ νε ς που είναι  γνωστό ότ ι αλληλεπιδρούν με 

την  PARN δε ν εμ φανίζουν στατιστικά  σημαντ ική αλλαγή με ταξύ  των δε ιγμάτων PARN IP 

και των  δε ιγμάτων  IgG IP, καθώς και το  γε γονός πως οι  πρωτεΐ νε ς που 

συγκατα κρημνίζοντα ι με  την  PARN εμπλέ κονται  σε με γάλο εύρος βιολογικών διεργ ασιών 

του  κυττάρ ου χωρίς να σχετίζ οντα ι με  το  κιρκά διο ρολόι, υποδεικνύουν πως η PARN 

πιθανόν να αλληλε πιδρά με διάφ ορες  πρωτεΐ νες  κατά τη διάρκε ια το υ 24ώρου  και πιθανόν 

να εμ πλέ κε τα ι και σε λειτουρ γίες  με  τι ς οποίες δεν ε ίχε  συνδεθ εί έως τώ ρα. 

Αιι ει επηδξ άζε ηο ηεο PARN θαηά ηε δηάξ θεηα ηνπ 24ώξ νπ 
Εφόσον τα  αποτελ έσματα  από όλα τα  δε ίγματα υποδεικνύο υν πως η PARN μπορεί 

να έχ ει διάφ ορες  μη χαρακτηρ ισμέν ες  λε ιτο υργίες σε ήπαρ μυών, εστι άσαμε την ανάλυση 
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των αποτε λε σμάτων μετα ξύ των χρονικών σημείω ν του  24ώρου και των συνθηκών LD και 

DD, δηλαδή 12 ώρες  φως και 12 ώρες  σκοτάδ ι και 24 ώρες  σκοτάδ ι, αντί στοιχα . Σα 

δεδομένα από τη φασματομ ετρ ία μάζας υποδε ικνύουν σημαντ ικέ ς διαφ ορές  με ταξύ  των 

δυο συνθηκών, με  την  πιο σημαντική από αυτή να είν αι ο συνολικό ς αριθμός στατιστικ ά 

σημαντικώ ν πρωτεϊ νών που φαίνε ται να αλληλεπιδρούν με την  PARN ανά συνθήκη. Πιο 

συγκεκρι μένα,  στα δεί γματα LD ανιχνεύ οντα ι 14 πρωτεΐ νε ς εν ώ στα  DD 108 (Εικόνα 23 Α, 

Β), υποδεικνύο ντας πως η PARN διαδραματί ζε ι ξεχ ωριστού ς ρόλους  με ταξ ύ 

φυσιολογικών και διαταραγμέ νων συνθηκών του  κιρκά διου ρυθμού.  

 Η ανάλυση των βιολ ογικών διερ γασιών μετά  τη  λε ιτου ργική επισήμανση των 

στατι στικά σημαντικ ών πρωτε ϊνών στα δε ίγματα LD αποκαλύπτε ι την  αναμενόμενη  ισχυρή  

παρουσία όρων σχετ ικούς  με  το με ταβ ολισμό του  RNA (GO:0006397, GO:0031087, 

GO:0000290, GO:0031124, GO:0045292, GO:0000289, GO:0090503) καθώς και όρων 

απόκρισης  σε βλάβη του  DNA (GO:0006974, GO:0006281, GO:2000003, GO:0072423)  

(Εικόνα 23 Γ).  

 Ιδια ίτερ ο εν διαφ έρ ον παρουσίασαν και τα δε δομέ να από τη  λε ιτου ργική 

επισήμανση των στατιστικά σημαντι κών πρωτεϊνώ ν από τα δε ίγματα DD, όπου οι όροι 

όπως απόκριση  σε βλάβη του  DNA και επιδιόρθωση του  DNA δε ν ταυ τοποιήθ ηκαν. ε 

αυτά τα  δε ίγματα  επικράτη σαν όροι όπως «βιοσυνθετικές /με ταβ ολικέ ς διερ γασίες  

στε ροειδώ ν» (GO:0006694, GO:0008202), «μετα βολικές διερ γασίες λιπιδίων» 

(GO:0006629), «μετάφραση» (GO:0006412) και όροι σχετικο ί με  την  αυτοφ αγία 

(GO:0006914, GO:0000045, GO:0044804, GO:0016240) με ταξύ  των  όρων μεταβ ολισμού του  

RNA (GO:0000184, GO:0000294). Αυτή  η μη αναμεν όμεν η διαφ ορά με ταξύ  LD και DD 

συνθηκών θα μπορούσε να υποδεικνύε ι πως η PARN εκ τελ εί τι ς συνήθεις της  λε ιτου ργίες 

υπό φυσιολογικέ ς συνθήκες  φωτοπερ ιόδου, υποστηρ ίζοντα ς την παρατήρ ηση πως 

επηρεάζει διαφ ορετ ικέ ς βιολο γικές  διεργ ασίες στη  διάρκ εια του  2ώρου. Αυτό  στη ρίζετα ι 

περ αιτέρ ω στο ν τρό πο δράσης  της  PARN στη διαδικασ ία απόκρισης σε βλάβες  του  DNA 

(DNA damage response –DDR) (152), που αναλύε ται  πιο αναλυτ ικά παρακάτω.  

Οι πρωτε ΐνε ς που αλληλε πιδρούν με  την  PARN φαίνετα ι να εμπλέ κοντα ι σε κοινέ ς 

βιολο γικές  διερ γασίες  με ταξύ  των δυο συνθηκών. Η σύγκριση  των  βιολογικών διερ γασιών 

με  p-value <0.05, 29 όροι φαίνετα ι να είνα ι κοινο ί με ταξύ  LD και DD (Εικόνα 23 Γ). 

Ιδια ίτερ ο εν διαφέρ ον παρουσιάζει  το γε γονός πως εν το πίζοντα ι διαφορετικές πρωτε ΐνε ς 

για  κάποιους από αυτού ς του ς κοινούς  όρους . Πιο συγκεκ ριμέν α, παρότ ι οι  όροι 

«συναρμ ογή του  RNA» (GO:0008380) και «επεξε ργασία του  RNA» (GO:0006397) 

εμ φανίζοντα ι και στις δυο συνθήκες , η ανάλυση των δε ιγμάτων LD ξεχ ωρίζει  την  CCAR2, 

έν αν παράγοντα  που ρυθμίζει  το  εν αλλακτικ ό μάτι σμα ως μέ ρος του συμπλόκου DBIRD 

(153), εν ώ στα δε ίγματα DD αναδεικνύο ντα ι πιο ειδ ικά συστατικά  του  σωματί ου 
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συναρμογής (spliceosome) όπως οι παράγοντες  SFRS2, U2AF1 και SNRPD3 (154). Ομοίως, 

στο ν όρο «μετα φορά πρωτε ϊνών» (GO:0015031) εν το πίζεται η RAB5C και η CHMP2A στα 

δε ίγματα  LD, δυο πρωτεΐ νε ς που εμπλέ κοντα ι κυρίως στη  διαλογή πρωτεϊν ών στα 

αυτοφ αγοσώματα  (155, 156), με  την  RAB5 επίσης να εμπλέ κε τα ι στη ν πρώιμη σύντη ξη το υ 

εν δοσώματος  (157), εν ώ στα δε ίγματα  DD με ταξύ  των πρωτεϊ νών που κατηγ οριοποιούντα ι 

στο ν όρο «μετα φορά πρωτε ϊνών» εν το πίζονται οι  ARCN1, EIF5A, AP1G1, SCAMP3, HGS, 

SEC61A1, RAB8, AP1S1 και SEC16, οι οποίες εμπλέ κοντα ι στη  βιογέ νε ση και με ταφ ορά 

του  εν δοσώματος , τη  με ταφ ορά πρωτεϊ νών από το  εν δοπλασματι κό δίκτυο  στο  σύστη μα 

Golgi και την  κυκλοφορία των πρωτεϊ νών της  κυττα ροπλασματ ικής με μβράνης (158-165).       

Παρότι διαφορές  με ταξύ  LD και DD είνα ι αναμεν όμεν ες , εφ όσον ακόμη και ο 

αριθμός των στατιστ ικά σημαντικώ ν πρωτεϊ νών που εν τοπίζοντα ι ε ίναι πολύ διαφορετ ικός 

με ταξύ  των δυο συνθηκών, αξί ζει  να σημε ιωθεί πως οι  πρωτε ΐνε ς που ταυ τοποιούντα ι να 

συμμετέ χουν σε κοινέ ς βιολο γικές διερ γασίες  είναι  σταθερ ά διακ ριτές στις δυο αυτέ ς 

συνθήκες . Επιπλέ ον, στι ς κο ινέ ς διερ γασίες  με ταξύ  των  δυο συνθηκών, οι πρωτε ΐνε ς που 

εν τοπίζοντα ι φαίνε τα ι να εμ πλέ κονται  σε παρόμοια  βήματα (π.χ. σχηματ ισμός 

εν δοσώματος ). Αυτή  η παρατή ρηση μπορεί να υποδεικνύε ι έν αν ρόλο ή τη  χρονική 

παρουσία της  PARN κατά το σχηματισμό  των εν δοσωμάτων στις συνθήκες  LD και μια 

πολύ πιο εστιασμέ νη δράση της  στις συνθήκες  DD.    
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Δηθόλα 23. Πξόηππν αιιε ιεπηδξάζεσ λ (interactome) ηεο PARN. Α-Β. Γξάθε κα volcano  όπνπ ζπγθξί λνληαη ηα δείγκαηα 
IP ηεο PARN κε ηα δείγκαηα IgG IP ζε ζπλζήθεο LD (A) θαη DD (B). Με γθξη απεηθνλίδνληαη νη ζηαηηζηηθά κε  ζεκα ληηθέο 
πξσ ηεΐλεο. Με πνξηνθαιί  απεηθνλίδνληαη νη πξσ ηεΐλεο κε p-value > 0.05, θαη κε ζθνύξν πνξηνθαιί  απεηθνλίδεηαη ε  
PARN. Γ. Γηάγξακκα Venn όπνπ ζπγθξί λνληαη νη βηνι νγηθέο δηεξγαζίεο πνπ πξν θύπηνπλ από ηε ιεηηνπξγηθή 
επηζήκαλζε ησλ πξσ ηετλώλ από ηα γξαθήκαηα Volcano γηα ηηο ζπλζήθεο LD θαη DD. Κάησ από ην δηάγξακκα θαίλνληαη 
θάπνηεο από ηηο κνλαδηθέο βηνιν γηθέο δηεξγαζίεο γηα θάζε ζπλζήθε . Οη δηεξγαζί εο εκθα λίδνληαη κε ζεηξά κεηνύκελεο p-
value. Οη αξηζκνί ζηηο παξελ ζέζεηο αληηζηνηρνύλ ζηνλ αξηζκό ησ πξσ ηετλώλ από ηα Α θαη Β πνπ εκπιέθ νληαη ζε θάζε 
δηαδηθαζία.     

Απόθξηζε ζ ε βιάβ εο ηνπ DNA  
 Οι βλάβες  στο  DNA μπορεί  να συμβούν φυσικά στα  κύτταρ α και ο σωστός 

συγχρονι σμός  των μηχανι σμών της  απόκρι σης στις βλάβες  του  DNA (όπως η επιδιόρθ ωση, 

η απόπτωση, κ.α.) συνεισφ έρ ουν στη  δια τήρ ηση της  ακερ αιότητα ς του  γονιδιώματο ς και 

την  αποφυγή συσσώρευσης με ταλ λάξε ων (166). ε μη στρε σσογόνες συνθήκες , η PARN 

δρα ως αρνητικός ρυθμιστής  των  mRNA των  γονιδ ίων που εμπλέ κονται στην  αναστολ ή 

του  κυτταρ ικού κύκλου και την  απόκριση στι ς βλάβες  του  DNA (152) αλλά και 

με ταγ ράφων του  μονοπατιού  του  p53 όπως και το  mRNA του  p53 (49) μέ σω των στο ιχε ία 
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πλούσια σε αδεν οσίνε ς και ουριδ ίνε ς (ARE) των  με ταγ ράφων αυτών αλλά και με  τη  

βοήθεια trans-δραστι κών παραγόντων  όπως η φωσφορυλ ιωμέν η nucleolin (NCL) (167). Με  

την  πρόκληση βλαβών στο  DNA λόγω της  επίδρασης υπερ ιώδου ς ακτι νοβολίας , η NCL 

αποφωσφορυλ ιώνετα ι και το  ARE του  mRNA του  p53 καταλ αμβάνε ται  από την  HuR, 

καθιστώντα ς το μη προσβάσιμο από την  PARN, η οποία προσελκύε ται σε άλλους  στό χους 

(167). Η ταχ εία  αλλαγή του  δικτύο υ αλληλε πίδρασης της  PARN, κυρίως μέ σω της  αλλαγής 

των HuR/NCL, καθιστά τη δράση της  PARN εστι ασμέ νη σε συγκε κριμέ να στάδια τη ς 

απόκρισης  σε βλάβες  του  DNA, εν ώ η απουσία της  PARN οδηγεί σε μη ρυθμιζόμε νη 

απόκριση  σε βλάβες  το υ DNA και κυτταρ ικό θάνατο  (168).  

Λαμβάνοντα ς υπόψη το γε γονός πως ο κιρκ άδιος  ρυθμός έχ ει  ογκοκατασταλ τι κό 

ρόλο (15) και καθώς οι μηχανισμοί  επιδιόρθ ωσης των βλαβών του  DNA βρίσκοντα ι στον 

έλ εγ χο του  κιρκά διου ρυθμού (7) δημιουργεί ται η υπόθεση πως η δράση της  PARN στη ν 

απόκριση  στις βλάβες  του  DNA φαίνετα ι να επηρεά ζετα ι από το κιρκάδιο ρολόι, καθώς σε 

συνθήκες  DD δε ν φαίν ετα ι να συγκατακ ρημνίζει  πρωτε ΐνε ς που να εμ πλέ κοντα ι σε αυτή 

τη βιολο γική διεργ ασία. Έχε ι προταθ εί πως το κιρκά διο ρολόι έχ ει  εξε λιχθε ί ώστε  έν ας 

αρχαίος  υδρόβιος  οργανισμό ς να αποφεύ γει το  φως και τι ς βλαβερ ές  συνέ πειες  της  

υπερ ιώδου ς ακτινοβολίας που το  συνοδε ύουν, αναπτύσ σοντα ς έν αν αισθητή ρα κυανού 

φωτός.  Αυτή  η πρωτό γονη φλαβοπρωτεΐ νη με  μέ γιστη  απορρόφηση του  κυανού  φωτός  

οδήγησε στην  εξέ λιξη των σημερ ινών φωτο λυασών που επιδιορθώνουν το DNA και στα 

κρυπτοχ ρώματα (Cry) που ελέγχουν  το κιρκάδι ο ρολό ι με  μηχανι σμούς που εξαρτ ώντα ι 

από το φως, αλλά και μηχανισμο ύς  ανεξ άρτητο υς  του  φωτός . Έτσι, εν ώ η πιθανή 

εξε λικτι κή προέλ ευ ση του  κιρκά διου ρολογιού και των  μηχανισμών που δια τηρ ούν τη ν 

ακερ αιότητα  του  γονιδ ιώματο ς έχουν αναγνωριστεί από την  αρχή στο πεδ ίο έρ ευ νας το υ 

κιρκά διου ρολογιού, μόλις πρόσφατα  έχουν περ ιγραφεί οι  σύνδεσμοι με ταξύ  των δυο 

συστη μάτων  (169). Αξίζει  να σημε ιωθε ί, ωστόσο, πως παρότι  οι  φωτολυ άσες  δε ν έχουν 

πλέ ον φωτο αισθητη ριακή λε ιτου ργία και τα Cry δε ν έχουν άμε ση σχέση με  την  

επιδιόρθωση βλαβών στο  DNA, τα Cry συνε χίζουν να συμμετέ χουν στη  δια τήρ ηση τη ς 

ακερ αιότητα ς του  γονιδιώματος  από τις βλάβες  του  DNA που έχουν προκληθεί  από UV ή 

παράγοντες  που μιμούντα ι το UV (7, 169). Σα Cry συνε ισφέρ ουν στην  επιδιόρθ ωση του  

DNA και τη διατήρ ηση του  γονιδι ώματος  ρυθμίζοντας  την  επιδιόρθωση μέσω 

απομάκρυνσης νουκλε οτιδί ων. Αυτό ς ε ίναι ο μόνος γνωστός  μηχανισμό ς επιδιόρθ ωσης 

των  φωτοδ ιμε ρών που προκύπτου ν από το  UV στα πλακουντοφ όρα θηλαστι κά όπου 

λε ίπουν οι φωτολυ άσες και συντο νίζοντα ς το κιρκά διο ρολόι με  τα σημε ία ελ έγ χου του  

DNA το οποίο επίσης βοηθάε ι στη ν κυτταρ ική επιβίωση και ως εκ  τούτο υ στη ν απόδραση 

από το  φως (7). 
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Απηνθαγία  
ύμφωνα με  τα  δε δομέν α της  διατρ ιβής (Εικόνα 23 Γ) καθώς και το  γε γονός πως η 

PARN φαίνετα ι να αλληλε πιδρά πρωτε ΐνες  που εμ πλέ κοντα ι στη  διαδικασία του  

σχηματισμο ύ των αυτο φαγοσωμάτων , εμφανίζοντα ς με γαλύτερ η ποικιλ ία στο υς 

παράγοντες  με  του ς οποίους αλληλε πιδρά να παρατηρ ούντα ι στις συνθήκες  DD, 

παρατη ρήσεις που συνάδουν με  τη  σχετ ική βιβλιογραφία. Η αυτοφ αγία ε ίναι μια 

συντη ρημέ νη και αυστη ρά ελ εγ χόμε νη κατα βολική διερ γασία η οποία οδηγεί σε 

αποικοδ όμηση και ανακύκλωση των κατεστρα μμέν ων κυτταρ ικών συστατικών και 

πρωτε ϊνών προς παραγωγή εν έρ γε ιας (170). Η αυτοφ αγία εμ φανίζει  έν τον α κιρκάδια 

διαφ οροποίηση που συνάδε ι με  το πρότυ πο πρόσληψης  τρο φής  στα  θηλαστι κά, τα γονίδ ια 

που σχετ ίζοντα ι με  τη  διαδικασ ία αυτή έχουν κιρκά δια  έκ φραση εν ώ έχει  προταθεί πως η 

κιρκά δια αυτοφ αγία διαδραματί ζε ι σημαντικό  ρόλο στη ν επιδιόρθ ωση των ιστών (171). Η 

σύνδεση μεταξ ύ του  κιρκάδ ιου ρυθμού  και της αυτοφαγί ας σχετ ίζετα ι και  με  την  

αποικοδ όμηση και ανακύκλιση των κιρκάδιων πρωτε ϊνών, όπως το  CRY1. Καθώς το CRY1 

καταστέλ λε ι την  ηπατι κή γλυκονεο γέ νε ση, μετα ξύ άλλων, η αποικο δόμησή του  στα σωστά 

χρονικά σημε ία επιτρέ πει  την  παραγωγή γλυκόζης. Επιπλέ ον, η παχυσαρκία αυξάνει την  

αποικοδ όμηση του  CRY1 μέ σω της  αυτοφ αγίας οδηγώντας  σε μεγ αλύτε ρη παραγωγή 

γλυκόζης  και υψηλότε ρα επίπεδ α γλυκόζης  στο αίμα εν ώ απώλει α της  αυτοφ αγίας οδηγεί  

στη  συσσώρευ ση του  CRY1 διαταρ ράσσοντας το  ρολόι (172). Σέλ ος, έχ ει προταθ εί  πως ο 

μέ γιστος  όγκος και αριθμός αυτοφ αγοσωμάτων παρατη ρε ίται κατά τη διάρ κε ια τη ς 

νύχτα ς (170).  

Πξ ωηεΐλεο πνπ αιι ει επηδξ νύλ κε ηελ PARN όι ν ην 24ωξ ν  
Μεταξύ  των πρωτεϊ νών που ταυ το ποιήθ ηκαν στις συνθήκες  LD και DD, 4 πρωτε ΐνε ς 

φαίνετα ι να συγκατα κρημνίζοντα ι με  την  PARN σε όλα τα  δε ίγματα (Εικόνα 24 Α), ήτο ι οι  

DCPS, EDC4, PDE2A και MARVELD2.  

1. Η DCPS (Uniprot ID: Q9DAR7) είναι  έν α εκ καθαριστικό  έν ζυμο απομάκρυνσης  του  

καλύμμα τος στο  5  ́που εν τοπίζει  και υδρολύει τι ς εν απομείνασες  δομές  καλύπτρα ς 

(decapping scavenger enzyme), το οποίο καταλύε ι τη με τατρ οπή του m7GDP προς 

m7GMP και ακολουθεί  η αποικοδόμηση των mRNA με  κατεύ θυνση 3'-5' μέ σω του  

εξο σώματος (173-175).  

2. Η EDC4 (Uniprot ID: Q3UJB9) δρα ως προσάρτηση για την  πρόσδεση του  συμπλόκου 

απομάκρυνσης  της  καλύπτρα ς DCP1/2, εν ισχύοντας  τη δράση της  DCP2. Επιπλέ ον, η 

EDC4 καταστέλ λε ι τη  γονιδιακή  σίγησ η μέ σω miRNA σε κύτταρ α Dm και στο  φυτό  A. 

thaliana (176), εν ώ έχει περ ιγραφεί  πως συμμε τέχ ει  στο ν ομόλογο ανασυνδυασμό  

που με σολαβε ίται  από την  απόκριση  σε βλάβες  του  DNA αντι γράφοντας  το 

φαινότυ πο του  BRCA1 (177). Και οι  δυο αυτές  πρωτε ΐνε ς σχετί ζοντα ι με  τα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



66 

σωματί δια επεξε ργασίας, p-bodies (178, 179). Η αναζήτη ση στη βιβλ ιογραφία 

ανέσυρε μια εργασ ία (180) η οποία δείχνει  πως η PARN και η EDC4 

συγκατα κρημνίζοντα ι με  τη DCPS σε κυτταρ ικέ ς σειρέ ς οξε ίας μυελ οε ιδούς  

λε υχαιμί ας. Αξίζε ι να σημε ιωθεί  πως η PARN έχει δε ιχθεί  πως εν το πίζεται  σε 

κοκκ ιώδε ις δομέ ς του κυττάρ ου, τα σώματα  Cajal στο ν πυρήνα (150) και 

κυταρ οπλασματ ικά εξο σωμικά  κοκκ ία (181), αλλά δεν  έχ ει σχετ ιστε ί με  τα p-bodies. 

3. Η PDE2a (Uniprot ID: Q922S4) ε ίναι μια φωσφοδιεστερ άση η οποία ε ίναι απαραίτη τη 

για την  ανάπτυξη  του ήπατος , επιδε ικνύοντα ς διπλή εξε ιδίκε υση για  του ς 

δε υτε ρογε νε ίς αγγε λιαφόρους, cAMP and cGMP (182). Η PDE2a, όπως και άλλε ς 

φωσφοδιεστερ άσες , εί ναι απαραίτη τη γ ια το  σχηματισμό  των p-bodies (183).  

4. Η MARVELD2 (Uniprot ID: Q3UZP0), επίσης γνωστή και ως tricellulin, συμμετέ χε ι στο  

σχηματισμό  των  στε γανών συνδέσεων (tight junctions) με ταξύ  τρ ιών κυττάρ ων στο υς  

επιθηλιακούς φραγμούς και η απουσία της  οδηγε ί σε προοδευ τικό εκ φυλ ισμό των 

κοχλιακών τρ ιχοειδ ών κυττάρ ων, οδηγώντας  σε απώλε ια ακοής, εν ώ η ουβικιτί νωσή 

της  οδηγεί  σε εν δοκύττωση κα ι αποικοδόμησή της στα  λυσοσσώματα (184).         

Ό πως αναφέρ ετα ι και παραπάνω, τρε ις από αυτές  τι ς πρωτε ΐνε ς εν τοπίζοντα ι στα  p-

bodies (178, 179, 183), εν ώ δε ν ε ίναι γνωστό εά ν αλληλε πιδρούν με ταξύ  του ς με  ε ξαίρε ση μια 

ερ γασία όπου στα πρωτογ εν ή δε δομέ να φαίν ετα ι να συγκατα κρημνίζετα ι η PARN και η EDC4 

με  την  DCPS (180) (Εικόνα 27). Επιπλέ ον, η MARVELD2 σχε τί ζετα ι με  του ς στε γανούς 

συνδέσμους.  Αυτέ ς οι παρατη ρήσεις υποδηλώνουν πως η PARN ίσως εν το πίζετα ι σε αυτά τα 

κυτταρ ικά συστατι κά, ήτο ι p-bodies και στε γανοί σύνδεσμοι, σε συγκε κριμέ να χρονικά σημε ία 

του  24ώρου.  

Λαμβάνοντα ς υπόψη τα επίπεδ α των  τεσ σάρων αυτών  πρωτε ϊνών στη  διάρκε ια του  

24ώρου  (Εικόνα 24 Β) παρατη ρε ίται  πως η MARVELD2 συμβαδίζει  με  τα  επίπεδ α της  PARN σε 

όλα τα  δε ίγματα  (και στι ς συνθήκες  LD και DD), εν ώ το  αντίθετο  παρατηρ είται  για την  EDC4 

και σε μικρότε ρο βαθμό για την  PDE2a. Αξίζε ι να σημε ιωθε ί πως και οι τέσ σερις αυτές 

πρωτε ΐνε ς εν το πίζοντα ι σε όλα τα  δε ίγματα  και η διακύ μανση στη ν αφθονία του ς σχετ ικά με  

την  PARN με ταξύ συνθηκών LD και DD είναι αντιφασική. Πιο συγκεκριμέ να, σε συνθήκες  LD, 

αυτές  οι πρωτεΐ νε ς φαίνετα ι να συσσωρεύ ονται ακριβώς με τά την  έν αρξη του  σκοτα διού με 

μέ γιστα επίπεδ α στα μεσάνυχτα (ZT 20-24), εν ώ σε συνθήκες  DD παρατη ρε ίται ακριβώς το  

αντί θετο . Οι πρωτε ΐνες  αρχίζουν να συσσωρεύ ονται  και να έχουν μέ γιστα  επίπεδ α στα  

χρονικά σημε ία ZT4 και  ZT8. Αυτή  η παρατή ρηση, της  χρονικά αντιδιαμετρ ικής κατα νομής των 

πρωτε ϊνών που συγκατακρημνίζοντα ι σταθερά με  την  PARN σε όλα τα δε ίγματα,  θα μπορούσε 

να εξη γήσει την  με γάλη αναντι στοιχ ία μετα ξύ των  στατι στικά σημαντι κών πρωτε ϊνών στις δυο 

συνθήκες . Σέλ ος, αξίζει να σημε ιωθεί  πως εφ όσον η PARN χρησιμοποιείτα ι για  να γίνε ι 

ανοσοκατ ακρήμ νιση  στα δε ίγματα , θεωρε ίτα ι πως τα επίπεδ ά της  είναι  παρόμοια  σε όλα τα  
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δε ίγματα  και όποιες  διαφορές  εν τοπίζοντα ι στα επίπεδ ά της  οφείλοντα ι σε διακύ μανση των 

επιπέδ ων της  στο  24ωρο, εφ όσον για την  ανοσοκατα κρήμνιση χρησιμοποιήθηκε η ίδια 

ποσότη τα  αντι σώματο ς.       

 
Δηθόλα 24. Κνηλέο πξσ ηεΐλεο πνπ αιιε ιεπηδξν ύλ κε ηελ PARN ζε ζπλζήθεο LD θαη DD. A. Γηάγξακκα Venn όισ λ ησλ 
πξσ ηετλώλ πνπ ηαπηνπνηνύληαη γηα θάζε κηα από ηηο ζπλζήθεο. Η πεξηνρή αιι ε ιεπηθάι πς εο ππνδεηθλύεη ηηο θνηλέο 
πξσ ηεΐλεο κεηαμύ ησλ δπν ζπλζεθώλ. B. Κπθιηθν επηζηνηβαγκέλν ξαβδόγξακκα ησλ θαληθνπνηεκέλσ λ πξσ ηετληθώλ 
εληάζεσλ ηεο PARN θαη ησλ πξσ ηεΐλώλ πνπ είλαη θνηλέο κεηαμύ ησλ δπν γppζπλζεθώλ από ην Α από όια  ηα δείγκαηα 
ζε όια  ηα ρξν ληθά ζεκεί α ηνπ 24ώξν π ζε κύεο LD θαη DD. Οη αξηζκνί  γύξσ  από ηνπο θύθι νπο ππνδεηθλύνπλ ηα ρξν ληθά 
ζεκεί α ηνπ 24ώξν π, ν γθξη θύθιν ο ή εκηθύθιην ππνδεηθλύνπλ ηε πεξί νδν ζθνηαδηνύ θαη ηε  δηάξθεηα ηνπ 24ώξν π.  

ηεγαλέο ζ πλδέζ εηο  
 Η Marveld2 είνα ι μέ λος  της  οικογ έν ειας  TAMP (Σight junction Associated Marvel 

Proteins) μαζί με  τι ς Occludin και  Marveld3. Η αμινοτελ ική και καρβοξυ τελ ική περ ιοχή τη ς 

Marveld2 είνα ι κυτταρ οπλασματικές , με  την  τελ ευ τα ία να ε ίναι πολύ σημαντ ική για τ ις 
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αλληλε πιδράσεις με  την Occludin (185). Αυτ ή η περ ιοχή θα μπορούσε να είναι  υπεύ θυνη 

για την  αλληλε πίδρασή της  με  την  PARN. Σο γονίδ ιο της  Occludin ελ έγ χε ται από το  

κιρκά διο  ρολόι  και έχε ι ταλ αντού με να επίπεδ α mRNA στο παχύ έν τερ ο μυών και 

διαδρ αματί ζει  σημαντι κό ρόλο στη ν ευ αισθησία στη ν κολίτι δα και την διαπερ ατό τητα  το υ 

παχέο ς εν τέρ ου, διαδικασίες  που είναι επίσης κάτω από κιρκά διο έλ εγ χο (186). Οι 

αμινοτελ ικέ ς και καρβοξυ τελ ικέ ς περ ιοχές της  Marveld2 είνα ι κυττ αροπλασματικές . Πιο 

συγκεκρι μένα,  η  καρβοξυτε λική περ ιοχή της  Marveld2 είνα ι υπεύ θυνη για τ ις 

αλληλε πιδράσεις με  την Occludin. Θα μπορούσε να γίνε ι η υπόθεση πως και η PARN 

αλληλε πιδρά με  τη ν Marveld2 μέ σω αυτών των κυττατο πλασματικ ών της  περ ιοχών. Μια 

πρόσφατη  αναφορά (187), συνδέε ι το  σύμπλοκο στε γανών συνδέσμων με το  κιρκά διο 

ρολόι στο  ήπαρ. Η tight junction protein 1 (TJP1) αλληλε πιδρά με το  σύμπλοκο PER::CRY στο  

κυτταρ όπλασμα κατά  τη διάρκ εια της  ημέρ ας ή κατά  τη διάρκε ια νηστε ίας και το  βράδυ ή 

με τά τη  λήψη γε ύματος , ο εν ερ γοποιημέν ος  mTOR φωσφορυλ ιώνει  την  TJP1 

διαταρ άσσοντα ς την  αλληλε πίδραση με  το σύμπλοκο PER::CRY οδηγώντας στη ν 

με τατό πισή του  στο ν πυρήνα ώστε να ολοκληρωθε ί η θηλιά ανατρο φοδότη σης τη ς 

κιρκά διας  με ταγ ραφής (187).   

P-bodies 
Σα P-bodies ε ίναι με ταξύ  των δυναμικών οργανιδίων/foci του  κυτταρ οπλάσματο ς 

χωρίς με μβράνη (188). Σα P-bodies περ ιέχουν mRNA και έν ζυμα  αποικοδ όμησης mRNA, 

ανταν ακλώντας  έν αν μηχανισμό  σίγησης τη ς με τάφ ρασης των mRNA. Έχε ι προταθ εί  ότ ι 

τα P-bodies μπορεί να λε ιτου ργούν ως προσωρινή αποθήκευ ση για με τάγ ραφα που 

κωδι κοποιούν  ρυθμιστικέ ς πρωτεΐνες  σε βασικές οδούς. Η αποαδε νυλίωση είνα ι έν α 

ουσιαστικό , και ίσως αρχικό , βήμα για  το σχηματ ισμό των  P-bodies, αν και αρχικά 

θεωρή θηκε ότ ι τα έν ζυμα απομάκρυνσης τη ς καλύπτρα ς ε ίχαν πιο σημαντική  επίδραση 

(189). Επιπλέ ον, έχ ει  δειχθε ί ότ ι ο αριθμός των P-bodies ποικίλλε ι κατά τη  διάρκε ια της  

ημέρ ας και είνα ι υπό τον  έλ εγ χο του  κιρκάδιου ρολογιού  συμβάλλοντα ς στη ν κιρκάδια 

με τα -με ταγ ραφική ρύθμιση (190). Σέλ ος, αν και έχ ει αναφερ θεί ότι  η PARN εν τοπίζεται  σε 

κοκκ ία του κυ ττάρ ου, όπως τα σωμάτια  Cajal στο ν πυρήνα (150) και τα κυττα ροπλασματικά  

κοκκ ία εξ ωσώματος  (67), δε ν έχε ι περ ιγραφεί να εν το πίζετα ι σε P-bodies. 

υμπεράςματα 

Ο ρόλος της  ανακύκλισης του  mRNA μέσω της  απαδεν υλ ίωσης στο ν κιρκάδιο 

ρυθμό είνα ι μια  πτυχ ή της  κιρκά διας γονιδ ιακής έκ φρασης που έχει αγνοηθεί. Η PARN 

είναι  μια  βασική  απαδε νυλάση των  θηλαστι κών και εμπλέ κε ται  σε με γάλο εύ ρος 

διεργ ασιών, συμπερ ιλαμβανομένης και  τη ς ωρίμανσης των ωοκυττάρω ν (28), την  

εμβρυο γένεση,  την πρώιμη ανάπτυξη , τι ς βλάβες του DNA και την  πρόοδο του κυττα ρικο ύ 
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κύκλου (70). Η δραστικότη τά της  ρυθμίζεται  από την  πρόσδεσή της  στη ν 5  ́καλύπτρα  του  

mRNA και την  παρουσία cis-δραστικών στο ιχε ίων στις  3 -́UTR των mRNA στό χων της  (ARE 

και CRE) (70, 75, 76). την παρούσα ερ γασία, εστι άσαμε στην  PARN καθώς έχει δε ιχθεί  

πως έχει  ρυθμικά  επίπεδα mRNA σε ήπαρ μυός (21) εν ώ δε ν υπάρχε ι κάποια αναφορά στα 

πρωτε ϊνικά  της  επίπεδ α και ο πιθανός της  ρόλος  στο  κιρκά διο ρολόι δε ν έχ ει εξετα στε ί 

μέ χρι τώρα.  

Αυτό  το μέ ρος της  δια τριβής  εξ ετά ζε ι για πρώτη φορά τα πρωτεϊ νικά επίπεδ α τη ς 

PARN στο  24ωρο από ήπαρ μυός, τα  οποία φαίνε ται  να είνα ι ρυθμικά. Επιπλέ ον, 

εξε τάστηκ ε η σχέση της  PARN με  το miRNA-29 και την  πρόδρομη μορφή του . Η 

ανοσοκατ ακρήμν ιση τη ς PARN και επακόλουθη εκ χύλιση RNA σε ήπαρ μυός , έδ ειξε πως η 

PARN αλληλε πιδρά με  το  pri-miR-29a σε φυσιολογικέ ς συνθήκες  φωτοπερ ιόδου. 

Επιχε ιρήθηκε η ταυ το ποίηση  των πρωτεϊν ών που επηρεάζουν  την  ωρίμανση του  pri-miR-

29a, ως μια προσέγγ ιση της  ταυ τοποίησης  των πρωτε ϊνών που αλληλεπιδρούν με  τη ν 

PARN και της  προσδίδουν εξε ιδίκευ ση στο υς  στό χους  της . Αυτ ή η προσέγγ ιση δε 

απέδ ωσε στατιστικά σημαντικά αποτε λέ σματα , και η με λέ τη επανεστι άστηκ ε στη ν 

ταυ τοποίηση τ ων πρωτεϊνι κών αλληλε πιδράσεων της  PARN.  

Σα αποτελ έσματα αυτού του  μέρ ους της  διατρ ιβής περ ιγράφουν το σύνολο των  

πρωτε ϊνικ ών αλληλε πιδράσεων της  PARN σε ήπαρ μυός και αναδεικνύουν νέ ες  πρωτε ΐνε ς 

με  τι ς οποίες  πιθανόν αλληλε πιδρά. Η διαφ ορά στη ν καταν ομή αυτών των  πρωτε ϊνών 

με ταξύ  φυσιολογικών και διαταρ αγμέ νων συνθηκών φωτοπερ ιόδου ίσως υποδεικνύουν 

έν αν πιθανό μηχανισμό δράσης  της  PARN οδηγούμενο από αλλαγές  του κιρκάδ ιου 

ρυθμού, όπως η διατα ραχή της  φωτοπερ ιόδου. Επιπλέ ον, η PARN φαίνετα ι να 

αλληλε πιδρά με  αρκε τές  πρωτεΐ νε ς οι οποίες συμμετέ χουν σε ποικ ιλία βιολο γικών 

διεργ ασίων, όπως η αυτο φαγία και εν το πίζονται  σε ποικίλα κυττ αρικά συστατικά το υ 

κυττάρ ου, όπως το  κυτταρ όπλασμα και το ενδοπλασματικό  δίκ τυο , εν ώ επίσης φαίνε τα ι 

πως η PARN ίσως εν τοπίζεται  κοντά  στο υς  στε γανούς συνδέσμους. Σέλ ος , οι πρωτεΐ νες 

με  τι ς οποίες  αλληλε πιδρά η PARN σε συνθήκες  LD αναδεικνύουν τη  συμμετο χή της  στη ν 

απόκριση  σε βλάβες  το υ DNA, εά ν ληφθεί  υπόψη πως οι  μηχανισμο ί απόκρισης  σε βλάβες 

του  DNA είνα ι υπό τον  έλ εγ χο του  κιρκάδιου ρυθμού (7) και η απορρύθμισή του ς μπορεί 

να οδηγήσει στη ν εξέ λιξη του  καρκίνου (15). Σαυτό χρονα, θα μπορούσε να θεωρη θεί πως 

η PARN σε συνθήκες  DD ανακατε υθύνετα ι σε άλλε ς λε ιτου ργίες  από τι ς συνηθισμέν ες 

της  λε ιτου ργίες  της  στο με ταβ ολισμό του  RNA και την  απόκριση στις βλάβες  του  DNA, 

όπως η έν αρξη της  αυτοφ αγίας. Επιπλέ ον μελέ τη ε ίναι απαραίτη τη  για να αποσαφηνιστεί  

η σημασία των  πρωτε ϊνικώ ν αλληλε πιδράσεων που εν το πίστη καν, αλλά και οι τρό ποι με  

του ς οποίους  εμπλέ κε ται η PARN στις διαδ ικασίες που αναφέρ θηκαν στο  πλαίσιο του  

κιρκά διου  ρολογιού .        
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SUMMARY 
The circadian rhythm is an intrinsic process in all organisms that regulates the sleep-wake cycle 

and repeats itself almost every 24 hours. They are endogenous, but also adapt to changes in the 

environment, the most important of which is the light/dark cycles due to Earth’s rotation around its 

axis. Circadian rhythms are driven by the circadian clock, a biochemical mechanism that 

oscillates with a stable phase and is synchronized with the 24-hour day. Circadian clocks in the 

body respond to expected environmental changes from the light/dark cycle and adjust 

accordingly. Thus, rhythms influence various aspects of the physiology and behavior of 

organisms, such as the sleep cycle, leaf movements in plants, etc. The molecular mechanism of 

the clock is based on transcriptional regulation, leading to rhythmic changes based on negative 

feedback loops between transcription and translation controlling the expression of genes involved 

in the rhythm. Thus, the processes and factors that determine rhythmic gene expression are 

important for understanding circadian rhythms. Among them, poly(A) tails of RNAs play a key role 

in stability, translational capacity, as well as degradation. In particular, the shortening and 

removal of the poly(A) tail by enzymes called deadenylases, is the first and rate limiting step in 

the degradation of eukaryotic mRNAs, determining their lifespan. Herein, the role of two 

deadenylases involved in the circadian rhythm, AtHESPERIN and poly(A) specific ribonuclease 

(PARN) was investigated. HESPERIN was identified from studies from our group as a 

deadenylase with circadian expression in Arabidopsis thaliana. We describe the biochemical 

characterization of the enzyme through the optimization processes of the production and 

purification conditions as well as the examination of the active site and the catalytic mechanism. 

Combining the biochemical results with in silico analysis, we assessed the importance of the 

amino acids required for catalysis, leading to the categorization of HESPERIN in the EEP 

(exonuclease-endonuclease-phosphatase) family of deadenylases. At the same time, it has been 

described that PARN exhibits rhythmic mRNA levels in mouse liver, without any other known 

details about its protein levels or the more general role it may have in the circadian role. In the 

context of the thesis, we examined the levels of PARN in human HEK293T cells after 

synchronization with the circadian rhythm and also in mouse liver. In addition, we examined the 

interaction of PARN with miR-29a, as studies from our lab have shown that PARN interacts with 

miR-29a in squamous lung cancer cells and is involved in its maturation, while at the same time it 

is described that miR-29a plays an important role in period regulation of the clock in mouse liver. 

Immunoprecipitation of PARN and analysis of RNA molecules bound to it showed that it interacts 

with miR-29a, followed by precipitation of miR-29a at various time points of 24 hours to identify its 

protein interactions. Finally, the role of PARN in the circadian rhythm was studied by performing a 

large-scale proteomic study after immunoprecipitation of PARN from mouse liver over the course 
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of 24 hours. This study revealed novel factors that interact with PARN at specific times of the 24-

hour period, but also factors that indicate that PARN may have highly specialized roles within the 

circadian rhythm, laying the groundwork for the study of these previously unknown processes. 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 1 

 
Δηθόλα 25. Απνκόλσ ζε  ηεο AtHESPERIN θαη ησλ κεηαι ι αγκέλσ λ ηεο κνξ θ ώλ. Οι πρωτεΐν ες  (10μg 
ανά διαδ ρομή ) αναλύ θηκαν σε  πηκτ ή 10% gel. Η βιοχη μική καθ αρότητα της AtHESPERIN και των 
μετ αλλαγμέν ων της μορφών διαφ έρο υν. Σο βέλ ος στα δεξ ιά υποδεικ νύει τη θέσ η της AtHESPERIN 
και των μετ αλλαγμάτων. Οι αριθμ οί στα αριστ ερ ά υποδεικ νύο υν τη θέσ η των δεικ τών μορια κής  
μάζας (kDa) (41). 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 2  

Πίλαθαο 3. Αι ι ε ι νπρίεο εθθηλεηώλ γηα γνλίδηα Homo sapiens πνπ ρξεζ ηκνπνηήζεθαλ ζηε λ RT-
qPCR  

ηόρνο Αι ι ε ι νπρία 

ζηόρνη mRNA  

gapdh 
FWD AGAAGGCTGGGGCTCATTTG 

REV AGGGGCCATCCACAGTCTTC 

β-actin 
FWD GGACTTCGAGCAAGAGATGG 

REV AGCACTGTGTTGGCGTACAG 

U6 snRNA Μ.Δ.  

clock 
FWD GGCTGAAAGACGACGAGAAC 

REV GGTGTTGAGGAAGGGTCTGA 

per2 
FWD CTGATTGAAACCCCAGTGCT 

REV ATGGGTTGATGAAGCTGGAC 

parn 
FWD CGAGTAGAACCGCTGAGGC 

REV ATGCAGAGACTGAAGGTCCATC 

nocturnin 
FWD GCCAAGACACTGAACAGCAG 

REV GGCAATCTGTCCTCAGATCC 

στόχοι  pri-miRNA  

pri-miR-29a 
FWD CCAACCCTCACGACCTTCTG 

REV TCCTCTCAGCAGTCAGCATCA 

pri-miR-101-1 
FWD ATGCAGCCACCAGAAAGGAT 

REV TCTTCCTGGGTACGGTGAGG 

pri-miR-122 
FWD ACACCTTCGTGGCTACAGAGT 

REV CGAGGGAAGGATTGCCTAGCAG 

pri-miR-1207 
FWD GGAGCCCTTTCTTTTTCCTG 

REV CAAGACGCAAACATCTCGAA 

ζηόρνη miRNA 

miR-29a-3p  GGGTAGCACCATCTGAAATCGGTTA 

miR-101-1  GCGGAGTACTGTGATAACTGAA 
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miR-122-5p  GGGAACACCATTGTCACACTCCA 

miR-1207-5p  TGGCAGGGAGGCTGGGAGG 

 

Πίλαθαο 4. Πίλαθαο αληηζσ κάησ λ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα αλνζν ζηύπσ ζε  Western 

ηόρνο Καηαζθ επαζηήο Κσ δηθόο Αξ αίσ ζε  Μνξ ηαθή Μάδα 
(kDa) 

Πξσ ηνγελή Αληηζώ καηα 

PARN 

Abcam ab188333 1:500 74 

Santa Cruz sc-135242 1:1000 74 

Καθ. Α.Virtanen, 
Πανε πιστ ήμιο της 
Ουψάλα 

Μ.Δ.  1:1000 74 

BMAL1 (D2L7G) Cell Signaling Technology 14020 1:1000 78 

CLOCK (D45B10) Cell Signaling Technology 5157 1:1000 100 

β-ACTIN Sigma-Aldrich Α5316 1:5000 43 

GAPDH (D16H11) Cell Signaling Technology 5174 1:2000 37 

His-Tag 
Επικ.  Καθ. Η. Μυλωνής,  
Πανε πιστ ήμιο 
Θεσσαλίας  

Μ.Δ.  1:5000 - 

Γεπηεξνγελή Αληηζώ καηα 

Mouse IgG-HRP Pierce 31432 1:25000 - 

Rabbit IgG-HRP Pierce 31462 1:15000-
1:50000 - 

 
Πίλαθαο 5. Αι ι ε ι νπρίεο εθθηλεηώλ γηα γνλίδηα Mus musculus πνπ ρξ εζηκνπνηήζεθαλ ζηε λ RT-
qPCR  

ηόρνο Αι ι ε ι νπρία 

ζηόρνη mRNA  

b2m 
FWD GTTCGGCTTCCCATTCTCC 

REV GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTCA 

U6 snRNA Μ.Δ.  

clock 
FWD ACCACAGCAACAGCAACAAC 

REV AAAGGCAGCAGAGAGGATGA 
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per2 
FWD GGACTTCGAGCAAGAGATGG 

REV AGCACTGTGTTGGCGTACAG 

parn 
FWD CCATGCACTGGGTTCCAAAG 

REV TCCTGCTCTCTCCTTTTGCG 

στόχοι  pri-miRNA  

pri-miR-29a 
FWD CAGCTGAACGGTGCTCTTCC 

REV CTTCCCAGTGCACATGACCTC 

pri-miR-101a 
FWD ATGCAGCCACCAGAAAGGAT 

REV TCTTCCTGGGTACGGTGAGG 

pri-miR-122 
FWD CGGAGGAATGTGAAGGGAAG 

REV TTGCTCGGAGAGAACAGACG 

ζηόρνη miRNA  

miR-29a-3p  GGGTAGCACCATCTGAAATCGGTTA 

miR-101-1  GCGGAGTACTGTGATAACTGAA 

miR-122-5p  GGGAACACCATTGTCACACTCCA 

miR-1207-5p  TGGCAGGGAGGCTGGGAGG 

 
Πίλαθαο 6. Αι ι ε ι νπρίεο ηρλεζεηώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην vIPR 

ηόρνο ηρλεζέηε Αι ι ε ι νπρία ηρλεζέηε θαζν δηθά ηνπ 5΄-Biotin-TEG 

pri-miR-29a ATCGGTTATAATGATTGGGG 

pri-miR-101a AGTGTGTCTGGTCCTGTCC 

pri-miR-122 ACTTTGCTCAAACTTTAAG 

Μη νοη ματ ικός  GTGAGGCGTTGTAAGAGTGGTTAAG(133) 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 3 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



76 

 
Δηθόλα 26. Οη βαζηθνί ξ πζκηζηέο ηνπ ξ νι νγηνύ, CLOCK, PER2 θαη BMAL1, ζε ήπαξ  κπόο. Πρότυπο 
έκ φρασης του CLOCK (A) και του PER2 (Β) στη διάρκε ια του 24ώρου σε ήπαρ μυός. Γ. Πρωτεϊν ικά  
επίπεδα  του BMAL1 στη διάρκε ια του 24ώρου σε ήπαρ μυός. Δ. Γράφημα της σχε τ ικής  
ποσοτ ικοποίησης των πρωτεϊν ικών επιπέδων του BMAL1 στη διάρκε ια του 24ώρου σε σχέση με το 
χρόνο. Η γκρι διακε κομμέν η γραμμή αντ ιστ οιχε ί στα δείγ ματα από τ ις συνθή κε ς συνε χού ς 
σκοτ αδιού  (DD). Σο γκρι πλαίσ ιο στα γραφηματα και η ασπρόμαυρη ή μαύρη μπάρα στην εικ όνα της 
ανοσοστύπωσης κατά Western υποδηλώνου ν τ η διάρκε ια τ ης νύχτας.       
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 4 

Πίλαθαο 7. Σο σύνολο των στατ ιστ ικά σημαντ ικών  πρωτεϊν ών που ανιχνεύθ ηκαν από το πείρα μα 
ανοσοκατ ακρή μνιση ς με  την PARN από ήπαρ μυός. Οι τ ιμές  είν αι ταξινομ ημέν ες  κατ ά φθ ίνου σα 
τ ιμή  δια φοράς μετ αξύ των δειγμά των PARN IP και  IgG IP.   

Πι ήξ εο όλνκα πξ σ ηεΐλεο Όλνκα γνληδίνπ -log(p-value) Difference 
m7GpppX diphosphatase Dcps 25.23537 7.933305 

Poly(A)-specific ribonuclease PARN Parn 36.96354 6.849151 

cGMP-dependent 3 ,́5 -́cyclic phosphodiesterase Pde2a 22.2646 4.279432 

Isoform 2 of T-box transcription factor TBX20 Tbx20 4.891138 2.664743 

Enhancer of mRNA-decapping protein 4 Edc4 11.87827 2.540883 

MARVEL domain-containing protein 2 Marveld2 14.64919 2.396352 

Serrate RNA effector molecule homolog Srrt 7.081633 2.365152 

Nuclear pore complex protein Nup155 Nup155 3.854837 2.183865 

Leucine-rich repeat-containing protein 57 Lrrc57 2.404009 2.099458 

E3 ubiquitin-protein ligase UBR5 Ubr5 3.498957 2.030092 

Adenylosuccinate lyase Adsl 5.862171 2.018083 

Proline-rich AKT1 substrate 1 Akt1s1 4.057694 1.939922 

Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 Ccar2 3.800293 1.922363 

Kalirin Kalrn 5.208993 1.917501 

40S ribosomal protein S28 Rps28 4.406148 1.632863 

Pleckstrin homology-like domain family A member 1 Phlda1 5.041452 1.490728 

Dynamin-1 Dnm3 4.29199 1.468881 

Ras-related GTP-binding protein B Rragb 4.750286 1.45081 

Splicing factor U2AF 35 kDa subunit U2af1 7.141032 1.438865 

ATP synthase subunit delta, mitochondrial Atp5f1d 3.68347 1.401511 

WD repeat domain phosphoinositide-interacting 
protein 4 Wdr45 2.868237 1.361627 

Acyl-coenzyme A diphosphatase FITM2 Fitm2 4.958613 1.33696 

Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 Eif5a 2.661882 1.326985 

Derlin-2 Derl2 2.997898 1.248905 

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 Snrpd3 3.567635 1.247785 
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28S ribosomal protein S33, mitochondrial Mrps33 4.690067 1.187131 

Charged multivesicular body protein 2a Chmp2a 3.647691 1.165776 

Ras-related protein Rab-5C Rab5c 4.415209 1.13926 

Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspa2 3.742697 1.138708 

UDP-glucuronic acid/UDP-N-acetylgalactosamine 
transporter Slc35d1 2.505714 1.129839 

Charged multivesicular body protein 4b Chmp4b 2.395105 1.121764 

Collagen alpha-1(XIV) chain Col14a1 3.671144 1.104265 

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 
substrate Hgs 3.930245 1.05914 

Legumain Lgmn 6.099574 1.026914 

Gamma-butyrobetaine dioxygenase Bbox1 3.041606 1.025548 

Peroxisomal biogenesis factor 3 Pex3 5.096183 1.011379 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdhs 2.765926 0.996727 

Solute carrier family 22 member 18 Slc22a18 4.789872 0.963376 

Lathosterol oxidase Sc5d 2.777657 0.949134 

39S ribosomal protein L28, mitochondrial Mrpl28 3.466513 0.945312 

39S ribosomal protein L24, mitochondrial Mrpl24 3.951839 0.92933 

Protein SCO1 homolog, mitochondrial Sco1 2.71591 0.863813 

Calpain-1 catalytic subunit Capn1 4.006373 0.85564 

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha 
subcomplex subunit 6 Ndufa6 2.829251 0.818017 

Structural maintenance of chromosomes protein 1A Smc1a 2.970049 0.790598 

Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-
2 Slc25a23 3.752693 0.788837 

AFG1-like ATPase Afg1l 4.953621 0.761647 

Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate 
compartment protein 1 Ergic1 3.132974 0.758286 

Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase Lipa 3.212312 0.727901 

Broad substrate specificity ATP-binding cassette 
transporter ABCG2 Abcg2 3.130663 0.719953 
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Mitochondrial import inner membrane translocase 
subunit TIM50 

Timm50 4.694606 0.69836 

60S ribosomal protein L23 Rpl23 3.508599 0.636243 

Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, 
mitochondrial 

Acadl 4.112328 0.611674 

 

Πίλαθαο 8. Σο σύνολο  των κυτ ταρικών  συστατ ικών στα οποία κατ ατάσσοντ αι οι πρωτεΐν ες  από τον 
Πίνακα  6 κατ ά αύξουσα τ ιμή  p-value όπως υπολογίζετ αι από το GeneCodis 4.0. τον πίνα κα 
εμφα νίζοντ αι οι ό ροι με  p-value < 0.05.      

Κπηηαξ ηθό 
ζπζηαηηθό 

Αξ ηζκόο 
γνληδίσ λ p-value Γνλίδηα 

Mitochondrion 
19 6.10E-07 

Dcps, Abcg2, Acadl, Atp5f1d, Adsl, Afg1l, Mrps33, Mrpl28, 
Capn1, Hspa2, Pde2a, Bbox1, Dnm3, Ndufa6, Sco1, Slc25a23, 
Fitm2, Timm50, Mrpl24 

Nuclear pore 4 0.001378 Eif5a, Chmp2a, Chmp4b, Nup155 

Multivesicular body 
membrane 3 0.001378 Chmp2a, Hgs, Chmp4b 

Ribosome 5 0.002487 Rps28, Mrps33, Mrpl28, Rpl23, Mrpl24 

Cytoplasm 

29 0.0035 

Parn, Tbx20, Kalrn, Eif5a, Dcps, Rps28, Ccar2, Afg1l, Chmp2a, 
Marveld2, Srrt, Edc4, Capn1, Hspa2, Snrpd3, Pde2a, Slc22a18, 
Bbox1, Hgs, Lgmn, Akt1s1, Dnm3, Rragb, Wdr45, Chmp4b, 
Phlda1, Rpl23, Nup155, Gapdhs 

Cytosol 
20 0.004137 

Ubr5, Smc1a, Kalrn, Dcps, Rps28, Adsl, Chmp2a, Mrpl28, Capn1, 
Hspa2, Snrpd3, Pde2a, Pex3, Hgs, Akt1s1, Wdr45, Chmp4b, 
Rpl23, Gapdhs, Lipa 

ESCRT III complex 2 0.005036 Chmp2a, Chmp4b 

Amphisome 
membrane 2 0.005378 Chmp2a, Chmp4b 

Mitochondrial inner 
membrane 6 0.005711 Atp5f1d, Pde2a, Ndufa6, Sco1, Slc25a23, Timm50 

Nucleoplasm 
17 0.0066 

Ubr5, Smc1a, Kalrn, Dcps, Abcg2, Ccar2, Ergic1, U2af1, Srrt, 
Edc4, Hspa2, Snrpd3, Pex3, Phlda1, Rpl23, Lipa, Timm50 

Mitochondrial 
membrane 

4 0.008792 Abcg2, Acadl, Afg1l, Ndufa6 

Kinetochore 
microtubule 2 0.008792 Chmp2a, Chmp4b 

Nuclear envelope 4 0.016804 Chmp2a, Slc22a18, Chmp4b, Nup155 
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Postsynaptic 
endocytic zone 
membrane 

1 0.023357 Dnm3 

Membrane coat 2 0.023357 Chmp2a, Chmp4b 

Basal tubulobulbar 
complex 1 0.023357 Dnm3 

Integral component 
of endoplasmic 
reticulum 
membrane 

3 0.025558 Derl2, Ergic1, Fitm2 

Lysosome 5 0.027157 Capn1, Hgs, Lgmn, Rragb, Lipa 

Kinetochore 3 0.032123 Smc1a, Chmp2a, Chmp4b 

ESCRT-0 complex 1 0.032462 Hgs 

Apical tubulobulbar 
complex 

1 0.032462 Dnm3 

DBIRD complex 1 0.032462 Ccar2 

Protein-lipid 
complex 1 0.032462 Pex3 

Autophagosome 
membrane 2 0.034934 Chmp2a, Chmp4b 

Proton-transporting 
ATP synthase 
complex 

1 0.043029 Atp5f1d 

Nuclear pore inner 
ring 1 0.043029 Nup155 

Postsynaptic 
density 4 0.043195 Kalrn, Dnm3, Chmp4b, Rpl23 

Multivesicular body 2 0.043195 Chmp2a, Chmp4b 

Mitochondrial large 
ribosomal subunit 2 0.043195 Mrpl28, Mrpl24 

Tricellular tight 
junction 

1 0.043826 Marveld2 

Endoplasmic 
reticulum 

9 0.043826 Eif5a, Derl2, Rps28, Sc5d, Slc35d1, Ergic1, Pde2a, Pex3, Fitm2 

Gtr1-Gtr2 GTPase 
complex 1 0.043826 Rragb 
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Hippocampal mossy 
fiber 

1 0.043826 Pde2a 

External side of 
apical plasma 
membrane 

1 0.043826 Abcg2 

Protein-containing 
complex 6 0.049565 Ubr5, Adsl, Srrt, Pex3, Akt1s1, Rpl23 

Commitment 
complex 

1 0.049565 Snrpd3 

Cytoplasmic side of 
rough endoplasmic 
reticulum 
membrane 

1 0.049565 Rps28 

Mitochondrial 
proton-transporting 
ATP synthase 
complex, catalytic 
sector F(1) 

1 0.049565 Atp5f1d 

Meiotic cohesin 
complex 1 0.049565 Smc1a 

Spliceosomal tri-
snRNP complex 1 0.049565 Snrpd3 

Proton-transporting 
ATP synthase 
complex, catalytic 
core F(1) 

1 0.049565 Atp5f1d 

Extrinsic component 
of membrane 

2 0.049565 Kalrn, Wdr45 

U2AF complex 1 0.049565 U2af1 

pICln-Sm protein 
complex 

1 0.049565 Snrpd3 

Cellular anatomical 
entity 3 0.049565 Atp5f1d, Lgmn, Col14a1 

Hrd1p ubiquitin 
ligase ERAD-L 
complex 

1 0.052307 Derl2 

 

Πίνακα ς 9. Σο σύνολο  των βιολο γικ ών διεργασ ιών στ ις οποίες  εμπλέ κονται οι πρωτεΐν ες  από τον 
Πίνακα  6 κατ ά αύξουσα τ ιμή  p-value όπως υπολογίζετ αι από το GeneCodis 4.0. τον πίνα κα 
εμφα νίζοντ αι οι ό ροι με  p-value < 0.05.      
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Βηνι νγηθή δηεξ γαζία  
Κσ δηθόο 

Οληνι νγίαο 
γνληδίσ λ 

Αξ ηζκόο 
γνληδίσ λ p-value Γνλίδηα 

protein polymerization GO:0051258 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

receptor catabolic process GO:0032801 2 0.017265 Capn1, Lgmn 

late endosome to lysosome 
transport GO:1902774 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

xenobiotic detoxification by 
transmembrane export 
across the plasma 
membrane 

GO:1990961 2 0.017265 Abcg2, Slc22a18 

positive regulation of 
vascular permeability 

GO:0043117 2 0.017265 Capn1, Pde2a 

exit from mitosis GO:0010458 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

nuclear membrane 
reassembly 

GO:0031468 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

protein transport GO:0015031 7 0.017265 Eif5a, Rab5c, Chmp2a, Hgs, Chmp4b, 
Nup155, Timm50 

vacuolar transport GO:0007034 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

viral budding from plasma 
membrane GO:0046761 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

self-proteolysis GO:0097264 2 0.017265 Capn1, Lgmn 

multivesicular body sorting 
pathway GO:0071985 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

membrane invagination GO:0010324 2 0.017265 Chmp2a, Hgs 

viral budding via host 
ESCRT complex GO:0039702 2 0.017265 Chmp2a, Chmp4b 

positive regulation of 
exosomal secretion 

GO:1903543 2 0.017265 Chmp2a, Hgs 

midbody abscission GO:0061952 2 0.018319 Chmp2a, Chmp4b 

cardiac septum 
development 

GO:0003279 2 0.02162 Tbx20, Pde2a 

regulation of centrosome 
duplication GO:0010824 2 0.022656 Chmp2a, Chmp4b 

establishment of 
endothelial barrier GO:0061028 2 0.023546 Marveld2, Pde2a 
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positive regulation of 
cardiac muscle cell 
apoptotic process 

GO:0010666 2 0.023546 Eif5a, Capn1 

regulation of mitotic spindle 
assembly GO:1901673 2 0.023546 Chmp2a, Chmp4b 

mRNA processing GO:0006397 5 0.024161 Dcps, Ccar2, U2af1, Srrt, Snrpd3 

plasma membrane repair GO:0001778 2 0.025616 Chmp2a, Chmp4b 

FasL biosynthetic process GO:0045210 1 0.026205 Phlda1 

glucuronoside metabolic 
process GO:0019389 1 0.026205 Abcg2 

positive regulation of long-
term synaptic potentiation GO:1900273 2 0.026205 Kalrn, Lgmn 

carnitine catabolic process GO:0042413 1 0.026205 Acadl 

ncRNA deadenylation GO:0110008 1 0.026205 Parn 

aerobic respiration GO:0009060 2 0.026205 Atp5f1d, Adsl 

organic anion transport GO:0015711 2 0.026205 Abcg2, Slc22a18 

nucleus organization GO:0006997 2 0.026205 Chmp2a, Chmp4b 

fatty-acyl-CoA catabolic 
process 

GO:0036115 1 0.026205 Fitm2 

regulation of cell growth 
involved in cardiac muscle 
cell development 

GO:0061050 1 0.026205 Col14a1 

ubiquitin-dependent protein 
catabolic process via the 
multivesicular body sorting 
pathway 

GO:0043162 2 0.026205 Chmp2a, Chmp4b 

negative regulation of cell 
death 

GO:0060548 3 0.026205 Chmp2a, Pde2a, Chmp4b 

negative regulation of 
ERBB signaling pathway 

GO:1901185 1 0.026205 Lgmn 

positive regulation of DNA 
damage checkpoint GO:2000003 1 0.026205 Ccar2 

tricuspid valve 
development GO:0003175 1 0.026205 Tbx20 

cholesterol biosynthetic 
process via lathosterol 

GO:0033490 1 0.026205 Sc5d 
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embryonic heart tube 
elongation 

GO:0036306 1 0.026205 Tbx20 

autophagosome maturation GO:0097352 2 0.028811 Chmp2a, Chmp4b 

cellular response to 
2,3,7,8-
tetrachlorodibenzodioxine 

GO:1904613 1 0.033241 Pde2a 

response to cold GO:0009409 2 0.033241 Acadl, Hspa2 

cellular response to 
menadione GO:0036245 1 0.033241 Dcps 

synaptonemal complex 
disassembly GO:0070194 1 0.033241 Hspa2 

regulation of sequestering 
of calcium ion 

GO:0051282 1 0.033241 Slc25a23 

protein localization to 
nuclear inner membrane 

GO:0036228 1 0.033241 Nup155 

pulmonary valve formation GO:0003193 1 0.033241 Tbx20 

purine ribonucleotide 
biosynthetic process GO:0009152 1 0.033241 Adsl 

adenine nucleotide 
transport GO:0051503 1 0.033241 Slc25a23 

foramen ovale closure GO:0035922 1 0.033241 Tbx20 

translation GO:0006412 4 0.033241 Eif5a, Rps28, Rpl23, Mrpl24 

negative regulation of 
centriole elongation GO:1903723 1 0.033241 Chmp2a 

urea homeostasis GO:0097274 1 0.033241 Slc25a23 

RNA splicing GO:0008380 4 0.033241 Dcps, Ccar2, U2af1, Snrpd3 

homeostasis of number of 
cells within a tissue GO:0048873 2 0.033241 Col14a1, Lipa 

response to 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzodioxine GO:1904612 1 0.033241 Abcg2 

pulmonary vein 
morphogenesis 

GO:0060577 1 0.033241 Tbx20 

protein-DNA complex 
disassembly 

GO:0032986 1 0.033241 Rpl23 

regulation of cGMP- GO:0010752 1 0.033241 Pde2a 
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mediated signaling 

response to DNA damage 
checkpoint signaling GO:0072423 1 0.033241 Smc1a 

mitotic metaphase plate 
congression 

GO:0007080 2 0.033241 Chmp2a, Chmp4b 

box H/ACA RNA 3'-end 
processing GO:0000495 1 0.033241 Parn 

NMDA selective glutamate 
receptor signaling pathway GO:0098989 1 0.039721 Kalrn 

carnitine biosynthetic 
process GO:0045329 1 0.039721 Bbox1 

visceral motor neuron 
differentiation 

GO:0021524 1 0.039721 Tbx20 

cardiac chamber formation GO:0003207 1 0.039721 Tbx20 

regulation of triglyceride 
biosynthetic process 

GO:0010866 1 0.039721 Fitm2 

UDP-glucuronic acid 
transmembrane transport GO:0015787 1 0.039721 Slc35d1 

biotin transport GO:0015878 1 0.039721 Abcg2 

carnitine metabolic 
process, CoA-linked GO:0019254 1 0.039721 Acadl 

methylguanosine-cap 
decapping GO:0110156 1 0.039721 Dcps 

positive regulation of 
translational elongation GO:0045901 1 0.039721 Eif5a 

cellular detoxification GO:1990748 1 0.039721 Abcg2 

vacuolar protein processing GO:0006624 1 0.039721 Lgmn 

regulation of G1 to G0 
transition GO:1903450 1 0.039721 Rpl23 

UDP-N-
acetylgalactosamine 
transmembrane transport 

GO:0015789 1 0.039721 Slc35d1 

positive regulation of 
translational termination GO:0045905 1 0.039721 Eif5a 

amide transport GO:0042886 1 0.039721 Abcg2 
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cGMP catabolic process GO:0046069 1 0.043089 Pde2a 

regulation of cellular 
hyperosmotic salinity 
response 

GO:1900069 1 0.043089 Slc25a23 

transcription-dependent 
tethering of RNA 
polymerase II gene DNA at 
nuclear periphery 

GO:0000972 1 0.043089 Nup155 

cyclooxygenase pathway GO:0019371 1 0.043089 Sco1 

deadenylation-independent 
decapping of nuclear-
transcribed mRNA 

GO:0031087 1 0.043089 Edc4 

cellular response to 
actinomycin D GO:0072717 1 0.043089 Rpl23 

negative regulation of 
growth hormone secretion 

GO:0060125 1 0.043089 Kalrn 

regulation of protein 
deacetylation GO:0090311 1 0.043089 Ccar2 

synaptic vesicle budding 
from presynaptic endocytic 
zone membrane 

GO:0016185 1 0.043089 Dnm3 

regulation of telomerase 
RNA localization to Cajal 
body 

GO:1904872 1 0.043089 Parn 

negative regulation of 
histone H2A K63-linked 
ubiquitination 

GO:1901315 1 0.043089 Ubr5 

autophagy GO:0006914 3 0.043089 Chmp2a, Wdr45, Chmp4b 

renal urate salt excretion GO:0097744 1 0.043089 Abcg2 

negative regulation of 
intestinal absorption 

GO:1904479 1 0.043089 Abcg2 

peroxisome membrane 
biogenesis GO:0016557 1 0.043089 Pex3 

sequestering of triglyceride GO:0030730 1 0.043089 Fitm2 

behavioral response to 
formalin induced pain GO:0061368 1 0.043089 Kalrn 

telomerase RNA GO:0090669 1 0.043089 Parn 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/04/2023 19:41:21 EEST - 137.108.70.14



 

87 

stabilization 

regulation of autophagy GO:0010506 2 0.047881 Rragb, Chmp4b 

regulation of nitric oxide 
mediated signal 
transduction 

GO:0010749 1 0.047881 Pde2a 

regulation of cytochrome-c 
oxidase activity GO:1904959 1 0.047881 Sco1 

positive regulation of 
synaptic vesicle recycling GO:1903423 1 0.047881 Dnm3 

regulation of cAMP-
mediated signaling GO:0043949 1 0.047881 Pde2a 

atrioventricular valve 
development 

GO:0003171 1 0.047881 Tbx20 

negative regulation of 
SMAD protein complex 
assembly 

GO:0010991 1 0.047881 Tbx20 

negative regulation of 
cellular response to insulin 
stimulus 

GO:1900077 1 0.047881 Sco1 

ubiquitin-independent 
protein catabolic process 
via the multivesicular body 
sorting pathway 

GO:0090611 1 0.047881 Chmp4b 

long-chain fatty acid 
catabolic process GO:0042758 1 0.047881 Acadl 

UDP-N-acetylglucosamine 
transmembrane transport GO:1990569 1 0.047881 Slc35d1 

AMP biosynthetic process GO:0006167 1 0.047881 Adsl 

postsynaptic 
neurotransmitter receptor 
internalization 

GO:0098884 1 0.049653 Dnm3 

pyrimidine nucleotide-sugar 
transmembrane transport GO:0090481 1 0.049653 Slc35d1 

ventricular cardiac muscle 
tissue development GO:0003229 1 0.049653 Col14a1 

cellular response to 
macrophage colony-
stimulating factor stimulus 

GO:0036006 1 0.049653 Pde2a 
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cellular lipid catabolic 
process 

GO:0044242 1 0.049653 Acadl 

membrane fission GO:0090148 1 0.049653 Chmp4b 

mitochondrial protein 
catabolic process 

GO:0035694 1 0.049653 Afg1l 

protein import into 
peroxisome membrane GO:0045046 1 0.049653 Pex3 

habituation GO:0046959 1 0.049653 Kalrn 

purine nucleotide metabolic 
process GO:0006163 1 0.049653 Adsl 

cellular response to cGMP GO:0071321 1 0.049653 Pde2a 

riboflavin transport GO:0032218 1 0.049653 Abcg2 

negative regulation of 
double-strand break repair GO:2000780 1 0.049653 Ubr5 

smooth muscle cell 
proliferation GO:0048659 1 0.049653 Kalrn 

regulation of DNA-
templated transcription, 
elongation 

GO:0032784 1 0.049653 Ccar2 

'de novo' IMP biosynthetic 
process GO:0006189 1 0.049653 Adsl 

negative regulation of 
cGMP-mediated signaling GO:0010754 1 0.049653 Pde2a 

 

 
Δηθόλα 27. Γ ίθηπν πξ σ ηετληθώλ αι ι ε ι επηδξ άζε σ λ κεηαμύ Parn, Dcps θαη Edc4 από ηε βάζε  
δεδνκέλσ λ STRING (191). Σο πάχος των συνδετ ικών  γραμμών υποδηλώνε ι το βαθμό εμπιστοσύνης 
μετ αξύ των πρωτεϊν ών που συνδέο υν και  προκύπτει από συγκέν τρωση δεδο μέν ων από κε ίμενο 
(textmining) και δεδο μέν α συνέ κφρα σης των πρωτεϊν ών αυτών. Οι πρωτεΐν ες  για τ ις οποίες  δε  
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βρέθη κε  κάποιο στοιχε ίο στη βάση δεδ ομέν ων δεν  απεικ ονίζοντ αι.    

 

 
Δηθόλα 28. Η δηαθύκαλζε ησλ επηπέδσ λ ηεο PABPN1 πνπ αληρλεύνληαη ζηα δείγκαηα LD θαη DD ζην 24σ ξν  κεηά από 
αλνζν θαηαθξήκληζε ηεο PARN ζε ηζηό ήπαηνο πνληηθνύ.   
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