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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Η παρούσα διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. Πολλοί είναι οι άνθρωποι που συνεισέφεραν µε το δικό τους τρόπο στην 

ολοκλήρωση της εργασίας αυτής.  

Πρώτα απ’όλα, θέλω να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον επιβλέποντα Αν. Καθηγητή Ευστάθιο Φριλίγγο 

γιατί µου έδωσε την ευκαιρία να δουλέψω δίπλα του και µου προσέφερε απλόχερα όλες τις γνώσεις του. 

Ήταν αυτός που µε καθοδήγησε από την αρχή µέχρι το τέλος, τόσο πειραµατικά όσο και θεωρητικά, µε 

ουσιαστικές υποδείξεις και αµείωτο ενδιαφέρον, και µου µετέδωσε τον ενθουσιασµό του για την 

επιστήµη. Πάντα υπήρξε πρόθυµος, ώστε να δηµιουργηθεί ένα κλίµα συνεργασίας που να αποδώσει µε 

τον καλύτερο δυνατό τρόπο.  

Θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα µέλη της επταµελούς εξεταστικής επιτροπής που δέχθηκαν να 

συµµετάσχουν ως κριτές της παρούσας διατριβής. Ιδιαίτερα ευχαριστώ τα µέλη της τριµελούς 

συµβουλευτικής επιτροπής, Αν. Καθηγητή Γεώργιο ∆ιαλλινά και Επικ. Καθηγήτρια Αναστασία 

Πολίτου, για τις γνώσεις που µου προσέφεραν στα θέµατα της ειδικότητάς τους.  

Επίσης ευχαριστώ τον Επίκ. Καθηγητή Εµµανουήλ Φλεµετάκη (Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Τµήµα Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας) για τη συµβολή του στο θέµα των αζωτοδεσµευτικών 

ριζοβακτηρίων.  

Για το ευχάριστο και φιλικό κλίµα εργασίας που µου προσέφεραν, θα ήθελα να απευθύνω τις 

ευχαριστίες µου προς όλα τα µέλη του Εργαστηρίου της Βιολογικής Χηµείας και του Ινστιστούτου 

Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων.  

Κατά τη διάρκεια περάτωσης της διατριβής µου είχα τη χαρά να συνεργαστώ µε τους Λµπανοβνού 

Σωτηρία, Βούρβου Ελένη, Βλαντό Βασίλη και Μπότου Μαρία στα πλαίσια της πτυχιακής τους 

διατριβής και τον Αλέξανδρο Καλλή στα πλαίσια της µεταπτυχιακής του διατριβής. Οφείλω ένα µεγάλο 

ευχαριστώ στις ∆ρ. Καρατζά Παναγιώτα και ∆ρ. Ταβουλάρη Σωτηρία για τη βοήθεια τους στο 

ξεκίνηµα µου στο εργαστήριο, και τους ∆ρ. Μερµελέκα Γιώργο, και τις Υ.∆. Γεωργοπούλου Κατερίνα 

και Καρενά Κατερίνα οι οποίοι συνέβαλαν ουσιαστικά στην ολοκλήρωση της δουλειάς αυτής µε 

ιδιαίτερο ενθουσιασµό και τους ευχαριστώ θερµά για την εποικοδοµητική συνεργασία. Ιδιαίτερα όµως 

ευχαριστώ τον ∆ρ. Μερµελέκα Γιώργο και την Υ.∆. Γεωργοπούλου Κατερίνα, γιατί καθώς 
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γνωριζόµασταν από τα φοιτητικά µας χρόνια και γίναµε πολύ καλοί φίλοι, συνεργαστήκαµε σε ένα 

κλίµα που ήταν πάντα το ιδανικότερο, εντός και εκτός του εργαστηρίου. 

Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους φίλους µου για τη στήριξη τους όλα αυτά χρόνια, και κυρίως τη 

Βέρα.  

Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους γονείς µου που µε στήριξαν ουσιαστικά όλα αυτά τα χρόνια και 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 

AMP: µονοφωσφορική αδενοσίνη (adenosine monophosphate) 

ATP: τριφωσφορική αδενοσίνη (adenosine triphosphate) 

Avidin-HRP: σύζευγµα αβιδίνης-υπεροξειδάσης 

BAD: τοµέας δέσµευσης βιοτίνης (biotin acceptor domain) 

BSA: αλβουµίνη ορού βοός(bovine serum albumin) 

DMSO: διµεθυλο-σουλφοξείδιο (dimethyl sulfoxide) 

DTT: διθειοθρεϊτόλη (dithiothreitol) 

EDTA: αιθυλενοδιαµινο-τετραοξικό οξύ (ethylenediamine tetraacetic acid) 

GFP: πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (green fluorescent protein) 

GMP: µονοφωσφορική γουανοσίνη (guanosine monophosphate) 

His10: αλληλουχία 10 καταλοίπων ιστιδινών 

IPTG: ισοπροπυλο-β-D-θειογαλακτοσίδιο (isopropyl-β-D-thiogalactoside) 

KPi: Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου 

LacY-epitope: αλληλουχία του καρβοξυτελικού δωδεκαπεπτιδίου της διαπεράσης λακτόζης 

LacY (επίτοπος LacY) 

lacZ p/o: υποκινητής/χειριστής του οπερονίου της λακτόζης (promoter/operator) 

LB: Θρεπτικό υλικό Luria-Bertani (ή Luria Broth) 

NAT: Οικογένεια µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων – ασκορβικού (Nucleobase – 

Ascorbate Transporters) 

NCS2: Οικογένεια-2 συµµεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων – κατιόντων (Nucleobase – 

Cation Symporters-2) 

NEM: (N-ethylmaleimide), Ν-αιθυλµηλεϊµίδιο 

PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

PMS: µεθοσουλφονικό φαιναζίνιο (phenazinemethosulphate) 

PVDF: διφθοριούχο πολυ-βινυλιδένιο (polyvinylidene difluoride) 

RSO: (Right Side Out vesicles), κυστίδια ορθού προσανατολισµού 

SDS: θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο (sodium dodecyl sulfate) 



16 
 

TBST: ρυθµιστικό διάλυµα Tris που περιέχει Triton X-100 (Tris Buffered Saline-Triton X-100) 

TC system: ∆ιεθνές σύστηµα φυλογενετικής-λειτουργικής ταξινόµησης και ονοµατολογίας 

των πρωτεϊνών µεταφοράς (Transport Commission system) 

TDG: β-D-γαλακτοπυρανοσίλ-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανοσίδιο 

TMP: µονοφωσφορική θυµιδίνη (thymine monophosphate) 

 

Αµινοξέα: 

A ή Ala: αλανίνη 

C ή Cys: κυστεΐνη 

D ή Asp: ασπαρτικό 

E ή Glu: γλουταµικό 

F ή Phe: φαινυλαλανίνη 

G ή Gly: γλυκίνη 

H ή His: ιστιδίνη 

I ή Ile: ισολευκίνη 

K ή Lys: λυσίνη 

L ή Leu: λευκίνη 

M ή Met: µεθειονίνη 

N ή Asn: ασπαραγίνη 

P ή Pro: προλίνη 

Q ή Gln: γλουταµίνη 

R ή Arg: αργινίνη 

S ή Ser: σερίνη 

T ή Thr: θρεονίνη 

V ή Val: βαλίνη 

W ή Trp: τρυπτοφάνη 

Y ή Tyr: τυροσίνη 
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1.1 Μηχανισµοί των πρωτεϊνών διαµεµβρανικής µεταφοράς 
 

Από τη συστηµατική ανάλυση των γονιδιωµάτων τόσο των ευκαρυωτικών όσο και των 

προκαρυωτικών οργανισµών, προκύπτει ότι, κατά µέσο όρο, 30% του συνόλου των γονιδιακών 

προϊόντων είναι µεµβρανικές πρωτεΐνες. Το µεγαλύτερο µέρος από αυτές τις πρωτεΐνες (5-15% του 

συνόλου των γονιδιακών προϊόντων, ανάλογα µε το είδος οργανισµού) είναι πρωτεΐνες 

διαµεµβρανικής µεταφοράς (Markowitz et al., 2008; http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi) (Ren 

et al., 2004; http://www.membranetransport.org). Αυτή η µεγάλη συχνότητα γονιδίων που 

κωδικοποιούν µεµβρανικές πρωτεΐνες αντανακλά και τη µεγάλη βιολογική σηµασία τους. Οι 

µεµβρανικές πρωτεΐνες διακρίνονται σε ενσωµατωµένες (integral) και περιφερειακές (peripheral ή 

extrinsic), ανάλογα µε τη δοµική-λειτουργική σχέση που έχουν µε τη µεµβράνη. Οι ενδοµεµβρανικές 

(ενσωµατωµένες) είναι δυνατόν να λειτουργούν σε συνέργεια µε τις περιφερειακές µεµβρανικές 

πρωτεΐνες, όπως για παράδειγµα στα συστήµατα των µεµβρανικών υποδοχέων (integral) – 

πρωτεϊνικών κινασών (peripheral), έναν από τους γνωστούς µηχανισµούς µοριακής σηµατοδότησης. 

Συνοπτικά, οι λειτουργικοί µηχανισµοί όπου συµµετέχουν µεµβρανικές πρωτεΐνες µπορούν να 

καταταγούν σε δύο οµάδες: µηχανισµοί µεταγωγής σήµατος (signal transduction), που ελέγχουν την 

επικοινωνία και τις αλληλεπιδράσεις του κυττάρου µε το περιβάλλον του ή µε άλλα κύτταρα για 

παράδειγµα µέσω διαµεµβρανικών υποδοχέων, και µηχανισµοί µεταγωγής ενέργειας (energy 

transduction), που αξιοποιούν ή δηµιουργούν διαβαθµίσεις πρωτονίων (ηλεκτροχηµικό δυναµικό) και 

χηµική ενέργεια (ATP) και ρυθµίζουν τις συγκεντρώσεις ιόντων, µεταβολιτών, αλλά και 

κυτταροτοξικών ουσιών.  

Οι πρωτεΐνες διαµεµβρανικής µεταφοράς ανήκουν στη δεύτερη οµάδα, των µηχανισµών 

µεταγωγής ενέργειας, καθώς συµµετέχουν στη µεταφορά µορίων µέσω της µεµβράνης (µηχανικό 

έργο) και µπορούν να παράγουν διαβαθµίσεις συγκέντρωσης των υποστρωµάτων τους αξιοποιώντας 

άλλες µορφές ενέργειας (διαβαθµίσεις ιόντων, ATP). Ταυτόχρονα βέβαια, η µεταφορά µορίων, απλών 

οργανικών ενώσεων και ιόντων, αποτελεί τη βάση της επικοινωνίας µεταξύ των κυττάρων ή µεταξύ 

κυττάρων και περιβάλλοντος. Την ανάγκη αυτή εξασφαλίζουν πολλοί διαφορετικοί εξειδικευµένοι 

διαµεµβρανικοί µεταφορείς, διασφαλίζοντας την πρόσληψη των θρεπτικών πηγών άνθρακα, αζώτου, 

θείου ή φωσφόρου, τη ρύθµιση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης µεταβολιτών, τον έλεγχο της 

διαφοράς δυναµικού της µεµβράνης, του pH και των συνθηκών λειτουργίας ενζυµικών ή άλλων 

µηχανισµών του κυττάρου, τη ρύθµιση των µηχανισµών µεταγωγής σήµατος και του κύκλου 

λειτουργίας νευροδιαβιβαστών, ορµονών ή άλλων διακυτταρικών σηµάτων και την άµυνα του 
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οργανισµού µέσω της ενεργού εκροής φαρµάκων, αντιβιοτικών, αντιϊκών παραγόντων και τοξινών ή 

τέλος ρύθµιση της ανακατανοµής αντιοξειδωτικών ουσιών, όπως είναι το ασκορβικό και το ουρικό 

οξύ (Hediger, 2000).  

Για τις πρωτεΐνες διαµεµβρανικής µεταφοράς έχει καθιερωθεί ένα διεθνές σύστηµα 

φυλογενετικής-λειτουργικής ταξινόµησης και ονοµατολογίας (Transport Commission, TC system, 

1999) (http://www.tcdb.org ) (Saier, 2000; Saier et al., 2009). Με βάση αυτό το σύστηµα (Εικόνα 

1.1), οι πρωτεΐνες µεταφοράς  ταξινοµούνται σε διαύλους (channels) (TC1) και µεταφορείς (carriers) 

(TC2, TC3, TC4), ενώ κατατάσσονται σε ξεχωριστές κατηγορίες οι µεταφορείς που συµµετέχουν στα 

συστήµατα ροής ηλεκτρονίων (electron transport chains, ETS), όπως στην αναπνευστική αλυσίδα 

(TC5), οι πρωτεΐνες που λειτουργούν σε συνεργασία µε άλλους, γνωστούς µεταφορείς (TC8) και 

πιθανοί µεταφορείς που δεν έχουν χαρακτηριστεί πλήρως (TC9).  

Οι δίαυλοι (TC1) επιτελούν πάντα διευκολυνόµενη διάχυση, δηλαδή δεν συσσωρεύουν αλλά 

απλώς εξισορροπούν τις συγκεντρώσεις ιόντων ή µικροµορίων από τις δύο πλευρές της µεµβράνης 

(equilibrative transport) [π.χ. ο δίαυλος Κ+ (Doyle et al., 1998; Jiang et al., 2003)] και λειτουργούν µε 

απλό τρόπο, εναλλάσσοντας µια ανοιχτή διαµόρφωση (open conformation) και µια κλειστή 

διαµόρφωση (closed conformation). Η εναλλαγή µεταξύ ανοιχτής και κλειστής διαµόρφωσης 

επιτυγχάνεται µε ανταπόκριση είτε σε ειδικά χηµικά σήµατα (ligand gating), είτε στη διαφορά 

δυναµικού της µεµβράνης (voltage gating).  

Οι µεταφορείς (TC2, TC3, TC4) επιτελούν κυρίως αντιδράσεις ενεργού µεταφοράς, που 

επιτρέπουν «ασύµµετρη» συσσώρευση ιόντων ή µικροµορίων προς τη µία πλευρά της µεµβράνης, 

ακόµη και αντίθετα µε τη διαβάθµιση συγκέντρωσης (concentrative transport) και έχουν µεγαλύτερη 

ευελιξία διαµορφώσεων (Εικόνα 1.2) (Saier et al., 2000). Για τις αντιδράσεις ενεργού µεταφοράς 

είναι απαραίτητη η αξιοποίηση µιας µορφής ενέργειας για την µεταφορά ενός υποστρώµατος από τη 

µία πλευρά της µεµβράνης στην άλλη. Η ενέργεια αυτή, µπορεί να προέρχεται είτε από µία 

«πρωτογενή» πηγή, όπως είναι η υδρόλυση του ATP, οπότε οι µεταφορείς ονοµάζονται πρωτεΐνες 

ενεργού µεταφοράς πρωτογενούς τύπου [Primary-TC3 active transporters [π.χ αντλία 

Na+/ATPase (Morth et al., 2007; Shinoda et al.,  2009)] είτε από µια «δευτερογενή» πηγή ενέργειας 

(ηλεκτροχηµική διαβάθµιση ιόντων), οπότε µιλάµε για πρωτεΐνες ενεργού µεταφοράς 

δευτερογενούς τύπου, (Secondary-TC2 active transporters, π.χ µεταφορέας λακτόζης, Guan and 

Kaback, 2006)].  
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Στην κατηγορία των µεταφορέων δευτερογενούς τύπου κατατάσσονται συµµεταφορείς 

(symporters, π.χ. συµµεταφορέας γλυκόζης: νατρίου, hSGLT1 (Huntley et al., 2006; Faham et al., 

2008)], που καταλύουν την αντίδραση µεταφοράς δύο ειδών µορίων διαµέσου της µεµβράνης, προς 

την ίδια κατεύθυνση, και αντιµεταφορείς [antiporters, π.χ. αντιµεταφορέας ATP/ADP του βοός, 

(Pebay-Peyroula et al., 2003)], που καταλύουν την αντίδραση µεταφοράς δύο ειδών µορίων διαµέσου 

της µεµβράνης, προς αντίθετες κατευθύνσεις. Στις ίδιες οικογένειες που περιλαµβάνουν µεταφορείς 

ενεργού µεταφοράς δευτερογενούς τύπου, µπορεί να ανήκουν και µονοµεταφορείς [uniporters, π.χ. 

µονοµεταφορέας γλυκερόλης GlpF της E. coli (Sweet et al., 1990) και οι µονοµεταφορείς γλυκόζης 

GLUT1-13 (Joost and Thorens, 2000; Zhao and Keating, 2007)], οι οποίοι καταλύουν την αντίδραση 

µεταφοράς ενός µόνο είδους µορίου διαµέσου της µεµβράνης, επιτελώντας διευκολυνόµενη διάχυση 

(facilitated diffusion), Πολλοί µεταφορείς µπορούν να καταλύουν περισσότερες από µια αντιδράσεις 

(δηλ. συµµεταφορά και αντιµεταφορά), ενώ σηµειακές µεταλλαγές µπορούν να µετατρέψουν 

συµµεταφορείς σε αντιµεταφορείς ή µονοµεταφορείς (Franco and Brooker, 1994, Lolkema and 

Poolman, 1995; Shroers et al., 1997).  

Τέλος, µια µικρή οµάδα πρωτεϊνών ενεργού µεταφοράς που εντοπίζονται µόνο στα βακτήρια 

(Barabote and Saier, 2005) και ονοµάζονται µεταφορείς οµάδας (TC4, group translocators) 

τροποποιούν τα υποστρώµατά τους κατά τη διαµεµβρανική µεταφορά. Χαρακτηριστικό παράδειγµα, 

το σύστηµα φωσφοτρανσφεράσης (PTS) της γλυκόζης που χρησιµοποιεί η E. coli σαν βασικό 

µηχανισµό πρόσληψης γλυκόζης και τροποποιεί το υπόστρωµα µε φωσφορυλίωση κατά την µεταφορά 

ώστε να δεσµεύεται εξωκυτταρικά γλυκόζη αλλά στο κυτταρόπλασµα να αποδίδεται 6-φωσφορική 

γλυκόζη. Η ενεργότητα της φωσφοτρανσφεράσης της γλυκόζης εξαρτάται από το 

φωσφοενολοπυροσταφυλικό (PEP) (Tchieu et al., 2001; Saier et al,. 2005) και ρυθµίζεται, σε 

πρωτεωµικό επίπεδο, από την αλληλεπίδραση µε την κεντρική κυτταροπλασµατική περιοχή της 

περµεάσης λακτόζης LacY  (Seok et al., 1997; Sondej et al., 1999; Sondej et al., 2002; Cochu et al., 

2005).   
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Εικόνα 1.1. Ταξινοµικές οµάδες των πρωτεϊνών µεταφοράς µε βάση το διεθνές σύστηµα ταξινόµησης και ονοµατολογίας 
TC ( http://www.tcdb.org )  
 

 

 
Εικόνα 1.2. Μηχανισµός εναλλασσόµενης πρόσβασης για τη συµµεταφορά ιόντος-υποστρώµατος  (από Boudker et al., 
2010). Έξι στάδια διαµορφωτικών αλλαγών ενός διαµεµβρανικού µεταφορέα που εκτελεί ενεργό µεταφορά, εξαρτώµενη 
από τη διαβάθµιση πρωτονίων (κόκκινη σφαίρα: υπόστρωµα, πράσινη σφαίρα: πρωτόνιο).  
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1.2 ∆οµικές µελέτες για πρωτεΐνες µεταφοράς δευτερογενούς τύπου 
 

Σήµερα, λόγω της πολυπλοκότητας και των ιδιαίτερων δοµικών χαρακτηριστικών των 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, έχουν αναλυθεί ελάχιστες δοµές. Ωστόσο, υπάρχει µεγάλη ετερογένεια 

των πρωτεϊνών «δευτερογενούς» ενεργού µεταφοράς ως προς τα υποστρώµατα που χρησιµοποιούν 

(ιόντα, σάκχαρα, αµινοξέα, νουκλεοτιδικές βάσεις και νουκλεοτίδια, αντιβιοτικά, λιπόφιλα φάρµακα) 

και ως προς την πρωτοταγή δοµή ή δοµική αρχιτεκτονική τους, καθώς κατατάσσονται σε 200 

τουλάχιστον διακριτές γονιδιακές οικογένειες, ενώ ο αριθµός των πιθανών οµολόγων αυξάνεται 

καθηµερινά από τις αναλύσεις γονιδιωµάτων που ολοκληρώνονται ή είναι υπό εξέλιξη (Markowitz et 

al., 2008).  

Οι εικόνες αναλυτικών δοµών που διαθέτουµε σήµερα από κρυσταλλογραφικά δεδοµένα για 

πρωτεΐνες δευτερογενούς τύπου είναι σχετικά λίγες (βλ. παρακάτω). Βέβαια, τα συµπεράσµατα από 

την ερµηνεία αυτών των στατικών εικόνων δοµών θα πρέπει να  συνδυαστούν µε λειτουργικά 

γενετικά και βιοχηµικά δεδοµένα και συστηµατικές αναλύσεις µεταλλαξιγένεσης και σηµειακής 

στόχευσης για να επιτραπεί κατανόηση των µηχανισµών ενεργού µεταφοράς στο µοριακό επίπεδο. 

Ένα τέτοιο επίπεδο συνδυασµού δοµικών και λειτουργικών δεδοµένων έχει επιτευχθεί σε ελάχιστες 

περιπτώσεις, µε κορυφαίο παράδειγµα την περµεάση λακτόζης (Kaback et al., 2007, 2011).  

Οι δοµές που έχουµε µέχρι τώρα για πρωτεΐνες δευτερογενούς τύπου εµφανίζουν κάποια 

συγκεκριµένα χαρακτηριστικά: 1) Οι δοµές αυτές προέρχονται από προκαρυωτικά οµόλογα, συνήθως 

θερµόφιλων βακτηρίων ή θερµοσταθερών µεταλλαγµάτων προκαρυωτικών πρωτεϊνών, και σε 

συνδυασµό µε µοντελοποίηση χρησιµοποιούνται για τη µελέτη ευκαρυωτικών οµολόγων, και 2) Παρά 

τη µεγάλη ποικιλία των οικογενειών µεταφορέων ως προς το µεταφερόµενο υπόστρωµα και τον τρόπο 

λειτουργίας, οι περισσότεροι µεταφορείς εµπίπτουν σε δύο γενικές κατηγορίες δοµικών-µηχανιστικών 

µοτίβων, αυτό του διακόπτη εναλλαγής διαµορφώσεων (rocker switch), που αντιπροσωπεύεται 

κυρίως από την περµεάση λακτόζης LacY, δοµικό πρότυπο για τη Μείζονα Υπεροικογένεια 

∆ιευκολυνόµενης Μεταφοράς (MFS) αλλά και άλλες πρωτεΐνες µε µικρότερη συγγένεια αλληλουχίας 

(Abramson et al., 2004) και αυτό της ελεγχόµενης εισόδου-εξόδου του υποστρώµατος (gated 

porter), που αντιπροσωπεύεται κυρίως από τον µεταφορέα αµινοξέων LeuT, βακτηριακό οµόλογο των 

µεταφορέων νευροδιαβιβαστών του ανθρώπου (σεροτονίνης, ντοπαµίνης, νοραδρεναλίνης) 

(Krishnamurthy et al., 2009), αλλά και πρωτεΐνες άλλων οικογενειών µεταφορέων όπου ανήκει και ο 

συµµεταφορέας νατρίου:γλυκόζης του εντερικού επιθηλίου (Abramson and Wright, 2009). Η ερµηνεία 
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των δοµικών δεδοµένων και στις δύο περιπτώσεις είναι σύµφωνη µε την κλασική ιδέα (Widdas, 1952) 

του µηχανισµού εναλλασσόµενης πρόσβασης του υποστρώµατος σε ένα υδρόφιλο κέντρο δέσµευσης 

(alternating access model) (Karpowich and Wang, 2008). Στη συνέχεια, αναφέρονται όλες οι δοµές 

που έχουν αναλυθεί µέχρι τώρα.  

 

1.2.1 ∆οµές διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µεταφοράς µε το δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο του 

διακόπτη εναλλαγής διαµορφώσεων 

  

Η περµεάση λακτόζης (LacY) 

Πριν 8 χρόνια δηµοσιεύθηκε η κρυσταλλική δοµή της LacY µε ευκρίνεια ανάλυσης 3,5 Å 

(Abramson et al., 2003). Πρόκειται ουσιαστικά για την πρώτη δοµή ενός µεταφορέα δευτερογενούς 

τύπου που δόθηκε από κρυσταλλογραφία. Η δοµή έχει λυθεί συµπλεγµένη µε ένα ανάλογο λακτόζης 

(β-D-γαλακτοσυλο-1-θειο-β-D-γαλακτοσίδιο, TDG) και χρησιµοποιώντας τη µεταλλαγµένη µορφή 

LacY-C154G (Abramson et al., 2003). Ακόµα πιο πρόσφατα, δηµοσιεύθηκε και η δοµή της φυσικού 

τύπου LacY (Guan et al., 2007). Στην πρώτη περίπτωση επιλέχθηκε η µεταλλαγµένη µορφή της 

περµεάσης (C154G) µε βάση προηγούµενες µοριακές και βιοχηµικές µελέτες λόγω του ότι δεσµεύει 

το υπόστρωµα (λακτόζη ή άλλο γαλακτοσίδιο) µε υψηλή συγγένεια, αλλά έχει αµελητέα ικανότητα 

µεταφοράς, ενώ, επιπλέον δεν υπόκειται σε σηµαντικές αλλαγές διαµόρφωσης κατά τη δέσµευση του 

υποστρώµατος και παράλληλα έχει υψηλή θερµοσταθερότητα και µικρή τάση σχηµατισµού 

συσσωµατωµάτων (Smirnova and Kaback., 2003). Η κρυσταλλική δοµή του µορίου εµφανίζει δύο 

διακριτές περιοχές (domains), που αντιστοιχούν σε δύο δέσµες των έξι διαµεµβρανικών α-ελίκων, µία 

N-τελική και µία C- τελική (six-helix bundles, N6 και C6) (Εικόνα 1.3Α): οι δύο αυτές περιοχές (N6 

και C6 domains), παρά τον χαµηλό βαθµό οµολογίας στις αλληλουχίες τους, εµφανίζουν µεταξύ τους 

µια ψευδοσυµµετρία, που είναι ένδειξη εξέλιξης µέσω ενδοµοριακού αναδιπλασιασµού (Saier, 2000; 

Poolman et al., 2007) (Εικόνα 1.3). Σε όψη παράλληλα προς τη µεµβράνη, η πρωτεΐνη εµφανίζει µια 

εσωτερική υδρόφιλη κοιλότητα ανοιχτή προς την κυτταροπλασµατική πλευρά, όπου είναι 

συνδεδεµένο το υπόστρωµα (TDG) : αυτό το «κέντρο» δέσµευσης υποστρώµατος σχηαµατίζεται 

ουσιαστικά µεταξύ των δύο δοµικά οµόλογων περιοχών N6 και C6 (Abramson et al., 2003) (Εικόνα 

1.3Β). Τα ίδια γενικά δοµικά στοιχεία εµφανίζει και η κρυσταλλική δοµή της φυσικού τύπου LacY 

(ευκρίνεια ανάλυσης 3.6 Å) (Guan et al., 2007) (Εικόνα 1.3∆), καθώς και η κρυσταλλική δοµή του 

LacY-C154G απουσία υποστρώµατος, που δόθηκε σε δύο διαφορετικά pH, 6.5 και 5.6, σε ευκρίνειες 
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ανάλυσης 2.95 Å και 3.3 Å, αντίστοιχα (Mirza et al., 2006) (Εικόνα 1.3Γ). Οι διαφορετικές αυτές 

κρυσταλλογραφικές δοµές δίνουν και άλλες σηµαντικές λεπτοµέρειες στην διαµόρφωση του µορίου 

που ερµηνεύουν α) την προσαρµογή της διαµόρφωσης γύρω από το ενεργό κέντρο κατά τη δέσµευση 

υποστρώµατος (induced fit) (Mirza et al., 2006) και β) τον «φαινότυπο» του ανενεργού 

µεταλλάγµατος C154G, το οποίο δεσµεύει αλλά δεν µεταφέρει το υπόστρωµα, γιατί δεν γίνονται οι 

κατάλληλες αλλαγές διαµόρφωσης (Guan et al., 2007).  

 

 

 
Εικόνα 1.3 Α. ∆ευτεροταγής δοµή της LacY, αλλά και όλης της οικογένειας MFS, όπου φαίνονται οι δοµικές επαναλήψεις 
των 6 ΤΜ (Boudker et al., 2010).  
Β. Η κρυσταλλική δοµή της LacY (C154G) µε το υπόστρωµα, σε όψη παράλληλη µε την µεµβράνη (Abramson et al., 
2003). Το υπόστρωµα TDG φαίνεται προσδεδεµένο στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης (µε µαύρο χρώµα) το οποίο είναι 
ανοικτό προς την κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης. 
Γ. Η κρυσταλλική δοµή της LacY (C154G) χωρίς συνδεδεµένο υπόστρωµα (Mirza et al., 2006).  
∆. Η κρυσταλλική δοµή της φυσικού τύπου LacY (Guan et al., 2007). 
Και στις τρεις περιπτώσεις, οι 12 διαµεµβρανικές α-έλικες εµφανίζονται οργανωµένες σε δύο ψευδοσυµµετρικές περιοχές 
(Ν6 και C6). Μεταξύ της Ν-τελικής και C-τελικής περιοχής α-ελίκων (N6 και C6), δηµιουργείται µια εσωτερική κοιλότητα 
ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα. 
 

Επιπλέον δοµές από την οικογένεια MFS 

   Στο ίδιο τεύχος του περιοδικού Science που δηµοσίευσε την πρώτη δοµή της LacY (Abramson 

et al., 2003), δηµοσιεύθηκε και η κρυσταλλική δοµή (σε ευκρίνεια 3.3 Å) του αντιµεταφορέα 

τριφωσφορικής γλυκερόλης/φωσφορικού GlpT της E. coli (Huang et al., 2003), ενός ακόµη µέλους 

Α 

Β Γ ∆
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της υπεροικογένειας MFS (Saier, 2000). Η κρυσταλλική αυτή δοµή (Εικόνα 1.4A) αφορά µια 

διαµόρφωση όπου η πρωτεΐνη είναι ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα και παρουσιάζει δύο δοµικά 

παρόµοιες ψευδοσυµµετρικές περιοχές των έξι διαµεµβρανικών α-ελίκων η κάθε µία (N6 και C6), 

όπως ακριβώς και στην LacY (Abramson et al., 2003) (Εικόνα 1.5). Αν και η δοµή αυτή δόθηκε 

απουσία υποστρώµατος, η δοµή της GlpT είναι πολύ παρόµοια µε αυτήν της LacY που ανήκει στην 

ίδια υπεροικογένεια (Lemieux et al., 2004). 

 

           
Εικόνα 1.4  Α. Μεταφορέας GlpT της E. coli (Lemieux et al., 2004): Οι 12 διαµεµβρανικές α-έλικες εµφανίζονται και πάλι 
οργανωµένες σε δύο ψευδοσυµµετρικές περιοχές (Ν6 και C6). Μεταξύ της N6 (µπλε) και C6 (κόκκινο), δηµιουργείται µια 
εσωτερική κοιλότητα ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα, όπως και στην LacY. Β. Μεταφορέας EmrD, ο οποίος βρίσκεται σε 
διαµόρφωση ενδιάµεση αλλά ανοιχτή στο κυτταρόπλασµα (Yin et al., 2006). 
 

 Επίσης στο περιοδικό Science, δηµοσιεύτηκε η δοµή ενός άλλου µέλους της MFS (σε 

ευκρίνεια 3.5 Å) (Yin et al., 2006). Πρόκειται για τον µεταφορέα EmrD ο οποίος είναι 

αντιµεταφορέας φαρµάκων:Η+ που βρίσκεται στην εσωτερική µεµβράνη στην E. coli και επιτρέπει την 

εκροή µιας ποικιλίας αµφιπαθικών ενώσεων. Η δοµή δείχνει µια πρωτεΐνη ανοιχτή προς το 

κυτταρόπλασµα (Εικόνα 1.4Β), σε µια λιγότερο ανοιχτή διαµόρφωση σε σχέση µε αυτές των LacY 

και GlpT (Εικόνα 1.5). Σχηµατίζει όπως και οι άλλες γνωστές δοµές την ίδια κεντρική κοιλότητα, η 

οποία όµως περιέχει υδρόφοβα κατάλοιπα, κάτι που συµφωνεί µε το είδος των µεταφερόµενων 

υποστρωµάτων.  

Α Β
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Εικόνα 1.5 (πάνω) Σύγκριση των δοµών των LacY, EmrD και GlpT, µε τις δοµικά συµµετρικές περιοχές να 
χρωµατίζονται διαφορετικά σε κάθε περίπτωση. (κάτω) Αλληλοεπικάλυψη των δοµών του LacY, GlpT και EmrD µε 
µοντελοποίηση. Οι 6 έλικες της N-περιοχής είναι χρωµατισµένες µπλέ (LacY), γαλάζιο (GlpT) και µώβ (EmrD). Οι 6 
έλικες της C-περιοχής είναι χρωµατισµένες κόκκινο (LacY), κίτρινο (GlpT) και πορτοκαλί (EmrD). Το υπόστρωµα της 
LacY TDG φαίνεται σαν µαύρες σφαίρες (από Forrest et al., 2011). 
 

 Όλες οι προηγούµενες κρυσταλλικές δοµές από την υπεροικογένεια MFS δείχνουν µια 

παρόµοια διαµόρφωση δοµής, ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα. Μια νέα όµως κρυσταλλική δοµή 

έρχεται να συµπληρώσει την γενική εικόνα, καθώς δείχνει µια πρωτεΐνη ανοιχτή προς το εξωτερικό 

του κυττάρου. Πρόκειται για τη δοµή του συµµεταφορέα L-φουκόζης:Η+, FucB από την E. coli, σε 

ευκρίνεια 3.1 Å (Dang et al., 2010) (Εικόνα 1.6Α). Η αποκάλυψη της δοµής της πρωτεΐνης σε 

συνδυασµό µε βιοχηµικά και βιοφυσικά δεδοµένα οδήγησε στην αποσαφήνιση του ενεργού κέντρου 

του µορίου (Dang et al., 2010). Επίσης, έγινε µοντελοποίηση της πιθανής δοµής του FucB µε 

διαµόρφωση ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα, µε βάση τη δοµή της LacY (Εικόνα 1.6Β). Προτείνεται 

ότι ο µεταφορέας υποβάλλεται σε συγκεκριµένες περιστροφές των δύο ψευδοσυµµετρικών περιοχών 

του, η οποία γίνεται δυνατή από την ύπαρξη µιας ευλύγιστης υδρόφιλης περιοχής µεταξύ των 

διαµεµβρανικών ελίκων 6 και 7, για να µπορέσει να πάρει τις δύο ουσιαστικές του διαµορφώσεις, 

δηλαδή µε την κοιλότητα ανοιχτή είτε προς το κυτταρόπλασµα είτε προς το περίπλασµα (Dang et al., 

2010).  
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Εικόνα 1.6 Α. Μεταφορέας FucB της E. coli (Dang et al., 2010), όπου εµφανίζονται και πάλι οι δύο ψευδοσυµµετρικές 
περιοχές, µε διαµόρφωση ανοιχτή προς το περίπλασµα αυτήν τη φορά. Β. Μεταφορέας FucB, σε διαµόρφωση ανοιχτή 
προς το κυτταρόπλασµα έπειτα από µοντελοποίηση (Dang et al., 2010). 
 

Οι αρκετές δοµές που έχουν δηµοσιευτεί από µέλη της υπεροικογένειας MFS, που στην 

καλύτερα µελετηµένη περίπτωση της LacY, συνοδεύονται από εκτεταµένα λειτουργικά γενετικά, 

βιοχηµικά και βιοφυσικά δεδοµένα και συστηµατικές αναλύσεις µεταλλαξιγένεσης και σηµειακής 

στόχευσης, έχουν οδηγήσει στη διαλεύκανση του γενικού µηχανισµού µεταφοράς. Οι δύο δοµικά 

οµόλογες περιοχές (N6-C6) σχηµατίζουν την κοιλότητα του κέντρου δέσµευσης και τα κατάλοιπα που 

σχηµατίζουν το κέντρο δέσµευσης βρίσκονται στη βάση της κοιλότητας αυτής περίπου στο µέσο του 

µορίου. Η δέσµευση του υποστρώµατος δίνει το έναυσµα για το άνοιγµα της κοιλότητας στη µία 

πλευρά µε ταυτόχρονο κλείσιµό της από την άλλη πλευρά, µέσω της δυναµικής κίνησης των δύο 

ηµιµορίων (N6-C6), επιτρέποντας την εναλλασσόµενη πρόσβαση του κέντρου δέσµευσης και από τις 

δύο πλευρές της µεµβράνης (Kaback et al., 2011). Αυτός ο µηχανισµός µεταφοράς είναι 

χαρακτηριστικός για την οικογένεια MFS, που καλύπτει περίπου το 25% των πρωτεϊνών 

δευτερογενούς τύπου, και αναφέρεται συχνά σαν µοτίβο του  διακόπτη εναλλαγής διαµορφώσεων 

(rocker switch) για να τονιστούν οι απότοµες αλλαγές διαµόρφωσης που φαίνεται να συµβαίνουν.  

Με το ίδιο δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο µοντελοποιούνται και άλλες λιγότερο συγγενικές  

πρωτεΐνες, όπως ο µεταφορέας µελιβιόζης της E. coli MelB (Yousef and Guan, 2009) αλλά και οι 

µεταφορείς νουκλεοσιδίων της οικογένειας ΕΝΤ που µεταφέρουν το υπόστρωµά τους µε 

διευκολυνόµενη διάχυση και όχι µε ενεργό µεταφορά (Papageorgiou et al., 2008; Valdes et al., 2009).  

 

Α Β
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1.2.2 ∆οµές διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µεταφοράς µε το δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο της 
ελεγχόµενης εισόδου-εξόδου του υποστρώµατος 
 
Ο µεταφορέας LeuTAa 

Μια ακόµη κρυσταλλική δοµή ενός µεταφορέα δευτερογενούς τύπου αφορά έναν µεταφορέα 

της οικογένειας συµµεταφορέων νευροδιαβιβαστών/νατρίου (NSS). Οι µεταφορείς NSS στον 

άνθρωπο, τερµατίζουν την µετάδοση σήµατος στη σύναψη χρησιµοποιώντας ηλεκτροχηµικές 

διαβαθµίσεις, µε τις οποίες επιτρέπουν την επαναπρόσληψη νευροδιαβιβαστών από τη σύναψη στο 

κυτταρόπλασµα των νευρώνων και της νευρογλοίας και αποτελούν στόχους πολλών θεραπευτικών και 

ψυχοτρόπων ουσιών, ενώ η δυσλειτουργία τους έχει συσχετισθεί µε πολλές ασθένειες του νευρικού 

συστήµατος. Η πρώτη κρυσταλλική δοµή που λύθηκε για έναν µεταφορέα NSS, το  2005, και σε 

εξαιρετικά υψηλή ευκρίνεια (1.9 Å), αφορά ένα βακτηριακό οµόλογο από το θερµόφιλο βακτήριο 

Aquifex aeolicus (LeuTAa). H δοµή δείχνει µια διαµόρφωση του µεταφορέα που φέρει συνδεδεµένο 

ένα µόριο υποστρώµατος (λευκίνης) και δύο ιόντα νατρίου (Yamashita et al., 2005) (Εικόνα 1.7).  

Πιο πρόσφατα, παρουσιάσθηκαν και άλλες κρυσταλλικές δοµές του ίδιου οµολόγου (LeuTAa), 

που είχαν λυθεί παρουσία των τρικυκλικών αντικαταθλιπτικών φαρµάκων (TCAs) χλοµιπραµίνης 

(chlomipramine) (Singh et al., 2007) ή δεσιπραµίνης (desipramine) (Zhou, Z., et al., 2007), αναλόγων 

της ιµιπραµίνης (imipramine), τα οποία φαίνονται να δεσµεύονται σε διαφορετικές θέσεις από ό,τι το 

υπόστρωµα (Singh et al., 2007) και, ακόµη πιο πρόσφατα, λύθηκαν τρεις αντίστοιχες δοµές του 

LeuTAa παρουσία των φαρµάκων σερτραλίνης (sertraline), R-φλουοξετίνης ή S-φλουοξετίνης 

(fluoxetine) (Prozac), που ανήκουν στην κατηγορία των επιλεκτικών αναστολέων επαναπρόσληψης 

της σεροτονίνης (SSRIs) (Zhou, Z., et al., 2009). Η φυσιολογική σηµασία των νεότερων αυτών δοµών 

είναι εντόνως αµφισβητούµενη γιατί τα φάρµακα που αναστέλλουν τους οµόλογους µεταφορείς 

νευροδιαβιβαστών στον άνθρωπο δεν αναµένεται να έχουν κάποιον αντίστοιχο ρόλο στα βακτηριακά 

συστήµατα (Rudnick, 2007).  

Και οι 6 ανωτέρω κρυσταλλικές δοµές του LeuTAa παρουσιάζουν την ίδια γενική εικόνα. Ο 

πυρήνας της πρωτεΐνης αποτελείται από τα δέκα πρώτα διαµεµβρανικά τµήµατα, µε την περιοχή των 

τµηµάτων 6-10 να εµφανίζει ψευδοσυµµετρία προς αυτήν των 1-5 µέσω ενός υποθετικού άξονα 

συµµετρίας στο επίπεδο της µεµβράνης, σε ανεστραµµένη διευθέτηση (inverted repeat) (Εικόνα 1.7∆) 

(Forrest et al., 2008). Το υπόστρωµα και τα δύο ιόντα νατρίου εµφανίζονται προσδεδεµένα εντός του 

πυρήνα (core) της πρωτεΐνης, στο µέσο της µεµβρανικής διπλοστοιβάδας. Συνολικά, και οι 6 δοµές 

παρουσιάζουν το LeuTAa σε µια διαµόρφωση όπου η πρωτεΐνη είναι «κλειστή», δηλαδή αποκλεισµένη 



14 
 

από τη πρόσβαση στο υδατικό περιβάλλον, και το υπόστρωµα «παγιδευµένο» στο κέντρο δέσµευσης 

(substrate occluded state) (Εικόνα 1.7Β). Ωστόσο, έχει δηµοσιευθεί µια ακόµη κρυσταλλική δοµή του 

LeuTAa (Singh et al., 2008), η οποία διαφέρει από τις υπόλοιπες γιατί παρουσιάζει µια διαµόρφωση 

«ανοιχτή» προς το εξωτερικό του κυττάρου («locked open»), παρουσία ενός ανταγωνιστικού 

αναστολέα του LeuTAa, της τρυπτοφάνης (Singh et al., 2008) (Εικόνα 1.7Γ). Από την ανάλυση του 

ενεργού κέντρου σε όλες αυτές τις δοµές, φαίνεται ότι καθοριστικό ρόλο στη δέσµευση της λευκίνης 

και των 2 ιόντων Na+ έχουν δύο µερικώς αποδιπλωµένες περιοχές στο κέντρο των διαµεµβρανικών α-

ελίκων ΤΜ1 και ΤΜ6. Ακόµα δύο έλικες (ΤΜ5 και ΤΜ10) φαίνεται ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο 

καθώς εναλλάξ επιτρέπουν ή απαγορεύουν την πρόσβαση στο κέντρο δέσµευσης.  

 

 

 
 
Εικόνα 1.7 Α. Mεταφορέας LeuTAa του Aquifex aeolicus (Yamashita et al., 2005). Β. Σχηµατική απεικόνιση του κέντρου 
δέσµευσης του LeuTAa, µε διαµόρφωση µερικώς «ανοιχτή» και το υπόστρωµα (λευκίνη) «αποκλεισµένο» (Yamashita et 
al., 2005), Γ. Σχηµατική απεικόνιση του κέντρου δέσµευσης του LeuTAa, µε διαµόρφωση «ανοιχτή» προς το εξωτερικό και 
το υπόστρωµα (τρυπτοφάνη) προσβάσιµο από το εξωτερικό περιβάλλον (Singh et al., 2008), ∆. Σχηµατική απεικόνιση 
δευτεροταγούς δοµής και τοπολογική οργάνωση του LeuTAa, όπου φαίνεται η ψευδοσυµµετρία των δύο τµηµάτων (TMs 1-
5 και TMs 6-10) (Boudker et al., 2010). 
 

∆ 

Α ΓΒ 
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Η επίλυση της δοµής του υπερθερµόφιλου οµολόγου LeuTAa σε πολύ µεγάλη ευκρίνεια 

ανάλυσης (1.45-1.9 Å) ήταν κάτι το ασυνήθιστο για µεµβρανικές πρωτεΐνες. Η δοµή αυτή έχει 

χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο για την διερεύνηση του µηχανισµού λειτουργίας των ευκαρυωτικών 

οµολόγων της οικογένειας συµµεταφορέων νευροδιαβιβαστών: Na+ (NSS family), όπως των 

µεταφορέων σεροτονίνης hSERT, και ντοπαµίνης hDAT (Singh, 2008). Επίσης, βοήθησε στην 

ανάλυση ενός κέντρου δέσµευσης ιόντων Cl-, το οποίο χρησιµοποιούν µόνο τα ευκαρυωτικά και όχι 

τα προκαρυωτικά οµόλογα (Zomot et al., 2007; Forrest et al., 2007; Tavoulari et al., 2011), στη 

διερεύνηση της δράσης γνωστών φαρµάκων που έχουν ως στόχους τους µεταφορείς αυτούς 

[imipramine, ibogaine, Prozac (Tavoulari et al., 2009)], και στην παρουσίαση νέων στοιχείων για το 

µηχανισµό της εναλλασσόµενης πρόσβασης (alternate access), που προτείνουν ότι κατά τις εναλλαγές 

διαµόρφωσης υπάρχει µια δέσµη ελίκων που µετατοπίζονται (rocking bundle) και µια δέσµη ελίκων 

που παραµένουν στην ίδια θέση (scaffold) (Forrest et al., 2008, 2011). 

 
Επιπλέον δοµές του µοτίβου της ελεγχόµενης εισόδου-εξόδου του υποστρώµατος 

To 2008 έγινε γνωστή η κρυσταλλική δοµή του συµµεταφορέα Na+: γαλακτόζης από τον 

παθογόνο µικροοργανισµό Vibrio parahaemolyticus vSGLT, που είναι µέλος της οικογένειας 

συµµεταφορέων νατρίου (solute sodium symporters, SSS family), (Faham et al., 2008) (Εικόνα 1.8). 

Η οικογένεια των µεταφορέων SSS περιλαµβάνει πρωτεΐνες που συµµεταφέρουν Na+ µε σάκχαρα, 

αµινοξέα, ιόντα ή βιταµίνες. Ορισµένες από αυτές είναι σηµαντικές για τη φυσιολογία του ανθρώπου 

όπως οι συµµεταφορείς Na+:γλυκόζης/γαλακτόζης (hSGLT1, hSGLT2), που ελέγχουν την πρόσληψη 

γλυκόζης από το εντερικό επιθήλιο (Wright et al., 2007). Η ανάλυση της δοµής του vSGLT είναι στα 

3.0 Å και εµφανίζεται µια διαµόρφωση µερικώς ανοιχτή προς το εσωτερικό. Σχηµατίζεται ένας 

πυρήνας από 2 µονάδες των 5 διαµεµβρανικών ελίκων η κάθε µία (ΤΜ2-ΤΜ6 και ΤΜ7-ΤΜ11), µε το 

υπόστρωµα (γαλακτόζη) να είναι συνδεδεµένο στο κέντρο του πυρήνα και αποκλεισµένο από το 

εξωτερικό περιβάλλον (occluded state). Η γενική δοµική οργάνωση παρουσιάζει µεγάλη οµολογία µε 

τη δοµή του LeuT, (Εικόνα 1.9Β), παρά το ότι πρόκειται για δύο διαφορετικές οικογένειες 

µεταφορέων. 



16 
 

  
Εικόνα 1.8 A. Κρυσταλλική δοµή του µεταφορέα vSGLT, όπου φαίνονται τα δύο διαµεµβρανικά τµήµατα που δεν 
συµµετέχουν στον πυρήνα του µεταφορέα (µοβ χρώµα) και οι δύο µονάδες (ΤΜ2-6, γαλάζιο, πράσινο, µπλε και ΤΜ7-11, 
κίτρινο, πορτοκαλί, κόκκινο) που σχηµατίζουν τον πυρήνα της πρωτεΐνης. Β. Σχήµα της δευτεροταγούς δοµής του vSGLT, 
όπου φαίνονται οι δύο δοµικά οµόλογες µονάδες, ΤΜ2-6 και ΤΜ7-11 (Faham et al., 2008). 

 

Το 2008, επίσης, δηµοσιεύθηκε η κρυσταλλική δοµή από ένα µέλος της οικογένειας 

µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων NCS1 (Nucleobase Cation Symporter 1 family), η οποία 

περιορίζεται φυλογενετικά σε Βακτήρια, Μύκητες και Φυτά και είναι διαφορετική από την οικογένεια 

NAT/NCS2 που εξετάζουµε στην παρούσα διατριβή (Weyand et al., 2008) (Εικόνα 1.9). Πρόκειται 

για τον µεταφορέα Mph1 από το Microbacterium liquefaciens, που αναγνωρίζει ως υπόστρωµα 

ινδολυλ-µεθυλ και βενζυλ- υδαντοΐνες (indolyl methyl- and benzyl-hydantoins). Η ανάλυση της δοµής 

είναι σε ευκρίνεια 2.85 Å και εµφανίζεται µια διαµόρφωση µερικώς ανοιχτή προς το εξωτερικό 

(Εικόνα 1.9Α). Σχηµατίζεται ένας πυρήνας από 2 µονάδες των 5 διαµεµβρανικών ελίκων η κάθε µία 

(ΤΜ1-ΤΜ5 και ΤΜ6-ΤΜ10), µε το υπόστρωµα (βενζυλ-υδαντοΐνη) να είναι συνδεδεµένο στο κέντρο 

του πυρήνα και αποκλεισµένο από το εξωτερικό περιβάλλον (occluded state).  Η γενική δοµή 

παρουσιάζει την ίδια δοµική οργάνωση  µε το LeuT και το vSGLT (Εικόνα 1.9Γ). Εντελώς πρόσφατα 

(Shimamura et al., 2010), δηµοσιεύτηκε µια ακόµα δοµή του Mhp1 σε ευκρίνεια 3.8 Å µε 

διαµόρφωση ανοιχτή προς το εσωτερικό (Εικόνα 1.9Β). Οι διαφορετικές διαµορφώσεις των 

µεταφορέων αυτού του τύπου που δείχνουν οι κρυσταλλικές δοµές µας επιτρέπουν µοντελοποίηση 

νέων δοµικών οµολόγων και µια πιο γενική ερµηνεία του µηχανισµού λειτουργίας τους (Diallinas, 

2008).  
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Εικόνα 1.9 Α. Κρυσταλλική δοµή του µεταφορέα Mph1, όπου φαίνονται µε χρώµατα οι δύο µονάδες (ΤΜ1-5, γαλάζιο, 
πράσινο, µπλε και ΤΜ 6-10 κίτρινο, πορτοκαλί, κόκκινο) που σχηµατίζουν τον πυρήνα της πρωτεΐνης (Weyand et al., 
2008). B. Κρυσταλλική δοµή του µεταφορέα Mph1 ελεύθερου υποστρώµατος µε διαµόρφωση ανοιχτη προς το εσωτερικό 
(Shimamura et al., 2010). Γ. Σχηµατική τοπολογία και δευτεροταγής δοµή του µεταφορέα, όπου φαίνονται µε κόκκινο 
χρώµα οι διαµεµβρανικές έλικες που συµµετέχουν στο σχηµατισµό  του πυρήνα και µε κίτρινο οι έλικες που παραµένουν 
σταθερές κατά την εναλλαγή διαµορφώσεων (scaffold). Με µπλε χρώµα είναι οι δύο έλικες 5 και 10 που φαίνεται να 
συµµετέχουν εναλλάξ στον αποκλεισµό ή απελευθέρωση της πρόσβασης στο υπόστρωµα (Shimamura et al., 2010).  
 

Άλλη µια δοµή που ανήκει στον ίδιο γενικό δοµικό τύπο είναι του συµµεταφορέα βεταΐνης: 

Na+ από το Corynebacterium glutamicum, BetP, ο οποίος ανήκει στην οικογένεια των µεταφορέων 

βεταΐνης/ χολίνης/ καρνιτίνης (ΒΤΤ). Πρόκειται για µια οικογένεια µεταφορέων των οποίων η 

λειτουργία ρυθµίζεται από τα επίπεδα της ενδοκυτταρικής ωσµωτικής πίεσης και είναι υπεύθυνοι για 

τη µεταφορά ωσµωλυτικών µορίων µέσα στο κύτταρο ώστε να επανέλθει η ισορροπία, 

ανταποκρινόµενοι στο υπερωσµωτικό στρες. Πρόσφατα αναλύθηκε η δοµή του µεταφορέα BetP σε 

ανάλυση 3.3 Å (Ressl et al., 2009), η οποία, αν εξαιρέσουµε το εκτενές C-τελικό άκρο (Εικόνα 

1.10Α), εµφανίζει µεγάλη οµολογία µε τις γνωστές δοµές του LeuT, Mph1 και vSGLT, καθώς 
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περιλαµβάνει 2 δοµικές µονάδες (ΤΜ5-7 και ΤΜ10-12) µε αντίστροφη ψευδοσυµµετρία κατά το 

επίπεδο της µεµβράνης  (Εικόνα 1.10Β).  

 
Εικόνα 1.10 Α. Η δοµή του µονοµερούς του µεταφορέα BetP, Β. σχηµατική απεικόνιση δευτεροταγούς δοµής, τοπολογική 
οργάνωση του   BetP, όπου φαίνεται η ψευδοσυµµετρία των δύο τµηµάτων (TMs 5-7 και TMs 10-12), σκιασµένα τρίγωνα 
(ροζ και γαλάζιο), καθώς και το κέντρο δέσµευσης του υποστρώµατος (µαύρο τρίγωνο: betain) (Ressl et al., 2009).   
 

 Μια πέµπτη οµάδα πρωτεϊνών που κατατάσσονται στο ίδιο δοµικό πρότυπο µε τον LeuT είναι 

η υπεροικογένεια µεταφορέων αµινοξέων-πολυαµινών-οργανοκατιόντων APC, που έχει πολύ 

σηµαντικούς ρόλους στη φυσιολογία πολλών οργανισµών αλλά και του ανθρώπου. Πρόσφατα 

δηµοσιεύθηκαν αρκετές περιπτώσεις δοµών από µέλη της υπεροικογένειας αυτής. Η πρώτη αφορά τον 

αντιµεταφορέα L-αργινίνης:αγµατίνης της E. coli AdiC, ο οποίος συµµετέχει σε µηχανισµούς 

ανθεκτικότητας σε συνθήκες υψηλής οξύτητας. Μάλιστα, δύο σχεδόν ταυτόχρονες δηµοσιεύσεις 

δίνουν παρόµοια εικόνα. Η πρώτη δοµή είναι σε ευκρίνεια 3.6 Å (Gao et al., 2009), και η δεύτερη σε 

ευκρίνεια 3.2 Å (Fang et al., 2009) και δείχνουν µια πρωτεΐνη µε διαµόρφωση ανοιχτή στο εξωτερικό 

ελεύθερη υποστρώµατος (Εικόνα 1.11Α). Και αυτή η δοµή εµφανίζει το ίδιο δοµικό µοτίβο της 

αντίστροφης ψευδοσυµµετρικής ενδοµοριακής οργάνωσης. Η δεύτερη περίπτωση αφορά το 

µεταφορέα ApcT από το θερµόφιλο Methanocaldococcus jannaschii, ο οποίος είναι ένας H+ 

εξαρτώµενος µεταφορέας αµινοξέων. Η δοµή σε ευκρίνεια 2.35 Å (Shaffer et al., 2009) εµφανίζει µια 

πρωτεΐνη µε διαµόρφωση ανοιχτή προς το εσωτερικό (Εικόνα 1.11Β) η οποία είναι και πάλι παρόµοια 

µε αυτή του LeuT όπως και του AdiC, όµως ένα κατάλοιπο λυσίνης (Lys-158) βρίσκεται σε θέση 

ανάλογη µε αυτή του δεύτερου ιόντος νατρίου στον LeuT, δείχνοντας πως µεταφορείς εξαρτώµενοι 

από διαφορετικά ιόντα µπορούν να έχουν παρόµοιες αρχές κατά το µηχανισµό µεταφοράς.  

 

Α Β 



19 
 

      
Εικόνα 1.11 Α. Η δοµή του διµερούς AdiC (Fang et al., 2009). Β. Η δοµή του ApcT (Shaffer et al., 2009).  
 

Γενική µηχανιστική θεώρηση 

Βλέπουµε ότι πρωτεΐνες ενεργού δευτερογενούς µεταφοράς από εντελώς διαφορετικές 

οικογένειες, δηλαδή µέλη της υπεροικογένειας NSS (µεταφορείς σεροτονίνης, ντοπαµίνης, 

νοραδρεναλίνης) (Yamashita et al., 2005; Singh et al., 2008; Faham et al., 2008; Forrest et al., 2008), 

APC (µεταφορείς αµινοξέων-πολυαµινών-οργανοκατιόντων) (Gao et al., 2009; Fang et al., 2009; 

Shaffer et al., 2009), της οικογένειας NCS1 (µεταφορείς κυτοσίνης-ουρακίλης-θειαµίνης-

αλλαντοΐνης) (Weyand et al., 2008; Shimamura et al., 2010), της SSS (µεταφορείς σακχάρων-

αµινοξέων-βιταµινών) (Faham et al., 2008) ή της BTT (µεταφορείς βηταΐνης-χολίνης-καρνιτίνης) 

(Ressl et al., 2009), µοιράζονται το δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο της ελεγχόµενης εισόδου-εξόδου του 

υποστρώµατος. Αυτή η πληθώρα των δοµών από τόσο διαφορετικά συστήµατα, σε συνδυασµό µε 

σηµαντικό όγκο βιοχηµικών δεδοµένων, έχει οδηγήσει σε µια αρκετά καλή κατανόηση του γενικού 

µηχανισµού µεταφοράς.  

Κατ’αρχήν, όλες αυτές οι πρωτεΐνες, ανεξάρτητα από το συνολικό αριθµό των ελίκων τους, 

έχουν τις 2 ψευδοσυµµετρικές µονάδες των 5 διαµεµβρανικών ελίκων η κάθε µία (ΤΜ1-ΤΜ5 και 

ΤΜ6-ΤΜ10, αρίθµηση από το LeuT), οι οποίες µεταξύ τους σχηµατίζουν το κέντρο δέσµευσης και το 

µονοπάτι µεταφοράς. Οι έλικες 1, 2 και 6 και 7 σχηµατίζουν µια δοµή η οποία είναι σηµαντική για τη 

δέσµευση του υποστρώµατος, η οποία είναι και αυτή που περιστρέφεται κατά τη µεταφορά (rocking 

bundle), ενώ οι έλικες 3, 4 και 8, 9 σχηµατίζουν 2 διασταυρούµενα µοτίβα V φτιάχνοντας ένα 

σύµβολο δίεσης (#) τα οποία κινούνται ελάχιστα κατά τη µεταφορά (scaffold). Ακόµη 2 έλικες, οι 5 

και 10, οι οποίες συνδέουν τα δύο µέρη µεταξύ τους, είναι περισσότερο εύκαµπτες και µια κάµψη στο 

µέσο τους επιτρέπει την εναλλασόµενη πρόσβαση του υποστρώµατος στο κέντρο δέσµευσης κατά τη 

µεταφορά (Εικόνα 1.12). Επίσης συγκεκριµένα κατάλοιπα έχουν καίρια σηµασία για την εξειδίκευση 
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της µεταφοράς καθώς λειτουργούν ως πύλες επιτρέποντας µόνο τα κατάλληλα κάθε φορά 

υποστρώµατα να εισέλθουν στην κεντρική κοιλότητα που περιέχει το κέντρο δέσµευσης (Forrest et 

al., 2008, 2009, 2011).  

 
Εικόνα 1.12 Α. Κρυσταλλογραφική δοµή του LeuT ανοιχτή προς το εξωτερικό. Β. Μοντελοποιηµένη δοµή του LeuT 
ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα. Γ. Κρυσταλλογραφική δοµή του vSGLT ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα η οποία 
συµπίπτει µε την προβλεπόµενη από τη µοντελοποίηση του LeuT (Forrest et al., 2009).  
 

1.2.3 ∆ιαµεµβρανικές πρωτεΐνες µεταφοράς που δεν οµαδοποιούνται µε βάση κάποιο από τα 

γνωστά µηχανιστικά µοτίβα 

  

Αν και ένας πολύ µεγάλος αριθµός δευτερογενών µεταφορέων µοντελοποιείται µε βάση τα 2 

πιο κοινά µηχανιστικά µοτίβα, του διακόπτη εναλλαγής διαµορφώσεων (rocker switch) και της 

ελεγχόµενης εισόδου-εξόδου (gated porter), υπάρχει ένας µεγάλος επίσης αριθµός οικογενειών των 

οποίων οι δοµές αποτελούν από µόνες τους ξεχωριστές κατηγορίες.  

 

∆οµές µε αντίστροφη εσωτερική ψευδοσυµµετρία 

Υπάρχουν ακόµα 2 δοµές οι οποίες αν και εµφανίζουν οµοιότητες µε αυτές του δοµικού τύπου του 

LeuT, καθώς διατηρούν την αντίστροφη ψευδοσυµµετρία κατά το επίπεδο της µεµβράνης, εντούτοις 

διαφέρουν σε σηµαντικές λεπτοµέρειες.  
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Μεταφορέας Gltph 

Οι µεταφορείς γλουταµικού (excitatory amino acid transporters EAAT1-5 στον άνθρωπο) 

καταλύουν την επαναπρόσληψη γλουταµικού από τη σύναψη στον ενδοκυτταρικό χώρο του 

προσυναπτικού νευρώνα ή των νευρογλοιακών κυττάρων, χρησιµοποιώντας προϋπάρχουσες 

διαβαθµίσεις ιόντων (Slotboom et al., 1999).  

Το 2004 δηµοσιεύθηκε η κρυσταλλική δοµή, σε ευκρίνεια 3.2 Å, ενός οµολόγου των 

ευκαρυωτικών µεταφορέων γλουταµικού (GltPh) από το υπερθερµόφιλο αρχαίο Pyrococcus horikoshii 

(Yernool et al., 2004) (Εικόνα 1.13Α). Για την κρυστάλλωση χρησιµοποιήθηκε µια µεταλλαγµένη 

µορφή του GltPh η οποία µπορεί να  εκφραστεί ετερόλογα στη µεµβράνη της E. coli K-12 σε πολύ 

υψηλά επίπεδα. Η δοµή δείχνει ένα οµοτριµερές σε µορφή αβαθούς λεκάνης (basin) µε ένα υδρόφιλο 

κοίλωµα ανοικτό προς την εξωκυτταρική πλευρά στον υδατικό διαλύτη. Στο κατώτατο όριο του 

ανοικτού αυτού κοιλώµατος, δηµιουργούνται τρεις διακριτές θέσεις δέσµευσης υποστρώµατος 

(binding sites), µία για κάθε υποµονάδα του τριµερούς. Επιπρόσθετα, µεταξύ των τριών υποµονάδων 

σχηµατίζεται ένας διαµεµβρανικός πόρος που θα µπορούσε να λειτουργήσει ανεξάρτητα ως δίαυλος 

ιόντων Cl-, όπως είχε προταθεί για τους µεταφορείς γλουταµικού ΕΑΑΤ4 και ΕΑΑΤ5 από µελέτες 

ηλεκτροφυσιολογίας (Ariza et al., 1997; Kavanaugh, 2004) (Εικόνα 1.13Β). Πρόσφατα έγινε 

λειτουργική ανάλυση του µεταφορέα GltPh, µετά από αποµόνωση και ανασύσταση σε λιποσωµάτια, η 

οποία υποδεικνύει ότι ο GltPh έχει υψηλή εξειδίκευση για ασπαρτικό (Κm 0.12 µM) και η λειτουργία 

του εξαρτάται από ιόντα Na+ (Ryan et al., 2009), αν και αρχικά είχε προταθεί ότι πρόκειται για 

µεταφορέα γλουταµικού (Raunser et al., 2006).  

Ένα σηµαντικό αποτέλεσµα που έχει προκύψει από την δοµική µελέτη του GltPh είναι ότι 

διαλευκάνθηκε η τοπολογική  οργάνωση του C- τελικού µέρους του µορίου, για την οποία οι 

αλγόριθµοι πρόβλεψης και τα αρχικά βιοχηµικά πειράµατα έδιναν αντικρουόµενα αποτελέσµατα: για 

πρώτη φορά, σε έναν µεταφορέα δευτερογενούς τύπου, βρέθηκαν τόσο εκτεταµένα στοιχεία µικρών, 

µη διαµεµβρανικών, αµφιπαθικών τµηµάτων (interrupted helices) και ενδιάµεσων, επανεισερχόµενων 

συνδετικών θηλειών (φουρκετών) (re-entrant loops) (HP1, HP2) (Yernool et al., 2004) (Εικόνα 

1.13Γ). Η παρουσία τέτοιων στοιχείων, τα οποία δε µπορούσε να προβλέψει η αρχική τοπολογική 

ανάλυση, φαίνεται να σχετίζεται µε σηµαντικές θέσεις καταλοίπων που παίζουν ρόλο στη δέσµευση 

και µεταφορά του υποστρώµατος.     
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Εικόνα 1.13 A. Μεταφορέας GltPh του Pyrococcus horikoshii (Yernool et al., 2004). Η κρυσταλλική δοµή δείχνει ένα 
οµοτριµερές σε µορφή αβαθούς λεκάνης µε ένα υδρόφιλο κοίλωµα ανοιχτό προς την εξωκυτταρική πλευρά στον υδατικό 
διαλύτη. Β. Μεταξύ των τριών µονοµερών σχηµατίζεται ένας πόρος που µπορεί να λειτουργεί ανεξάρτητα ως δίαυλος Cl- 
(Kavanaugh, 2004). Γ. Η δευτεροταγής δοµή του µεταφορέα GltPh, όπως προέκυψε µετά την λύση της κρυσταλλικής 
δοµής, όπου φαίνονται η ψευδοσυµµετρική οργάνωση των TM1-3 και TM4-6 και οι δύο σηµαντικές επανεισερχόµενες 
θηλειές, HP1 και HP2 (από Boudker et al., 2010). 
 
 

Μεταφορέας NhaA 

 Ο έλεγχος της συγκέντρωσης νατρίου/ πρωτονίων και του ενδοµοριακού όγκου από 

αντιµεταφορείς Na+/H+ έχει ουσιαστική σηµασία για τη βιωσιµότητα των κυττάρων. Επίσης η 

προσαρµογή σε περιβάλλοντα µε ακραίες τιµές αλατότητας και pH σε φυτά και βακτήρια ή σε 

καρδιακά µυϊκά κύτταρα απαιτεί τη δράση τέτοιων αντιµεταφορέων, των οποίων η δραστικότητα 

ελέγχεται από το pH. Οµόλογα τέτοιων αντιµεταφορέων υπάρχουν σχεδόν σε όλους τους 

οργανισµούς. Ένα οµόλογο από την E. coli κρυσταλλώθηκε σε ευκρίνεια 3.4 Å (Hunte et al., 2005) 

(Εικόνα 1.14). Πρόκειται για τον NhaA, ο οποίος είναι ο κύριος αντιµεταφορέας τέτοιου τύπου στην 

E. coli και τα εντεροβακτήρια, και λειτουργεί χρησιµοποιώντας την ηλεκτροχηµική διαβάθµιση 

πρωτονίων για να εξάγει ιόντα νατρίου από το κύτταρο. Η δράση του ελέγχεται αυστηρά από το pH, 

κάτι που είναι απαραίτητο για τη ρύθµιση του ενδοκυττάριου pH, µε βέλτιστη λειτουργία σε αλκαλικό 
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και καταστολή σε όξινο pH. Η δοµή δείχνει µια διαµόρφωση «κλειδωµένη» σε όξινο pH, και ανοιχτή 

προς το κυτταρόπλασµα. Παρατηρείται και εδώ αντίστροφη ψευδοσυµµετρική οργάνωση (Εικόνα 

1.14Γ) µε χαρακτηριστικό γνώρισµα τη σταυρωτή σύζευξη των ελίκων 4 και 11 (Εικόνα 1.14Β). Η 

δοµή σχηµατίζει µια αρνητικά φορτισµένη χοάνη ανοιχτή προς το κυτταρόπλασµα στα άκρα της 

οποίας υπάρχουν κατάλοιπα ευαίσθητα στο pH. Η χοάνη αυτή προσελκύει κατιόντα, από τα οποία 

µόνο τα µεταφερόµενα (Na+/ Li+) έχουν πρόσβαση προς το κέντρο δέσµευσης στην κεντρική 

κοιλότητα της δοµής. Σε συνθήκες όξινου pH τµήµα της έλικας 11 κλείνει την πρόσβαση προς το 

κέντρο δέσµευσης και η πρωτεΐνη παραµένει ανενεργή. Όταν συνδεθεί το κατιόν, η πρωτεΐνη 

«ανοίγει» προς το περίπλασµα, απελευθερώνει το κατιόν (Na+/ Li+) και στο κέντρο δέσµευσης 

δεσµεύονται 2 πρωτόνια, κάτι που επαναφέρει τη δοµή στον προσανατολισµό προς το 

κυτταρόπλασµα. Ο κύκλος ολοκληρώνεται µε την αποπρωτονίωση του µεταφορέα. Τα διαθέσιµα 

βιοχηµικά δεδοµένα φαίνεται να επιβεβαιώνουν αυτήν την εικόνα. Αυτός ο µηχανισµός προβλέπει ότι 

ο κύκλος της µεταφοράς υποστρώµατος διεκπεραιώνεται µε περιορισµένες µόνο κινήσεις στο κέντρο 

του µορίου, κάτι που συµβαδίζει µε την πολύ υψηλή δραστικότητα του NhaA καθώς είναι ένας από 

τους πιο γρήγορους µεταφορείς που υπάρχουν.   

          

 
Εικόνα 1.14 A. Κρυσταλλική δοµή του NhaA (Hunte et al., 2005). Β. Λεπτοµέρεια από τη δοµή όπου φαίνεται η 
σταυρωτή σύζευξη των ελίκων 4 (κόκκινο) και 11 (κίτρινο) (Hunte et al., 2005). Γ. ∆ευτεροταγής δοµή όπου φαίνεται η 
ψευδοσυµµετρική εσωτερική οργάνωση (Boudker et al., 2010).  
  

Α Β

Γ 
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∆οµές που δεν υπενθυµίζουν άλλα δοµικά πρότυπα 

Άλλες 2 γνωστές δοµές αρκετά µελετηµένων πρωτεϊνών δεν µπορούν να οµαδοποιηθούν 

δοµικά µε άλλες γνωστές πρωτεΐνες. Πρόκειται για τον AcrB και τον αντιµεταφορέα ATP/ADP.  

 

Μεταφορέας AcrB 

O µεταφορέας AcrΒ της E. coli έχει κρυσταλλωθεί µε ευκρίνεια 3.5Å  και πιο πρόσφατα 

κρυσταλλώθηκε µε την παρουσία του υποστρώµατος σε ακόµα µεγαλύτερη ανάλυση 2.8 Å 

(Murakami et al., 2002, 2006) (Εικόνα 1.15). Ο µεταφορέας αυτός συνεργαζόµενος µε µια ακόµη 

ενσωµατωµένη µεµβρανική πρωτεΐνη (AcrA) και µε έναν δίαυλο της εξωτερικής µεµβράνης (TolC), 

καταλύει την εκροή µιας µεγάλης ποικιλίας τοξικών ουσιών από το εσωτερικό του κυττάρου 

κατευθείαν στο θρεπτικό µέσο, παρακάµπτοντας το περίπλασµα (Zgurskaya and Nikaido, 1999; 

Nikaido, 2000). Η κρυσταλλική δοµή παρουσιάζει τρία πρωτοµερή AcrΒ σε οµοτριµερές σε σχήµα 

«µέδουσας». Κάθε πρωτοµερές αποτελείται από µια διαµεµβρανική περιοχή των 50 Å και από ένα 

προεξέχον “κράνος” των 70 Å. Η κορυφή του κράνους ανοίγει εν είδει χοάνης µέσω της οποίας το 

TolC ενδέχεται να αγκυροβολεί στην AcrΒ. Ένας πόρος που δηµιουργείται από τρείς α-έλικες συνδέει 

τη χοάνη αυτή µε µια κεντρική κοιλότητα στο βάθος του κράνους (Εικόνα 1.15Β). Στην 

διαµεµβρανική περιοχή κάθε πρωτοµερές έχει 12 διαµεµβρανικές α-έλικες. Η ανάλυση της 

κρυσταλλικής δοµής παρουσία του υποστρώµατος, υποδεικνύει ότι το υπόστρωµα συνδέεται σε ένα 

από τα τρια πρωτοµερή και δε φαίνεται να υπάρχει υπόστρωµα στην κεντρική κοιλότητα του 

συµπλόκου (Εικόνα 1.15Α).  

 
Εικόνα 1.15 Α. Η κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου του µεταφορέα AcrB, µαζί µε υπόστρωµα (Murakami et al., 2006). 
Β. Η δοµή του AcrB απουσία υποστρώµατος (Murakami et al., 2002).  
 

 

Β Α 
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Αντιµεταφορέας ATP/ADP 

Το 2003 δηµοσιεύθηκε η κρυσταλλική δοµή του αντιµεταφορέα ATP/ADP του βοός (Pebay-

Peyroula et al., 2003) (Εικόνα 1.16). Ο µεταφορέας ανήκει στην οικογένεια των µιτοχονδριακών 

µεταφορέων (MCF), οι οποίοι χρησιµοποιούν την ηλεκτροχηµική διαβάθµιση για ανταλλαγή 

µεταβολιτών µεταξύ του µιτοχονδριακού στρώµατος και του κυτταροδιαλύµατος και λειτουργούν 

κατά κανόνα ως οµοδιµερή. Το µονοµερές του αντιµεταφορέα ATP/ADP αποτελείται από 3 

επαναλήψεις των 2 ΤΜ. Η δοµή του δόθηκε σε µεγάλη αναλυτική ευκρίνεια (2.2 Å) χρησιµοποιώντας 

την µεµβρανική πρωτεΐνη συνδεδεµένη µε έναν ισχυρό αναστολέα, το καρβοξυατρακτυλοσίδιο 

(carboxyatractyloside), το οποίο παγιδεύει τη διαµόρφωση προς την πλευρά που είναι ανοιχτή στον 

διαµεµβρανικό µιτοχονδριακό χώρο (Berg et al., 2005). Ένα οµοδιµερές από δύο µόρια των έξι 

διαµεµβρανικών α-ελίκων διαµορφώνει µια συµπαγή διαµεµβρανική δοµή. Μεταξύ των δύο 

µονοµερών αποκαλύπτεται ένα βαθύ κοίλωµα στην επιφάνεια προς τον διαµεµβρανικό χώρο και το 

κοίλωµα αυτό αντιστοιχεί στην περιοχή του κέντρου δέσµευσης.   

 

 
Εικόνα 1.16 Α., Η κρυσταλλική δοµή του αντιµεταφορέα ATP/ADP του βοός, που ανήκει στην µεγάλη οικογένεια 
µεταφορέων των µιτοχονδρίων (MCF) (Pebay-Peyroula et al., 2003) Β. ∆ευτεροταγής δοµή που φαίνονται οι δοµικές 
επαναλήψεις των 2 ΤΜ (από Boudker et al., 2010). 
 

 

Α 

Β 
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∆οµικά «άγνωστες» οικογένειες 

Παρά την πρόοδο που παρατηρείται το τελευταίο διάστηµα στην παραγωγή κρυσταλλικών 

δοµών διαµεµβρανικών µεταφορέων και ιδιαίτερα µεταφορέων δευτερογενούς µεταφοράς, υπάρχουν 

οικογένειες οι οποίες παρά τη σηµαντικότητα και την εξελικτική τους διατήρηση στερούνται 

κρυσταλλικών δοµών και κατά συνέπεια δεν έχουµε σαφή εικόνα για την τοπολογική δοµική τους 

οργάνωση και το µηχανισµό µεταφοράς. Η µελέτη αυτών των πρωτεϊνών στηρίζεται επί του παρόντος 

στα εργαλεία βιοπληροφορικής ανάλυσης και σε βιοχηµικές, βιοφυσικές και µοριακές µεθόδους που 

ξεκινούν από στοχευµένες εφαρµογές µεταλλαξιγένεσης. Σ’ αυτή τη κατηγορία δοµικά «άγνωστων» 

µεταφορέων ανήκουν σηµαντικές οµάδες, όπως η οικογένεια NAT/NCS2 και άλλοι µεταφορείς 

νουκλεοσιδίων και νουκλεοτιδικών βάσεων που εξετάζονται παρακάτω (κεφάλαιο 1.3).  

Οι στρατηγικές που χρησιµοποιούνται για τη δοµική-λειτουργική µελέτη αυτών των 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στηρίζονται κυρίως σε συστηµατικές εφαρµογές µεταλλαξιγένεσης και 

πειράµατα σηµειακής στόχευσης (site-directed techniques) τα οποία µπορεί να γίνουν σε διάφορα 

επίπεδα (in vivo, σε µεµβρανικά κυστίδια, µετά από αποµόνωση του µεταφορέα και ανασύστασή του 

σε λιποσωµάτια) εφαρµόζοντας κατάλληλες βιοχηµικές ή βιοφυσικές τεχνικές. Μια από τις 

αποδοτικότερες προσεγγίσεις είναι αυτή της µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning 

mutagenesis) η οποία έχει αποδειχθεί ότι µπορεί να µας δώσει µια πολύ καλή γενική εικόνα τόσο για 

τα σηµαντικά κατάλοιπα του µορίου (Frillingos et al., 1998), όσο και για τη δοµική οργάνωση των 

διαµεµβρανικών ελίκων (Sorgen et al., 2002) και για το µηχανισµό της εναλλαγής διαµορφώσεων 

κατά τη δέσµευση υποστρώµατος (Kaback, 2011).  

Βασικά στοιχεία, επίσης, της γενικής δοµής των διαµεµβρανικών αυτών πρωτεϊνών όπως η 

τοπολογική τους οργάνωση µπορούν να προβλεφθούν µε υπολογιστικά προγράµµατα και να 

εξετασθούν πειραµατικά µε µοριακές-βιοχηµικές τεχνικές (von Heijne, 1992). Οι υπολογιστικές 

στρατηγικές (αλγόριθµοι πρόβλεψης) βασίζονται στο ότι οι περιοχές α-έλικας είναι αµφιπαθικές και 

εµφανίζουν υψηλότερο βαθµό υδροφοβικότητας από τα υδρόφιλα συνδετικά τµήµατα (Claros and von 

Heijne, 1994). Οι βιοχηµικές τεχνικές βασίζονται συνήθως σε τροποποίηση του πρωτεϊνικού µορίου, 

µε στοχευµένη µεταλλαξιγένεση και κατασκευή χιµαιρικών πρωτεϊνών, µέσω της οποίας µπορεί να 

εξετασθεί η προσβασιµότητα συγκεκριµένων θέσεων σε υδρόφιλα αντιδραστήρια ή η λειτουργικότητα 

πρωτεϊνών (GFP, ενζύµων) που έχουν προστεθεί ως σήµατα αναφοράς (van Geest and Lolkema 2000).  
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1.3 Μεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων  
 

Η πρόσληψη πουρινών και πυριµιδινών είναι βασική βιολογική διαδικασία τόσο στους 

προκαρυωτικούς όσο και στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Μελέτες µοριακής γενετικής και 

φυσιολογίας αποδεικνύουν την ύπαρξη πολλών ειδικών συστηµάτων µεταφοράς νουκλεοτιδικών 

βάσεων σε διάφορα είδη βακτηρίων (Andersen et al., 1995; Schultz et al., 2001; Xi et al., 2000; 

Johansen et al., 2003; Karatza and Frillingos, 2005) και µυκήτων (Diallinas et al., 1998; Koukaki et 

al., 2005; Goudela et al., 2005, 2006; Vlanti et al., 2006; Pantazopoulou and Diallinas, 2007; Hamari 

et al., 2009), ενώ παρόµοια συστήµατα είναι γνωστά σε πολλά είδη Φυτών (Argyrou et al., 2001; 

Maurino et al., 2006), Μεταζώων (Yao et al., 2002; Kato et al., 2006), Πρωτοκτίστων (de Koning et 

al., 2005; Ortiz et al., 2009) αλλά και τον άνθρωπο. 

 

1.3.1 Σηµασία της µελέτης των µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων 

 

Νουκλεοτιδικές βάσεις εµπλέκονται σε ζωτικής σηµασίας κυτταρικές διεργασίες σε όλους τους 

οργανισµούς. καθώς αποτελούν απαραίτητα συστατικά των νουκλεοτιδίων των νουκλεϊκών οξέων 

αλλά µπορούν να χρησιµοποιηθούν και καταβολικά σαν πηγές αζώτου ή άνθρακα. Η τριφωσφορική 

αδενοσίνη (ΑΤΡ) που περιέχει την πουρίνη αδενίνη αποτελεί το παγκόσµιο νόµισµα ελεύθερης 

ενέργειας σε όλα τα βιολογικά συστήµατα, ενώ παράγωγα νουκλεοτιδίων συµµετέχουν σε 

βιοσυνθετικές διεργασίες, όπως για παράδειγµα η UDP-γλυκόζη στη σύνθεση του γλυκογόνου. 

Κυκλικά νουκλεοτίδια όπως τα cΑΜΡ και cGMP αποτελούν «αγγελιοφόρους» που µεταβιβάζουν 

ενδοκυτταρικά και διακυτταρικά σήµατα (Berg et al., 2005). Οι νουκλεοτιδικές βάσεις παίζουν 

κεντρικό ρόλο και στα φυτά, όπου εκτός από τη σύνθεση του DNA και RNA σε όλους τους φυτικούς 

οργανισµούς, στα τροπικά όσπρια, η µεταφορά και αποθήκευση του αζώτου µε τη µορφή ουρεΐδων 

(αλλαντοΐνη, αλλαντoϊκό) εξαρτάται από τη βιοσύνθεση και καταβολισµό των νουκλεοτιδικών 

βάσεων (Schubert and Boland, 1990). Παράγωγα νουκλεοτιδικών βάσεων είναι ενώσεις όπως 

κυτοκινίνες, καφεΐνη και αλκαλοειδή, ενώ παράλληλα, η αδενίνη, γουανίνη, υποξανθίνη και ξανθίνη 

µπορούν να αποτελέσουν και µοναδικές πηγές αζώτου για το µονοκύτταρο χλωροφύκος 

Chlamydomonas reinhardii (Vogels and van der Drift, 1976).  Στα θηλαστικά, η αδενίνη, γουανίνη, 

και η υποξανθίνη οδηγούνται στα µονοπάτια περίσωσης πουρινών για την παραγωγή ATP και GTP 

και για τη σύνθεση νουκλεϊκών οξέων, ή οξειδώνονται καταβολικά σε ξανθίνη ή ουρικό οξύ ή 
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ουρεΐδες (Fox and Kelley, 1978). Το ουρικό οξύ ως τελικό προϊόν του µεταβολισµού των πουρινών 

στον άνθρωπο, έχει επιπρόσθετη σηµασία λόγω της ιδιότητάς του να δρά ως αντιοξειδωτικό στον ορό 

του αίµατος (Enomoto et al., 2002a, 2002b). 

Με βάση τα παραπάνω, δεν είναι τυχαίο ότι πολλά δοµικά ανάλογα πουρινών και πυριµιδινών 

χρησιµοποιούνται ως αντιµικροβιακά, αντιϊκά ή αντικαρκινικά φάρµακα. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αντικαρκινικού φαρµάκου είναι η 5-φθοροουρακίλη (5- 

fluoroucil, 5-FU) η οποία αναστέλλει τη λειτουργία ενζύµων που απαιτούνται για τη βιοσύνθεση 

πυριµιδινών (Haydon, 2003) µε συνέπεια την παρεµπόδιση της σύνθεσης DNA και της ταχείας 

διαίρεσης των καρκινικών κυττάρων, όπως για παράδειγµα στον καρκίνο του παχέος εντέρου (Gibbs 

et al., 2008), ενώ σε συνδυασµό χορήγησής της µαζί µε οξυπλατίνη η βιωσιµότητα των ασθενών 

αυξάνεται εντυπωσιακά (Andre et al., 2004; Sargent et al., 2005). Επίσης, η 5-FU χρησιµοποιείται και 

ως «προφάρµακο» (prodrug) στη διαγονιδιακή θεραπεία του καρκίνου σε συνδυασµό µε την 

απαµινάση της κυτοσίνης (Hwang et al., 2005).  

Χαρακτηριστικό παράδειγµα αντιµικροβιακού φαρµάκου αποτελεί η αλλοπουρινόλη που 

χρησιµοποιείται µαζί µε την οξυπουρινόλη, αναστέλλοντας τη δράση του ενζύµου οξειδάση της 

ξανθίνης (Spector and Johns, 1970; Pacher et al., 2008), µε αποτέλεσµα την παρεµπόδιση της 

σύνθεσης ουρικού οξέος (Pea, 2005). Με όµοο τρόπο, χρησιµοποιείται και για τη θεραπεία της 

ουρικής αρθρίτιδας (Berg et al., 2005) καθώς και της υπερουριχαιµίας (Rott and Agudelo, 2003; 

Terkeltaub, 2003; Bieber and Terkeltaub, 2004; Schlesinger, 2004; Pea, 2005; Wortmann, 2005). 

Έχοντας ως βάση την αναστολή της δράσης της οξειδάσης της ξανθίνης, γίνονται προσπάθειες για την 

παραγωγή συνθετικών πουρινών µε βάση την αλλοπουρινόλη για την αντιµετώπιση και θεραπεία 

καρκίνων (Pacher et al., 2008).   

Τα φάρµακα acyclovir (9-µεθυλο-9Η-γουανίνη) (Gnann et al., 1983; Elion, 1993) και 

ganciclovir (διϋδροξυ-προποξυ-µεθυλο-γουανίνη) (Martin et al., 1983; Matthews and Boehme, 1988) 

χρησιµοποιούνται ως αντιϊκά εναντίον ερπητοϊών αναστέλλοντας τη δράση της ιϊκής DNA 

πολυµεράσης. Επίσης λειτουργούν ως «προφάρµακα» κατά την αντιµετώπιση καρκίνου µε γονιδιακή 

θεραπεία (Rosenberg et al., 2002), όταν χρησιµοποιείται το σύστηµα κινάσης θυµιδίνης (HSVtk) και 

ερπητοϊού (Altaner, 2008). Τα φάρµακα αυτά αναστέλλουν τη δράση της DNA πολυµεράσης των 

καρκινικών κυττάρων και αφετέρου ανταγωνίζονται το dGTP κατά τη σύνθεση του DNA, στη φάση S 

του κυτταρικού κύκλου (Fillat et al., 2003).  Έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί για την επιλογή 



29 
 

περιπτώσεων έκτοπης ενσωµάτωσης διαγονιδίων, κατά την στρατηγική γονιδιακής στόχευσης σε 

εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Lodish et al., 2007). 

Όπως και σε πολλές άλλες περιπτώσεις φαρµακευτικών αγωγών, συχνά παραβλέπεται ή δεν 

έχει εξετασθεί λόγω έλλειψης δεδοµένων ο ρόλος των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µεταφοράς που 

είναι υπεύθυνες για την κυτταρική πρόσληψη των ουσιών αυτών. Έτσι, η χρήση αυτών των φαρµάκων 

δεν έχει βασιστεί σε συστηµατική µελέτη των µοριακών µηχανισµών πρόσληψής τους από τα κύτταρα 

στόχους µε αποτέλεσµα την µειωµένη απόδοση κατά την κλινική εφαρµογή τους, µε βασικότερες 

αιτίες: (α) σοβαρές παρενέργειες λόγω κυτταροτοξικής δράσης σε δευτερογενείς στόχους, (β) µη 

πρόσληψη από τα κύτταρα-στόχους, (γ) ανεπιθύµητη επαγωγή δευτερογενούς ανθεκτικότητας στα 

κύτταρα-στόχους.  

Γίνεται λοιπόν αντιληπτό ότι µόνο η βαθιά γνώση του φυσιολογικού ρόλου των πρωτεϊνών και 

του µηχανισµού µεταφοράς των εκάστοτε υποστρωµάτων θα µπορέσει να οδηγήσει στη 

βελτιστοποίηση του σχεδιασµού των πουρινικών φαρµάκων και στην ανακάλυψη νέων, πιο 

αποτελεσµατικών πρωτοκόλλων θεραπειών (Freeman et al., 1993; Mesnil and Yamasaki 2000; 

Nicholas et al., 2003). Τέτοια φάρµακα µπορεί να είναι ειδικοί αναστολείς των αντίστοιχων 

µεταφορέων των καρκινικών, ιϊκών ή βακτηριακών κυττάρων-στόχων ή ανάλογα πουρινών-

πυριµιδινών που λειτουργούν ως µεταφερόµενα υποστρώµατα αλλά προσλαµβάνονται µόνο από τους 

µεταφορείς των κυττάρων-στόχων και είναι τοξικά µόνο για τα κύτταρα-στόχους. Προς αυτήν την 

κατεύθυνση εφαρµογής κινούνται σήµερα και οι µελέτες των λειτουργικών µηχανισµών των 

διαµεµβρανικών µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων ή νουκλεοσιδίων που είναι σε εξέλιξη σε 

σχέση, κυρίως, µε δυνατότητες στοχευµένης αντιµικροβιακής θεραπείας. Για παράδειγµα, τα 

πρωτόζωα των γενών Leishmania  και Trypanosoma δεν έχουν την δυνατότητα να συνθέτουν τα ίδια 

νουκλεοτιδικές βάσεις και βασίζονται αποκλειστικά στους ξενιστές για τις πουρίνες που έπειτα 

αξιοποιούνται µέσω των µονοπατιών περίσωσης (Landfear et al., 2004; de Koning et al., 2005). Η 

δηµιουργία στοχευµένων φαρµάκων που θα αναστέλλουν τους µεταφορείς των πουρινών ή τους 

µηχανισµούς αξιοποίησής τους αποτελεί απώτερο στόχο των ερευνητών που µελετούν την πρόσληψη 

νουκλεοσιδίων και νουκλεοτιδικών βάσεων από τα παρασιτικά πρωτόζωα (Landfear, 2009). Τέτοιες 

στρατηγικές γίνονται ολοένα πιο αναγκαίες καθώς διαρκώς οι βάσεις δεδοµένων εµπλουτίζονται µε 

νέους πιθανούς µεταφορείς, µεγάλο µέρος των οποίων ανήκουν σε παθογόνους µικροοργανισµούς.  
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1.3.2 Οικογένειες µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων  

 

Οι γνωστοί µέχρι σήµερα µεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων και οι πιθανές πρωτεΐνες που 

αντιστοιχούν σε γονίδια µε οµολογίες αλληλουχίας έχουν ταξινοµηθεί σε τέσσερεις κύριες οικογένειες 

(Diallinas and Gournas, 2008), ενώ υπάρχουν και δύο ακόµη που περιορίζονται µόνο σε Φυτά 

(Desimone et al., 2002). 

Ευρύτερα διαδεδοµένη κατά την εξέλιξη είναι η οικογένεια των Μεταφορέων Νουκλεοτιδικών 

βάσεων–Ασκορβικού (Nucleobase–Ascorbate Transporters, NAT) (de Koning & Diallinas, 2000)  ή 

οικογένεια-2 Συµµεταφορέων Νουκλεοτιδικών βάσεων–Κατιόντων (Nucleobase–Cation Symporters-

2, NCS2) (TC 2.A.40, http://www.tcdb.org), για την οποία θα µιλήσουµε αναλυτικά στην επόµενη 

παράγραφο (1.3.3). Πρόκειται για οικογένεια µε πάνω από 1000 µέλη από όλα τα φύλα οργανισµών, 

από τα αρχαία µέχρι τον άνθρωπο, που όµως δεν έχει γνωστό πρότυπο δοµής από κρυσταλλογραφική 

ανάλυση.     

Η οικογένεια Μεταφορέων Πουρινών AzgA (Purine Transporters, AzgA) ανήκει στην 

Μείζονα Υπεροικογένεια ∆ιευκολυνόµενης Μεταφοράς (Major Facilitator Superfamily, MFS) (TC 

2.A.1.40) και αντιπροσωπεύεται κυρίως από τον µεταφορέα AzgA του ασκοµύκητα Aspergilus 

nidulans που µεταφέρει αδενίνη-υποξανθίνη-γουανίνη (Cecchetto et al., 2004; Goudela et al., 2006, 

2008). Η οικογένεια AzgA περιλαµβάνει επίσης δύο µεταφορείς από το φυτό Arabidopsis thaliana 

τους AtAzg1 και AtAzg2 (Mansfield et al., 2009), τον PbuG από τον Bacillus subtilis που µεταφέρει 

υποξανθίνη και γουανοσίνη (Johansen et al., 2003) και οµόλογα άγνωστης λειτουργίας από αρχαία, 

βακτήρια, µύκητες και φυτά, ενώ δεν υπάρχει στα Μετάζωα. 

Η οικογένεια Μεταφορέων Σχετιζόµενων µε Πουρίνες (Purine Related Transporters, PRT) (de 

Koning & Diallinas, 2000) ή οικογένεια-1 Συµµεταφορέων Νουκλεοτιδικών βάσεων–Κατιόντων 

(Nucleobase–Cation Symporters-1, NCS1) (TC 2.A.39) περιλαµβάνει πάνω από 300 µέλη από αρχαία, 

βακτήρια, µύκητες και φυτά, αλλά δεν υπάρχει στα Μετάζωα. Γνωστοί µεταφορείς NCS1 είναι οι 

µεταφορείς ουρακίλης Fur4 των Saccharomyces cerevisiae και Schizosaccharomyces pombe (Jund et 

al., 1988), ο µεταφορέας αλλαντοΐνης Dal4 του S. cerevisiae (Yoo et al., 1992) οι µεταφορείς 

αδενίνης-γουανίνης-υποξανθίνης-κυτοσίνης Fcy2 του S. cerevisiae (Weber et al., 1990) και Fcy21p 

της Candida albicans (Goudela et al., 2006), οι µεταφορείς πουρινών-κυτοσίνης FcyB (Vlanti and 

Diallinas, 2008) και ουρακίλης FurD (Amillis et al., 2007) του Aspergillus nidulans, ο µεταφορέας 

πουρινών-κυτοσίνης AffcyB του παθογόνου Aspergillus fumigatus (Vlanti and Diallinas, 2008), ο 
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µεταφορέας κυτοσίνης CodB της E. coli (Danielsen et al., 1992) και ο µεταφορέας αλλαντοΐνης PucI 

του B. subtilis (Schultz et al., 2001). Πρόσφατα έχει αναλυθεί η κρυσταλλική δοµή ενός µέλους 

(Mph1) της οικογένειας από το Microbacterium liquefaciens σε δύο διαµορφώσεις (Weyand et al., 

2008; Shimamura et al., 2010) και ανήκει στο δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο του LeuT, όπως είδαµε 

παραπάνω (κεφάλαιο 1.2). Παρ’ ό,τι υπάρχει ήδη ένα µοντέλο δοµικής οργάνωσης που στηρίζεται σε 

κρυσταλλογραφικά δεδοµένα, η µελέτη των σχέσεων δοµής- λειτουργίας στην οικογένεια NCS1 µε 

βιοχηµικά και µοριακά γενετικά πειράµατα δεν έχει προχωρήσει σε σηµαντικό βαθµό. 

Η οικογένεια Μεταφορέων Εξισορρόπησης συγκεντρώσεων Νουκλεοσιδίων (Equilibrative 

Nucleoside Transporters, ENT) (TC 2.A.57) περιλαµβάνει ευρείας εξειδίκευσης µεταφορείς 

νουκλεοσιδίων και/ή νουκλεοτιδικών βάσεων καθώς και κυτταροτοξικών αναλόγων τους που 

χρησιµοποιούνται ως αντικαρκινικά και αντιϊικά φάρµακα. Περιλαµβάνει οµόλογα από πολλούς 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς, κυρίως Μύκητες, Πρωτόκτιστα και Μετάζωα, αλλά δε συναντάται σε 

προκαρυωτικούς οργανισµούς (de Koning et al., 2005). Έχουν µελετηθεί οι µεταφορείς hENT1, 

hENT2 (Griffiths et al., 1997), hENT3 και hENT4 (Hyde et al., 2001) στον άνθρωπο, καθώς και οι 

οµόλογοι µεταφορείς σε τρωκτικά (Yao et al., 1997; Kiss et al., 2000; Baldwin et al., 2005). Ιδιαίτερα 

επίσης έχουν µελετηθεί οι µεταφορείς ΕΝΤ στα παρασιτικά πρωτόζωα όπου δεν υπάρχουν µηχανισµοί 

σύνθεσης πουρινών de novo (Lanfear et al., 2004), και η εξασφάλιση πουρινών επιτυγχάνεται µε 

πρόσληψή τους µέσω µεταφορέων της οικογένειας ΕΝΤ (www.bioparadigms.org/slc/intro.asp). Από 

τα παρασιτικά πρωτόζωα, η Leishmania major περιέχει 6 µέλη (ΝΤ1.1, ΝΤ1.2 και ΝΤ2 µεταφορείς 

νουκλεοσιδίων, ΝΤ3 µεταφορέας υποξανθίνης, αδενίνης, γουανίνης και ξανθίνης, ΝΤ4 µεταφορέας 

αδενίνης, και LmU1 µεταφορέας ουρακίλης) (Papageorgiou et al., 2005; Ortiz et al. 2007, 2009), η L. 

donovani έχει 3 µέλη (LdNT1.1 και LdNT1.2, µεταφορείς αδενοσίνης και πυριµιδινών και LdNT2, 

µεταφορέας ινοσίνης και γουανοσίνης) (Liu et al., 2006), στο Trypanosoma brucei έχουν 

χαρακτηρισθεί οι TbNT2 (µεταφορέας αδενοσίνης, ινοσίνης, γουανοσίνης), TbAT1 (µεταφορέας 

αδενοσίνης και αδενίνης) (de Koning et al., 2005) και ο ΝΒΤ1 που µεταφέρει νουκλεοτιδικές βάσεις 

(αδενίνη, υποξανθίνη, ξανθίνη, γουανίνη), νουκλεοσίδια (γουανοσίνη και ινοσίνη) και αλλοπουρινόλη 

(Burchmore et al., 2003), ενώ µεταφορείς ΕΝΤ είναι γνωστοί επίσης στο Plasmodium falciparum 

(PfNT1, µεταφορέας νουκλεοσιδίων/αναλόγων, αδενίνης, υποξανθίνης) (Carter et al., 2000a) και στο 

Toxoplasma gondii [TgAT, µεταφορέας αδενοσίνης και πιθανός µεταφορέας υποξανθίνης και 

γουανίνης) (Chiang et al., 1999)]. Όπως αναφέραµε παραπάνω (κεφάλαιο 1.2), οι µεταφορείς της 
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οικογένειας ΕΝΤ µοντελοποιούνται µε βάση το γενικό δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο της LacY χωρίς 

όµως να ανήκουν στην υπεροικογένεια MFS (Valdes et al., 2009).  

∆ύο οικογένειες µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων απαντώνται µόνο στα Φυτά, η 

οικογένεια των Περµεασών Οργανοκατιόντων των Φυτών (Plant Organocation Permease, POP) (TC 

2.A.7.14) και η οικογένεια των Μεταφορέων Ενεργού Πρόσληψης Νουκλεοτιδικών βάσεων 

(Nucleobase Uptake Transporters, NBUT) (TC 2.A.7.19). Ο µόνος µεταφορέας της οικογένειας POP 

που έχει χαρακτηρισθεί λειτουργικά είναι ο AtPUP1 της Arabidopsis thaliana, που είναι 

εξειδικευµένος µεταφορέας αδενίνης και κυτοσίνης και συµµεταφέρει τα υποστρώµατα αυτά µαζί µε 

πρωτόνια (Gillissen et al., 2000). Ανάλογα πουρινών (π.χ. υποξανθίνη), φυτοορµόνες (π.χ. 

κυτοκινίνες) και αλκαλοειδή (π.χ. καφεΐνη) είναι ισχυροί αναστολείς του µεταφορέα AtPUP1 που 

ανταγωνίζονται την πρόσληψη αδενίνης και κυτοσίνης (Gillissen et al., 2000; Burkle et al., 2003). 

Ωστόσο, στην A. thaliana υπάρχουν 14 ακόµη οµόλογα που δεν έχουν χαρακτηρισθεί λειτουργικά. Η 

οικογένεια NBUT αποτελείται από µεταφορείς που έχουν ως υποστρώµατα ουρεΐδες, κυτοσίνη και 

ανάλογα πουρινών-πυριµιδινών. Αντιπροσωπευτικά µέλη είναι οι µεταφορείς αλλαντοΐνης AtUPS1 

και AtUPS2 της A. thaliana, από τους πρώτους µεταφορείς αλλαντοΐνης που έχουν εντοπιστεί και 

χαρακτηρισθεί σε φυτά, και µεταφέρουν επίσης ουρικό οξύ και ξανθίνη (Desimone et al., 2002). 

Οµοίως, ο PvUPS1, ένας άλλος οµόλογος µεταφορέας που ταυτοποιήθηκε στο φασόλι (Phaseolus 

vulgaris), έχει ως βασικό υπόστρωµα την αλλαντοΐνη αλλά δεσµεύει επίσης ουρικό και ξανθίνη 

(Pelissier et al., 2004). 

Στα θηλαστικά, υπάρχουν και άλλες διακριτές οικογένειες µεταφορέων, διαφορετικές από όλες 

τις παραπάνω, οι οποίες δεν µπορούν να χαρακτηριστούν γενικά ως µεταφορείς νουκλεοτιδικών 

βάσεων, αλλά περιλαµβάνουν πρωτεΐνες µεταφοράς ουρικού οξέος (Diallinas and Gournas, 2008), 

όπως είναι ο µεταφορέας URAT1 του νεφρικού επιθηλίου (Enomoto et al., 2002), οι µεταφορείς UAT, 

Oat1, Oat3, MRP2, MRP4 και Oatv1 (Bakhiya et al., 2003; Jutabba et al., 2003; Van Aubel et al., 

2005) και ο µεταφορέας SLCA9 (παλαιότερη ονοµασία GLUT9) του νεφρικού επιθηλίου (Caulfield et 

al., 2008). Για παράδειγµα, ο µεταφορέας ουρικού SLCA9 που έχει συνδεθεί µε υπερουριχαιµία 

ανήκει στη γνωστή οικογένεια µονοµεταφορέων γλυκόζης (GLUT1-14) που περιλαµβάνει κυρίως 

µεταφορείς σακχάρων (γλυκόζης, φρουκτόζης) και ανήκει στην ευρύτερη υπεροικογένεια MFS 

(Wright et al., 2010). 
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1.3.3 Η οικογένεια µεταφορέων NAT/NCS2  

 

Η οικογένεια των µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων-ασκορβικού (NAT/NCS2), στην οποία 

ανήκει ο µεταφορέας XanQ και οι υπόλοιποι µεταφορείς που µελετώνται στην παρούσα διατριβή, 

είναι η µεγαλύτερη και πιο συντηρηµένη οικογένεια νουκλεοτιδικών βάσεων. Αν και περιλαµβάνει 

περισσότερες από 1000 πιθανές πρωτεΐνες από όλες τις ταξινοµικές οµάδες οργανισµών, ελάχιστες 

έχουν ταυτοποιηθεί και µελετηθεί, µε αποτέλεσµα να παραµένουν ακόµα αδιευκρίνιστοι οι 

µηχανισµοί λειτουργίας τους ή και ο φυσιολογικός τους ρόλος. Επιπλέον, δεν υπάρχει διαθέσιµη 

καµιά κρυσταλλική δοµή που να επιτρέπει µοντελοποίηση των µεταφορέων NAT σε υψηλό επίπεδο 

ανάλυσης. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η οικογένεια NAT/NCS2 (http://www.tcdb.org, TC2.A.40) έχει 

ελάχιστη συγγένεια µε την οικογένεια µεταφορέων NCS1 (http://www.tcdb.org, TC2.A.39), ένα µέλος 

της οποίας κρυσταλλώθηκε πρόσφατα και εµπίπτει στο δοµικό-µηχανιστικό µοτίβο του LeuT 

(Weyand et al., 2008; Shimamura et al., 2010). 

Τα µέλη της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2 που προέρχονται από µικροοργανισµούς ή φυτά είναι 

ειδικοί µεταφορείς νουκλεοτιδικών βάσεων (πουρινών ή πυριµιδινών) (de Koning and Diallinas, 2000; 

Gournas et al., 2008), ενώ τα µέλη που προέρχονται από τον άνθρωπο και άλλα πρωτεύοντα είναι 

ειδικοί µεταφορείς L-ασκορβικού (Tsukaguchi et al., 1999). Επίσης, στα άλλα θηλαστικά µπορεί να 

υπάρχουν τόσο οµόλογα που µεταφέρουν ασκορβικό όσο και οµόλογα που µεταφέρουν ουρακίλη και 

πουρίνες (Yamamoto et al., 2010) (Εικόνα 1.17).  

Σε σχέση µε τα γνωστά υποστρώµατα των µεταφορέων ΝΑΤ, είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον ότι 

ουρακίλη, ουρικό οξύ και ξανθίνη έχουν εντελώς διαφορετική χηµική δοµή από το L-ασκορβικό. 

Αξίζει, πάντως, να σηµειωθεί ότι το ασκορβικό και το ουρικό έχουν παρόµοιες και συµπληρωµατικές 

λειτουργίες στα θηλαστικά. Είναι αντιοξειδωτικές ουσίες που απαλλάσσουν το πλάσµα του αίµατος 

από δραστικές µορφές οξυγόνου (Ames et al., 1981; Frei et al., 1989; Nyyssonen et al., 1997). Το 

ασκορβικό οξύ, επιπρόσθετα, είναι απαραίτητο για αρκετές ενζυµικές αντιδράσεις, όπου διατηρεί τα 

ιόντα µεταλλικών συµπαραγόντων στην ανηγµένη τους µορφή και αποµακρύνει τις ελεύθερες ρίζες, 

προφυλάσσοντας τους ιστούς από οξειδωτική καταστροφή. Επιπλέον, το ουρικό σταθεροποιεί το 

ασκορβικό οξύ στα βιολογικά υγρά (Sevanian et al., 1991). Η σπουδαιότητα του ουρικού οξέος ως 

αντιοξειδωτικού είναι ιδιαίτερα εµφανής σε είδη που δεν µπορούν να συνθέσουν ασκορβικό οξύ. 

Κατά πόσον το γεγονός αυτό είναι σύµπτωση ή έχει παίξει κάποιο ρόλο στην εξέλιξη του µεταφορέα 

ασκορβικού των θηλαστικών από έναν µεταφορέα ουρικού παραµένει άγνωστο (Hediger, 2002). 
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Εικόνα 1.17 ∆ιαχωρισµός της οικογένειας ΝΑΤ σε τρεις οµάδες ανάλογα µε το υπόστρωµα που µεταφέρουν και τα 
καλύτερα µελετηµένα µέλη της κάθε οµάδας . Μεταφορείς οξειδωµένων πουρινών (ξανθίνης και/ή ουρικού οξέος, XanQ 
και UapA αντίστοιχα), µεταφορείς ουρακίλης (UraA, rSNBT1) και µεταφορείς L-ασκορβικού (SVCT1 και SVCT2). 

 

Μια ανάλυση µε βάση γνωστά γονιδιώµατα που έχουν κατατεθεί (http://img.jgi.doe.gov/, 

http://www.membranetransport.org/), δείχνει ότι από τα Αρχαία το 27% των γονιδιωµάτων (n=23) 

περιέχει πιθανά γονίδια για µεταφορείς ΝΑΤ, από τα Ευκάρυα το 68% (n=13) και από τα Βακτήρια το 

61% (n=671) (Καρλετίδης Γ., 2010, ∆ιπλωµατική εργασία). Συχνά υπάρχουν πολλά οµόλογα ΝΑΤ 

στον ίδιο οργανισµό. Τα περισσότερα από τα 23 Αρχαία που περιέχουν γονίδια NAT έχουν µόνο ένα 

(69%) ή δύο (20%) οµόλογα στο γονιδίωµά τους, ενώ τα Βακτήρια µπορεί να περιέχουν ένα (33%), 

δύο (28%), τρία ή τέσσερα (10%), ή και περισσότερα γονίδια NAT στο γονιδίωµά τους, µε την E. coli 

να έχει το µεγαλύτερο αριθµό (10 οµόλογα). Από τα 13 Ευκάρυα, τα περισσότερα έχουν ένα (50%) ή 

δύο (20%) γονίδια ΝΑΤ, αλλά ορισµένα φυτά έχουν µεγάλο αριθµό οµολόγων, όπως η Arabidopsis 

thaliana που έχει 14 γονίδια για µεταφορείς ΝΑΤ (Καρλετίδης Γ., 2010, ∆ιπλωµατική εργασία).  

Λίγα σχετικά µέλη της οικογένειας NAT έχουν κλωνοποιηθεί και µελετηθεί σε γενετικό και 

µοριακό επίπεδο (Εικόνα 1.18). Έχουν χαρακτηρισθεί λειτουργικά οι µεταφορείς του ασκοµύκητα 

Aspergillus nidulans UapA (µεταφορέας ουρικού και ξανθίνης) (Diallinas & Scazzocchio 1989) και 

UapC (µεταφορέας πουρινών µε ευρύτερη εξειδίκευση) (Diallinas et al., 1995), οι µεταφορείς 

ξανθίνης της E. coli YgfO και YicE (Karatza and Frillingos, 2005), που πρόσφατα µετονοµάστηκαν σε 



35 
 

XanQ και XanP αντίστοιχα (www.ecogene.org), οι µεταφορείς ουρικού/ξανθίνης Lpe1 της Zea mays 

(Argyrou et al., 2001), Xut1 της Candida albicans (Goudela et al., 2005), AfUapΑ του A. fumigatus 

(Goudela et al., 2006), οι µεταφορείς ξανθίνης PbuX και ουρικού PucJ και PucK του Bacillus subtilis 

(Christiansen et al., 1997, Schultz et al., 2001), oι µεταφορείς ουρακίλης UraA της E. coli (Andersen 

et al., 1995) και PyrP του Lactococcus lactis (Martinussen et al., 2001), και οι µεταφορείς ασκορβικού 

SVCT1 και SVCT2 των θηλαστικών (Tsukaguchi et al., 1999). Εντελώς πρόσφατα, κλωνοποιήθηκε 

και χαρακτηρίστηκε ένας οµόλογος µεταφορέας από θηλαστικά που λειτουργεί ως µεταφορέας 

ουρακίλης κυρίως και µε µικρότερη συγγένεια ως µεταφορέας ξανθίνης, υποξανθίνης, γουανίνης ή 

θυµίνης. Πρόκειται για τον µεταφορέα rSNBT1 ο οποίος αποµονώθηκε από το εντερικό επιθήλιο του 

επίµυος (Yamamoto et al., 2010). Ο SNBT1 έχει µεγάλη οµολογία (50% ταυτότητα) µε τους 

µεταφορείς ασκορβικού SVCT1 και SVCT2, ενώ τα ορθόλογά του στα πρωτεύοντα φαίνεται να έχουν 

απενεργοποιηθεί εξελικτικά και παραµένουν ως ψευδογονίδια.  

 

 
Εικόνα 1.18 Φυλογενετικό δενδρόγραµµα χαρακτηρισµένων µελών της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2. Σε κόκκινα πλαίσια 
φαίνονται οι δύο καλύτερα µελετηµένοι µεταφορείς. Η ανάλυση έγινε µε το πρόγραµµα Mega 3.0.   
 

Από τα 15 οµόλογα που έχουν χαρακτηρισθεί, οι µόνοι εκτενώς µελετηµένοι µεταφορείς ΝΑΤ 

είναι ο UapA του ασκοµύκητα A. nidulans, που λειτουργεί ως συµµεταφορέας ουρικού:H+ ή 

ξανθίνης:H+, και ο µεταφορέας XanQ, ειδικός συµµεταφορέας ξανθίνης:H+, από το εντεροβακτήριο E. 

coli. Από τα υπόλοιπα γνωστά µέλη, αρκετά έχουν αναγνωρισθεί µε in silico αναλύσεις σε συνδυασµό 

µε γενετική-φυσιολογική ανάλυση βακτηριακών οπερονίων (Xi et al., 2000; Schultz et al., 2001; Loh 

et al., 2006) και περιορισµένη ή και καθόλου βιοχηµική ανάλυση, και οι λειτουργίες τους παραµένουν 
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σε µεγάλο βαθµό αδιευκρίνιστες. Στα Φυτά, εξάλλου, έχουν αναγνωρισθεί 14 µέλη της οικογένειας 

NAT/NCS2 από την Arabidopsis thaliana (AtNAT1-12) βάσει φυλογενετικής-γονιδιωµατικής 

ανάλυσης και αναλύσεων έκφρασης (µε χίµαιρες GFP) για ορισµένα από αυτά, χωρίς να υπάρχουν 

καθόλου λειτουργικά δεδοµένα ή φαινότυποι από µία σειρά στελεχών µε απαλοιφές (knock-out) των 

AtNAT που εξετάσθηκαν (Maurino et al., 2006). 

Συνοπτικά, οι µελέτες που έχουν γίνει για τις σχέσεις δοµής- λειτουργίας αφορούν κατά κύριο 

λόγο τον συµµεταφορέα ουρικού/ξανθίνης:Η+ UapA (Papageorgiou et al., 2008) και τον 

συµµεταφορέα ξανθίνης:Η+ XanQ (Georgopoulou et al., 2010). Αν και δεν υπάρχει διαθέσιµο κάποιο 

αναλυτικό µοντέλο τριτοταγούς δοµής, προσπάθειες κρυστάλλωσης και κρυσταλλογραφικής 

ανάλυσης τόσο του XanQ (H. Ronald Kaback, UCLA) όσο και του UapA (Bernadette Byrne, Imperial 

College, London) βρίσκονται σε εξέλιξη. Επίσης, σε σχετικά µικρό βαθµό έχουν µελετηθεί ο 

µηχανισµός και οι σχέσεις δοµής-λειτουργίας στα οµόλογα hSVCT1 και hSVCT2 του ανθρώπου 

(Varma et al., 2008; Ormazabal et al., 2010).  

 

Το µοτίβο-«υπογραφή» της οικογένειας ΝΑΤ 

To µοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας ΝΑΤ (Εικόνα 1.19) είναι µια χαρακτηριστική 

συντηρηµένη αλληλουχία 10 ή 11 αµινοξέων που προκύπτει από ανάλυση της κωδικοποιούσας 

αλληλουχίας των χαρακτηρισµένων µελών της οικογένειας ΝΑΤ και περιλαµβάνεται στην ευρύτερη 

περιοχή που ανακαλύφθηκε από πειράµατα χιµαιρικών πρωτεϊνών (Diallinas et al., 1998). Η 

αλληλουχία του µοτίβου 324(Q/E/P-N-X-G-X-X-X-X-T-(K/R/G)333 (η αρίθµηση αντιστοιχεί στο 

µεταφορέα XanQ) ονοµάστηκε µοτίβο «υπογραφή» γιατί εκτός από τη συντήρηση της αλληλουχίας σε 

συγκεκριµένες θέσεις έχει συσχετισθεί µε συγκεκριµένες διαφορές εξειδίκευσης µεταξύ των 

µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ (Diallinas et al., 1998; Amillis et al., 2000). Τα κατάλοιπα Asn-

325, Gly-327 και Τhr-332 είναι απόλυτα συντηρηµένα σε όλα τα µέλη από τα βακτήρια µέχρι τον 

άνθρωπο. Το κατάλοιπο 324 παρουσιάζει υψηλή συντήρηση µεταξύ όλων των µελών, είτε ως Gln 

κυρίως στους µεταφορείς ξανθίνης και/ή ουρικού οξέος (UapA, UapC, XanQ, XanP, PbuX, PucJ, 

PucK, Xut1), είτε ως Glu στους µεταφορείς ουρακίλης (UraA, PyrP, rSNBT1) και στους µεταφορείς 

πουρινών των φυτών (Lpe1), είτε ως Pro στους µεταφορείς ασκορβικού του ανθρώπου (SVCT1, 

SVCT2). Το κατάλοιπο 333, συντηρείται είτε ως Lys ή Arg στους µεταφορείς ακορβικού (SVCT1, 

SVCT2), ουρακίλης (UraA, PyrP), ουρικού (PucJ), ουρικού ή ξανθίνης (UapA, UapC, Xut1, Lpe1) και 
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Gly στους µεταφορείς ξανθίνης της Ε. coli (XanQ, XanP) και στον µεταφορέα ξανθίνης του B. subtilis 

(PbuX). Bάσει αυτού του µοτίβου συντήρησης, αλλά και πειραµάτων µεταλαξιγένεσης, έχει προταθεί 

συµµετοχή του καταλοίπου Gly/Arg/Lys-333 στον καθορισµό της εξειδίκευσης ως προς την διάκριση 

υποστρωµάτων µεταξύ ουρικού και ξανθίνης και µεταξύ αναγνώρισης ή µη υποκαταστάσεων στη 

θέση 8 του πουρινικού δακτυλίου (Goudela et al., 2005; Karatza et al., 2006). Ο ρόλος του µοτίβου 

«υπογραφή» ΝΑΤ έχει µελετηθεί αναλυτικά στους µεταφορείς UapA, και XanQ και παρουσιάζεται 

παρακάτω. 

 
Εικόνα 1.19 Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τµήµατος των αλληλουχιών της περιοχής του µοτίβου ΝΑΤ 
324QNXGXXXXTG333, 16 χαρακτηρισµένων NAT/NCS2 µεταφορέων συµπεριλαµβανοµένων των E. coli XanQ (P67444), XanP 
(P0AGM9), και UraA (P0AGM7), Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK (O32140), και PucJ (O32139), Clostridium 
perfringens YcpX (P50487), Lactococcus lactis PyrP (Q9CF78), A. nidulans UapA (Q07307) και UapC (P487777), 
Aspergillus fumigatus AfUapΑ (XP748919), Candida albicans Xut1 (AAX2221), Zea mays Lpe1 (Q41960), Homo sapiens 
SVCT1 (SLC23A1) (Q9UHI7) και SVCT2 (SLC23A2) (Q9UGH3), Ratus norvegicus SNBT1 (D2KX48). Η στοίχιση των 
αλληλουχιών έγινε µε το πρόγραµµα ClustalW.  
 

Ο µεταφορέας ουρικού/ξανθίνης UapA του ασκοµύκητα A. nidulans  

Ο ασκοµύκητας Aspergillus nidulans έχει δύο µεταφορείς ΝΑΤ, τους UapA και UapC. O 

UapC είναι υψηλής συγγένειας µεταφορέας ξανθίνης (Κm 5 µΜ), χαµηλότερης συγγένειας µεταφορέας 

ουρικού (Κm 130 µΜ) και πολύ µικρής συγγένειας για άλλα ανάλογα πουρινών που φαίνεται να 

µεταφέρει επίσης (Diallinas et al., 1995). Ο UapA, που είναι περισσότερο εξειδικευµένος, έχει 

µελετηθεί ιδιαίτερα ως προς τις σχέσεις δοµής-λειτουργίας του. Πρόκειται για έναν υψηλής 

συγγένειας (Km 7-8 µΜ) συµµεταφορέα ουρικού:Η+ ή ξανθίνης:Η+, αλλά µε ικανότητα αναγνώρισης 
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αρκετών αναλόγων ξανθίνης, όπως 2-θειουρικό οξύ, 2-θειοξανθίνη, 3-µεθυλοξανθίνη, αλλοπουρινόλη 

και οξυπουρινόλη (Diallinas & Scazzocchio 1989).  

H πρώτη προσπάθεια για την αναγνώριση σηµαντικών περιοχών για τη λειτουργία του 

µεταφορέα UapA έγινε µε πειράµατα ανάλυσης χιµαιρικών πρωτεϊνών µεταξύ UapA και του 

ευρύτερης εξειδίκευσης µεταφορέα UapC, που παρήχθησαν µε πειράµατα λειτουργικής συµπλήρωσης 

in vivo (in vivo complementation) (Diallinas et al., 1998). Στη συνέχεια, έγινε εντοπισµός των 

σηµαντικών καταλοίπων µε πειράµατα µεταλλαξιγένεσης σηµειακής στόχευσης και κατασταλτικών 

µεταλλαγών δεύτερης θέσης (second-site suppressor mutations) επιλεγµένων µεταλλαγµάτων 

(Diallinas et al., 1998). Τα πειράµατα αυτά υπέδειξαν µια ευρεία περιοχή 70 περίπου καταλοίπων του 

UapA η οποία θεωρήθηκε κρίσιµη για την αναγνώριση των υποστρωµάτων και την εξειδίκευση των 

µεταφορέων, η οποία εντοπίζεται µεταξύ των ελίκων ΤΜ8 και ΤΜ9 στο τοπολογικό µοντέλο των 12 

διαµεµβρανικών τµηµάτων. Στη συνέχεια δηµιουργήθηκε µε στοχευµένη µεταλλαξιγένεση µια ακόµη 

χιµαιρική πρωτεΐνη, µε αντικατάσταση της κρίσιµης αυτής περιοχής του UapA από την αντίστοιχη 

αλληλουχία του UapC, και αποδείχθηκε ότι αυτή η χιµαιρική πρωτεΐνη συµπεριφέρεται λειτουργικά 

όπως ο UapC (Diallinas et al., 1998). Συγκριτική ανάλυση των αλληλουχιών της οικογένειας 

NAT/NCS2 αποκάλυψε ότι η περιοχή των 70 καταλοίπων περιλαµβάνει µια χαρακτηριστική 

υποπεριοχή αλληλουχίας, που αναγνωρίσθηκε ως µοτίβο «υπογραφή» (βλ. παραπάνω).  

Σε επόµενες έρευνες του εργαστηρίου του Γ. ∆ιαλλινά, αναδείχθηκε η σχέση της περιοχής του 

µοτίβου-«υπογραφή» µε την πρόσδεση και τη µεταφορά του υποστρώµατος (Meintanis et al., 2000; 

Amillis et al., 2001; Koukaki et al., 2005; Papageorgiou et al., 2008; Kosti et al., 2010). Σε πειράµατα 

ανάπτυξης του ασκοµύκητα µε µοναδική πηγή αζώτου ουρικό ή ξανθίνη ή και άλλες πουρίνες, οι 

µεταλλαγές δύο συντηρηµένων αµινοξέων του µοτίβου, των Gln-408 ή Asn-409, είχαν τις 

σοβαρότερες επιπτώσεις, υποδηλώνοντας ότι αυτά τα κατάλοιπα είναι ουσιαστικής σηµασίας για τη 

λειτουργία του UapA. Μεταλλαγές στα υψηλά συντηρηµένα κατάλοιπα Gly-411 και Τhr-416 βρέθηκε 

ότι αλλάζουν την εξειδίκευση του µεταφορέα ώστε να αναγνωρίζει, µε µικρότερη συγγένεια, 

υποξανθίνη και αδενίνη (Koukaki et al., 2005), ενώ η µεταλλαγή R417G οδηγεί σε αδυναµία 

αναγνώρισης αναλόγων µε υποκαταστάσεις στον ιµιδαζολικό δακτύλιο της πουρίνης (8-αζαξανθίνη, 

9-µεθυλοξανθίνη) (Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005). Παράλληλα, τα αποτελέσµατα 

οδήγησαν στην πρόταση ότι τα Gln-408 και Asn-409 είναι απαραίτητα για τη δέσµευση και τη 

µεταφορά του υποστρώµατος, αντίστοιχα. Πειράµατα ανταγωνισµού µε ανάλογα πουρινών υπέδειξαν 

ότι το µετάλλαγµα Q408Ε µπορεί να εµπλέκεται άµεσα στη δέσµευση υποστρώµατος σχηµατίζοντας 
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δεσµό υδρογόνου µε το άζωτο Ν9-Η των πουρινών 7-δεαζαξανθίνης, υποξανθίνης ή γουανίνης ή µε 

την κετοοµάδα C8=O του ουρικού οξέος (Koukaki et al., 2005; Goudela et al., 2005). Μια πιο 

πρόσφατη µελέτη τυχαίας µεταλλαξιγένεσης υπέδειξε ότι στην ευρύτερη περιοχή αλληλουχίας µεταξύ 

των ελίκων ΤΜ8 και ΤΜ9 υπάρχουν δύο ακόµα υψηλά συντηρηµένα κατάλοιπα, Gln-356 και Asp-

388, που είναι ουσιαστικά για τη λειτουργία του µεταφορέα (Papageorgiou et al., 2008).  

Εκτός της περιοχής του µοτίβου «υπογραφή», έχουν µελετηθεί και άλλες περιοχές του UapA 

όπως η  έλικα ΤΜ12, για την οποία προτάθηκε ότι η Phe-528 στο µέσο της έλικας λειτουργεί ως 

µοριακό «φίλτρο» για την αναγνώριση των κατάλληλων πουρινών στον UapA και τον αποκλεισµό 

των πουρινών που δεν είναι υποστρώµατα, χωρίς όµως να αποτελεί τµήµα του κέντρου δέσµευσης 

(Vlanti et al., 2006). Ακολούθως, βρέθηκε επίσης ότι και τα κατάλοιπα Τhr-526 (έλικα ΤΜ12) και 

Gln-113 (υδρόφιλο τµήµα µετά την έλικα ΤΜ1) µπορεί να λειτουργούν µε παρόµοιο τρόπο αφού 

µεταλλαγές τους «χαλαρώνουν» την εξειδίκευση του µεταφορέα UapA, αλλά και πάλι χωρίς να 

επηρεάζεται η υψηλή συγγένεια του κέντρου δέσµευσης του UapA για ουρικό οξύ και ξανθίνη 

(Papageorgiou et al., 2008).  

Εξάλλου, η µελέτη του συντηρηµένου µοτίβου Gln-85-His-86 στο µέσον της έλικας ΤΜ1 του 

UapA υπέδειξε ότι το κατάλοιπο Gln-85 είναι σηµαντικό για τη συγγένεια δέσµευσης και την 

εξειδίκευση, ενώ η Ηis-86 παίζει ρόλο στην έκφραση και την ορθή στόχευση του µεταφορέα στην 

πλασµατική µεµβράνη (Pantazopoulou and Diallinas, 2006). Η µελέτη ενός µοτίβου «επανάληψης 

λευκινών» (leucine zipper) που υπάρχει µόνο στον UapA και όχι σε άλλους µεταφορείς NAT και 

αποτελείται από τρία κατάλοιπα λευκίνης που εντοπίζονται στην ίδια πλευρά α-έλικας του ΤΜ1 (Leu-

77, Leu-84, Leu-91) υποδεικνύει ότι το µοτίβο λευκινών παίζει ρόλο στη συναρµογή της ΤΜ1 µε 

άλλες έλικες του UapA για το καταλληλότερο πακετάρισµα της δοµής (Pantazopoulou and Diallinas, 

2006).  

Πρόσφατα, ο συνδυασµός µελετών στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης και κατασταλτικών 

µεταλλαγών που αποµονώθηκαν επιλέγοντας για στελέχη του ασκοµύκητα µε ικανότητα αύξησης σε 

αδενίνη, οδήγησε την οµάδα Γ. ∆ιαλλινά να προτείνει ένα µοντέλο λειτουργικής αλληλεπίδρασης 

µεταξύ της ΤΜ1, της ΤΜ12, και της ευρύτερης περιοχής του µοτίβου «υπογραφή», κατά το οποίο η 

αλληλεπίδραση αυτή καθορίζει την συγγένεια δέσµευσης και την εξειδίκευση του UapA για το ουρικό 

οξύ, που αποτελεί το κυρίως υπόστρωµα του µεταφορέα (Papageorgiou et al., 2008). Επίσης, µια 

τελευταία µελέτη από το εργαστήριο αυτό υποδεικνύει ότι κατάλοιπα των ελίκων ΤΜ9 και ΤΜ10 

µπορεί να εµπλέκονται στο µονοπάτι µεταφοράς υποστρώµατος και προτείνει ότι υπάρχουν 



40 
 

σηµαντικές θέσεις τόσο στην κυτταροπλασµατική  όσο και την εξωκυττάρια πλευρά του UapA οι 

οποίες καθορίζουν επιλεκτικά την πρόσβαση των υποστρωµάτων στο µονοπάτι µεταφοράς εν είδει 

πύλης (selective gates) (Kosti et al., 2010).  

Οι µελέτες του UapA µας δίνουν µια σηµαντική βάση σύγκρισης για την κατανόηση των 

διαφορών αναγνώρισης υποστρωµάτων και εξειδίκευσης, σε σχέση µε τον άλλο πολύ καλά 

µελετηµένο µεταφορέα NAT, από ένα πρότυπο βακτηριακό σύστηµα, τον XanQ.  

Ο µεταφορέας ξανθίνης XanQ του εντεροβακτηρίου E. coli  
 

Από τα 10 οµόλογα ΝΑΤ που περιέχει η E. coli στο γονιδίωµα της, οι σχέσεις δοµής-

λειτουργίας έχουν µελετηθεί εκτενώς µε µεταλλαξιγένεση στον µεταφορέα XanQ (Karatza et al., 

2006; Karena and Frillingos, 2009; Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010). Πρόκειται 

για έναν υψηλής συγγένειας συµµεταφορέα ξανθίνης:Η+ (Κm 4-5 µΜ) (Karatza and Frillingos, 2005). 

Παρά το γεγονός ότι η E. coli δεν χρησιµοποιεί πουρίνες (εκτός αδενίνης) ως µοναδική πηγή αζώτου 

και δεν µπορούν να εφαρµοσθούν πρωτόκολλα δοκιµασιών αύξησης (growth assays) σε ξανθίνη, 

υποξανθίνη ή ουρικό, όπως στο σύστηµα του A. nidulans, υπάρχει η δυνατότητα εφαρµογής άλλων 

µεθοδολογιών, µοριακής βιολογίας, βιοχηµείας και βιοφυσικής, κυρίως, που προσφέρουν σηµαντικά 

πλεονεκτήµατα στο βακτηριακό αυτό σύστηµα.  

Το βακτηριακό σύστηµα της E. coli Κ-12 επέτρεψε την κατασκευή ενός πλήρως λειτουργικού 

µεταφορέα XanQ χωρίς εγγενή κατάλοιπα κυστεϊνών (Cys-less) (Karatza et al., 2006) και την 

εφαρµογή των στρατηγικών της µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-scanning mutagenesis) 

(Frillingos et al., 1998), οι οποίες είναι σηµαντικά εργαλεία για την ανάλυση των σχέσων δοµής-

λειτουργίας και την κατανόηση του µηχανισµού. Η συστηµατική σηµειακή µεταλλαξιγένεση και 

µεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης του µεταφορέα XanQ, που βρίσκεται σε εξέλιξη στο 

εργαστήριό µας, έχει αναδείξει µερικές σηµαντικές περιοχές αλληλουχίας και κατάλοιπα κρίσιµης 

σηµασίας για τη λειτουργία του µεταφορέα (Karatza et al., 2006; Karena and Frillingos, 2009; 

Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010).  

Οι αρχικές µελέτες εστιάστηκαν στην µεταλλαξιγένεση της περιοχής του µοτίβου «υπογραφή» 

NAΤ, η οποία στον XanQ περιλαµβάνει τα κατάλοιπα 324-333 (QNNGVIQMTG), και µικρών 

περιοχών αλληλουχίας ανοδικά (GSLPLTTFA) και καθοδικά (VASRYVG) του µοτίβου (Karatza et 

al., 2006). Η ανάλυση των υψηλά συντηρηµένων καταλοίπων του µοτίβου, Gln-324, Asn-325, Gly-

327, Thr-332 και Gly-333, έδωσε αποτελέσµατα που είναι όµοια µε τη γενική εικόνα των 
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αποτελεσµάτων για τα αντίστοιχα κατάλοιπα του UapA (Karatza et al., 2006). Συγκεκριµένα, φαίνεται 

ότι τα κατάλοιπα Gln-324 και Asn-325 είναι αναντικατάστατα για τη µεταφορά υποστρώµατος και, 

µάλιστα, το Gln-324 φαίνεται ότι χρειάζεται για τη δέσµευση και µεταφορά υποστρώµατος µε υψηλή 

συγγένεια, εφόσον τα µεταλλάγµατα Q324E και Q324N έχουν εξαιρετικά χαµηλή συγγένεια 

µεταφοράς (15 φορές µεγαλύτερη Km από τον φυσικού τύπου XanQ) και δεν αναγνωρίζουν κανένα 

από τα ανάλογα ξανθίνης που χρησιµοποιήθηκαν ως προσδέτες. Επίσης, αντικατάσταση των 

καταλοίπων Thr-332 και Gly-333, ενώ δεν οδηγεί σε απενεργοποίηση, προκαλεί σηµαντικές αλλαγές 

στην εξειδίκευση αναγνώρισης αναλόγων ξανθίνης, αναγνωρίζοντας υποκαταστάσεις στις θέσεις 7 και 

8 του ιµιδαζολικού δακτυλίου. Η αντικατάσταση του Gly-327 µε Pro, Cys, ή Ala οδηγεί σε αύξηση 

της Vmax κατά 2-3 φορές, χωρίς σηµαντική επίπτωση στην Km ή στην εξειδίκευση (Karatza et al., 

2006).  

Η ανάλυση της ευαισθησίας σε απενεργοποίηση από το ειδικό SH–αντιδραστήριο Ν- 

αιθυλµηλεϊµίδιο (ΝΕΜ) έδειξε ότι όλες οι θέσεις καταλοίπων στην περιοχή του µοτίβου «υπογραφή» 

είναι προσβάσιµες σε αλκυλίωση από το NEM και ορισµένες από αυτές είναι ευαίσθητες σε 

απενεργοποίηση του αντίστοιχου µεταλλάγµατος κυστεΐνης (single-Cys mutant) από το ΝΕΜ, γεγονός 

που υποδεικνύει συµµετοχή των θέσεων αυτών στον µηχανισµό λειτουργίας. Οι ευαίσθητες σε ΝΕΜ 

θέσεις εντοπίζονται σε συνεχόµενα κατάλοιπα της αλληλουχίας του µοτίβου «υπογραφή» (323-329) 

και σε µία πλευρά α- έλικας στην αλληλουχία καθοδικά του µοτίβου (332, 333, 336, 339) (Karatza et 

al., 2006). Επίσης, βρέθηκαν δύο κατάλοιπα µε πιθανώς σηµαντικό ρόλο στη δοµική σταθερότητα του 

µορίου του XanQ, ένα πριν (Pro-318) και ένα µετά (Gly-340) το µοτίβο «υπογραφή», των οποίων η 

µεταλλαξιγένεση οδηγούσε σε µηδενική ή ελάχιστη έκφραση στη µεµβράνη (Karatza et al., 2006).  

Πρόσφατα, µια συστηµατική ανάλυση µεταλλαξιγένεσης των πολικών καταλοίπων αµινοξέων 

του XanQ που προβλέπεται ότι βρίσκονται σε διαµεµβρανικά τµήµατα οδήγησε στην αποκάλυψη δύο 

ακόµα αναντικατάστατων καταλοίπων για τη λειτουργία του µεταφορέα, του Glu-272, στο 

κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας ΤΜ8, και του Asp-304, στην έλικα TM9a που βρίσκεται πριν 

από την αλληλουχία του µοτίβου «υπογραφή», καθώς και δύο καταλοίπων µε σηµαντικό ρόλο στη 

συγγένεια δέσµευσης πουρινών ή στην εξειδίκευση, της His-31, στο µέσο της έλικας ΤΜ1, και της 

Asn-93, στο µέσο της έλικας ΤΜ3 (Karena and Frillingos, 2009). Τόσο ο χηµικός χαρακτήρας της 

πλευρικής αλυσίδας όσο και ο λειτουργικός ρόλος των τεσσάρων αυτών καταλοίπων φαίνεται να είναι 

γενικά συντηρηµένος κατά την εξέλιξη, µεταξύ των οµολόγων µεταφορέων της οικογένειας 

NAT/NCS2, βάσει της εκτενούς βιοπληροφορικής ανάλυσης που έγινε (Karena and Frillingos, 2009) 
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και της σύγκρισης µε δεδοµένα που υπάρχουν για άλλους χαρακτηρισµένους µεταφορείς της 

οικογένειας (Pantazopoulou and Diallinas, 2006; Papageorgiou et al., 2008; Varma et al., 2008).  

Εντελώς πρόσφατα, µια εκτενέστερη µελέτη κυστεϊνικής σάρωσης και επίδρασης 

αλκυλιωτικών παραγόντων (NEM/MTSES-) ανέδειξε νέα σηµαντικά κατάλοιπα στις περιοχές ανοδικά 

του µοτίβου «υπογραφή» (αλληλουχία 272-305) (Mermelekas et al., 2010) και αποκάλυψε το ρόλο 

καταλοίπων που ήταν γνωστό ότι ήταν σηµαντικά από παλαιότερες µελέτες του εργαστηρίου µας 

(Georgopoulou et al., 2010).  

Πιο αναλυτικά, βρέθηκε ότι το κατάλοιπο Asn-325, το οποίο είναι αναντικατάστατο (Karatza 

et al., 2006), συµµετέχει στην πρόσδεση του υποστρώµατος, καθώς η παρουσία υποστρώµατος το 

προστατεύει πλήρως από τη δράση των NEM και MTSES-. Αντίθετα, το ευαίσθητο σε ΝΕΜ 

κατάλοιπο Αla-323 φαίνεται να ανταποκρίνεται στη δέσµευση του υποστρώµατος µε µια 

συγκεκριµένη αλλαγή διαµόρφωσης (η παρουσία του υποστρώµατος αυξάνει την ευαισθησία του στο 

ΝΕΜ). Τα κατάλοιπα Thr-332, Gly-333 και Ser-336, τα οποία εντοπίζονται στην ίδια πλευρά α-έλικας 

(TM9b) βρίσκονται κοντά στο κέντρο δέσµευσης και αποτελούν µέρος του µονοπατιού µεταφοράς 

του υποστρώµατος (Georgopoulou et al., 2010).  

Επίσης, η περιοχή που ήταν γνωστό ότι περιέχει τα αναντικατάστατα Glu-272 και Asp-304 

(Karena and Frillingos, 2009) βρέθηκε να περιέχει µια σειρά σηµαντικών για τη λειτουργία του 

µεταφορέα καταλοίπων. Αυτά είναι τα Ala-273, Gly-275, Ser-284 (υψηλή ευαισθησία σε NEM η 

οποία, στην περίπτωση της Gly-275, αυξάνεται παρουσία του υποστρώµατος), Tyr-293, Arg-296, Gly-

300 και Val-301 (χαµηλή ευαισθησία σε ΝΕΜ), η Gly-305 που είναι σηµαντική για την έκφραση στη 

µεµβράνη και την ενεργότητα, το µοτίβο 278-TATA-281 το οποίο είναι συντηρηµένο στα µέλη που 

µεταφέρουν ξανθίνη και/ή ουρικό οξύ, και φαίνεται να είναι σηµαντικό για το κατάλληλο 

πακετάρισµα της δοµής αλληλεπιδρώντας µε άλλες περιοχές του µορίου µε αποτέλεσµα οι µεταλλαγές 

του να επηρεάζουν δραµατικά την έκφραση και/ή την ενεργότητα, και το Asp-276 όπου είναι 

απαραίτητη η παρουσία µιας καρβοξυλοµάδας (Mermelekas et al., 2010). Άρα αποκαλύπτεται ότι 

εκτός από το πολύ σηµαντικό και ήδη µελετηµένο µοτίβο «υπογραφή» (323-AQNXGXXXXTG-333), 

υπάρχουν άλλα δύο συντηρηµένα και σηµαντικά µοτίβα, το 272-EXXGDXXAT-281 στο περιπλασµικό 

άκρο του ΤΜ8 και το 300-GXXXDG-305 στο TM9a. Είναι ενδιαφέρον ότι η ευρύτερη αλληλουχία 100 

περίπου αµινοξέων που περιλαµβάνει τις TM8, ενδιάµεση υδρόφιλη περιοχή, TM9a, µοτίβο 

«υπογραφή», και TM9b (κατάλοιπα 257-354) δε φαίνεται να περιέχει άλλα σηµαντικά κατάλοιπα 



43 
 

εκτός των τριών συντηρηµένων µοτίβων που αποκαλύφθηκαν (Mermelekas et al., 2010) (Εικόνα 

1.20).  

Από το σύνολο λοιπόν των αποτελεσµάτων του εργαστηρίου µας προκύπτει ένα πιο 

λεπτοµερές µοντέλο για την γενική τοπολογική οργάνωση του XanQ στην περιοχή του µοτίβου 

«υπογραφή» (Εικόνα 1.20). Στο νέο µοντέλο, τα NEM/MTSES--ευαίσθητα κατάλοιπα του µοτίβου 

(323-329) σχηµατίζουν µια επανεισερχόµενη θηλειά (reentrant loop) στραµµένη προς την υδρόφιλη 

εσωτερική κοιλότητα του µορίου και µε πρόσβαση στο κέντρο δέσµευσης υποστρώµατος, στις 

κορυφαίες θέσεις της οποίας τοποθετούνται τα αναντικατάστατα κατάλοιπα Gln-324 και Asn-325, που 

συµµετέχουν στο κέντρο δέσµευσης (Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010). Οι θέσεις 

των καταλοίπων που είναι ευαίσθητα στο ΝΕΜ καθώς και τα 4 αναντικατάστατα Glu-272, Asp-304, 

Gln-324 και Asn-325 έχουν προσέγγιση σε αυτήν την υδρόφιλη εσωτερική κοιλότητα. Η µία όψη α-

έλικας του αµέσως επόµενου αµφιπαθικού τµήµατος TM9b µε τα ΝΕΜ-ευαίσθητα κατάλοιπα Gly-333 

και Ser-336 που παίζουν ρόλο στην εξειδίκευση (Georgopoulou et al., 2010) σχηµατίζει µια συνέχεια 

του κέντρου δέσµευσης/µεταφοράς υποστρώµατος. Επίσης, η µία όψη α-έλικας του αµφιπαθικού 

τµήµατος TM8 καθώς και η αµέσως επόµενη αλληλουχία στο κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας 

(272-281) περιέχει το µοτίβο 272-EXXGDXXAT-281, που περιέχει κατάλοιπα τα οποία συµµετέχουν 

έµµεσα στο σχηµατισµό µέρους του ενεργού κέντρου του XanQ.  
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Εικόνα 1.20 Μοντέλο για την τοπολογία της περιοχής των TM8, TM9a-b και του µοτίβου-υπογραφή στον 
µεταφορέα XanQ. (Μερµελέκας Γ., 2009, ∆ιδ. ∆ιατριβή). 

 

Ο µεταφορέας ΧanQ αποτελεί πλέον παράδειγµα αναλυτικής εξέτασης των σχέσεων δοµής-

λειτουργίας για ένα βακτηριακό οµόλογο της οικογένειας NAT/NCS2, µε µεταλλαξιγένεση 

κυστεϊνικής σάρωσης, και από την παράλληλη σειρά µελετών που γίνεται σε ένα βακτηριακό (XanQ) 

και σε ένα ευκαρυωτικό (UapA) µέλος της οικογένειας αυτής, προκύπτουν σηµαντικά συµπεράσµατα 

για την λειτουργική οµολογία των δύο συστηµάτων.  

Η µελέτη της εξέλιξης της εξειδίκευσης των µεταφορέων ΝΑΤ 

Από τη µέχρι τώρα µελέτη του XanQ (Karatza et al., 2006; Karena and Frillingos, 2009; 

Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010) έχει προκύψει ένα σύνολο σηµαντικών για το 

µεταφορέα θέσεων (Πίνακας 1.1) όπου συµβαίνει ένα εκ των εξής:  

(1) οποιαδήποτε αλλαγή πλευρικής οµάδας αναστέλλει τη λειτουργία της πρόσληψης ξανθίνης 

(αναντικατάστατα κατάλοιπα),  

(2) η λειτουργία επιτρέπεται µόνο µε συγκεκριµένα χαρακτηριστικά, π.χ. µέγεθος ή 

υδρόφοβο/πολικό χαρακτήρα της πλευρικής οµάδας (κατάλοιπα µε περιορισµούς στην πλευρική 

οµάδα),  



45 
 

(3) η λειτουργία επιτρέπεται ακόµη και µε µεγάλες αλλαγές, αλλά αύξηση του µεγέθους της 

πλευρικής οµάδας µε αλκυλίωση (NEM, MTSES-) οδηγεί σε απενεργοποίηση (κατάλοιπα ευαίσθητα 

σε αλκυλίωση).  

Οι θέσεις αυτές είναι πιθανό να εµπλέκονται ενεργά στον µηχανισµό αναγνώρισης-µεταφοράς 

υποστρώµατος και καθορισµού της εξειδίκευσης. Όπως είναι αναµενόµενο, πολλές από τις πλευρικές 

οµάδες που υποδεικνύει ως σηµαντικές η ανάλυση του XanQ βρίσκονται σε θέσεις υψηλής 

εξελικτικής συντήρησης (Karena and Frillingos, 2009) ή διατηρούν αντίστοιχο λειτουργικό ρόλο στον 

οµόλογο µεταφορέα UapA του A. nidulans (Papageorgiou et al., 2008). 

Όπως όµως έχει αναφερθεί, παρά τη σηµασία των µεταφορέων ΝΑΤ και το µεγάλο αριθµό των 

µελών που περιέχει η οικογένεια, ελάχιστα από αυτά έχουν χαρακτηρισθεί και µελετηθεί. Γι’ αυτό το 

λόγο δεν είναι δυνατό να αξιοποιηθεί η σηµαντική γνώση που έχει αποκοµιστεί εως τώρα από τη 

µελέτη κυρίως δύο οµολόγων, του XanQ και του UapA, για την εξακρίβωση των καταλοίπων που 

είναι σηµαντικά για το µηχανισµό µεταφοράς σε επίπεδο οικογένειας πλέον, και για τις 

παρατηρούµενες διαφορές στην εξειδίκευση µεταξύ των µελών. Προς αυτή την κατεύθυνση, είναι 

απαραίτητος ο λειτουργικός χαρακτηρισµός νέων οµολόγων και η µελέτη µεταλλαξιγένεσης στις 

δυνητικά σηµαντικές θέσεις, ώστε αφενός να διευρυνθεί το φάσµα των γνωστών εξειδικεύσεων της 

οικογένειας, και αφετέρου να επιτραπεί η καλύτερη κατανόηση των αναντικατάστατων στοιχείων του 

κέντρου δέσµευσης και του µηχανισµού ενεργού µεταφοράς καθώς και των στοιχείων που καθορίζουν 

τις διαφορές εξειδίκευσης.  

∆εδοµένου ότι XanQ και UapA διαφέρουν µε συγκεκριµένο τρόπο ως προς τη συγγένεια και 

την εξειδίκευση του ουρικού οξέος, της ξανθίνης και των άλλων αναλόγων πουρινών (Goudela et al., 

2005) και ότι τα µέχρι τώρα αποτελέσµατα από τα δύο συστήµατα µεταφορέων συµφωνούν σε πολύ 

σηµαντικό βαθµό (Diallinas and Gournas, 2008; Mermelekas et al., 2010), η συγκριτική ανάλυση των 

δύο συστηµάτων δίνει ήδη µια ισχυρή µοριακή βάση για τη µελέτη των σχέσεων δοµής-λειτουργίας 

των µεταφορέων ΝΑΤ, κάτι που να αναµένεται να ενισχυθεί ακόµη περισσότερο στο µέλλον µε τον 

χαρακτηρισµό περισσότερων µελών. 
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H31 TM1 συγγένεια δέσµευσης Karena and Frillingos, 2009 
N93 TM3 εξειδίκευση Karena and Frillingos, 2009 
Q258 TM8 ΝΕΜ ευαίσθητο Karena and Frillingos, 2009 
V261 TM8 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
E272 TM8 αναντικατάστατο Karena and Frillingos, 2009 
A273 TM8 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
G275 TM8 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
D276 TM8 απαραίτητη καρβοξυλοµάδα Mermelekas et al., 2010 
S284 IL8-9 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
D304 TM9a αναντικατάστατο Karena and Frillingos, 2009 
G305 TM9a έκφραση/ενεργότητα Mermelekas et al., 2010 
P318 TM9a έκφραση Karatza et al., 2006 
Q324 µοτίβο αναντικατάστατο/δέσµευση Karatza et al., 2006 
N325 µοτίβο αναντικατάστατο/δέσµευση Georgopoulou et al., 2010 
N326 µοτίβο ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
G327 µοτίβο    ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
T332 µοτίβο εξειδίκευση Karatza et al., 2006 
G333 µοτίβο εξειδίκευση Karatza et al., 2006 
V334 TM9b ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
S336 TM9b ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
V339 TM9b ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
N430 TM12 ΝΕΜ ευαίσθητο  παρούσα εργασία 
I432 TM12 εξειδίκευση/περιορισµοί  παρούσα εργασία 

 

Y293 IL8-9 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
R296 IL8-9 ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
G300 TM9a ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
V301 TM9a ΝΕΜ ευαίσθητο Mermelekas et al., 2010 
F322 µοτίβο ΝΕΜ ευαίσθητο Karatza et al., 2006 
A323 µοτίβο ΝΕΜ ευαίσθητο Georgopoulou et al., 2010 
V426 TM12 ΝΕΜ ευαίσθητο  παρούσα εργασία 

 
Πίνακας 1.1. Πίνακας στον οποίο φαίνονται (Α) οι δυνητικά σηµαντικές θέσεις που προκύπτουν από τη µεταλλαξιγένεση 
του XanQ, και (Β) οι θέσεις  χαµηλότερης ευαισθησίας στο ΝΕΜ (IC50 > 100 µΜ). Εκτός από τις θέσεις φαίνεται η πιθανή 
θέση στο µόριο, η σηµασία τους και η αντίστοιχη δηµοσίευση.  
 
 

Α 

Β 
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1.4 Αξιοποίηση πουρινών σε βακτηριακά συστήµατα 

 

1.4.1. Η πορεία καταβολισµού των πουρινών 

 

Οι πουρινικές βάσεις µπορούν να συντεθούν de novo αρχίζοντας από απλά αρχικά συστατικά 

όπως 5-φωσφοριβοζυλο-1-πυροφωσφορικό (PRPP), αµινοξέα, CO2 και όξινο ανθρακικό. 

Εναλλακτικά, βάσεις πουρινών που απελευθερώνονται από την αποικοδόµηση των νουκλεϊκών οξέων 

και νουκλεοτιδίων, µπορούν να περισωθούν και να ανακυκλωθούν µε ιδιαίτερη εξοικονόµηση 

ενέργειας µέσω των µονοπατιών περίσωσης (purine salvage pathways) (Εικόνα 1.21) ή να 

αποικοδοµηθούν περαιτέρω και να χρησιµοποιηθούν ως πηγές αζώτου (Εικόνα 1.22). Ακολούθως 

πραγµατοποιείται περαιτέρω αποικοδόµηση η οποία ποικίλλει µεταξύ των διαφόρων ειδών 

οργανισµών.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.22, η αδενίνη και η γουανίνη µετατρέπονται µε τα κατάλληλα 

ένζυµα (απαµινάσες) σε υποξανθίνη και ξανθίνη αντίστοιχα. Με το ένζυµο αφυδρογονάση ξανθίνης η 

υποξανθίνη µετατρέπεται σε ξανθίνη και αυτή σε ουρικό οξύ. Αυτό είναι και το βασικό στάδιο του 

καταβολισµού των πουρινών, καθώς η µετατροπή σε ουρικό οξύ αποµακρύνει τις πουρίνες από τα 

µονοπάτια περίσωσης. Στη συνέχεια το ουρικό οξύ µετατρέπεται σε αλλαντοΐνη, µε µια πορεία της 

οποίας τα στάδια µόλις πρόσφατα χαρακτηρίστηκαν πλήρως (Lee et al., 2005; Jung  et al., 2006). 

Κατά την πορεία αυτή, το ουρικό οξύ µετατρέπεται σε 5-υδροξυ-ισοουρικό (HIU) µε τη δράση της 

οξειδάσης ουρικού οξέος (ουρικάσης). Το 5-υδροξυ-ισοουρικό µπορεί και από µόνο του να 

µετατραπεί σε αλλαντοΐνη (χρόνος ηµιζωής in vitro 30 min), παράγοντας ρακεµικό µείγµα 

αλλαντοΐνης. Επειδή όµως η αλλαντοϊνάση είναι ειδική για να αναγνωρίζει µόνο (S+)- αλλαντοΐνη, 

βρέθηκε ότι υπάρχει ένα ενδιάµεσο βήµα στο οποίο το HIU µετατρέπεται ενζυµικά µε τη δράση της 

υδρολάσης του HIU σε 2-οξο-4-υδροξυ-4-καρβοξυ-5-ουρεϊδοϊµιδαζολίνη (OHCU) η οποία µε τη 

σειρά της µετρέπεται σε (S+)-αλλαντοΐνη µε δράση της αποκαρβοξυλάσης της OHCU. Η (S+)-

αλλαντοΐνη µέσω της αλλαντοϊνάσης δίνει αλλαντοϊκό και το αλλαντοϊκό µε τη σειρά του µπορεί να 

µετατραπεί µέσω της δράσης της αµιδοϋδρολάσης του αλλαντοϊκού σε ουρεϊδογλυκολικό, αυτό σε 

ουρία µέσω της ουρεϊδογλυκολάσης και µε τη δράση της ουρεάσης σε αµµωνία και CO2. Από το 

στάδιο του αλλαντοϊκού και µετά, υπάρχουν αρκετά εναλλακτικά καταβολικά µονοπάτια. 

Μερικοί οργανισµοί αποικοδοµούν τις πουρίνες πλήρως σε CO2 και αµµωνία, ενώ άλλοι 

οργανισµοί διαθέτουν µερικά µόνο στάδια καταβολισµού των πουρινών, µε αποτέλεσµα την µερική 
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αποικοδόµηση τους. Στον άνθρωπο και τα πρώτιστα, στα πτηνά, στα ουρικοτελικά ερπετά και σε όλα 

σχεδόν τα έντοµα, το τελικό προϊόν του καταβολισµού των πουρινών είναι το ουρικό, λόγω της 

απουσίας των ενζύµων που είναι απαραίτητα για τον περαιτέρω καταβολισµό του (ουρικάση, 

αλλαντοϊνάση, ουρεάση). Στον άνθρωπο και τα πρώτιστα έρευνες έχουν αποδείξει ότι το υπεύθυνο 

γονίδιο για την οξείδωση του ουρικού οξέος (οξειδάση ουρικού οξέος ή ουρικάση) είναι ψευδογονίδιο 

(Oda et al., 2002). Ωστόσο στα θαλάσσια ασπόνδυλα και στα µαλάκια, τα ένζυµα αυτά υπάρχουν µε 

αποτέλεσµα το τελικό προϊόν του καταβολισµού των πουρινών να είναι η αµµωνία (Fujiwara and 

Noguchi, 1995). Στα περισσότερα φυτά, τελικά προϊόντα αποικοδόµησης των πουρινών είναι η 

αµµωνία και το CO2 (Ashihara and Crozier, 2000). Στις ρίζες των ψυχανθών το άζωτο που δεσµεύεται 

από τα βακτήρια µετρέπεται σε αλλαντοΐνη και αλλαντοϊκό για την ευκολότερη µεταφορά του αζώτου 

σε ιστούς, καθώς οι ενώσεις αυτές έχουν αναλογία αζώτου προς άνθρακα 1:1 (Raso et al., 2007; 

Quiles et al., 2009). Τα περισσότερα βακτήρια και µύκητες (Scazzocchio 1994, Schultz et al., 2001) 

καταβολίζουν τις πουρίνες πλήρως σε ουρία και αµµωνία. Σηµαντική εξαίρεση, µεταξύ άλλων, 

αποτελεί το εντεροβακτήριο E. coli, στο οποίο ο καταβολισµός των πουρινών φαίνεται να φτάνει 

µέχρι την παραγωγή αλλαντοΐνης ή αλλαντοϊκού (Xi et al., 2000).  

Στους προκαρυωτικούς οργανισµούς, όπως στα είδη των γενών Bacillus, Klebsiella και 

Escherichia, τα γονιδιώµατα των µεταφορέων πουρινών καθώς και τα αντίστοιχα γονίδια 

καταβολισµού και βιοσύνθεσης πουρινών είναι οργανωµένα σε οπερόνια και ρυθµίζονται σε 

µεταγραφικό επίπεδο από τη διαθεσιµότητα των υποστρωµάτων τους στο θρεπτικό µέσο.  

 
Εικόνα 1.21. Μονοπάτι περίσωσης πουρινών. PRPP, 5-φωσφοριβοζυλο-πυροφωσφορικό, AMP, αδενυλικό 
(µονοφωσφορική αδενοσίνη), sAMP, αδενυλοηλεκτρικό, IMP, ινοσινικό (µονοφωσφορική ινοσίνη), XMP ξανθυλικό 
(µονοφωσφορική ξανθοσίνη), GMP, γουανυλικό (µονοφωσφορική γουανοσίνη).  
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Εικόνα 1.22 Πορεία καταβολισµού των πουρινών. Πλήρες σχήµα που δείχνει τον καταβολισµό των πουρινών καθώς και 
τα ένζυµα που καταλύουν το κάθε στάδιο καταβολισµού. Στην E. coli K-12, ο καταβολισµός των πουρινών µπορεί να 
φτάσει µέχρι την παραγωγή αλλαντοΐνης ή αλλαντοϊκού (Xi et al., 2000), αλλά δεν έχουν χαρακτηριστεί τα ενδιάσµεσα 
ένζυµα καταβολισµού του ουρικού (ουρικάση, HIU υδρολάση).  HIU, 5-υδροξυ-ισοουρικό, OHCU, 2-οξο-4-υδροξυ-4-
καρβοξυ-5-ουρεϊδοϊµιδαζολίνη.  
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1.4.2. Καταβολισµός των πουρινών στα βακτήρια 

 

Το Gram-θετικό βακτήριο εδαφοβακτήριο Bacillus subtilis έχει αναπτύξει ένα ιδιαίτερα 

ελεγχόµενο σύστηµα για τη χρήση µιας σειράς µικροµοριακών ενώσεων ως πηγών αζώτου, όταν οι 

προτιµώµενες πηγές αζώτου, π.χ. γλουταµικό και αµµωνία, εξαντλούνται από το θρεπτικό µέσο. Ένα 

σύστηµα τέτοιου τύπου έχει προσδιορισθεί στο είδος αυτό και για τη χρήση πουρινών ως πηγών 

αζώτου. Πράγµατι, τόσο η αδενίνη, η υποξανθίνη και η ξανθίνη, όσο και το ουρικό, η αλλαντοΐνη και 

η ουρία µπορούν να χρησιµοποιηθούν στον B. subtilis ως πηγές αζώτου (Christiansen et al., 1997, 

Cruz-Ramos et al., 1997). Μελέτες αερόβιας ανάπτυξης στελεχών του B. subtilis υπέδειξαν ότι ο 

καταβολισµός των πουρινών φτάνει µέχρι την παραγωγή αµµωνίας και CO2 (Christiansen et al., 1997, 

Nygaard et al., 2000, Schultz et al., 2001). Συγκεκριµένα, ο καταβολισµός της γουανίνης σε ξανθίνη, 

το πρώτο βήµα αποικοδόµησης της γουανίνης, πραγµατοποιείται από το ένζυµο απαµινάση της 

γουανίνης. Η ενεργότητα του ενζύµου αυτού, που κωδικοποιείται από το γονίδιο gde, επάγεται όταν 

τα κύτταρα αναπτύσσονται σε ελάχιστο θρεπτικό µέσο (Nygaard et al., 2000). Επίσης, 14 γονίδια που 

βρίσκονται σε µια οµάδα (cluster) γονιδίων στο 284-285 min του γονιδιώµατος του B. subtilis, 

οργανώνονται σε µικρά οπερόνια, κωδικοποιούν για πρωτεΐνες ή ένζυµα που εµπλέκονται στο 

µονοπάτι καταβολισµού και µεταφοράς των πουρινών και επάγονται από την παρουσία πουρινών στο 

θρεπτικό µέσο (αλλαντοΐνη, αλλαντοϊκό και ουρικό) (Schultz et al., 2001). Η δυνατότητα του B. 

subtilis να χρησιµοποιεί τις πουρίνες ως µοναδική πηγή αζώτου και η οργάνωση σε οπερόνια των 

αντίστοιχων έδωσε τη δυνατότητα να µελετηθεί πιο αναλυτικά ο καταβολισµός των πουρινών και να 

εξιχνιαστεί η πορεία της  µετατροπής του ουρικού οξέος σε αλλαντοΐνη (εικόνα 1.16) (Lee et al., 

2005; Jung  et al., 2006).  

Στην περίπτωση του µεταφορέα ξανθίνης PbuX του B. subtilis, η έκφραση των γονιδίων του 

αντίστοιχου οπερονίου εξαρτάται από τη δράση του µεταγραφικού αναστολέα PurR και από την 

ύπαρξη υψηλών συγκεντρώσεων 5-φωσφοριβοζυλο-1-πυροφωσφορικού (PRPP). Ο µεταγραφικός 

αναστολέας PurR συνδέεται στους υποκινητές των εκάστοτε γονιδίων αναστέλλοντας τη µεταγραφή 

τους. Όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο που δεν περιέχει πουρίνες, αυξάνονται τα 

επίπεδα του PRPP, το οποίο µε τη σειρά του συνδέεται µε το µεταγραφικό αναστολέα PurR, 

εµποδίζοντας τον να συνδεθεί στον υποκινητή. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την επαγωγή της 

µεταγραφής των αντίστοιχων γονιδίων (Schultz et al., 2001). Στον ίδιο οργανισµό, έχει χαρακτηρισθεί 

και ένας δεύτερος µηχανισµός ρύθµισης γονιδίων που εµπλέκονται µε τη µεταφορά (PbuX 



51 
 

µεταφορέας ξανθίνης, PbuG µεταφορέας υποξανθίνης-γουανίνης) και τη σύνθεση των πουρινών 

(Johansen et al., 2003). Σύµφωνα µε το µηχανισµό αυτό, η παρουσία υποξανθίνης και γουανίνης στο 

θρεπτικό µέσο, οδηγεί το σχηµατισµό πρόωρου σήµατος τερµατισµού της µεταγραφής, εµποδίζοντας 

την RNA πολυµεράση να ολοκληρώσει την µεταγραφή, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό µικρότερων, 

σε σχέση µε τα λειτουργικά, µεταγραφηµάτων (Christiansen et al., 1997, Johansen et al., 2003). Η 

µετα-µεταγραφική αυτή ρύθµιση αποτελεί έναν από τους µηχανισµούς του γενικότερου τύπου 

ρύθµισης που είναι γνωστός µε το όνοµα “riboswitches” (Mandal et al., 2003, Mandal and Breaker, 

2004).  

Το Gram-αρνητικό παθογόνο εντεροβακτήριο Klebsiella pneumoniae µπορεί και χρησιµοποιεί 

την αδενίνη και την υποξανθίνη ως µοναδικές πηγές αζώτου σε αερόβιες συνθήκες, και πρόσφατα, 

ταυτοποιήθηκε το γενετικό σύστηµα για την µετατροπή της υποξανθίνης σε αλλαντοΐνη (de la Riva et 

al., 2008; O’Leary et al., 2009). Πρόκειται για το hpx σύστηµα το οποίο περιέχει 7 γονίδια 

οργανωµένα σε 2 µικρά οπερόνια µε το ρυθµιστικό µόριο να είναι το HpxR. Η ρυθµιστκή αυτή 

πρωτείνη κρατά σε καταστολή το πρώτο οπερόνιο hpxDE, όταν υπάρχει µεγάλη διαθεσιµότητα 

αζώτου. Όταν αυτή η διαθεσιµότητα ελλατωθεί η καταστολή µειώνεται και η παρουσία της 

υποξανθίνης έµµεσα οδηγεί σε απελευθέρωση της µεταγραφής του οπερονίου,το οποίο ελέγχει την 

µετατροπή της υποξανθίνης σε ξανθίνη και ουρικό οξύ. Η συσσώρευση του ουρικού οξέος προκαλεί 

την ενεργοποίηση του οπερονίου hpxPQT, το οποίο µαζί µε το προϊόν του γονιδίου hpxO (HIU 

υδρολάση) είναι υπεύθυνο για την µετατροπή του ουπικού οξέος σε αλλαντοΐνη (de la Riva et al., 

2008).   

Το Gram-αρνητικό εντεροβακτήριο E. coli, σε αντίθεση µε τον B. subtilis,την K. pneumoniae 

και άλλα βακτήρια, δεν µπορεί να χρησιµοποιήσει άλλες πουρίνες εκτός από αδενίνη (ή αδενοσίνη) 

σαν µοναδική πηγή αζώτου στην αερόβια ανάπτυξη της. Επίσης, έχει δειχθεί ότι µπορεί κάτω από 

αναερόβιες συνθήκες να χρησιµοποίησει την αλλαντοΐνη ως µοναδική πηγή αζώτου (Cusa  et al., 

1999). Μπορεί ωστόσο, να χρησιµοποιήσει πουρίνες όπως υποξανθίνη, γουανίνη (γουανοσίνη) ή 

ξανθίνη (ξανθοσίνη) για να ενδυναµώσει την αερόβια ανάπτυξη όταν χρησιµοποιείται αµµώνιο ή 

ασπαρτικό ως βασική πηγή αζώτου (Xi et al., 2000; Karatza and Frillingos, 2005). Αν και οι 

παρατηρήσεις αυτές υπονοούν ότι οι εξωγενείς πουρίνες χρησιµοποιούνται κυρίως για τη σύνθεση των 

νουκλεοτιδίων διαµέσου των µονοπατιών περίσωσης τους (Zaklin and Nygaard 1996), είναι γνωστό 

ότι οι πουρίνες καταβολίζονται µερικώς µέχρι την παραγωγή της αλλαντοΐνης ή του αλλαντοϊκού (Xi 

et al., 2000). Είναι εποµένως πιθανόν, οι αντίστοιχοι µεταφορείς και ένζυµα να µην παράγονται ή να 
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µην είναι ενεργά σε επίπεδα επαρκή ώστε να υποστηρίξουν την πλήρη ανάπτυξη, εξαιτίας χαµηλής 

ικανότητας πρόσληψης ή χαµηλής δραστικότητας του υποκινητή ή ανεπαρκούς ρύθµισης των 

αντίστοιχων γονιδίων στο µεταγραφικό επίπεδο (Xi et al., 2000, Reitzer and Schneider 2001).  

Ωστόσο, ανάλυση του γονιδιώµατος της E. coli µε υπολογιστικά προγράµµατα, υπέδειξε την 

ύπαρξη πέντε σ54- εξαρτώµενων υποκινητών σε µια οµάδα (cluster) 23 γονιδίων στο 65 min του 

γονιδιώµατος (Xi et al., 2000). Τέτοιοι υποκινητές συνήθως ελέγχουν γονίδια τα προϊόντα των οποίων 

εµπλέκονται στον µεταβολισµό του αζώτου, όπως η συνθετάση της γλουταµίνης και τα ένζυµα 

καταβολισµού της αργινίνης (Schneider et al., 1998). Ανάλυση της κωδικοποιούσας αλληλουχίας των 

γονιδίων που βρίσκονται στην αντίστοιχη περιοχή υποστηρίζει ότι είναι πιθανόν να κωδικοποιούν για 

πρωτεΐνες που εµπλέκονται στον καταβολισµό και την διαµεµβρανική µεταφορά των πουρινών. Σε 

αυτήν την περιοχή λοιπόν της αλληλουχίας εντοπίζονται 3 µεταφορείς ΝΑΤ, o XanQ, ο οποίος έχει 

χαρακτηριστεί στο εργαστήριό µας και αποτελεί πρότυπο βακτηριακό σύστηµα για τη µελέτη σχέσεων 

δοµής-λειτουργίας στην οικογένεια ΝΑΤ, και οι µεταφορείς YgfQ και YgfU, οι οποίοι αποτελούν 

αντικείµενο µελέτης της παρούσας διατριβής.  
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1.5 Σκοπός της εργασίας  
 

Στόχος της παρούσας διατριβής ήταν να συνεισφέρει στην κατανόηση του µηχανισµού και της 

επιλεκτικότητας αναγνώρισης νουκλεοτιδικών βάσεων από τους µεταφορείς της οικογένειας 

NAT/NCS2, χρησιµοποιώντας τον µεταφορέα ξανθίνης XanQ της E. coli τόσο ως µοντέλο µελέτης 

για την ανάλυση του ρόλου νέων περιοχών του µορίου που δεν είχαν µελετηθεί όσο και ως βάση 

σύγκρισης για τη λειτουργική διερεύνηση νέων οµολόγων.  

Πιο συγκεκριµένα, οι στόχοι ήταν: 

1) Ανάλυση του ρόλου της έλικας ΤΜ12 του XanQ στην εξειδίκευση και στον µηχανισµό 

µεταφοράς πουρινών µε χρήση της στρατηγικής της µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης (Cys-

scanning mutagenesis). Το ζητούµενο ήταν να µελετηθεί το τελευταίο διαµεµβρανικό τµήµα (TM12) 

(κατάλοιπα 419-450) και οι πιθανές αλληλεπιδράσεις του µε την περιοχή του µοτίβου «υπογραφή» 

(κατάλοιπα 300-340), η οποία περιέχει σηµαντικά κατάλοιπα του ενεργού κέντρου δέσµευσης. 

2) Κλωνοποίηση και χαρακτηρισµός νέων οµόλογων µεταφορέων του XanQ, δηλαδή µια σειρά 

οµολόγων από την E. coli που δεν είχαν µελετηθεί στο παρελθόν (YgfU, RutG, και άλλα 5), και 

οµόλογα του XanQ από συµβιωτικά ριζοβακτήρια (Sinorhizobium meliloti), ψυχρόφιλα 

(Psychrobacter cryohalolentis) ή θερµόφιλα βακτήρια (Moorella thermoacetica). Πέρα από τον 

εµπλουτισµό της λειτουργικής βάσης δεδοµένων για την οικογένεια NAT, το ζητούµενο εδώ ήταν να 

µπορέσουµε να προσδιορίσουµε νέα λειτουργικά προφίλ εξειδίκευσης και να κατανοήσουµε καλύτερα 

τους πιθανούς συσχετισµούς µεταξύ αλληλουχίας και επιλεκτικότητας του µεταφορέα ως προς το 

υπόστρωµα. 

3) Μελέτη της µοριακής βάσης διαφορών εξειδίκευσης κατά την εξέλιξη των µεταφορέων NAT, 

µε εφαρµογή στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης στους νεο-χαρακτηριζόµενους µεταφορείς. Σε έναν από 

τους νέους µεταφορείς που παρουσίαζε διαφορά στην εξειδίκευση (YgfU), θελήσαµε να µελετήσουµε 

το βαθµό λειτουργικής συντήρησης και το ρόλο των «δυνητικά σηµαντικών» θέσεων, 

χρησιµοποιώντας σαν στόχους µεταλλαξιγένεσης την οµάδα των σηµαντικών καταλοίπων που έχουν 

προκύψει από τη διεξοδική ανάλυση του XanQ (βλ. Πίνακα 1.1).  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2.1.  Όργανα 
 

Κατά την εκπόνηση αυτής της διδακτορικής εργασίας χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα όργανα:  

Συσκευή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, 

Foster City, California),  

Eπιτραπέζια µικροφυγόκεντρος Eppendorf Centrifuge 5415 D.  

Φυγόκεντρος Heraeus Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory products GmbH, Hanau, Germany), 

Συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών, Protean II xi Cell (Bio-Rad, Hercules, California), 

Συσκευή ηλεκτροφορητικής µεταφοράς Mini Trans-Blot transfer (Bio-Rad, Hercules, California),  

Φυγοκεντρικός συµπυκνωτής κενού (Speedvac concentrator) (Savant Instruments, Hicksville, New 

York),  

Mετρητής υγρού σπινθηρισµού σωµατιδίων β (Liquid ScintiLLation Counter) (Packard Instruments, 

Meriden, Connecticut), ο οποίος είναι εγκατεστηµένος στο χώρο του εργαστηρίου Φαρµακολογίας της 

Ιατρικής Σχολής,  

Συσκευή ταχείας διήθησης (glass filter holder assembly) (Fischer Scientific, Pittsburg, PA), 

Συσκευή υπερήχων, digital sonifier model 250-D (Branson Ultrasonics, Danberry, Connecticut), η 

οποία ήταν εγκατεστηµένη στο χώρο του Ινστιτούτου Βιοϊατρικών Ερευνών Ιωαννίνων (Ι.Β.Ε.Ι), 

Υπερφυγόκεντρος Beckman OptimaTM ULtracentrifuge (Beckman Instruments, Palo Alto, California),  
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2.2. Χηµικά αναλώσιµα 

 

Η ραδιενεργός [3Η] ξανθίνη (18 Ci/mmol), [14C]ουρικό οξύ (50 mCi/mmol), και [3Η]ουρακίλη 

(59 Ci/mmol) ήταν από την εταιρεία Moravek Biochemicals (Brea, California) και οι φυσικές 

νουκλεοτιδικές βάσεις (ξανθίνη, ουρικό οξύ, υποξανθίνη, ουρακίλη, γουανίνη, αδενίνη, θυµίνη, 

κυτοσίνη, αλλοπουρινόλη, οξυπουρινόλη, 1-µεθυλοξανθίνη, 3-µεθυλοξανθίνη, 2-θειοξανθίνη, 6-

θειοξανθίνη, 7-µεθυλοξανθίνη, 8- µεθυλοξανθίνη, 9-µεθυλοξανθίνη) από την Sigma (St. Louis, 

Missouri).  

Τα ολιγο-δεοξυριβονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές (primers) στις 

αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) συντέθηκαν κατά παραγγελία 

από την εταιρεία BioSpring GmbH (Frankfurt, Germany). 

Ένζυµα κλωνοποίησης- ανασυνδυασµού του DNA : Στην αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκε η 

Phusion High Fidelity DNA πολυµεράση (Phusion High Fidelity PCR system) από την εταιρεία Tools 

for Molecular Biology- FINNZYMES (Espoo, Finland), είτε η Platinum Pfx DNA πολυµεράση της 

εταιρείας Invitrogen (Groningen, Netherlands). Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI, ApaI, 

HindIII, , EcoRV, η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4, που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις 

ανασύνδεσης (ligation) και η αλκαλική φωσφατάση [για την αποφωσφορυλίωση των πλασµιδιακών 

φορέων (vectors)] ήταν είτε της εταιρείας MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Germany) είτε της 

εταιρείας Takara (BIO INC, Japan). Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες NotI, HpaI ήταν της εταιρείας 

New England Biolabs, Inc. (Beverly, Massachusetts).   

Αντισώµατα (antibodies) : Το αντίσωµα έναντι της αλληλουχίας των ιστιδινών (anti-PentaHis- 

HRP) είναι της εταιρείας Qiagen (West Sussex, UK). Το σύζευγµα αβιδίνης-υπεροξειδάσης ραπανιού 

(avidin-HRP) ήταν της εταιρείας Amersham Pharmacia Bio-Tech (Upsala, Sweden).  

∆είκτες πρότυπων µοριακών βαρών : Χρησιµοποιήθηκαν οι GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder 

plus ready to use, της Fermentas (St. Leon-Rot, Germany), για ηλεκτροφορήσεις DNA, και Prestained 

SDS-PAGE Standards, Low-Range Bio-Rad Laboratories (Hercules, California) για ηλεκτροφορητική 

ανάλυση πρωτεϊνών. 

Συσκευασίες υλικών (kits) : (1) Για αποµόνωση DNA: Συσκευασία υλικών καθαρισµού 

τµηµάτων DNA από δείγµατα πήγµατος αγαρόζης Nucleospin Extract II Macherey-Nagel (Duren, 

Germany), Συσκευασία αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel 

(Duren, Germany). (2) Για αποτύπωση Western: Συσκευασία πρωτοκόλλου ενισχυµένης 
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χηµειοφωταύγειας ECLTM Western BLotting Detection Reagents Amersham GE Healthcare 

(Buckinghamshire, UK). 

SH- αντιδραστήρια (thiol- reactive reagents) : To N-αιθυλµηλεϊµίδιο (ΝΕΜ) ήταν της 

εταιρείας Sigma (St. Louis, Missouri).  

Χλωριούχο κάδµιο (Cadmium Chloride) της εταιρείας Sigma. 

Τα υπόλοιπα χηµικά αναλώσιµα που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των διάφορων 

διαλυµάτων ήταν της υψηλότερης απαιτούµενης καθαρότητας και κατά κύριο λόγο αγοράσθηκαν από 

την εταιρεία Sigma (St. Louis, Missouri). 
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2.3. Βακτηριακά στελέχη και πλασµίδια 
 

• E. coli TOP10F΄ (F΄{LacLq, Tn10 (TetR)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mrcBC) φ80LacZ∆M15 

∆LacX74 deoR recA1araD139 ∆(ara-Leu)7697 gaLU gaLK rpsL(StrR) endA1 nupG) 

(Invitrogen): χρησιµοποιήθηκε για την αναπαραγωγή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

(µετά από την αντίδραση λιγάσης (Ligation) σε µεγάλη κλίµακα λόγω του µεγάλου βαθµού 

επιδεκτικότητας (competence efficiency) που διαθέτει. 

• E. coli Τ184 (LacL+ O+ Z- Y- (A), prsL, met-, thr-, recA, hsdM, hsdR/F-, Laclq, O+, ZD118 (Y+, 

A+) (Teather et al., 1980): χρησιµοποιήθηκε για την υπερέκφραση των διαπερασών XanQ 

εξωχρωµοσωµικά, µέσω του υποκινητή/χειριστή του οπερονίου της λακτόζης, LacZ(p/o), υπό 

το µεταγραφικό έλεγχο του ισοπρόπυλο-β, D-θειογαλακτοσιδίου (IPTG). To γονιδίωµα του 

στελέχους T184 δεν περιέχει ενδογενή γονίδια που να επάγονται από IPTG(Lac Z- Y-). 

• E. coli XL1-Blue (endA1 gyrA96(naLR) thi-1 recA1 reLA1 Lac gLnV44 Fʹ[ Tn10 proAB+ 

LacIq Δ(LacZ)M15] hsdR17(rK- mK+) (Stratagene): χρησιµοποιήθηκε για να ελεγχθούν 

τα επίπεδα έκφρασης των διαπερασών της οικογένειας ΝΑΤ στην E. coli, καθώς 

επίσης και για τον έλεγχο της έκφρασης της οµόλογης πρωτεΐνης  MoorT από το 

θερµόφιλο βακτήριο Moorella thermoacetica. 

• E. coli C41(DE3) (F– ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3)) (Lucigen): χρησιµοποιήθηκε 

για τον ίδιο σκοπό όπως το στέλεχος E. coli XL1-Blue.  

 

Τα αρχικά πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

 

• pT7-5 : φορέας κλωνοποίησης των υπό µελέτη γονιδίων µε στόχο την υπερέκφρασή τους µέσω 

του υποκινητή/χειριστή του οπερονίου της λακτόζης, lacZ(p/o) [πρόκειται για πλασµίδιο 

µετρίου αριθµού αντιγράφων ανά κύτταρο (medium copy number), βλ. Sahin-Toth et al., 

1995b]. 

• pT7-5/xanQ-Cys-less-His10 (Karatza et al., 2006): ανασυνδυασµένο pT7-5 που φέρει το 

γονίδιο  (xanQ) του XanQ µε αλλαγµένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-less), υπο τον 

µεταγραφικό έλεγχο του lacZ(p/o) και αλληλουχία 10 συνεχόµενων καταλοίπων ιστιδίνης 

(His10) (Smirnova and Kaback, 2003) στο C-τελικό άκρο. 
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• pT7-5/xanQ-His10 (Karatza and Frillingos, 2005): ανασυνδυασµένο pT7-5 που φέρει το 

γονίδιο (xanQ) του XanQ φυσικού τύπου (wt), υπο τον µεταγραφικό έλεγχο του lacZ(p/o) και 

αλληλουχία 10 συνεχόµενων καταλοίπων ιστιδίνης (His10) (Smirnova and Kaback, 2003) στο 

C-τελικό άκρο. 

• pT7-5/melY-BAD (Frillingos and Kaback, 2001): ανασυνδυασµένο pT7-5 που φέρει το γονίδιο 

(melY) της διαπεράσης µελιβιόζης ΜelΥ του Enterobacter cloacae (Tavoulari and Frillingos, 

2008) υπο τον µεταγραφικό έλεγχο του lacZ(p/o) και την περιοχή δέσµευσης βιοτίνης (Biotin 

Acceptor Domain) της οξαλοξικής αποκαρβοξυλάσης της Klebsiella pneumoniae (Consler et 

al., 1993) ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της LacY (LSLLRRQVNEVA) 

(Carrasco et al., 1984) στο C-τελικό του άκρο. 

• pT7-5/xanQ-Cys-less-X(323, 332, 339)C-His10: πρόκειται για ανασυνδυασµένα pT7-5 που 

υπήρχαν ήδη στο εργαστήριό µας (Karatza et al., 2006).  

• pT7-5/xanQ-Q324(E, N)C-His10: πρόκειται για ανασυνδυασµένα pT7-5 που υπήρχαν ήδη στο 

εργαστήριό µας (Karatza et al., 2006).  

• pT7-5/moorT-BAD (Γ. Μερµελέκας, 2009, ∆ιδ. ∆ιατριβή): ανασυνδυασµένο pT7-5 που φέρει 

το γονίδιο  (moorT) του MoorT από το θερµόφιλο Moorella thermoacetica και την αλληλουχία 

της περιοχής δέσµευσης βιοτίνης ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της LacY 

(BAD-tag, Karatza and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο. 

• pT7-5/xanQ-Ν93Τ-BAD (Karena and Frillingos, 2009), pT7-5/xanQ-D276M-BAD 

(Mermelekas et al., 2010), pT7-5/xanQ-G333R-BAD (Karatza et al., 2006): πρόκειται για 

ανασυνδυασµένα pT7-5 που υπήρχαν ήδη στο εργαστήριό µας.  

 

Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που κατασκευάσθηκαν ήταν: 

 

• pT7-5/xanQ-Cys-less-X#C-BAD, ανασυνδυασµένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο  (xanQ) του 

XanQ µε αλλαγµένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-less), και ένα επιπλέον κατάλοιπο 

κυστεΐνης (single-Cys mutant, διαπεράση µοναδικής κυστεΐνης) που έχει εισαχθεί αντί του Χ 

στη θέση # και αλληλουχία της περιοχής δέσµευσης βιοτίνης ακολουθούµενη από το C-τελικό 

12-πεπτίδιο της LacY (BAD-tag, Karatza and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο. 

• pT7-5/xanQ-X#Υ-BAD, ανασυνδυασµένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο (xanQ) του XanQ µε 

συγκεκριµένη αντικατάσταση αµινοξέος (Χ σε Υ) στη θέση # και αλληλουχία της περιοχής 
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δέσµευσης βιοτίνης ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της LacY (BAD-tag, Karatza 

and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο.  

• pT7-5/xanQ-Cys-less-(323, 332, 339)C/(429, 430)C-His10, ανασυνδυασµένα pT7-5 που 

φέρουν το γονίδιο  (xanQ) του XanQ µε αλλαγµένα τα 5 εγγενή κατάλοιπα Cys σε Ser (Cys-

less), και δύο επιπλέον κατάλοιπα κυστεΐνης (double-Cys mutant) στις αντίστοιχες θέσεις, και 

αλληλουχία 10 συνεχόµενων καταλοίπων ιστιδίνης (His10) στο C-τελικό άκρο. Τέτοιου τύπου 

πλασµίδια κατασκευάσθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν για την µελέτη πιθανών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ του µοτίβου-υπογραφή και της έλικας TM12 του XanQ.   

• pT7-5/xanQ-Q324(E,N)/I432S-BAD, ανασυνδυασµένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο  (ygfO) 

του XanQ µε αντικατάσταση στη θέση 324 και αλλαγή στη θέση 432 µε σερίνη, και 

αλληλουχία της περιοχής δέσµευσης βιοτίνης ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της 

LacY (BAD-tag, Karatza and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο.  

• pT7-5/X-BAD, ανασυνδυασµένα pT7-5 που φέρουν τα γονίδια που είναι µέλη της οικογένειας 

ΝΑΤ από την E. coli, το ριζόβιο συµβιωτικό Sinorhizobium meliloti και το ψυχρόφιλο 

Psychrobacter cryohalolentis Κ5, και αλληλουχία της περιοχής δέσµευσης βιοτίνης 

ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της LacY (BAD-tag, Karatza and Frillingos, 

2005) στο C-τελικό άκρο. 

• pT7-5/ygfU-X#Υ-BAD, ανασυνδυασµένα pT7-5 που φέρουν το γονίδιο (ygfU) του YgfU µε 

συγκεκριµένη αντικατάσταση αµινοξέος (Χ σε Υ) στη θέση # και αλληλουχία της περιοχής 

δέσµευσης βιοτίνης ακολουθούµενη από το C-τελικό 12-πεπτίδιο της LacY (BAD-tag, Karatza 

and Frillingos, 2005) στο C-τελικό άκρο.  
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2.4. Τεχνικές ανασυνδυασµένου DNA 

 

Οι τεχνικές ανασυνδυασµένου DNA (τεχνικές κλωνοποίησης DNA ή γενετικής µηχανικής) 

χρησιµοποιούνται για την παραγωγή πολλών αντιγράφων από επιλεγµένα τµήµατα DNA µέσω µιας 

διαδοχικής σειράς in vivo και in vitro σταδίων, δηλ. παραγωγή πολλών κλώνων DNA (DNA cloning) 

καθώς επίσης και ανασυνδυασµό αυτών των προς µελέτη τµηµάτων µε την τελική εισαγωγή τους σε 

κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς (DNA recombination). Το σύνολο των σχετικών τεχνικών 

αναφέρεται ως τεχνολογία ανασυνδυασµένου DNA (recombinant DNA technology) όπου 

χρησιµοποιούνται ιδιαίτερα µοριακά εργαλεία και µέθοδοι.. 

 
2.4.1 Αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA 

 

∆ιαλύµατα 

Πλήρες θρεπτικό υλικό Luria Broth (LB) 

Πεπτόνη 1% (w/v), Εκχύλισµα ζύµης 0.5% (w/v), NaCl 1% (w/v).  

 

Χρωµοσωµικό DNA αποµονώθηκε από το στέλεχος T184 της E. coli, προκειµένου να 

χρησιµοποιηθεί ως γενετικό υπόβαθρο σε αντιδράσεις PCR. Η αποµόνωση πραγµατοποιήθηκε µε τη 

µέθοδο χλωροφορµίου- ισοαµυλικής αλκοόλης µετά από ανάπτυξη των κυττάρων T184 στους 37oC 

για 16 h σε πλήρες θρεπτικό υλικό Luria Broth (LB) που περιείχε στρεπτοµυκίνη (τελική 

συγκέντρωση 10 µg/mL).  

 

2.4.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction - PCR)  

 

Για την κλωνοποίηση του γονιδίου psyhT (gene ID: 4034500), οµολόγου του ygfO (xanQ), 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της PCR ενός σταδίου µε εκµαγείο ολικό γονιδιωµατικό DNA του 

ψυχρόφιλου Gram-αρνητικού βακτηρίου Psychrobacter cryohalolentis Κ5 (Bakermans, C., et al., 

2003). Το γονιδιωµατικό DNA του Psychrobacter cryohalolentis Κ5 µας παραχωρήθηκε ευγενώς από 

την Dr. Corien Bakermans (Michigan State University). Για την κλωνοποίηση των γονιδίων που 

ανήκουν στην οικογένεια ΝΑΤ από το Gram-αρνητικό ριζόβιο συµβιωτικό αζωτοδεσµευτικό 

βακτήριο Sinorhizobium meliloti SM1021 (gene IDs, Q92X28: 1236465 , Q92WQ0: 1236610, 
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Q92LL9: 1234706 ) χρησιµοποιήθηκε η PCR ενός σταδίου µε εκµαγείο ολικό γονιδιωµατικό, το οποίο 

µας παραχωρήθηκε ευγενώς από τον ∆ρ. Εµµανουήλ Φλεµετάκη, του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου 

Αθηνών. Η ίδια τεχνική χρησιµοποιήθηκε για την κλωνοποίηση των γονιδίων που προβλέπονται ως 

µέλη της οικογενείας ΝΑΤ από την E. coli, µε εκµαγείο ολικό γωνιδιωµατικό DNA από κύτταρα Τ184 

που αποµονώθηκε (βλ. παραπάνω). Πρόκειται για τα γονίδια uraA, ygfQ, yicO, rutG, ybbY, purP και 

yjcD. Επίσης, κλωνοποιήθηκε το γονίδιο της φωσφοριβοσυλοτρανσφεράσης της ουρακίλης (upp, gene 

ID: 946979) από την E. coli. Οι εκκινητές για τις αντιδράσεις σχεδιάστηκαν ώστε να εισαχθούν οι 

περιοριστικές θέσεις των BamHI και ApaI στα 5΄και 3΄ άκρα των γονιδίων, αντίστοιχα, και να 

επιτραπεί στη συνέχεια ένθεση (insertion) των προϊόντων PCR στην αλληλουχία του πλασµιδίου pT7-

5 (Sahin-Tόth et al., 1995b), µε αντικατάσταση του περιοριστικού θραύσµατος BamHI/ApaI στον 

φορέα (vector) pT7-5/melY-BAD (βλ. ανωτέρω). Τέλος, το γονίδιο ygfU είχε ήδη κλωνοποιηθεί στο 

εργαστήριο µας στον πλασµιδιακό φορέα pT7-5 από τη ∆ρ. Παναγιώτα Καρατζά (Π. Καρατζά, 2006, 

διδ. διατριβή), και έγινε νέα κλωνοποίηση από το πλασµίδιο ώστε να εισαχθεί η περιοριστική θέση 

του ενζύµου ApaI στο 3΄ άκρο του γονιδίου. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σε όλες τις 

αντιδράσεις φαίνονται πιο κάτω, στον Πίνακα 2.1.  

 

Αναλυτικά σε κάθε αντίδραση PCR στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν: 

 100 ng πλασµιδιακού DNA ή αντίστοιχες ποσότητες προϊόντων PCR µετά από 

ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης και καθαρισµό. 

 0.3 µΜ από κάθε εκκινητή 

 1Χ ρυθµιστικού διαλύµατος αντίδρασης (Physion HF polymerase buffer) που περιέχει  7.5 mM 

MgCl2. 

 0.25 mM από κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) 

 1 U/µL DNA πολυµεράση (Phusion HF) 

 Αποστειρωµένο ddH2O από στήλη millipore µέχρι τελικό όγκο 100 µL. 
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Κατά κανόνα, η PCR εφαρµόσθηκε σε 30 κύκλους, µε τις εξής εναλλαγές θερµοκρασίας : 

         94 oC  για 5 min                 

                                           94 oC  για 1 min                                                          

                                          65-68 oC * για 1 min                                                                                                        

                   72 oC  για 2 min                                                                                                              

                    72 oC  για 7 min                                                        

  *Η θερµοκρασία εξαρτάται από το Tm των εκκινητών κάθε φορά 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA) 

(πρόσδεση εκκινητών) 

(επιµήκυνση του DNA) 
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Ανασυνδυασµένα 

πλασµίδια 

 
Αλληλουχία εκκινητών 

pT7-5/ ygfU- BAD 
  

LacZ (p/o) sense  
5’- ATG/ATT/ACG/GAT/TCA/CTG/GCC/GTC - 3’ 
YgfU antisense   
5’-CT/ATA/AGG/GCC/CTC/TCC/ATG/CTC -3’  

pT7-5/ ybbY- BAD 
  

YbbY sense  
5’-TAA/GGT/GGA/TCC/ATG/TTC/AAC/TTC/AAC/TTC/GCA/GTC/AGC/C -3’  
YbbY antisense  
5’-TC/AAC/AGG/GCC/CTC/AAT/AGC/TTC/CCA/AGG/AAT/AAG/G -3’  

pT7-5/ ygfQ- BAD 
  

YgfQ sense  
5’-GAG/GAC/GGA/TCC/ATG/TCT/GGA/GAT/ATC/CTA/CAA/ACA/CC -3’  
YgfQ antisense  
5’-AG/AAT/CGG/GCC/CAT/TGC/CCA/ACC/ACC/TGC/ATA/AAA/TGC -3’  

pT7-5/ yjcD- BAD 
  

YjcD sense  
5’-GGA/TGT/GGA/TCC/ATG/TCT/ACT/CCA/TCA/GCT/CGT/ACC -3’  
YjcD antisense  
5’-AT/GAA/AGG/GCC/CAT/AGC/CCA/ACC/ACC/AGC/ATA/GAA/GGT/C -3’  

pT7-5/ rutG- BAD 
  

RutG sense  
5’-AGG/AGA/GGA/TCC/ATG/GCA/ATG/TTC/GGT/TTT/CCT/CAC/TG -3’  
RutG antisense  
5’-TT/TTC/TGG/GCC/CGG/TTC/TTG/ATG/AAC/AAC/TTC/TGG/CGG/TG -3’  

pT7-5/ yicO- BAD 
  

YicO sense  
5’-TGG/ACA/GGA/TCC/ATG/AAC/AAC/GAC/AAC/ACC/GAT/TAC/GTG -3’  
YicO antisense  
5’-GC/CAG/TGG/GCC/CTC/CAC/AAG/AAT/AAT/CTT/AAG/TGC/AAA/C -3’  

pT7-5/ purP- BAD 
  

PurP sense  
5’-CGG/AAA/GGA/TCC/ATG/AGT/CAT/CAA/CAT/ACC/ACC/CAG/AC -3’  
PurP antisense  
5’-TA/TCG/AGG/GCC/CTG/AGC/GTC/GAT/AAA/GAC/AAT/CTT/CAG -3’  

pT7-5/ uraA- BAD 
  

UraA sense  
5’-GAA/GAT/GGA/TCC/ATG/ACG/CGT/CGT/GCT/ATA/GGG/GTG/AGT/G -3’  
UraA antisense  
5’-TC/GGT/AGG/GCC/CTT/GTC/TGT/TAT/ATC/CGC/GTC/TTC/TGC -3’  

pT7-5/ upp- BAD 

 upp sense  
5’-AGG/AGA/GGA/TCC/ATG/AAG/ATC/GTG/GAG/GTC/AAA/CAC/CC -3’ 
upp antisense  
5’-CGT/CAT/GGA/TCC/ATC/CCT/GTA/TTA/GGT/GTT/ATA/GGC/GGC -3’ 

pT7-5/ psychT- 
BAD 
 

PsychT sense  
5’-GAG/AAA/GGA/TCC/ATG/AGC/GAG/CAC/ACC/CAA/GGA/AAT/CCC -3’  
PsychT antisense  
5’-CT/TCA/CGG/GCC/CGC/AGC/TTC/TCT/AGC/AGG/TTT/TAC/GTC/ATC -3’ 

 pT7-5/ Q92X28- 
ABH 

Q92X28 sense  
5’-GGG/AGG/GGA/TCC/ATG/AAT/ACG/GAT/TCG/AAG/TGC/GAT/GC -3’ 
Q92X28 antisense 
5’-AT/ATT/AGG/GCC/CCC/ACC/ATG/TCG/CAT/GGC/ACC/TTC/ACC/GAG -3’ 



67 
 

pT7-5/ Q92WQ0- 
ABH 

Q92WQ0 sense  
5’-GGA/GGA/GGA/TCC/ATG/AAT/ACG/GAT/TCG/AAG/TGC/GAT/GC -3’ 
Q92WQ0 antisense  
5’-TT/TTA/TGG/GCC/CCC/AGG/ATG/TCG/CAT/AGC/GCC/TTC/ACC/GAG -3’ 

pT7-5/ Q92LL9- 
ABH 

Q92LL9 sense  
5’-GAG/GAG/GGA/TCC/TTG/GCA/AAC/AGT/GCA/GAG/GAA/ACC/GTA/TC -3’ 
Q92LL9 antisense  
5’-AT/TAT/GGG/GCC/CTG/TGC/TTC/CGC/TGC/AAG/CAC/AGC/CAC/TTC -3’ 

pT7-5/ upp/ uraA- 
BAD 

upp sense  
5’-AGG/AGA/GGA/TCC/ATG/AAG/ATC/GTG/GAG/GTC/AAA/CAC/CC -3’  
UraA antisense  
5’-TC/GGT/AGG/GCC/CTT/GTC/TGT/TAT/ATC/CGC/GTC/TTC/TGC -3’  

 
Πίνακας 2.1. Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιλαµβάνουν τις αλληλουχίες των γονιδίων  και εκκινητές 
νοηµατικού και µη νοηµατικού κλώνου που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή τους. Υπογραµµισµένες και µε 
έντονα γράµµατα φαίνονται οι αλληλουχίες που εισάγουν τις θέσεις περιορισµού BamHI (GGATCC), HindIII 
(AAGCCT) στα 5΄ και 3΄ άκρα των γονιδίων. 
 

2.4.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) δύο σταδίων (overlap/extension) 

 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων για τα µεταλλάγµατα του XanQ 

(µεταλλάγµατα µοναδικής κυστεΐνης, σηµειακά µεταλλάγµατα σε γενετικό υπόβαθρο φυσικού τύπου 

ή διπλά µεταλλάγµατα), και τα µεταλλάγµατα του YgfU χρησιµοποιήθηκε η PCR δύο σταδίων 

(Εικόνα 2.1).  

Στην PCR δύο σταδίων (Ho et al., 1989, Frillingos et al., 1994, Karatza et al., 2006), 

χρησιµοποιούνται συµπληρωµατικοί εκκινητές (primers) για να δηµιουργηθούν, από τα γονίδια-

στόχοι, τµήµατα DNA µε επικαλυπτόµενα άκρα (1ο στάδιο). Τα προϊόντα του 1ου σταδίου λόγω των 

επικαλυπτόµενων άκρων τους υβριδίζουν, και χρησιµοποιούνται ως υποστρώµατα στο 2ο στάδιο, όπου 

και, µε τη χρήση κατάλληλων εξωτερικών εκκινητών (ίδιοι µε το 1ο στάδιο), επεκτείνονται και δίνουν 

ένα προϊόν που αποτελείται από την συνεχόµενη συνθετική αλληλουχία (contig) όλων των 

προηγούµενων τµηµάτων (2ο στάδιο) (Εικόνα 2.1). Η παραπάνω µεθοδολογία, που περιγράφεται και 

ως PCR επικάλυψης/επέκτασης (overlap/extension) (Ho et al., 1989) αποτελεί µέθοδο εκλογής, 

µεταξύ των άλλων, για την κατασκευή χιµαιρικών γονιδίων, in vitro µεταλλαξιγένεση και δηµιουργία 

γονιδίων χωρίς κωδικόνια Cys (Cys-less) µε συνδυαστική µεταλλαξιγένεση σε πολλές θέσεις 

(Frillingos and Kaback, 2001; Karatza et al., 2006; Tavoulari and Frillingos, 2008). Η PCR δύο 

σταδίων επίσης χρησιµοποιείται και για την κατασκευή διαπερασών µε διπλή µετάλλαξη. Ως γενετικό 

υπόβαθρο στην αντίδραση χρησιµοποιέιται  ανασυνδυασµένο πλασµίδιο που φέρει τη µια µετάλλαξη 
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σε µία από τις δύο θέσεις (~1 µg/µL)  και οι εσωτερικοί εκκινητές για την εισαγωγή της δεύτερης 

µετάλλαξης στην αντίστοιχη θέση. Στο τέλος κάθε σταδίου, τα προϊόντα της PCR διαχωρίζονται µε 

ηλεκτροφόρηση σε 1% πήγµα αγαρόζης και ανακτώνται µε το πακέτο υλικών καθαρισµού DNA από 

πήγµα αγαρόζης Nucleospin Extract II Macherey-Nagel (Duren, Germany). 

 

Αναλυτικά σε κάθε στάδιο PCR στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν: 

 100 ng πλασµιδιακού DNA ή αντίστοιχες ποσότητες προϊόντων PCR µετά από 

ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης και καθαρισµό. 

 0.3 µΜ από κάθε εκκινητή 

 1Χ ρυθµιστικού διαλύµατος αντίδρασης (Physion HF polymerase buffer) που περιέχει  7.5 mM 

MgCl2. 

 0.25 mM από κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) 

 1 U/µL DNA πολυµεράση (Phusion HF) 

 Αποστειρωµένο ddH2O από στήλη millipore µέχρι τελικό όγκο 100 µL. 

 

 

 

Κατά κανόνα, η PCR εφαρµόσθηκε σε 30 κύκλους, µε τις εξής εναλλαγές θερµοκρασίας : 

Για το πρώτο στάδιο       94 oC  για 5 min                Για το δεύτερο σταδιο  94 oC  για 5 min 

                                          94 oC  για 1 min                                                         94 oC  για 1 min     

                                          50 oC  για 1 min                                                         50 oC  για 2 min                                 

                  72 oC  για 1.5 min                                                      72 oC  για 2 min                                  

                   72 oC  για 7 min                                                       72 oC  για 7 min       

 

(αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA) 

(πρόσδεση εκκινητών) 

(επιµήκυνση του DNA) 
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Εικόνα 2.1. Σχεδιαγραµµατική απεικόνιση της µεθόδου PCR δύο σταδίων. 
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Οι δύο εξωτερικοί εκκινητες που χρησιµοποιήθηκαν σε όλες τις αντιδράσεις PCR για το πλασµίδιο 

pT7-5 είναι: 

LacZ (p/o) sense   5΄- ATGATTACGGATTCACTGGCCGTC - 3΄  
ΥK(pT7-5) – His10 antisense  5΄- GACGGGGAGTCAGGCAACTATGG - 3΄ 
 

Οι εσωτερικοί εκκινητες που σχεδιάστηκαν και χρησιµοποιήθηκαν στις αντίστοιχες αντιδράσεις PCR 

φαίνονται στους Πίνακες 2 - 6. Οι εκκινητές για µεταλλάγµατα µοναδικής κυστεΐνης στην έλικα 

ΤΜ12 του XanQ (single – Cys mutants) και τη µεταφορά των αντίστοιχων µεταλλάξεων στο γενετικό 

υπόβαθρο του XanQ φυσικού τύπου παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2, για την κατασκευή των 

µεταλλαγµάτων της εκτεταµένης µεταλλαξιγένεσης της θέσης 432 του XanQ σε γενετικό υπόβαθρο 

ελεύθερο κυστεϊνών και φυσικού τύπου, καθώς και της µεταλλαξιγένεσης µε πολύ συντηρηµένα 

κατάλοιπα σε σηµαντικές θέσεις της έλικας ΤΜ12, παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.3, για την 

κατασκευή των διπλών  µεταλλαγµάτων του XanQ για τη µελέτη αλληλεπιδράσεων µεταξύ της έλικας 

ΤΜ12 και της περιοχής του µοτίβου «υπογραφή» ΝΑΤ του XanQ  παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.4. 

Οι εκκινητές για την κατασκευή των σηµειακών µεταλλαγµάτων του YgfU στις θέσεις που διαφέρει 

από το XanQ, και του XanQ στις θέσεις που διαφέρει από το YgfU, παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.5.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



71 
 

 

Ανασυνδυασµένα πλασµίδια 

 

Αλληλουχία εκκινητή νοηµατικού κλώνου (sense primer) 

pT7-5/xanQ (C-less)- L420C- BAD 5’-CC/GAA/ATT/TTT/AAG/ATC/TGC/CCA/GCC/TC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- P421C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- P421C- BAD 

5’-C/GAA/ATT/TTC/AAG/ATC/CTG/TGC/GCC/TCT/ATT/TAT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- A422C- BAD 5’-C/GAA/ATT/TTC/AAG/ATC/CTG/CCG/TGC/TCT/ATT/TAT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- S423C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- S423C- BAD 

5’-G/CCA/GCC/TGC/ATC/TAC/GTA/TTA/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I424C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- I424C- BAD 

5’-G/CCA/GCC/TCC/TGC/TAT/GTA/TTA/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- Y425C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- Y425C- BAD 

5’-CCA/GCC/TCT/ATC/TGC/GTC/TTA/GTT-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- V426C- BAD 5’-CC/TCT/ATT/TAC/TGC/CTG/GTC/GAA/AAC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- L427C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- L427C- BAD 

5’-CC/TCT/ATT/TAC/GTC/TGC/GTC/GAA/AAC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- V428C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- V428C- BAD 

5’-CC/TCT/ATT/TAC/GTC/CTG/TGT/GAA/AAC/CC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- E429C- BAD 5’-GTA/TTA/GTT/TGC/AAC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- N430C- BAD 5’-GTA/TTA/GTT/GAA/TGC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- P431C- BAD 5’-GTT/GAA/AAC/TGC/ATC/TCT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432C- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/TGC/TCT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- C433- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/ATT/TGT/GCT/GGC/GG-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- A434C- BAD 5’-AT/CGC/AGT/TAA/CCC/ACC/ACA/AGA/AAT/AGG-3’(antisense) 

pT7-5/ xanQ (C-less)- G435C- BAD 5’-ATC/GCA/GTT/AAC/ACA/AGC/AGA/AAT/AGG-3’(antisense) 

pT7-5/ xanQ (C-less)- G436C- BAD ή 
pT7-5/ xanQ (wt)- G436C- BAD 

5’-CT/GCT/GGC/TGC/TTA/ACT/GCG-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- L437C- BAD 5’-CT/GCT/GGC/GGT/TGT/ACT/GCG/ATT/T-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- T438C- BAD 5’-CT/GGC/GGG/CTG/TGC/GCG/ATT/TTA/T-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- A439C- BAD 5’-GGC/GGG/TTA/ACT/TGC/ATC/CTG/TTA/AAT/ATT/ATC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I440C- BAD 5’-T/GGC/GGG/TTA/ACT/GCG/TGT/TTG/TTA/AAT/ATT/ATC/C-3’ 



72 
 

pT7-5/ xanQ (C-less)-  L441C- BAD 5’-T/GGC/GGG/TTA/ACT/GCG/ATT/TGC/TTA/AAT/ATT/ATC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- L442C- BAD 5’-T/GGC/GGG/TTA/ACT/GCG/ATT/TTA/TGC/AAT/ATT/ATC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- N443C- BAD 5’-T/GGC/GGG/TTA/ACT/GCG/ATT/TTA/TTG/TGT/ATT/ATC/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I444C- BAD 5’-GCG/ATT/TTA/CTG/AAT/TGC/ATC/CTC/CCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I445C- BAD 5’-CG/ATT/TTA/CTG/AAT/ATC/TGC/CTC/CCT/GG-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- L446C- BAD 5’-CG/ATT/TTA/CTG/AAT/ATC/ATC/TGC/CCT/GGT/GG-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- P447C- BAD 5’-CG/ATT/TTA/CTG/AAT/ATT/ATC/CTC/TGT/GGT/GGC/TAC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- G448C- BAD 5’-C/CTC/CCT/TGT/GGT/TAC/CGA/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- G449C- BAD 5’-C/CTC/CCT/GGT/TGT/TAC/CGA/C-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- Y450C- BAD 5’-CT/GGT/GGC/TGT/CGA/CAG/GAA/AAC-3’ 

 

Πίνακας 2.2. Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιλαµβάνουν την αλληλουχία του ελεύθερου κυστεϊνών (C-less) και 
του φυσικού τύπου(wt) xanQ µε εισαγωγή νέων κωδικονίων κυστεΐνης σε επιλεγµένες θέσεις στην περιοχή της 
έλικας TM12 και οι εσωτερικοί εκκινητές νοηµατικού κλώνου που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή τους. Με 
έντονα υπογραµµισµένα γράµµατα φαίνονται οι τριπλέτες βάσεων που εισάγουν την αλλαγη στη θέση του αµινοξέος µε 
κυστεΐνη. 
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Ανασυνδυασµένα πλασµίδια 

  

Αλληλουχία εκκινητή νοηµατικού κλώνου (sense primer) 

pT7-5/ xanQ (wt)- P421G- BAD 5’-C/GAA/ATT/TTC/AAG/ATC/CTG/GGT/GCC/TCT/ATT/TAT/G -3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- N430T- BAD 5’-GTA/TTA/GTC/GAG/ACG/CCT/ATT/TGT/GCT/G -3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432F- BAD 5’-GAA/AAC/CCG/TTC/TGT/GCT/GGC -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- I432L- BAD 5’- GAA/AAC/CCT/CTG/TGT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432M- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/ATG/TGT/GCT/GGC -3’             

pT7-5/ xanQ (wt)- I432A- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/GCA/TGT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432Q- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/GAG/TGT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432S- BAD 5’- GAA/AAC/CCT/TCG/TGT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432N- BAD 5’-GAA/AAC/CCG/AAC/TGT/GCT/GGC-3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- I432Q- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/CAG/TGT/GCT/GGC -3’             

pT7-5/ xanQ (wt)- I432T- BAD 5’- GAA/AAC/CCG/ACC/TGT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (wt)- I432V- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/CTC/TGT/GCT/GGC-3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- G436C- BAD 5’- GT/GCT/GGC/TGC/TTA/ACT/GCG-3’  

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432A- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/GCA/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432L- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/CTG/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432S- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/TCG/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432F- BAD 5’-GAA/AAC/CCG/TTC/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432W- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/TGG/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432Q- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/CAG/TCT/GCT/GGC -3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- I432M- BAD 5’-GAA/AAC/CCT/ATG/TCT/GCT/GGC -3’ 

 

Πίνακας 2.3. Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιλαµβάνουν την αλληλουχία του ελεύθερου κυστεϊνών (C-less) και 
του φυσικού τύπου(wt)  xanQ µε σηµειακές µεταλλάξεις στην περιοχή της 12ης έλικας και πιο ειδικά στη θέση 432, 
και οι εσωτερικοί εκκινητές νοηµατικού κλώνου που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή τους. Με έντονα 
υπογραµµισµένα γράµµατα φαίνονται οι τριπλέτες βάσεων που εισάγουν την αλλαγή στη θέση του αµινοξέος. 
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Ανασυνδυασµένα 
πλασµίδια 

  

Γενετικό 
υπόβαθρο 

  

Αλληλουχία εκκινητή νοηµατικού κλώνου (sense primer) 

pT7-5/ xanQ (wt)- 
I432S/Q324E- BAD 

pT7-5/ xanQ (wt)- 
Q324E- His10 

pT7-5/ xanQ (wt)- 
I432S/Q324N- BAD 

pT7-5/ xanQ (wt)- 
Q324N- His10 

5’- GAA/AAC/CCT/TCG/TGT/GCT/GGC-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
A323C/E429C- His10 

5’-GTA/TTA/GTT/TGC/AAC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
A323C/N430C- His10 

pT7-5/xanQ (C-less)- 
A323C- His10 

 5’-GTA/TTA/GTT/GAA/TGC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
V339C/E429C- His10 

5’-GTA/TTA/GTT/TGC/AAC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
V339C/N430C- His10 

pT7-5/xanQ (C-less)- 
V339C- His10 

 5’-GTA/TTA/GTT/GAA/TGC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
T332C/E429C- His10 

5’-GTA/TTA/GTT/TGC/AAC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ xanQ (C-less)- 
T332C/N430C- His10 

pT7-5/xanQ (C-less)- 
T332C- His10 

 5’-GTA/TTA/GTT/GAA/TGC/CCG/ATC/TCT/GCT/G-3’ 

 

Πίνακας 2.4. Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιλαµβάνουν την αλληλουχία του ελεύθερου κυστεϊνών (C-less) και 
του φυσικού τύπου(wt) xanQ µε διπλές µεταλλάξεις , το γενετικό υπόβαθρο το οποίο χρησιµοποιήθηκε και φέρει τη 
µια µετάλλαξη, και οι εσωτερικοί εκκινητές νοηµατικού κλώνου που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή των 
διπλών µεταλλαγµάτων του XanQ για τη µελέτη αλληλεπιδράσεων µεταξύ της 12ης έλικας και της περιοχής του 
µοτίβου «υπογραφή» ΝΑΤ. Με έντονα υπογραµµισµένα γράµµατα φαίνονται οι βάσεις που εισάγουν την αντίστοιχη 
αλλαγη κωδικονίου.  
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Ανασυνδυασµένα πλασµίδια  

  

Αλληλουχία εκκινητή νοηµατικού κλώνου (sense primer)

pT7-5/ygfU - H37K- BAD 5’-GGT/CTG/CAA/AAG/GTC/CTT/GTC-3’ 

pT7-5/ygfU - H37L- BAD 5’-GGT/CTG/CAA/CTT/GTC/CTT/GTC-3’ 

pT7-5/ygfU - H37N- BAD 5’-GGT/CTG/CAA/AAC/GTC/CTT/GTC-3’ 

pT7-5/ygfU - T100A- BAD 5’-GTG/ATT/ATG/TCG/GTG/GCT/TTT/GCT/GCT/G-3’  

pT7-5/ygfU - T100S- BAD 5’-GTG/ATT/ATG/TCG/GTG/TCT/TTC/GCT/GCT/G-3’ 

pT7-5/ygfU - T100N- BAD 5’-GTG/ATT/ATG/TCG/GTG/AAC/TTC/GCT/GCT/G -3’  

pT7-5/ygfU - S256Q- BAD 5’-GAT/CCC/GTT/CAG/ATT/CTG/ACC -3’  

pT7-5/ygfU - T259V- BAD 5’-CC/ATT/CTG/GTC/ATG/ACT/GCC -3’  

pT7-5/ygfU - S271A- BAD 5’-G/TTT/ATC/GAG/GCC/ATG/GGG/ATG -3’  

pT7-5/ygfU - M274D- BAD 5’-G/TCA/ATG/GGT/GAC/TTC/CTG/GCA/C -3’  

pT7-5/ygfU - V282S- BAD 5’-GGT/GAA/ATC/AGC/GGT/CGT/AAA/CTC -3’  

pT7-5/ygfU - V320N- BAD 5’- CT/CAA/AAC/AAC/GGC/CTG/GTT/AG-3’  

pT7-5/ygfU - R327G- BAD 5’- AGC/GTG/ACG/GGT/GTT/CAT/AGC-3’  

pT7-5/ygfU - S426N- BAD 5’-CTG/CTA/CAT/AAC/GGC/ATC/ATG/CTC -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- Q258S- BAD 5’-GC/TTC/CAT/TCG/TTC/CTG/GTG -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- V261T- BAD 5’-CAT/CAG/TTC/CTG/ACT/GTT/GGC/ACG -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- A273S- BAD 5’-GTG/CTG/GAA/AGT/GTC/GGC/GAT/ATC -3’  

pT7-5/xanQ Ο (wt)- S284V- BAD 5’-GCA/ATG/GTT/GTT/CGC/CGA/CCC/ATT/C -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- N326V- BAD 5’-GCG/CAA/AAT/GTC/GGG/GTT/ATT/C -3’  

pT7-5/ xanQ (wt)- N430S- BAD 5’-GTA/TTA/GTT/GAA/TCC/CCG/ATC/TGT/GCT/G -3’  

 
Πίνακας 2.5. Ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιλαµβάνουν τις αλληλουχίες του φυσικού τύπου(wt) xanQ και του 
ygfU µε σηµειακές µεταλλάξεις σε σηµαντικές θέσεις που οι δύο πρωτείνες διαφέρουν µεταξύ τους, και οι 
εσωτερικοί εκκινητές νοηµατικού κλώνου που χρησιµοποιήθηκαν. Με έντονα υπογραµµισµένα γράµµατα φαίνονται οι 
βάσεις που εισάγουν την αντίστοιχη αλλαγη κωδικονίου. 
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2.4.3 Κατασκευή ανασυνδυασµένου DNA (περιοριστική πέψη-ανασυνδυασµός) 

 

Οι πλασµιδιακοί φορείς και τα προς ένθεση DNA επωάστηκαν µέχρι πλήρους πέψης µε 

περιοριστικά ένζυµα. Τα ένζυµα αυτά αναγνωρίζουν µοναδικές και επακριβώς αντίστοιχες 

περιοριστικές θέσεις τόσο στον πλασµιδιακό φορέα όσο και στα ενθέµατα.  

 Για την κατασκευή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων που φέρουν τα µεταλλάγµατα 

µοναδικής κυστείνης, τις σηµειακές µεταλλάξεις στις σηµαντικές θέσεις του XanQ,  τις σηµειακές 

µεταλλάξεις στις σηµαντικές θέσεις του YgfU και τα οµόλογα της οικογένειας ΝΑΤ έγιναν 

περιοριστικές πέψεις µε τα ένζυµα  και BamHI και ApaI, τόσο στα ενθέµατα (προϊόντα PCR) όσο και 

στους αντίστοιχους πλασµιδιακούς φορείς (pT7-5/melY-BAD, pT7-5/ygfO-His10). Κατ’εξαίρεση, στις 

κατασκευές XanQ/single-Cys-A434C-BAD, XanQ/single-Cys-G435C-BAD έγιναν πέψεις µε τα 

ένζυµα BamHI και HpaI, και στις κατασκευές XanQ/single-Cys-A439C-BAD, XanQ/single-Cys-

I440C-BAD, XanQ/single-Cys-L441C-BAD, XanQ/single-Cys-L442C- BAD, XanQ/single-Cys-

N443C-BAD έγιναν περιοριστικές πέψεις µε τα ένζυµα HpaI και HindIII. Στον πλασµιδιακό φορέα 

(pT7-5/xanQ/C-less-His10) έγιναν περιοριστικές πέψεις µε τα ίδια ένζυµα ανάλογα µε την περίπτωση. 

Στις συγκεκριµένες κατασκευές ακολουθούν επιπλέον περιοριστικές πέψεις µε τα ένζυµα BamHΙ και 

ApaΙ για την ένθεση τους στο φορέα pT7-5/melY-BAD. Στην περίπτωση του uppRutG, έγινε στα ήδη 

κλωνοποιηµένα upp και RutG πέψη µόνο µε το BamHI και ακολουθήθηκε η κανονική διαδικασία.  

Στις αντιδράσεις των πλασµιδιακών φορέων πραγµατοποιήθηκε αποφωσφορυλίωση των 5΄ 

άκρων µε αλκαλική φωσφατάση, για την αποφυγή ανεπιθύµητης ανασύνδεσης των ανοιχτών άκρων 

του φορέα πριν την αντίδραση µε το ένθεµα. Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγµα αγαρόζης 

(1%), αποµονώθηκαν και ανασυνδέθηκαν µε τη χρήση Τ4 DNA λιγάσης. Η αντίδραση λιγάσης έγινε 

στους 16 oC, 15 h, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µL, µε µοριακή αναλογία στις ποσότητες ενθέµατος 

και φορέα 3:1. 
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ApaI   5΄…GGGCCC…3΄                    BamHI   5΄…GGΑΤCC…3΄ 

           3΄…CCCGGG…5΄                                      3΄…CCTAGG…5΄ 

 

HpaI  5΄…GTTAAC…3΄                    HindIII   5΄…AAGCTT…3΄ 

           3΄…CAATTG…5΄                                      3΄…TTCGAA…5΄ 

 

Εικόνα 2.2. Θέσεις αναγνώρισης αλληλουχίας για τις ενδονουκλεάσες περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

2.4.4 Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων 

 

∆ιαλύµατα 

Πλήρες θρεπτικό υλικό (LB) 
Βλ. εδάφιο 2.4.1.  
 
SOB                                                     
Εκχύλισµα ζύµης 0.5 % (w/v), Τρυπτόνη 2% (w/v), NaCl  10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, 
MgSO4 10 mM.  
 
ΤΒ 
Pipes 10 mM, MnCl2 55 mM, CaCl2 15 mM, KCl 250 mM.  

 

Κύτταρα από όλα τα κυτταρικά στελέχη E. coli προετοιµάστηκαν ώστε να γίνουν επιδεκτικά 

µετασχηµατισµού (competent) µε βάση το πρωτόκολλο των Inoue et al. (1990). Στα πειράµατα 

αρχικού µετασχηµατισµού των προϊόντων ανασυνδυασµού DNA (ligation products) 

χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα E. coli Top10F΄. Μετά την επιβεβαίωση της αλληλουχίας των 

ανασυνδυασµένων πλασµιδίων (εδάφιο 2.4.5), για τα πειράµατα έκφρασης-λειτουργικής ανάλυσης 

των µεταλλαγµάτων του XanQ, αλλά και των µελών της οικογένειας ΝΑΤ χρησιµοποιήθηκαν τα E. 

coli T184 και XL1-blue, για τα πειράµατα έκφρασης και ενεργότητας του MoorT χρησιµοποιήθηκαν 

τελικά τα E. coli XL1-blue, και τέλος δοκιµάστηκαν και όλα τα άλλα στελέχη που αναφέρονται στο 

κεφάλαιο 3 για τον έλεγχο της βέλτιστης έκφρασης του YgfU.     

Συγκεκριµένα στην προετοιµασία των κυττάρων, αρχικά γίνεται καλλιέργεια των βακτηριακών 

κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό υλικό LB (10 mL) στους 37 oC για 16 h. Αν κάποιο κυτταρικό στέλεχος 
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έχει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιωτικό (π.χ. Τ184 σε στρεπτοµυκίνη) τότε η ανάπτυξη γίνεται 

παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής. Στη συνέχεια, η καλλιέργεια αραιώνεται 1/25 (τελικός όγκος 250 

mL) σε θρεπτικό υλικό SOB (µε ανάλογη παρουσία αντιβιοτικού αν είναι απραίτητη). Ακολουθεί 

ανάπτυξη στους 37oC έως ότου η οπτική πυκνότητα (OD600) να φτάσει 0.6. Τα κύτταρα αφήνονται για 

10 min στον πάγο, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση (4000 rpm, 10 min, 4 oC) και αραιώνονται σε 80 mL 

ψυχρού διαλύµατος TB. Ακολούθως, αφήνονται εκ νέου σε πάγο για 10 min, φυγοκεντρούνται όπως 

ανωτέρω και επαναιωρούνται σε 20 mL διαλύµατος TB που περιέχει 7% v/v διµεθυλo-σουλφοξείδιο 

(DMSO). Τα επιδεκτικά πλέον κύτταρα είναι έτοιµα να µετασχηµατιστούν ή εναλλακτικά να 

αποθηκευτούν στους -80 oC. 

 

2.4.5 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων και αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

 

Επιδεκτικά κύτταρα που λαµβάνονται από τους - 80 oC αφήνονται να επανέλθουν αργά στον 

πάγο (0-4 oC). Στη συνέχεια, πλασµιδιακό DNA από προϊόντα της αντίδρασης λιγάσης ή από 

αποµόνωση DNA (mini ή maxi-prep) προστίθεται σε αυτά και ακολουθεί επώση για 5 min στον πάγο 

(0-4 oC). Τέλος, τα µετασχηµατισµενα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία προθερµασµένα στους 37 
oC, µε θρεπτικό µέσο επιλογής LB-άγαρ (1.5 %) που περιέχει αµπικιλλίνη (100 µg/mL). Μονές 

αποικίες από την στερεή καλλιέργεια λαµβάνονται µετά από 16 h επώασης (37 oC) και αναπτύσσονται 

περαιτέρω, σε υγρή καλλιέργεια µικρής κλίµακας (2-3 mL), παρουσία αµπικιλλίνης.  

Στη συνέχεια, γίνεται αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα, σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο του πακέτου αποµόνωσης DNA Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel (Duren, Germany). 

Ακολουθεί έλεγχος αλληλούχισης (sequencing), προς επιβεβαίωση της σωστής αλληλουχίας ανάµεσα 

στις περιοριστικές θέσεις, σε αυτόµατο αναλυτή αλληλουχίας, από την εταιρεία MWG-Biotech 

(Ebersberg, Germany). Ακολουθεί εκ νέου µετασχηµατισµός κυττάρων, συνήθως E. coli T184, µε το 

(επιβεβαιωµένο πλέον) πλασµιδιακό DNA και αποθήκευση των µετασχηµατισµένων κυττάρων σε LB 

που περιέχει 30% γλυκερόλη στους  - 80 oC. 
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Εικόνα 2.3. Τµήµα της αλληλουχίας περµεάσης µοναδικής κυστεΐνης (L446C), όπως προκύπτει από τον αυτόµατο 
αναλυτή αλληλούχισης της εταιρείας MWG. 
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2.5. Ανάπτυξη βακτηριακών κυττάρων 

 

2.5.1 Ανάπτυξη σε µικρή κλίµακα (10 mL) 

(για Παρασκευή κλάσµατος µεµβρανών, ∆οκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς σε ακέραια κύτταρα) 

Κύτταρα Ε. coli  που φέρουν τα κατάλληλα πλασµίδια αναπτύσσονται αρχικά σε καλλιέργεια 3 

mL πλήρους θρεπτικού µέσου LB, που περιέχει αµπικιλλίνη (0.1 mg/mL) και στρεπτοµυκίνη (0.01 

mg/mL), αν πρόκειται για κύτταρα Τ184, ή µόνο αµπικιλλίνη (0.1 mg/mL) για τα υπόλοιπα στελέχη Ε. 

coli, για 16 h, στους 37 oC, υπό αερόβιες συνθήκες και υπό ανάδευση. Κατόπιν γίνεται αραίωση σε LB 

(1 mL πλήρους καλλιέργειας + 9 mL νέου LB), πάλι παρουσία των κατάλληλων αντιβιοτικών, και 

ανάπτυξη στις ίδιες συνθήκες για 2 h (µέχρι το µέσο της λογαριθµικής καµπύλης αύξησης). 

Προστίθεται ισοπροπυλο-θειο- β,D-γαλακτοπυρανοσίδιο (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.5 mΜ, για 

την επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών, και η ανάπτυξη συνεχίζεται για 2 h ακόµη.  

 

2.5.2 Aνάπτυξη σε µεγάλη κλίµακα (1 L) 

(για Παρασκευή µεµβρανικών κυστιδίων)  

Κύτταρα Ε. coli T184 ή XL1-blue που φέρουν τα κατάλληλα πλασµίδια αναπτύσσονται αρχικά 

σε καλλιέργεια 10 mL πλήρους θρεπτικού µέσου LB, που περιέχει αµπικιλλίνη (0.1 mg/mL), και, στην 

περίπτωση των T184, αµπικιλλίνη και στρεπτοµυκίνη (0.01 mg/mL), στις ίδιες συνθήκες όπως στη 

µικρή κλίµακα. Κατόπιν, γίνεται αραίωση σε LB δύο δοχεία (5 mL πλήρους καλλιέργειας + 495 mL 

νέου LB) και ανάπτυξη στις ίδιες συνθήκες για 3.5 h (µέχρι το µέσο της λογαριθµικής καµπύλης 

αύξησης), προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 0.3 mΜ για την επαγωγή της έκφρασης του 

XanQ, και η ανάπτυξη συνεχίζεται για 2.5 h ακόµη.  
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2.6. ∆οκιµασίες διαµεµβρανικής µεταφοράς (Transport assays)  
 

2.6.1 ∆οκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς σε ακέραια κύτταρα 

 
∆ιαλύµατα 
Ρυθµιστικό διάλυµα KPi (pH 7.5)  
KH2PO4/ K2HPO4 0.1 M.  
 
∆ιάλυµα τερµατισµού (pH 5.5) 
KPi 0.1 M, LiCl 0.1 M.  
 
Υγρό σπινθηρισµού (scintillation buffer)  
Τολουόλιο 66% (v/v), Triton-X 33% (v/v), 2,5-διφαινυλ-οξαζολη (ΡΡΟ) 4% (w/v), 1,4-δις(5-
φαινυλοξαζολ-2-υλ)βενζόλιο (ΡΟΡΟΡ) 0.04% (w/v).  
 

Κύτταρα E. coli T184 µετασχηµατισµένα µε τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια αφού 

αναπτύσσονται σε πλήρες θρεπτικό υλικό (ανάπτυξη σε µικρή κλίµακα, δηλ. 10 mL καλλιέργειας). 

Στη συνέχεια, τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση 6000 rpm στους 4 oC για 10 min, 

εκπλένονται δυο φορές µε 10 mL ρυθµιστικού διαλύµατος ΚPi. Η τελική επαναιώρηση των κυττάρων 

γίνεται σε 1mL του ίδιου διαλύµατος και ακολούθως οι συγκεντρώσεις των δειγµάτων 

οµαλοποιούνται µε µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD420) και προσθήκη του κατάλληλου όγκου 

ρυθµιστικού διαλύµατος έτσι ώστε η τελική τιµή της OD420  να ισούται µε 10. Η τιµή αυτή 

αντιστοιχεί σε συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.7 mg/mL βάσει αντίστοιχης καµπύλης αναφοράς. (Frillingos 

et al., 1994; Karatza and Frillingos, 2004). Η προετοιµασία αυτή των κυττάρων γίνεται για κάθε τύπο 

διαµεµβρανικής µεταφοράς (κινητική ανάλυση, παρουσία ανταγωνιστών, επίδραση ΝΕΜ, επίδραση 

CaCl).  

Η δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (18 Ci/mmol), [3Η]ουρακίλης (59 Ci/mmol) 

(τελική συγκέντρωση 0,1µΜ ως 250µM), ή [14C]ουρικού οξέος (50 mCi/mmol) (τελική συγκέντρωση 

50µΜ ως 1mM) πραγµατοποιήθηκε σε 50 µL κυττάρων, στους 25 oC (37 oC για την ξανθίνη στο 

YgfU), για διάφορους χρόνους (5 sec ως 15 min) (Karatza and Frillingos 2005). Ο τερµατισµός της 

αντίδρασης έγινε µε 2Χ3 mL διαλύµατος τερµατισµού µε ταχεία διήθηση (rapid filtration) υπό κενό σε 

ηθµό διήθησης Whatman GF/C, 25 mm-circle, µε διάµετρο πόρων 1.2 µm (Frillingos et al., 1994). Ο 

ηθµός µεταφέρθηκε σε κατάλληλα σωληνάρια (scintillation vials) και επωάστηκε για 24 ώρες σε υγρό 

σπινθηρισµού (scintillation fluid), (8 mL), για να απελευθερωθεί στο διάλυµα η παγιδευµένη 

ραδιενέργεια. Tα δείγµατα µετρήθηκαν σε µετρητή υγρού σπινθηρισµού σωµατιδίων β (β counter) του 
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Εργαστηριού Βιοχηµείας του Χηµικού Τµήµατος και του Εργαστηρίου Φαρµακολογίας της Ιατρικής 

Σχολής.  

 
2.6.1.1 Ανάλυση κινητικής 

 

Στα πειράµατα κινητικής ανάλυσης, στην περίπτωση της ανάλυσης κινητικής προσληψης 

ξανθίνης, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης των υποστρωµάτων µετρείται στα 5 και 10 sec και οι 

συγκεντρώσεις ραδιενεργού υποστρώµατος που χρησιµοποιούνται είναι από 0.1 µΜ έως 100 µΜ, για 

τα µεταλλάγµατα του XanQ και τα οµόλογα, και µετρείται στα 5, 10 και 20 sec µε συγκεντρώσεις 

ραδιενεργού υποστρώµατος  από 40 µM εώς 250 µM για το YgfU και τα µεταλλάγµατα του. Στην 

περίπτωση της ανάλυσης κινητικής προσληψης ουρικού οξέος, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης των 

υποστρωµάτων µετρείται στα 10, 20 και 30 sec και οι συγκεντρώσεις ραδιενεργού υποστρώµατος που 

χρησιµοποιούνται είναι από 50 µΜ έως 1mΜ. Οι Vmax και Κm εξάγονται από διαγράµµατα Michaelis-

Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4 (http://www.graphpad.com/). 

 

2.6.1.2 Πρόσληψη ξανθίνης παρουσία ανταγωνιστών 

 

Στα πειράµατα ανταγωνισµού πρόσληψης ξανθίνης, πραγµατοποιείται προεπώαση των 

κυττάρων µε µη σηµασµένους πιθανούς προσδέτες (0.1 µΜ έως 1 mΜ) για 5 min και στη συνέχεια 

δοκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς µε [3Η]ξανθίνη (1 µΜ). Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης 

ξανθίνης του ραδιενεργού υποστρώµατος µετρούνται στα 5 και 10 min και οι τιµές IC50 

(συγκεντρώσεις υποστρώµατος στις οποίες παρατηρείται 50% αναστολή) υπολογίζονται µε το 

υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4. Οι τιµές Ki που δίδονται προκύπτουν από την εφαρµογή του τύπου 

των Cheng and Prusoff (1973) [Ki=IC50/[1+(L/Km)] (όπου L είναι η τιµή της συγκέντρωσης της 

[3Η]ξανθίνης). Οι µη σηµασµένοι πιθανοί προσδέτες που χρησιµοποιουνται είναι ξανθίνη, ουρικό οξύ, 

υποξανθίνη, ουρακίλη, γουανίνη, αδενίνη, θυµίνη, κυτοσίνη, αλλοπουρινόλη, οξυπουρινόλη, 1- 

µεθυλοξανθίνη, 3- µεθυλοξανθίνη, 2- θειοξανθίνη, 6- θειοξανθίνη, 7- µεθυλοξανθίνη, 8- 

µεθυλοξανθίνη, 9- µεθυλοξανθίνη.  
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2.6.1.3 ∆οκιµασία ενεργού µεταφοράς και επίδραση ΝΕΜ 

Στα πειράµατα επίδρασης Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου (ΝΕΜ) (Εικόνα 2.3) στην ικανότητα 

πρόσληψης ξανθίνης, τα κύτταρα προεπωάζονται µε διάφορες συγκεντρώσεις NEM (5 µM έως 2 mM) 

για 10 min στους 25 oC και η αντίδραση τερµατίζεται µε την προσθήκη διθειοθρεϊτόλης (DTT) (10X 

µοριακή συγκέντρωση έναντι του µηλεϊµιδίου). Η δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [8-3Η]ξανθίνης 

γίνεται µε την παρουσία µεθοσουλφονικού φαινιζινίου (phenazine methosulfate, PMS, 0.2 mM) και 

ασκορβικού καλίου (20 mM), για την ηλεκτρονιοδότηση της αναπνευστικής αλυσίδας (Konings et al., 

1971; Karatza and Frillingos, 2005).  

 
Εικόνα  2.4. Αντίδραση του Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου (ΝΕΜ) µε τις SH-οµάδες των κυστεϊνών (από Molecular Probes, 
www.probes.invitrogen.com). 
 

 

2.6.1.4 ∆οκιµασία ενεργού µεταφοράς και επίδραση ΝΕΜ παρουσία ή απουσία µη ραδιενεργού 

πσροσδέτη (ανταγωνιστή) 

 

Προετοιµάζονται κυτταρικά δείγµατα µε ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.7 mg/mL (βλ. 

ανωτέρω). Στη συνέχεια χωρίζονται 4 δείγµατα των 500 µL κυτταρικού εναιωρήµατος: στα δύο από 

αυτά προστίθεται ο µη ραδιενεργός ανταγωνιστής τελικής συγκέντρωσης 1 mM και στα άλλα δύο 

ΚΟΗ σε τελική συγκέντρωση 1 mM. Τα δείγµατα προεπωάζονται για 10 min, στους 25 oC, και, στη 

συνέχεια, προστίθεται ΝΕΜ σε τελική συγκέντρωση από 20 µΜ έως 1 mM, ανάλογα µε το 

µετάλλαγµα και την επιθυµητή εφαρµογή (Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008). Η αντίδραση 

του ΝΕΜ τερµατίζεται µε την προσθήκη 10X µοριακής συγκέντρωσης DTT έναντι του ΝΕΜ. Στη 

συνέχεια για την αποµάκρυνση από το κάθε δείγµα της περίσσειας του ανταγωνιστή και των ΝΕΜ και 

DTT γίνεται αραίωση σε 40 mL ρυθµιστικού διαλύµατος ΚPi (0.1 M, pH 7.5) και φυγοκεντρική 
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ανάκτηση των κυττάρων (6000 rpm, 10 min, 4oC). Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 40 mL του ίδιου 

διαλύµατος και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση (6000 rpm, 10 min, 4oC). Το κυτταρικό ίζηµα 

επαναιωρείται σε 1 mL του ίδιου ρυθµιστικού διαλύµατος, τοποθετείται σε µικροσωληνάρια τύπου 

eppendorf και ακολουθούν τρεις φυγοκεντρήσεις σε επιτραπέζια φυγόκεντρο eppendorf (13000 rpm, 1 

min). Η τελική επαναιώρηση γίνεται σε 0.6 mL. Τέλος, τα δείγµατα φωτοµετρούνται στα 420 nm και η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης οµαλοποίειται ώστε η τιµή απορρόφησης OD420 να είναι 10. Ακολουθεί 

δοκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς, µε την επώαση µε το ραδιενεργό υπόστρωµα να γίνεται 

παρουσία µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS, 0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mM) (Konings et 

al., 1971; Mermelekas et al., 2010).  

 

2.6.1.5 Επίδραση χλωριούχου καδµίου (CdCl2) 

 

Για τα πειράµατα της επίδρασης του χλωριούχου καδµίου (CdCl2) (Broke et al., 2001), γίνεται 

προεπώαση 50 µl κυτταρικού δείγµατος µε ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.7 mg/mL, µε διάφορες 

συγκεντρώσεις CdCl2 (1 µΜ έως 20 mM) στους 25 οC, 10 min, και ακολουθεί δοκιµασία ενεργού 

µεταφοράς [3H]ξανθίνης 1µM παρουσία του CdCl2. Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης µετρείται στα 5 

και 10 sec. Τα αποτελέσµατα αναλύονται µε το πρόγραµµα Prism4. 

 

 

2.6.2 ∆οκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς (Transport assay) σε µεµβρανικά κυστίδια  

 

Τα µεµβρανικά κυστίδια ορθού προσνατολισµού (right-side-out, RSO) µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για δοκιµασίες διαµεµβρανικής µεταφοράς εφόσον έχουν ακέραιη την εσωτερική 

(κυτταροπλασµατική) µεµβράνη των αρχικών κυττάρων, όπου εκφράζεται ο εξεταζόµενος 

µεταφορέας ή µεταλλάγµατά του και, παράλληλα, έχουν ακέραιη την συσκευή της αναπνευστικής 

αλυσίδας στο εσωτερικό αυτής της µεµβράνης. Για να γίνει δοκιµασία ενεργού µεταφοράς (active 

transport assay) σε κυστίδια RSO για µεταφορείς δευτερογενούς τύπου, που εξαρτώνται από την 

ηλεκτροχηµική διαβάθµιση πρωτονίων, όπως είναι και ο XanQ (Karatza and Frillingos, 2005), 

απαιτείται ενεργοποίηση της αναπνευστικής αλυσίδας, µε τεχνητούς δότες ηλεκτρονίων υπό συνθήκες 

καλής οξυγόνωσης (Konings et al., 1971). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε στη συγκεκριµένη 

διατριβή είναι η εξής: 
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∆ιάλυµα µεµβρανικών κυστιδίων (για την παρασκευή των κυστιδίων, βλ. παρακάτω), που 

λαµβάνονται από καταψύκτη (-80 oC), αραιώνεται 10 φορές σε διάλυµα 0.1 Μ KPi pH 7.5, 10 mM 

MgSO4. Η δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [8-3Η]ξανθίνης (18 Ci/mmol) γίνεται µε επώαση µε το 

ραδιενεργό υπόστρωµα (τελική συγκέντρωση 1 µΜ) σε 50 µL κυστιδίων για διάφορους χρόνους (5 

sec ως 2 min). Η υπόλοιπη διαδικασία είναι όπως στα ακέραια κύτταρα µε τη διαφορά ότι στην 

περίπτωση των κυστιδίων η διαδικασία γίνεται πάντοτε παρουσία µεθοσουλφονικού φαινιζινίου 

(PMS, 0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mM), τα οποία χρησιµοποιούνται ως τεχνητοί δότες 

ηλεκτρονίων (e-) για την ενεργοποίηση της αναπνευστικής αλυσίδας στο σύµπλοκο της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης (Konings et al., 1971). 
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2.7. Παρασκευή κλάσµατος µεµβρανών 
 

∆ιαλύµατα 

∆ιάλυµα επαναιώρησης  
Tris-HCl, pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, Na2EDTA 1 mM.  
 

∆ιάλυµα σακχαρόζης   

Tris-HCl, pH 8 25 mM, Σακχαρόζη 45% (w/v), Na2EDTA 1 mM.  

 

Η µέθοδος που εφαρµόστηκε για την παρασκευή κλάσµατος µεµβρανών από την εσωτερική 

µεµβράνη κυττάρων Ε. coli  περιλαµβάνει οσµωτικό σοκ, επώαση µε EDTA/λυσοζύµη και 

κατεργασία µε υπερήχους (Konings et al. 1971 ; Frillingos et al. 1994). Αναλυτικότερα, µετά την 

ανάπτυξη των κυττάρων σε µικρή κλίµακα, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση (6000 rpm, 10 min, 4οC) 

και επαναιωρούνται σε 10 mL διαλύµατος επαναιώρησης. Μετά από νέα φυγοκέντρηση γίνεται 

επαναιώρηση σε 1 mL του ίδιου διαλύµατος (το οποίο περιέχει και αναστολέις πρωτεασών…) και 

φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια φυγόκεντρο eppendorf (13000 rpm, 5 min). Το κυτταρικό ίζηµα 

επαναιωρείται σε 1 mL διαλύµατος σακχαρόζης (επίσης µε αναστολείς πρωτεασών). Ακολουθεί 

επώαση στους 4 °C για 20 min, συλλογή του κυτταρικού ιζήµατος, όπως παραπάνω, και επαναιώρηση 

σε 0.8 mL ddH2O και επώαση στους 4 °C για 10 min. Στη συνέχεια ακολουθεί προσθήκη λυσοζύµης 

(0.125 mg/mL τελική συγκέντρωση) και επώαση στους 4 °C για 30 min. Στη συνέχεια γίνεται 

οµοιογενοποίηση του κυτταρολύµατος µε υπερήχους (συσκευή 250-D της Branson Ultrasonics), όπου 

εφαρµόζονται 2 ώσεις των 15 sec σε ένταση 40%. Μετά από φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια 

φυγόκεντρο eppendorf (13000 rpm, 5 min) για την αποµάκρυνση των άθραυστων κυττάρων (cell 

debris), ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση (Optima Ultracentrifuge, 90000 rpm, 20 min, 4 °C) όπου 

συλλέγεται το ίζηµα των µεµβρανών. Το κλάσµα των µεµβρανών επαναδιαλυτοποιείται σε 40 µL 

ddH2O και φυλάσσεται στους 4 oC, για ηλεκτροφορητική ανάλυση και ανοσοαποτύπωση µέσα στα 

επόµενα 24ωρα.  

 

 

 

 



87 
 

2.8. Αναλύσεις πρωτεϊνών 
 

2.8.1 Προσδιορισµός ολικής πρωτεΐνης µε τη µέθοδο BCA 

 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός της ολικής πρωτεΐνης έγινε µε βάση το πρωτόκολλο του πακέτου 

BCA Protein Assay Reagent kit (της Pierce). Το πρωτόκολλο βασίζεται στο συνδυασµό της αναγωγής 

του Cu2+ σε Cu+ σε αλκαλικό περιβάλλον, µε την υψηλής ευαισθησίας χρωµατοµετρική ανίχνευση του 

κατιόντος χαλκού (Cu+), σε µήκος κύµατος 562 nm, χρησιµοποιώντας δις-κιγχονικό οξύ (bichichonic 

acid). οι συγκεντρώσεις των δειγµάτων υπολογίζονται από καµπύλη αναφοράς για γνωστές 

συγκεντρώσεις αλβουµίνης.  

 

2.8.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS-πολυακρυλαµιδίου (SDS-PAGE) 

 
∆ιαλύµατα 
 
∆ιάλυµα διαχωρισµού pH 8.8  
Tris-HCl 1.5 M, SDS 0.4% (w/v).  
 

∆ιάλυµα επιστοίβαξης pH 6.8  

Tris-HCl 0.5 M, SDS 0.4% (w/v). 

 

30% Ακετυλαµίδιο/Bis 37.5:1 (Biorad) 

 
∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης  
Tris-HCl, pH 8.3 25 mM, Γλυκίνη 0.192 Μ, SDS 0.1% (w/v).  
 
10% (w/v) ∆ιάλυµα υπερθειϊκού αµµωνίου (APS) 
 
∆ιάλυµα φόρτωσης 4Χ  
Tris-HCl pH 6.8 250 mM, SDS 9.2 % (w/v), Μπλε της βρωµοφαινόλης 0.2 % (w/v), Γλυκερόλη 40% 
(v/v), DTT 100 mM.  
 
Πήκτωµα διαχωρισµού (100 mL)  
30% ακρυλαµίδιο 42 mL, ∆ιάλυµα διαχωρισµού 25mL, dH2O 32 mL, 10% SDS 1 mL, 10% APS 1 
mL, TEMED 0.05 mL.  
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Πήκτωµα επιστοίβαξης (30 mL) 
30% ακρυλαµίδιο 4.5 mL, ∆ιάλυµα διαχωρισµού 7.5 mL, dH2O 17.4 mL, 10% SDS 0.3 mL, 10% APS 
0.3 mL, TEMED 0.03 mL.  

 

Για την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE ακολουθείται η κλασική διαδικασία όπως περιγράφεται 

από τον Laemni (1970). Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιούνται πηκτώµατα 12% (w/v), ως 

πήκτωµα διαχωρισµού (running gel), και 5% (w/v) ως πήκτωµα επιστοίβαξης (stacking gel). Πριν από 

την ηλεκτροφόρηση, προστέθηκε στα δείγµατα διάλυµα φόρτωσης (loading buffer) από διάλυµα 4x. Η 

συσκευή ηλεκτροφόρησης είναι η Protean II xi Cell (Bio-Rad, Hercules, California). Ως δείκτης 

πρότυπων µοριακών βαρών χρησιµοποιήται ο Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range, της 

εταιρείας Bio-Rad Laboratories.  

 
2.8.3 Ανοσοαποτύπωση (Western blotting) 

 
∆ιαλύµατα 
 
∆ιάλυµα µεταφοράς  
Tris-HCl pH 8.3 25 mM, Γλυκίνη 192 mM, Μεθανόλη 20% (v/v).  
 

∆ιάλυµα Western TBST 10X  

Tris-HCl pH 7.4 0.1 mM, NaCl 1.5 M, Triton-X 2% (v/v).  

 

Μετά τον διαχωρισµό ακολουθεί ηλεκτροφορητική µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη 

πολυ-βινυλιδενικού διφθοριδίου (polyvinylidene difluoride, PVDF) (Pall Corporation, Ann Arbor, 

Missouri) σε διάλυµα µεταφοράς, για 4 h στα 400 mA. Στη συνέχεια, η µεµβράνη επωάζεται για 16 h 

σε διάλυµα TBST-5% αλβουµίνης ορού βοός (BSA) (blocking buffer) για τη δέσµευση των κενών 

θέσεων. 

Στη συνέχεια ακολουθεί ανοσοαποτύπωση µε τα εξής αντισώµατα ή πρωτεΐνες: 

 Επώαση µε αντίσωµα έναντι της αλληλουχίας των 10 ιστιδινών συζευγµένο µε υπεροξειδάση 

(anti-PentaHis-HRP) σε αραίωση 1:5000 σε TBST-5% BSA για 1 h, γίνονται 6 εκπλύσεις µε 

1Χ TBST και στη συνέχεια ανίχνευση του σήµατος. 

 Επώαση µε σύζευγµα αβιδίνης υπεροξειδάσης (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000 σε TBST-

5% BSA για 1 h και στη συνέχεια 8 εκπλύσεις µε 1Χ TBST.  
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2.9. Παρασκευή µεµβρανικών κυστιδίων (RSO membrane vesicles) 
 
∆ιαλύµατα (αρχικές συγκεντρώσεις) 
1 Μ KPi pH 6.6, 1M MgSO4, 0.5 Μ Κ2EDTA pH 7.0, 30% σακχαρόζη (w/v), 1 Μ Tris-HCl pH 8  

 

Τα µεµβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισµού (right-side-out, RSO) αποτελούν ένα εξαιρετικό 

εργαλείο για την µελέτη µεµβρανικών πρωτεϊνών in situ. Στην ουσία πρόκειται για βακτηριακά 

κύτταρα στα οποία εχει αφαιρεθεί αφενός το κυτταρικό τοίχωµα και η εξωτερική µεµβράνη, και 

αφετέρου τα εσωτερικά συστατικά του κυτταροπλάσµατος, διατηρώντας στο ακέραιο την εσωτερική 

(κυτταροπλασµατική) µεµβράνη (Kaback, 1974; Konings et al., 1971). Το πρωτόκολλο που 

χρησιµοποιείται στο εργαστήριο µας αποτελεί προσαρµογή γνωστών πρωτοκόλλων αποµόνωσης 

κυστιδίων (Kaback, 1971; Frillingos and Kaback, 1996), όπως παρουσιάζεται αναλυτικά παρακάτω 

(Γ. Μερµελέκας, 2009, ∆ιδακτορική διατριβή) : 

• Γίνεται ανάπτυξη κυττάρων E.coli, των στελεχών Τ184 και XL1-blue σε µεγάλη κλίµακα  

• Στη συνέχεια συλλέγονται τα κύτταρα µε φυγοκέντρηση (6000 rpm, 10 min, 4oC, Beckmann 

JA-14) 

• Γίνεται έκπλυση µε διάλυµα 0.1 Μ KPi pH 6.6 και ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση (6000 rpm, 

10 min, 4 oC, Beckmann JA-14). 

• Το κυτταρικό ίζηµα αναδιαλυεται σε διάλυµα 30 mM Tris-HCl pH 8, 30% σακχαρόζη σε 

αναλογία 100 mL διαλύµατος/ g κυττάρων. 

• Στη συνέχεια προστίθεται λυσοζύµη σε τελική συγκέντρωση 50 µg/ mL και Κ2EDTA σε 

τελική συγκέντρωση 10 mM, ακολουθεί αργή ανάδευση για 1 h. 

• Για τη συλλογή του προϊόντος της κυτταρικής λύσης γίνεται φυγοκέντρηση (6000 rpm, 30 

min, 25 oC, Beckmann JA-14) 

• Το ίζηµα επαναιωρείται σε 10 mL διαλύµατος 0,1 Μ KPi pH 6.6, 20 mM MgSO4, 30% 

σουκρόζη, 30 µg/mL DNAase. Το εναιώρηµα µεταφέρεται σε 1000 mL προθερµασµένου 

(37oC) 50 mM KPi pH 6.6 και επωάζεται υπό ανάδευση για 15 min στους 37 oC. 

• Προσθήκη Κ2EDTA pH 7.0 σε τελική συγκέντρωση 10 mM συνεχίζεται η επώαση για άλλα 15 

min και στη συνέχεια προστίθεται MgSO4 σε τελική συγκέντρωση 15 mM για ακόµη 15 min.  

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση (8500 rpm, 1 h, 4 oC, Beckmann JA-14) 
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• Επαναιώρηση του ιζήµατος σε 88 mL παγωµένου διαλύµατος 0,1 Μ KPi pH 6.6, 10 mM 

Κ2EDTA. 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση (2500 rpm, 30 min , 4 oC, Beckmann JA-20) 

• Συλλέγεται το υπερκείµενο, και το ίζηµα αναδιαλύεται σε 44 mL διαλύµατος 0,1 Μ KPi pH 

6.6, 10 mM Κ2EDTA και γίνεται νέα φυγοκέντρηση (2500 rpm, 30 min , 4 oC, Beckmann JA-

20), συλλέγεται πάλι το υπερκείµενο. 

• Φυγοκέντρηση των υπερκειµένων για τη συλλογή των µεµβρανικών κυστιδίων (15000 rpm, 30 

min , 4 oC, Beckmann JA-20). 

• Το ίζηµα, που περιέχει τα µεµβρανικά κυστίδια, αναδιαλύεται σε 44 mL διαλύµατος 0.1 Μ KPi 

pH 7.5, 10 mM MgSO4 και νέα φυγοκέντρηση (15000 rpm, 30 min, 4 oC, Beckmann JA-20). 

• Το τελικό ίζηµα των κυστιδίων διαλυτοποιείται σε 500 µL διαλύµατος 0.1 Μ KPi pH 7.5, 10 

mM MgSO4 και φυλασσονται στους -80 oC αφού πρώτα καταψυχθούν σε υγρό άζωτο. 

• Ακολουθεί µέτρηση ολικής πρωτεΐνης µε τη µέθοδο BCA (εδάφιο 2.7.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

2.10. In silico αναλύσεις 
 

Η ανάλυση γονιδιωµάτων για την ύπαρξη γονιδίων που ανήκουν στην οικογένεια NAT/NCS2 

βασίζεται στις βάσεις δεδοµένων TransportDB (http://www.membranetransport.org) TC-DB 

(http://www.tcdb.org) και COGs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG), καθώς και στις πλήρεις 

αλληλουχίες γονιδιώµατος µικροοργανισµών που καταγράφονται από το Joint Genome Institute 

(Walnut Creek, California) (Markowitz et al., 2008) (http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi). 

Για τα οµόλογα YgfO και YicE (Karatza and Frillingos, 2005), χρησιµοποιούνται οι νεότερες 

ονοµατολογίες XanQ και XanP, αντίστοιχα, όπως αναφέρονται σήµερα µε βάση τον λειτουργικό 

χαρακτηρισµό των πρωτεϊνών αυτών και τη φυλογενετική τους ανάλυση, στην ηλεκτρονική τράπεζα 

EcoGene (The EcoGene database of E. coli sequence and function, www.ecogene.org)..       

Για την κατασκευή του τοπολογικού µοντέλου του YgfU χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό 

TMHMM (http://www.sbc.su.se/PRODIV-TMHMM) (Center for Biological Sequence Analysis, 

Technical University of Denmark) (Granseth et al., 2005).  

Για την κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων των γονιδίων NAT/NCS2 χρησιµοποιήθηκε 

το πρόγραµµα MEGA 3.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 

(http://www.megasoftware.net/), ενώ οι αναλύσεις στοίχισης των κωδικοποιουσών αλληλουχιών των 

γονιδίων έγιναν µε το πρόγραµµα ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1. Σχέσεις δοµής-λειτουργίας του µεταφορέα ξανθίνης XanQ: Ο ρόλος 

του δωδέκατου διαµεµβρανικού τµήµατος (TM12, αλληλουχία 419-450) 
 

Το έναυσµα για τη µελέτη αυτή δόθηκε από τα αποτελέσµατα της συνεργαζόµενης οµάδας του 

Γ. ∆ιαλλινά (Τοµέας Βοτανικής, ΕΚΠΑ) για το δωδέκατο διαµεµβρανικό τµήµα (ΤΜ12) του 

µεταφορέα ουρικού οξέος/ξανθίνης UapA του ασκοµύκητα Aspergillus nidulans. Για τον µεταφορέα 

αυτόν είχε προταθεί ότι περιέχει ένα είδος µοριακού φίλτρου στο µέσο του ΤΜ12, µια φαινυλαλανίνη 

(Phe) στη θέση 528, που καθορίζει σε σηµαντικό βαθµό την εξειδίκευση των µεταφεροµένων 

υποστρωµάτων χωρίς όµως να αποτελεί µέρος του κέντρου δέσµευσης per se, και ότι αντικατάσταση 

της Τhr-526 που βρίσκεται στην ίδια πλευρά α-έλικας οδηγεί σε «χαλάρωση» της εξειδίκευσης του 

µεταφορέα UapA χωρίς να επηρεάζεται η υψηλή συγγένεια του UapA για ουρικό οξύ και ξανθίνη 

(Amillis et al., 2001; Vlanti et al., 2006; Papageorgiou et al., 2008). Είναι επίσης ενδιαφέρον ότι ενώ η 

έλικα ΤΜ12 στην οικογένεια ΝΑΤ δεν είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη (βλ. Εισαγωγή), περιέχει µια 

κεντρική αλληλουχία τριών καταλοίπων, ενός πολικού (Asn/Thr/Ser), ενός αµινοξέος που προσδίδει 

δοµική ευκαµψία ή προκαλεί κάµψη της έλικας (Gly/Pro) και ενός ογκώδους υδρόφοβου (Phe/Ile), 

όπου ο χαρακτήρας της πλευρικής οµάδας συντηρείται.  

Επιπλέον, πειραµατικά δεδοµένα από την κατασκευή χιµαιρικoύ µεταφορέα που περιέχει τις 

11 πρώτες έλικες του XanQ και την δωδέκατη του UapA (N11-C1), ο οποίος εµφανίζει κανονική 

έκφραση στη µεµβράνη αλλά καθόλου ενεργότητα, υποδηλώνουν ότι η έλικα ΤΜ12 του XanQ µπορεί 

να περιέχει σηµαντικά κατάλοιπα (Γεωργοπούλου Αικ., ∆ιδακτορική ∆ιατριβή – υπό συγγραφή). Για 

τους λόγους αυτούς, η έλικα TM12 επελέγη ως στόχος µεταλλαξιγένεσης για εισαγωγή νέων 

καταλοίπων Cys στο γενετικό υπόβαθρο µιας λειτουργικής περµεάσης XanQ ελεύθερης κυστεϊνών (C-

less), η οποία έχει ήδη κατασκευασθεί στο εργαστήριό µας από προηγούµενες µελέτες (Karatza et al., 

2006). 
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3.1.1. Μεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης στη διαµεµβρανική έλικα ΤΜ12 
 

Χρησιµοποιώντας ως γενετικό υπόβαθρο την περµεάση χωρίς εγγενή κατάλοιπα κυστεϊνών (C-

less XanQ), κατασκευάσθηκαν 32 µεταλλάγµατα µοναδικής κυστεΐνης (single-Cys mutants), δηλαδή 

κάθε αµινοξύ στην αλληλουχία 419ILPASIYVLVENPICAGGLTAILLNIILPGGY450 

(υπογραµµισµένη φαίνεται η αλληλουχία της έλικας) αντικαταστάθηκε ξεχωριστά µε Cys. Όλες αυτές 

οι περµεάσες φέρουν επίσης στο C-τελικό άκρο το 12πεπτίδιο της LacY (LacY-epitope) και την 

περιοχή δέσµευσης βιοτίνης από την αποκαρβοξυλάση οξαλοξικού της Klebsiella pneumoniae (biotin-

acceptor domain, BAD) (Karatza and Frillingos, 2005).  

Τα επίπεδα έκφρασης των 32 µεταλλαγµάτων φαίνονται στην Εικόνα 3.1 και τα επίπεδα 

ενεργότητάς τους στην Εικόνα 3.2. Οι περµεάσες εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στη µεµβράνη των 

κυττάρων E. coli Τ184, εκτός από τις P421C και I432C, οι οποίες έχουν ελάχιστη έως µηδενική 

έκφραση. Στη συνέχεια έγινε έλεγχος µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 µΜ). Από τις 32 περµεάσες, οι 25 

εµφανίζουν αρχική ταχύτητα µεγαλύτερη από 60% σε σχέση µε τη C-less XanQ, µε µέγιστα επίπεδα 

συσσώρευσης µεγαλύτερα του 70%. Οι υπόλοιπες 7 περµεάσες έχουν επίπεδα αρχικής ταχύτητας και 

µέγιστης πρόσληψης υποστρώµατος χαµηλότερα του 25%. Από αυτές, οι έξι (P421C, S423C, I424C, 

Y425C, L427C, G436C) εµφανίζουν ενεργότητα από 11% έως 25% σε σχέση µε την C-less XanQ, 

ενώ η ενεργότητα της I432C είναι σχεδόν µηδενική. Για τις περµεάσες P421C και I432C η χαµηλή 

ενεργότητα συσχετίζεται και µε τα πολύ χαµηλά επίπεδα έκφρασης.  
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Εικόνα 3.1.  Ανάλυση της έκφρασης µεταλλαγµάτων µοναδικής κυστείνης της έλικας TM12 του XanQ στη 

µεµβράνη της E. coli. Κλάσµατα µεµβρανών παρασκευάσθηκαν από E. coli Τ184 µετασχηµατισµένα µε pT7-5/xanQ(Cys-

less)-BAD ή pT7-5/xanQ(single-Cys)-BAD που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των περµεασών. ∆είγµατα 

µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και 

ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (Avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης 

υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). (Α) Εικόνες των western. Κύτταρα µετασχηµατισµένα µόνο µε το 

pT7-5 δεν παρουσιάζουν έκφραση της περµεάσης στη µεµβράνη. Στο αριστερό µέρος των ηλεκτροφορηµάτων 

σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE 

Standards, Low Range). (Β) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης στη µεµβράνη. Τα επίπεδα έκφρασης για κάθε 

µετάλλαγµα δίνονται ως ποσοστά % επί του αντίστοιχου επιπέδου του XanQ (C-less)-BAD. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν 

τους µέσους όρους 4 προσδιορισµών από 2 ανεξάρτητα πειράµατα, µε τυπικές αποκλίσεις <15%. Ανάλυση των 

ανοσοαποτυπωµάτων και ποσοτική εκτίµηση των επιπέδων έκφρασης έγινε µε το πρόγραµµα Quantity-one (BioRad). 
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Εικόνα 3.2.  Ενεργότητα των µεταλλαγµάτων µοναδικής κυστείνης της έλικας ΤΜ12 του XanQ. Κύτταρα E. coli 

Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ (Cys-less)-BAD 

ή pT7-5/xanQ (single-Cys)-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού 

καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL) και υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 

25 °C. (Α) Αρχική ταχύτητα πρόσληψης ξανθίνης (V0). Η ταχύτητα πρόσληψης µετρήθηκε σε χρόνους 15 sec και 30 sec. 

Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές 

των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιµών της XanQ (C-less)-BAD 

µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. (Β) Μέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady 

state). Τα επίπεδα ξανθίνης µετρήθηκαν σε χρόνους 2 min και 10 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 

µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι 

τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ (C-less)-BAD µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 

3 πειράµατα. 
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3.1.2. Ανάλυση µεταλλαγµάτων της έλικας ΤΜ12 στο γενετικό υπόβαθρο του 

XanQ φυσικού τύπου  
 

Από τη σάρωση µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνών προέκυψαν σηµαντικές θέσεις καταλοίπων οι 

οποίες συγκεντρώνονται κυρίως στην περιπλασµική πλευρά της α-έλικας (Εικόνα 3.3).  

 

 
Εικόνα 3.3. ∆ευτεροταγής δοµή της πιθανής διαµεµβρανικής έλικας ΤΜ12 του XanQ (Α) και προβολές α-έλικας (Β) 
για την αλληλουχία των καταλοίπων 431-447 (πάνω) και 421-436 (κάτω). Τα τρία κατάλοιπα προλίνης (Pro-421, Pro-431 
και Pro-447) τονίζονται µέσα σε τετράγωνα. Τα κατάλοιπα Pro-421, Ser-423, Ile-424, Tyr-425, Leu-427 και Gly-436 όπου 
τα µεταλλάγµατα µοναδικής κυστεΐνης έχουν χαµηλή ενεργότητα (20-30% σε σχέση µε τον φυσικό τύπο) φαίνονται σε 
γκρι φόντο. Σε γκρι φόντο φαίνεται και το Ιle-432 (στη µέση του TM12) όπου το µετάλλαγµα µοναδικής κυστεΐνης 
εµφάνιζε σχεδόν µηδενική έκφραση στη µεµβράνη. Υπάρχουν επίσης τρείς θέσεις όπου τα µεταλλάγµατα µοναδικής 
κυστεΐνης είναι ευαίσθητα σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ, όπως δείχνουµε παρακάτω (εδάφιο 3.1.6): αυτά φαίνονται σε 
σκούρο φόντο (Val-426, Asn-430, και Asn-443). 

 

Οι θέσεις αυτές µελετήθηκαν περαιτέρω µε µεταφορά των µεταλλαγµάτων µοναδικής 

κυστεΐνης σε γενετικό υπόβαθρο φυσικού τύπου και την εισαγωγή των πιο συντηρητικών κατά το 

δυνατόν µεταλλαγών (Εικόνα 3.4). Συγκεκριµένα, κατασκευάστηκαν και µελετήθηκαν τα 
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µεταλλάγµατα  P421C(wt), S423C(wt), I424C(wt), Y425C(wt), L427C(wt), G436C(wt), P421G(wt) 

και I432L(wt). Βρέθηκε ότι τα S423C(wt), I424C(wt), G436C(wt) και P421G(wt) έχουν υψηλή 

ενεργότητα, το L427C(wt) έχει ενεργότητα περίπου 50% του XanQ, τα P421C(wt) καιY425C(wt) 

έχουν χαµηλή ενεργότητα (15-30%), ενώ το I432L(wt) είναι ανενεργό. Όλες αυτές οι περµεάσες 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στη µεµβράνη, συγκρίσιµα µε τα επίπεδα έκφρασης του φυσικού 

τύπου.  

 

 
Εικόνα 3.4. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων της έλικας TM12 στο γενετικό υπόβαθρο 
του φυσικού τύπου XanQ. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών 
από πλασµίδια pT7-5/xanQ(wild-type)-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο 
ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα 
κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση 
µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε 
ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών 
βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 
ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15 sec και 30 
sec και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 min και 10 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα 
(T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε 
περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ(wild-type)-BAD µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  



101 
 

3.1.3. Αναλυτική µεταλλαξιγένεση της Ile-432, στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ 

φυσικού τύπου  
 

Ακολούθησε εκτενής µεταλλαξιγένεση στη θέση 432 (αντίστοιχη µε τη θέση Phe-528 του 

UapA) όπου η Ile αντικαταστάθηκε από µία σειρά αµινοξέων µε µεγάλες διαφορές στην πολικότητα 

και στον όγκο της πλευρικής οµάδας. Συγκεκριµένα, η Ile-432 αντικαταστάθηκε από Leu, Met, Glu, 

Phe, Ala, Ser, Thr, Val, Asn και Gln. Ενώ όλες οι κατασκευές εκφράζονται σε κανονικά επίπεδα στη 

µεµβράνη, οι αντικαταστάσεις µε Leu, Met, Glu και Phe οδηγούν σε ανενεργές κατασκευές, οι 

αντικαταστάσεις µε Ala, Ser, Thr και Val οδηγούν σε χαµηλή ενεργότητα (<20% του XanQ), και οι 

αντικαταστάσεις µε Asn και Gln σε υψηλή ενεργότητα (60-80%) (Εικόνα 3.5). Όλα αυτά δείχνουν ότι 

µόνο αλλαγές µέσα σε συγκεκριµένο εύρος όγκου και προσανατολισµού της πλευρικής αλυσίδας του 

αµινοξέος δίνουν κατασκευές µε υψηλή ενεργότητα στη θέση 432 (Εικόνες 3.6, 3.7). Πειράµατα 

κινητικής ανάλυσης (Πίνακας 3.1) έδειξαν ότι τα µεταλλάγµατα που εισάγουν αλλαγές µε µικρές 

πλευρικές αλυσίδες (Ala, Ser) έχουν χαµηλή Vmax, τα µεταλλάγµατα µε αµινοξέα ενδιάµεσου όγκου 

(Asn, Gln, Thr, Val) έχουν Vmax που πλησιάζει ή υπερβαίνει αυτή της φυσικού τύπου περµεάσης, ενώ 

τα µεταλλάγµατα µε αλυσίδες µεγάλου όγκου (Leu, Phe) έχουν αµελητέες Vmax.  
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Εικόνα 3.5. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων της θέσης Ile-432 στο γενετικό υπόβαθρο 
του XanQ φυσικού τύπου. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών 
από πλασµίδια pT7-5/xanQ(wild-type)-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο 
ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα 
κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση 
µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε 
ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών 
βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 
ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15 sec και 30 
sec και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 min και 10 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα 
(T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε 
περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ(wild-type)-BAD µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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  Km   Vmax    Vmax/Km 
Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 

 
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 
XanQ (C-less)   5.5 ± 0.5  10.2 ± 0.9     1858 
I432A(wt)   1.6 ± 0.5  0.5 ± 0.1     313 
I432S(wt)   1.8 ± 0.2  1.5 ± 0.2     833 
I432N(wt)   2.6 ± 0.5  4.7 ± 0.2     1808 
I432Q(wt)   5.0 ± 0.7  9.5 ± 0.4     1900 
I432T(wt)   11.7 ± 1.5  5.7 ± 1.2     487 
I432V(wt)   16.0 ± 3.4  5.4 ± 1.7     338 
I432L(wt)         nd        nd 
I432F(wt)         nd        nd 
I432L (C-less)   9.1 ± 0.7  12.1 ± 0.4     1330 
N430C (C-less)   9.9 ± 1.8  23.1 ± 1.6     2333 
___________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.1. Τιµές Km και Vmax περµεασών µε µεταλλαγές στην έλικα ΤΜ12 του XanQ.  Κύτταρα E. coli T184 που 
εκφράζουν τις αντίστοιχες κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0.1 - 100 µΜ) στους 
25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 
µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι 
Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis-Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism4, µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. Για τα µεταλλάγµατα I432L(wt) και I432F(wt) η κινητική 
ανάλυση έδειξε πολύ χαµηλές τιµές V0 σε όλες τις συγκεντρώσεις ξανθίνης και δεν µπόρεσαν να εξαχθούν µετρήσιµα 
αποτελέσµατα (nd, not determined).  
 

 
 
 
Εικόνα 3.6. Συντακτικός χηµικός τύπος των πλευρικών οµάδων της ισολευκίνης και των αµινοξέων που 
αντικαθιστούν την Ile-432, στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ φυσικού τύπου.  Χρωµατικός κώδικας: Πράσινο πλαίσιο, 
αντικαταστάσεις που οδηγούν σε υψηλές Vmax. Μπλε πλαίσιο, αντικαταστάσεις που οδηγούν σε χαµηλές Vmax. Γκρι 
πλαίσιο, αντικαταστάσεις που οδηγούν σε ανενεργά µεταλλάγµατα.   
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Εικόνα 3.7. Συσχετισµός µεταξύ της ενεργότητας του µεταλλάγµατος και του όγκου Van der Waals της πλευρικής 
οµάδας που αντικαθιστά την Ile-432, στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ φυσικού τύπου.  
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3.1.4. Προφίλ εξειδίκευσης των µεταλλαγµάτων της Ile-432 στο γενετικό υπόβαθρο 

του XanQ φυσικού τύπου. 
 

Για να διερευνηθεί ο ρόλος της θέσης 432 στην αναγνώριση του υποστρώµατος και των 

προσδετών (ανάλογα ξανθίνης, πυριµιδίνες και φάρµακα) από το µεταφορέα τα ενεργά µεταλλάγµατα 

της θέσης Ile-432 αναλύθηκαν µε πειράµατα ανταγωνισµού πρόσληψης [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) από µη 

σηµασµένους προσδέτες. Στα πειράµατα όπου ο ανταγωνιζόµενος προσδέτης είναι σε περίσσεια 

συγκέντρωσης (1 mM, 1000 φορές περισσότερα µόρια από το σηµασµένο υπόστρωµα), όλα τα 

µεταλλάγµατα εµφανίζουν παρόµοιο προφίλ µε το XanQ, αλλά µε µικρότερη ικανότητα αναγνώρισης 

συγκεκριµένων αναλόγων, κυρίως της 1-µεθυλοξανθίνης και της 6-θειοξανθίνης (Πίνακας 3.2). 

Ακολούθησαν πειράµατα δοσοεξάρτησης του ανταγωνισµού σε εύρος συγκεντρώσεων από 0,1 µΜ 

έως 1 mM, ώστε να προσδιοριστούν οι τιµές IC50 και εξ αυτών οι τιµές Ki (Πίνακας 3.3). Από τα 

πειράµατα αυτά προκύπτει ότι τα µεταλλάγµατα I432N(wt), I432V(wt) and I432T(wt) έχουν 

χαµηλότερη συγγένεια (µεγαλύτερες Ki) για την 1-µεθυλοξανθίνη, (>25 φορές υψηλότερη Ki από 

αυτήν του XanQ), 6-θειοξανθίνη (7,5 έως >25 φορές υψηλότερη Ki) και 3-µεθυλοξανθίνη (4 έως 6,5 

φορές υψηλότερη Ki), παρόµοια ή υψηλότερη συγγένεια για τη 2-θειοξανθίνη και την 9-

µεθυλοξανθίνη και καθόλου διαφορές για πουρίνες και ανάλογα υποστρώµατος που δεν 

αναγνωρίζονται από την περµεάση φυσικού τύπου. Το µετάλλαγµα I432Q(wt) έχει επίσης χαµηλότερη 

συγγένεια (µεγαλύτερη Ki) για την 1-µεθυλοξανθίνη (>25 φορές υψηλότερη Ki από αυτήν του XanQ) 

και την 6-θειοξανθίνη (10 φορές υψηλότερη Ki), λίγο µεγαλύτερη συγγένεια για τη 2-θειοξανθίνη και 

την 3-µεθυλοξανθίνη και καθόλου αλλαγές στην αναγνώριση των άλλων αναλόγων (Πίνακας 3.3).  
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Ανταγωνιστής    % Ρυθµός πρόσληψης [3H]ξανθίνης που διατηρείται 
               XanQ(wt) I432Q   I432N     I432V   I432T    I432S     I432A    I432L(C-less) 

___________________________________________________________________________________ 
 

-    100  100  100  100  100  100  100  100 
Ουρικό οξύ  97  87  76  65  62 68  70  75 
Υποξανθίνη  96  80  114  90  81  95  73  74 
Αδενίνη       96  92  154  102  87  109  72  90 
Γουανίνη   94  86  86  105 99  100 62  71 
Ουρακίλη   101  96  156  92  108  101  76 95 
1-Μεθυλοξανθίνη  19  63  67  76  78  53  54 75 
2-Θειοξανθίνη   13 18  12  18  25  37  21  25 
3-Μεθυλοξανθίνη  25  30  44  72  79 60  32  10 
6-Θειοξανθίνη   20  56  36  65  85  52 47  47 
7- Μεθυλοξανθίνη 105  75  88  78  83  73  66 50 
8- Μεθυλοξανθίνη 96  40  66 87  92  156  26  51 
9- Μεθυλοξανθίνη 13 15  12  28  36  39 53  24 
Αλλοπουρινόλη   106  81  119  75  80 83  54  82 
Οξυπουρινόλη   31  5  12  36  44  33  17 4 
___________________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.2. Προφίλ εξειδίκευσης των µεταλλαγµάτων στη θέση 432 της έλικας TM12 του XanQ.  Κύτταρα E. coli 
T184 που εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C 
µετά από προεπώαση των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (1 mM) για 5 min. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) 
πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα 
pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές παρουσιάζονται ως 
εκατοστιαία ποσοστά επί των τιµών των αντίστοιχων κυττάρων που δεν έχουν προεπωαστεί µε τους προσδέτες και 
αντιπροσωπεύουν µέσους όρους από 3 πειράµατα, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) να είναι πάντα < 20%.  

 
 
Ανταγωνιστής    Ki (µΜ) 
_______________________________________________________________________________ 

                                                        XanQ(wt)  I432Q(wt)  I432N(wt)  I432V(wt)  I432T(wt)  I432L(C-less) 
_______________________________________________________________________________ 

 
Ουρικό οξύ   >1000   >1000        >1000         >1000         >1000      >1000 
1- Μεθυλοξανθίνη 36    >1000        >1000         >1000         >1000      >1000 
2- Θειοξανθίνη  91      42          31               8      16        79 
3- Μεθυλοξανθίνη 72      18          314             460              471        306 
6- Θειοξανθίνη  41      416          301             941            >1000        798 
7- Μεθυλοξανθίνη >1000    >1000       >1000         >1000          >1000      >1000 
8- Μεθυλοξανθίνη >1000      833        >1000         >1000          >1000      >1000 
9- Μεθυλοξανθίνη 53      38          76               9       10        159 
_______________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.3. Τιµές Ki των µεταλλαγµάτων στη θέση 432 του XanQ για µια σειρά αναλόγων ξανθίνης. Κύτταρα E. 
coli T184 που εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η] ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 
°C µετά από προεπώαση των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (0.1 µΜ – 1 mM) για 5 min. Οι αρχικές 
ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα 
µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές IC50 από 3 
πειράµατα εξήχθησαν µε βάση το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4. Οι τιµές Ki υπολογίστηκαν µε βάση τον τύπο των 
Cheng και Prusoff, Ki=IC50/[1+(L/Km)], όπου L είναι η τιµή της συγκέντρωσης της [3Η] ξανθίνης. Οι σηµαντικότερες 
διαφορές µεταξύ του XanQ και των µεταλλαγµάτων παρουσιάζονται µε έντονα γράµµατα.  
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3.1.5. Αναλυτική µεταλλαξιγένεση της Ile-432 στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ 

χωρίς κατάλοιπα κυστεϊνών (Cys-less). 
 

Για να µελετηθεί αν υπάρχει επίδραση από την γειτονική εγγενή κυστεΐνη του µορίου (Cys-

433) κατασκευάστηκε µια σειρά µεταλλαγµάτων της Ile-432 στο γενετικό υπόβαθρο της περµεάσης 

XanQ ελεύθερης κυστεινών (C-less). Συγκεκριµένα, η Ile-432 αντικαταστάθηκε από Leu, Met,  Phe, 

Ala, Ser, Trp, Cys, και Gln. Όλες οι κατασκευές εκτός της I432C εκφράζονται κανονικά στη 

µεµβράνη. Αλλαγές της Ile-432 µε ογκώδη κατάλοιπα (Phe, Trp) οδηγούν σε ανενεργά µόρια, αλλαγές 

µε κατάλοιπα ίδιου ή παρόµοιου όγκου οδηγούν σε ενδιάµεσες (Leu) ή χαµηλές ενεργότητες (Met, 

Gln), ενώ αλλαγές µε µικρές πλευρικές αλυσίδες καταλήγουν σε πολύ χαµηλές ενεργότητες (Ser, Ala) 

(Εικόνα 3.8). Στο πιο ενεργό µετάλλαγµα, το I432L(C-less), έγινε κινητική ανάλυση της πρόσληψης 

[3Η]ξανθίνης και του ανταγωνισµού της πρόσληψης [3Η] ξανθίνης από µη σηµασµένους προσδέτες. 

Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι η I432L(C-less) έχει παρόµοια Vmax µε αυτήν του XanQ(C-less) αλλά 

χαµηλότερη συγγένεια (Km 1,6 φορές υψηλότερη) (Πίνακας 3.1), καθώς και χαµηλότερη συγγένεια 

αναγνώρισης (µεγαλύτερες Ki) για την 1-µεθυλοξανθίνη, (>25 φορές υψηλότερη Ki από αυτήν του 

XanQ), 6-θειοξανθίνη (20 φορές υψηλότερη Ki), 3-µεθυλοξανθίνη (4 φορές υψηλότερη Ki) και 9-

µεθυλοξανθίνη (3 φορές υψηλότερη Ki) (Πίνακες 3.2, 3.3).  

Συνολικά, φαίνεται ότι οι ιδιότητες των µεταλλαγµάτων της Ile-432 στο ελεύθερο κυστεϊνών 

γενετικό υπόβαθρο είναι παρόµοιες µε αυτές στο γενετικό υπόβαθρο φυσικού τύπου (απενεργοποίηση 

µε αντικατάσταση από ογκώδεις πλευρικές οµάδες, υψηλή ενεργότητα αλλά µειωµένη συγγένεια 

µεταφοράς υποστρώµατος και συγγένεια αναγνώρισης ανταγωνιστών µε αντικατάσταση από οµάδες 

ενδιάµεσου όγκου, και χαµηλή ενεργότητα µε αντικατάσταση από µικρές πλευρικές οµάδες) (Πίνακες 

3.1, 3.2, 3.3), αλλά το «επιτρεπόµενο» εύρος του όγκου των αντικαταστάσεων έχει µετατοπιστεί προς 

τα πάνω (110-130 Å3) σε σχέση µε το αντίστοιχο επιτρεπόµενο εύρος για το γενετικό υπόβαθρο 

φυσικού τύπου (90-120 Å3) (Εικόνες 3.7, 3.10).   
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Εικόνα 3.8. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων της θέσης Ile-432 στο γενετικό υπόβαθρο 
του XanQ χωρίς εγγενή κατάλοιπα κυστεϊνών (Cys-less). Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την 
έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ(Cys-less)-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και 
επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η 
ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-
PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της 
αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα 
υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) 
µετρήθηκε σε 15 sec και 30 sec και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 min και 10 min. Οι τιµές 
του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ(Cys-less)-BAD µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
 
 
 
 



109 
 

 
 
Εικόνα 3.9. Συντακτικός χηµικός τύπος των πλευρικών οµάδων της ισολευκίνης και των αµινοξέων που 
αντικαθιστούν την Ile-432, στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ ελευθέρου κυστεϊνών (Cys-less).  Χρωµατικός 
κώδικας: Πράσινο πλαίσιο, αντικαταστάσεις που οδηγούν σε υψηλές V0. Μπλε πλαίσιο, αντικαταστάσεις που οδηγούν 
σε χαµηλές V0. Γκρι πλαίσιο, αντικαταστάσεις που οδηγούν σε ανενεργά µεταλλάγµατα.   
 

 

 

 
 
 
Εικόνα 3.10. Συσχετισµός µεταξύ της ενεργότητας του µεταλλάγµατος και του όγκου Van der Waals της πλευρικής 
οµάδας που αντικαθιστά την Ile-432, στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ ελευθέρου κυστεϊνών (Cys-less).  
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3.1.6. Μελέτη επίδρασης του Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου (NEM) στην ενεργότητα 

µεταφοράς ξανθίνης  
 

Ακολούθησε µελέτη της επίδρασης του ειδικού SH-αντιδραστηρίου Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου 

(NEM) στην ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης για όλες τις περµεάσες µοναδικής κυστεΐνης στην έλικα 

ΤΜ12, µε εξαίρεση την I432C που είχε σχεδόν µηδενική ενεργότητα. Η προεπώαση µε 2 mM ΝΕΜ 

βρέθηκε ότι µειώνει την ενεργότητα  µόνο σε τρεις από τις περµεάσες, στη N443C κατά 50%, στη 

V426C κατά 70%, και στη N430C κατά 85% (Εικόνα 3.11). Με πειράµατα δοσοεξάρτησης για εύρος 

συγκεντρώσεων ΝΕΜ από 5 µΜ έως 2 mM υπολογίστηκαν οι τιµές IC50 για τις τρεις αυτές 

«ευαίσθητες» περµεάσες. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η περµεάση N430C είναι ιδιαίτερα 

ευαίσθητη στο NEM (IC50 10 µΜ), ενώ η V426C, η θέση της οποίας βρίσκεται στην ίδια πλευρά της 

πιθανής α-έλικας (Εικόνα 3.3), είναι λιγότερο ευαίσθητη (IC50 0,4 mΜ) και η N443C έχει ακόµη 

χαµηλότερη ευαισθησία (IC50 2 mΜ) (Εικόνα 3.12).  

 

 
Εικόνα 3.11. Επίδραση του Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου (ΝΕΜ) (2 mM) στις ενεργότητες των µεταλλαγµάτων µοναδικής 
κυστεϊνης στην έλικα ΤΜ12 του XanQ. Κύτταρα Τ184 που εκφράζουν τις περµεάσες επωάστηκαν µε 2 mM ΝΕΜ για 10 
min στους 25 °C. Μετά τον τερµατισµό της αντίδρασης ακολούθησε δοκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς [3Η] ξανθίνης 
(1µM), παρουσία 0.2 mM µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) και 20 mM ασκορβικού καλίου. Ως µάρτυρες 
χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που εκφράζουν την περµεάση XanQ (Cys-less)-BAD ή κύτταρα που έχουν µετασχηµατιστεί 
µε κενό φορέα (pT7-5). Για το µετάλλαγµα I432C, που έχει σχεδόν µηδενική αρχική ταχύτητα, δεν έγινε προσδιορισµός 
(ND, not determined). Οι τιµές παρουσιάζονται ως ποσοστά % επί των τιµών  απουσία ΝΕΜ, µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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Εικόνα 3.12. ∆οσοεξάρτηση της επίδρασης του Ν-αιθυλµηλεϊµιδίου (ΝΕΜ) στην ενεργότητα των µεταλλαγµάτων 
V426C, N430C, και N443C του XanQ(C-less)-BAD. Κύτταρα Τ184 που εκφράζουν τις περµεάσες επωάστηκαν µε τις 
συγκεντρώσεις ΝΕΜ που φαίνονται, για 10 min στους 25 °C. Μετά τον τερµατισµό της αντίδρασης ακολούθησε 
δοκιµασία διαµεµβρανικής µεταφοράς [3Η] ξανθίνης (1µM), παρουσία 0.2 mM µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) και 
20 mM ασκορβικού καλίου. Μετρήθηκαν οι αρχικές ταχύτητες και οι τιµές προσαρµόσθηκαν στις κατάλληλες εξισώσεις 
για να υπολογισθούν οι συγκεντρώσεις ΝΕΜ που προκαλούν 50% αναστολή ενεργότητας (IC50), χρησιµοποιώντας το 
πρόγραµµα Prism 4. Οι τιµές παρουσιάζονται ως ποσοστά % επί των τιµών  απουσία ΝΕΜ, µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. Επίσης παρουσιάζονται η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση για το C-less ως 
διακεκοµµένη γραµµή και γκρι ζώνη αντίστοιχα.  
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3.1.7. Επίδραση αναλόγων ξανθίνης στην αναστολή της ενεργότητας της N430C 

από το ΝΕΜ 
 

Στην περµεάση N430C, η οποία είναι πολύ ευαίσθητη στην επίδραση του ΝΕΜ, έγιναν 

κινητική ανάλυση της πρόσληψης ξανθίνης (Πίνακας 3.1), πειράµατα ανταγωνισµού πρόσληψης 

[3Η]ξανθίνης (1 µΜ) από µη σηµασµένους προσδέτες (Εικόνα 3.13), και επιπλέον εξετάσθηκε η 

επίδραση που µπορεί να έχει η παρουσία υποστρώµατος (ξανθίνης) ή αναλόγων του υποστρώµατος 

στην απενεργοποίηση από το ΝΕΜ (Εικόνες 3.14, 3.15). Από τα αποτελέσµατα της κινητικής 

ανάλυσης προκύπτει ότι η N430C έχει πολύ υψηλή Vmax αλλά σηµαντικά µειωµένη συγγένεια για τη 

µεταφορά ξανθίνης (διπλάσια Km από την C-less XanQ) (Πίνακας 3.1). Το προφίλ εξειδίκευσης 

δείχνει ότι η N430C εµφανίζει µικρότερη ικανότητα αναγνώρισης συγκεκριµένων αναλόγων, κυρίως 

της 1-µεθυλοξανθίνης, της 6-θειοξανθίνης και της 9-µεθυλοξανθίνης, απ’ ό,τι η C-less XanQ, ενώ 

αναγνωρίζει καλύτερα ορισµένα άλλα ανάλογα όπως η 2-θειοξανθίνη και η οξυπουρινόλη (Εικόνα 

3.13). Πειράµατα δοσοεξάρτησης του ανταγωνισµού σε εύρος συγκεντρώσεων από 0,1 µΜ έως 1 mM, 

ώστε να προσδιοριστούν οι τιµές IC50 και εξ αυτών οι τιµές Ki, έδειξαν ότι η N430C έχει πολύ υψηλή 

συγγένεια αναγνώρισης για τη 2-θειοξανθίνη (Ki 9 µΜ) ενώ αναγνωρίζει µε πολύ χαµηλή ή αµελητέα 

συγγένεια µια σειρά άλλων αναλόγων δηλ. 3-µεθυλοξανθίνη (Ki 356 µΜ), 6-θειοξανθίνη, 1-

µεθυλοξανθίνη και 9-µεθυλοξανθίνη (Πίνακας 3.4).  

Στα πειράµατα όπου µετρήθηκε η επίδραση υποστρώµατος ή αναλόγων υποστρώµατος στην 

αναστολή από το ΝΕΜ βρέθηκε ότι η 2-θειοξανθίνη, ένα µη-µεταφερόµενο υπόστρωµα υψηλής 

συγγένειας (Ki 9 µΜ), µπορεί να προστατεύσει απόλυτα από την επίδραση του ΝΕΜ (Εικόνα 3.14). 

Από πειράµατα δοσοεξάρτησης βρέθηκε ότι η 2-θειοξανθίνη προστατεύει µε EC50 0,15 mM (Εικόνα 

3.15). Άλλα ανάλογα υποστρώµατος, τα οποία όµως αναγνωρίζονται µε µειωµένη ή ελάχιστη 

συγγένεια (Πίνακας 3.4), προστατεύουν εν µέρει (6-θειοξανθίνη) ή καθόλου (1-µεθυλοξανθίνη, 3-

µεθυλοξανθίνη) (Εικόνα 3.14). Επίσης, η ίδια η ξανθίνη φαίνεται ότι δεν προστατεύει από την 

επίδραση του ΝΕΜ, γεγονός που θα πρέπει να οφείλεται στο ότι η ξανθίνη είναι το µεταφερόµενο 

υπόστρωµα και έτσι παραµένει στην περιοχή του κέντρου δέσµευσης για σχετικά µικρό χρόνο, 

εφόσον το πείραµα γίνεται σε συνθήκες πλήρους ενεργότητας, σε άθικτα κύτταρα.  



113 
 

 
Εικόνα 3.13. Προφίλ εξειδίκευσης της περµεάσης N430C. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν την N430C 
υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η] ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C µετά από προεπώαση µε τους µη 
σηµασµένους προσδέτες (1 mM) για 5 min. Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) προσδιορίστηκαν σε 5 και 10 sec. Οι 
τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές παρουσιάζονται ως ποσοστά % επί των τιµών των κυττάρων που δεν έχουν 
προεπωαστεί µε τους προσδέτες, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. Οι λευκές µπάρες δείχνουν 
τις αντίστοιχες τιµές που λαµβάνονται µε T184 τα οποία εκφράζουν την C-less XanQ, όπως έχουν προκύψει από 
παλαιότερα πειράµατα του εργαστηρίου (Καρατζά Π., 2006, ∆ιδακτορική διατριβή). 
 

Ανταγωνιστής  Ενεργότητα (%)  Ki (µΜ) 
   που παραµένει 
   για την N430C 
         παρουσία 1 mM 
   ανταγωνιστή 
___________________________________________________ 
 
Ουρικό οξύ    100   >1000         
1-Μεθυλοξανθίνη  72     >1000         
2-Θειοξανθίνη   2     9           
3-Μεθυλοξανθίνη  23    356           
6-Θειοξανθίνη   65    950           
9-Μεθυλοξανθίνη  90   >1000        
___________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.4. Τιµές Ki της περµεάσης N430C για µια σειρά αναλόγων ξανθίνης. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν 
τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η] ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C µετά από προεπώαση 
των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (0.1 µΜ – 1 mM) για 5 min. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης 
προσδιορίστηκαν στα 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) 
αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές IC50 από 3 πειράµατα εξήχθησαν µε 
βάση το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4. Οι τιµές Ki υπολογίστηκαν µε βάση τον τύπο των Cheng και Prusoff, 
Ki=IC50/[1+(L/Km)], όπου L είναι η τιµή της συγκέντρωσης της [3Η] ξανθίνης. 
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Εικόνα 3.14. Επίδραση ξανθίνης και αναλόγων ξανθίνης στην αναστολή της ενεργότητας της N430C από το ΝΕΜ. 
Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν την κατασκευή υποβλήθηκε σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) 
στους 25 °C, παρουσία PMS (0.2 mM) και ασκορβικού (20 mM), µετά από προεπώαση µε 100 µΜ ΝΕΜ (10 min), 
παρουσία ή απουσία προσδέτη (1 mM), και έκπλυση της περίσσειας υποστρώµατος και αντιδραστηρίων, µε 
φυγοκέντρηση, µετά τον τερµατισµό της αντίδρασης. Παρουσιάζονται οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) [3Η]ξανθίνης, 
µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα, ως ποσοστά επί της πλήρους ενεργότητας της N430C. Η 
µέση τιµή και η τυπική απόκλιση για την πλήρη ενεργότητα της N430C (απουσία ΝΕΜ) δίνονται ως οριζόντια γραµµή και 
γκρι ζώνη, αντίστοιχα.    
 

 
Εικόνα 3.15. ∆οσοεξάρτηση της επίδρασης της 2-θειοξανθίνης στην αναστολή της ενεργότητας της N430C από το 
ΝΕΜ. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν την N430C υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η] ξανθίνης (1 
µΜ) στους 25 °C, παρουσία PMS (0.2 mM) και ασκορβικού (20 mM), µετά από προεπώαση µε 100 µΜ ΝΕΜ (10 min), 
παρουσία ή απουσία 2-θειοξανθίνης (στις συγκεντρώσεις που φαίνονται), και έκπλυση της περίσσειας υποστρώµατος και 
αντιδραστηρίων µε φυγοκέντρηση, µετά τον τερµατισµό της αντίδρασης. Η επίδραση στην αναστολή της ενεργότητας 
υπολογίστηκε, σε κάθε συγκέντρωση 2-θειοξανθίνης, ως ποσοστιαία απόκλιση του αντίστοιχου ρυθµού πρόσληψης 
υποστρώµατος από το ρυθµό πρόσληψης που µετράται απουσία NEM. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως ποσοστά % 
επί των τιµών της επίδρασης NEM απουσία του αναλόγου υποστρώµατος, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) 
από 3 πειράµατα.   
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3.1.8. Μελέτη αλληλεπιδράσεων µεταξύ της έλικας TM12 και της περιοχής του 
µοτίβου-υπογραφή του µεταφορέα XanQ: Ανάλυση διπλών µεταλλαγµάτων  

 

Η περιοχή του µοτίβου-υπογραφή του µεταφορέα XanQ περιέχει κατάλοιπα σηµαντικά για τη 

λειτουργία και εξειδίκευση του κέντρου δέσµευσης υποστρώµατος και ορισµένα από αυτά (Gln-324, 

Asn-325) φαίνεται να εµπλέκονται άµεσα µε τη δέσµευση της ξανθίνης (Γεωργοπούλου Αικ., 

∆ιδακτορική ∆ιατριβή – υπό συγγραφή). Από την άλλη πλευρά, όπως δείξαµε µε τη µελέτη 

µεταλλαξιγένεσης της έλικας TM12, η κεντρική περιοχή της TM12 περιέχει δύο τουλάχιστον 

σηµαντικά κατάλοιπα, από τα οποία το ένα (Asn-430) φαίνεται να είναι κοντά στο κέντρο δέσµευσης 

αφού προστατεύεται πλήρως από αλκυλίωση παρουσία 2-θειοξανθίνης (εδάφιο 3.1.7), και το άλλο 

(Ile-432) υπόκειται σε αυστηρούς περιορισµούς ως προς το µέγεθος και τη γεωµετρία της πλευρικής 

οµάδας που µπορεί να το υποκαταστήσει (εδάφια 3.1.3 έως 3.1.5). ∆εδοµένα επίσης από τον οµόλογο 

µεταφορέα UapA του ακοµύκητα A. nidulans είχαν υποδείξει ότι υπάρχει λειτουργική αλληλεπίδραση 

µεταξύ των περιοχών του µοτίβου-υπογραφή και της έλικας TM12 του UapA η οποία φαίνεται να 

συνεισφέρει στον καθορισµό της εξειδίκευσης που εµφανίζει αυτός ο µεταφορέας για το ουρικό οξύ 

(Papageorgiou et al., 2008). Σε µια προσπάθεια να µελετηθεί η πιθανή λειτουργική ή και φυσική 

αλληλεπίδραση µεταξύ αυτών των δύο µοριακών περιοχών στον µεταφορέα XanQ, προχωρήσαµε σε 

κατασκευή και ανάλυση διπλών µεταλλαγµάτων που περιέχουν αντικαταστάσεις και στις δύο αυτές 

περιοχές (Εικόνα 3.16).  

Οι µελέτες έγιναν σε δύο κατευθύνσεις. Καταρχήν, κατασκευάστηκαν διπλά µεταλλάγµατα µε 

αντικαταστάσεις τόσο στη θέση Gln-324 του µοτίβου (Q324N ή Q324E, που από µόνη της οδηγεί σε 

ελάχιστη ενεργότητα µε εξαιρετικά χαµηλή συγγένεια δέσµευσης και αδυναµία αναγνώρισης όλων 

σχεδόν των αναλόγων ξανθίνης (Karatza et al., 2006)) όσο και στη θέση Ile-432 του TMS12 (I432S, 

που από µόνη της οδηγεί σε χαµηλά επίπεδα ενεργότητας και µε µειωµένη συγγένεια για την 

αναγνώριση ορισµένων αναλόγων, όπως δείξαµε στο εδάφιο 3.1.4) στο γενετικό υπόβαθρο του 

XanQ(wt). Τα µεταλλάγµατα αυτά εξετάσθηκαν ως προς την έκφραση, ενεργότητα και προφίλ 

εξειδίκευσής τους για να διαπιστωθεί κατά πόσον η ταυτόχρονη παρουσία των δύο µεταλλαγών στο 

ίδιο µόριο µπορεί να επαναφέρει ως ένα βαθµό την υψηλή ενεργότητα ή εξειδίκευση του XanQ ή να 

επηρεάσει τα λειτουργικά χαρακτηριστικά µε διαφορετικό τρόπο. Επίσης, κατασκευάστηκαν 

µεταλλάγµατα διπλών κυστεϊνών µεταξύ των δύο περιοχών του µεταφορέα στο γενετικό υπόβαθρο 

του XanQ(C-less). Η εισαγωγή των διπλών αντικαταστάσεων µε κατάλοιπα Cys  έγινε σε θέσεις οι 

οποίες αναµένεται να είναι προσβάσιµες από το εξωτερικό υδατικό περιβάλλον (βλ. Εικόνα 3.16), µε 
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στόχο τα ενεργά µεταλλάγµατα να εξετασθούν στη συνέχεια ως προς την επίδραση ιόντων καδµίου 

(Cd2+). Όπως έχει δειχθεί σε άλλες περιπτώσεις περµεασών (Perez-Garcia et al., 1996; Benitah et al., 

1996; Brocke et al., 2002; Henry et al., 2005; Zomot et al., 2005), µια ενδεχόµενη αναστολή της 

ενεργότητας από ιόντα Cd2+ µπορεί να αποδοθεί στο ότι το αντίστοιχο ζεύγος κυστεϊνών δηµιουργεί 

κέντρο συντονισµού για δέσµευση του Cd2+ και ότι η δέσµευση αυτή παρεµποδίζει τον λειτουργικό 

κύκλο της εναλλαγής διαµορφώσεων του µεταφορέα κατά τον µηχανισµό. 

 

   

 
Εικόνα 3.16. Μοντέλο του XanQ που δείχνει τις περιοχές του µοτίβου «υπογραφή» και της έλικας ΤΜ12 και τις 
αντίστοιχες θέσεις καταλοίπων στις οποίες έγιναν οι διπλές αντικαταστάσεις. Με κόκκινο χρώµα οι θέσεις που 
επιλέχθηκαν για τον έλεγχο της λειτουργικής αλληλεπίδρασης µεταξύ των δύο περιοχών και σε κόκκινο πλαίσιο τα διπλά 
µεταλλάγµατα που κατασκευάστηκαν (3.1.9). Με πράσινο χρώµα οι θέσεις που επιλέχθηκαν για τον έλεγχο της εγγύτητας 
των δύο περιοχών και σε πράσινο πλαίσιο τα διπλά µεταλλάγµατα που κατασκευάστηκαν (3.1.10).  
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3.1.9. Ανάλυση διπλών µεταλλαγµάτων στις θέσεις Gln-324 (µοτίβο-υπογραφή) και 

Ile-432 (έλικα TM12)  
 

Τα µεταλλάγµατα του XanQ που φέρουν διπλές αντικαταστάσεις στις θέσεις Gln-324 και Ile-

432 κατασκευάσθηκαν για να εξετασθεί κατά πόσον οι δύο αυτές σηµαντικές θέσεις του µοτίβου-

υπογραφή και της TM12, αντίστοιχα, µπορεί να αλληλεπιδρούν λειτουργικά. Όπως προαναφέραµε, 

υπήρχαν ήδη ενδείξεις ότι οι δύο αυτές θέσεις βρίσκονται κοντά η µία στην άλλη από τα προηγούµενα 

πειράµατα του εργαστηρίου µας (Papakostas et al., 2008). Στο µυκητιακό οµόλογο UapA, µάλιστα, η 

Gln-408 του µοτίβου-«υπογραφή» (Gln-324 στον XanQ) έχει προταθεί ότι δρά συνεργειακά µε τη 

Phe-528 (αντίστοιχη µε την Ile-432 στον XanQ) συµβάλλοντας στην επιλεκτικότητα του µεταφορέα 

UapA ως προς τα µεταφερόµενα υποστρώµατα (Vlanti et al., 2006).  

Με in vitro µεταλλαξιγένεση του XanQ(wt), κατασκευάστηκαν οι περµεάσες I432S/Q324E και 

I432S/Q324Ν, οι οποίες βρέθηκε ότι παρουσιάζουν κανονική έκφραση στη µεµβράνη αλλά πολύ 

χαµηλή ενεργότητα µεταφοράς, κάτι που αναµενόταν εν µέρει λόγω της χαµηλής ενεργότητας και των 

µονών µεταλλαγµάτων (Εικόνα 3.17). Αντίθετα, όµως, µε τα µεταλλάγµατα Q324N και Q324E που 

έχουν εξαιρετικά χαµηλή συγγένεια για ξανθίνη (Km 76.0 και 71.2 µΜ) (Karatza et al., 2006), τα διπλά 

µεταλλάγµατα I432S/Q324N και I432S/Q324E εµφανίζουν σχετικά κανονική συγγένεια µεταφοράς 

ξανθίνης (Km 6.4 και 11.8 µΜ), προσεγγίζοντας την τιµή Km του XanQ φυσικού τύπου (Πίνακας 3.5). 

Επίσης, όπως προκύπτει από πειράµατα ανταγωνισµού της πρόσληψης ξανθίνης από µια σειρά 

αναλόγων και άλλων πουρινών (Πίνακας 3.6), το προφίλ εξειδίκευσης του διπλού µεταλλάγµατος 

I432S/Q324E εµφανίζει ενδιαφέρουσες διαφορές σε σχέση µε την Q324E (Εικόνα 3.18). 

Συγκεκριµένα, η περµεάση I432S/Q324E φαίνεται να επιτρέπει πρόσδεση 9-µεθυλοξανθίνης και 

οξυπουρινόλης και, εν µέρει, της 2-θειοξανθίνης και της 3-µεθυλοξανθίνης, αναλόγων τα οποία δεν 

αναγνωρίζονται από την Q324E αλλά αναγνωρίζονται από την XanQ(wt) και σε µικρότερο βαθµό από 

την I432S. Επίσης η I432S/Q324E παρουσιάζει µια καινούργια ιδιότητα, ότι αναγνωρίζει σε 

σηµαντικό βαθµό τις πουρίνες υποξανθίνη, αδενίνη και γουανίνη, που δεν αναγνωρίζονται καθόλου 

από τον XanQ(wt) ή από τα άλλα µεταλλάγµατα (Πίνακας 3.6). Αυτή η τελευταία παρατήρηση 

δείχνει ότι στο διπλό µετάλλαγµα έχουµε µια ειδική αλληλεπίδραση µεταξύ των θέσεων I432S και 

Q324E που οδηγεί σε ένα νέο φαινότυπο. Αντίθετα, δεν υπάρχουν ενδείξεις αλληλεπίδρασης από την 

ανάλυση του άλλου διπλού µεταλλάγµατος, I432S/Q324N, του οποίου το προφίλ εξειδίκευσης δε 

διαφέρει πολύ από το Q324N, γεγονός που ενισχύει ακόµη περισσότερο την ειδικότητα της 



118 
 

αλληλεπίδρασης µεταξύ I432S και Q324E. Επειδή για την περµεάση I432S/Q324E βρέθηκε ότι 

αναγνωρίζει και υποξανθίνη (η ενεργότητα αναστέλλεται κατά 67% παρουσία περίσσειας 

υποξανθίνης, Πίνακας 3.6), έγιναν και πειράµατα ελέγχου της δυνατότητας πρόσληψης 

[3H]υποξανθίνης (1 – 100 µΜ) τόσο από το διπλό µετάλλαγµα όσο και από τα υπόλοιπα 

µεταλλάγµατα. Στις δοκιµασίες αυτές, καµιά από τις περµεάσες δεν φάνηκε να µπορεί να µεταφέρει 

υποξανθίνη, όπως άλλωστε ισχύει και για τον φυσικού τύπου XanQ (Karatza and Frillingos, 2005).  

 

           
 
Εικόνα 3.17. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας περµεασών µε διπλά µεταλλάγµατα στις θέσεις Ile-432 
(έλικα TM12) και Gln-324 (µοτίβο «υπογραφή») του XanQ. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την 
έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ(wild type)-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και 
επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (αριστερά) ή η 
ενεργότητα (δεξιά). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-
PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της 
αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα 
υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) 
µετρήθηκε σε 15 sec και 30 sec και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 min και 10 min. Οι τιµές 
του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ(wild type)-BAD µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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  Km   Vmax    Vmax/Km 
Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
__________________________________________________________________________ 
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5   1391 

 
I432S(wt)   1.8 ± 0.2  1.5 ± 0.2   833 
Q324N(wt)   76.0 ± 19.1  44.5 ± 4.7   586 
I432S/Q324N(wt)  6.4 ± 2.7  3.6 ± 0.5   563 
Q324E(wt)   71.2 ± 12.2  12.6 ± 0.4   177 
I432S/Q324E(wt)  11.8 ± 3.9  4.4 ± 0.5   373 
__________________________________________________________________________ 

 
 
Πίνακας 3.5. Τιµές Km και Vmax περµεασών µε διπλά µεταλλάγµατα στις θέσεις Ile-432 (έλικα TM12) και Gln-324 
(µοτίβο «υπογραφή») του XanQ.  Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία 
ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0,1 - 100 µΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) προσδιορίστηκαν στα 
5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις 
αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis- Menten 
χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. Τα 
µεταλλάγµατα Q324N(wt) και Q324E(wt) είχαν κατασκευασθεί και ελεγχθεί στα πλαίσια προηγούµενης µελέτης από το 
εργαστήριό µας (Karatza et al., 2006).   

 
 
Ανταγωνιστής    % Ρυθµός πρόσληψης [3H]ξανθίνης που διατηρείται 

     wt        I432S     Q324N    I432S/Q324N     Q324E    I432S/Q324E 
___________________________________________________________________________________ 

 
-    100  100  100         100   100            100 
Ουρικό οξύ   97 68  143         99   122            78 
Υποξανθίνη  96  95  125         100   90            33 
Αδενίνη    96  109  90         142   124            65 
Γουανίνη   94  100  97        64   80            45 
Ουρακίλη  101  101  128         103   98            86 
1- Μεθυλοξανθίνη 19  53  90         92   93            63 
2-Θειοξανθίνη   13  37  123         98   113            57 
3- Μεθυλοξανθίνη 25 60  79         69   85            41 
6- Θειοξανθίνη  20  52  61         68   50           125 
7- Μεθυλοξανθίνη 105  73 69         74   112            66 
8- Μεθυλοξανθίνη 96  156  70         75   75            78 
9- Μεθυλοξανθίνη 13  39  117         110   92           28 
Αλλοπουρινόλη   106 83  105         91   124            62 
Οξυπουρινόλη   31  33 69         57   62            18 
___________________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.6. Προφίλ εξειδίκευσης περµεασών µε διπλά µεταλλάγµατα στις θέσεις Ile-432 (έλικα TM12) και Gln-324 
(µοτίβο-υπογραφή) του XanQ. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τις περµεάσες υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού 
µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C µετά από προεπώαση των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (1 
mM) για 5 min. Οι αρχικές ταχύτητες  πρόσληψης (V0) προσδιορίστηκαν σε 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα 
(T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε 
περίπτωση. Οι τιµές παρουσιάζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιµών των αντίστοιχων κυττάρων που δεν έχουν 
προεπωαστεί µε τους προσδέτες και αντιπροσωπεύουν µέσους όρους από 3 πειράµατα, µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) να είναι σε όλες τις περιπτώσεις < 20%. Τα µεταλλάγµατα Q324N(wt) και Q324E(wt) είχαν 
κατασκευασθεί και ελεγχθεί στα πλαίσια προηγούµενης µελέτης από το εργαστήριό µας (Karatza et al., 2006). Με έντονα 
στοιχεία φαίνονται οι διαφορές σε σχέση µε το προφίλ του φυσικού τύπου.   
 



120 
 

 
Εικόνα 3.18. Σύγκριση των προφίλ εξειδίκευσης των περµεασών I432S, Q324E και I432S/Q324E. Τα δεδοµένα έχουν 
ληφθεί από τον Πίνακα 3.6.   
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3.1.10. Ανάλυση µεταλλαγµάτων που εισάγουν ζεύγη κυστεϊνών στις περιοχές του 

µοτίβου-υπογραφή και της έλικας TM12 και µελέτη της επίδρασης ιόντων Cd2+  
 

Για να µελετηθεί κατά πόσον η κεντρική περιοχή της διαµεµβρανικής έλικας 12 βρίσκεται 

κοντά µε τα σηµαντικά κατάλοιπα του µοτίβου «υπογραφή» στην τρισδιάστατη δοµή της περµεάσης 

XanQ, µπορούµε να στηριχτούµε στην κατασκευή και ανάλυση διπλών µεταλλαγµάτων κυστεϊνών 

στο γενετικό υπόβαθρο της C-less περµεάσης. Ένας απλός σχετικά έλεγχος για την πιθανότητα 

φυσικής αλληλεπίδρασης του ζεύγους κυστεϊνών, που έχει εφαρµοσθεί και πρωτύτερα στο εργαστήριό 

µας (Καρενά Αικ., Μεταπτυχιακή ∆ιπλωµατική Εργασία, 2007), είναι να ελεγχθεί η επίδραση ιόντων 

καδµίου (Cd2+) στην ενεργότητα, καθώς είναι γνωστό ότι δύο γειτονικές κυστε�νες µπορούν να 

σχηµατίσουν κέντρο συντονισµού για δέσµευση του δισθενούς καδµίου (Zomot et al., 2005). Για να 

µπορεί να πετύχει ένα τέτοιο πείραµα, θα πρέπει οι θέσεις των κυστεϊνών να είναι προσβάσιµες από τα 

ιόντα, άρα και από το εξωτερικό υδρόφιλο περιβάλλον, και να είναι σε περιοχές του µορίου που έχουν 

σηµασία στον µηχανισµό της µεταφοράς (Zomot et al., 2005). Γι αυτούς τους λόγους, 

κατασκευάστηκαν διπλά µεταλλάγµατα µε συνδυασµούς θέσεων οι οποίες είναι προσβάσιµες σε 

αλκυλιωτικά αντιδραστήρια, µε βάση τις προηγούµενες µελέτες µας για την TM12 και το µοτίβο-

υπογραφή. Επιλέχθηκαν τα µεταλλάγµατα A323C, T332C και V339C (περιοχή του µοτίβου 

«υπογραφή», Karatza et al., 2006) και τα µεταλλάγµατα E429C και N430C για την έλικα TM12. 

Κατασκευάστηκαν λοιπόν οι περµεάσες διπλών κυστεϊνών A323C/E429C, A323C/N430C, 

V339C/E429C, V339C/N430C, T332C/E429C και T332C/N430C. Όλες οι περµεάσες έχουν κανονική 

έκφραση και ενεργότητα εκτός από τις T332C/E429C και T332C/N430C που έχουν πολύ µικρή ή 

µηδενική έκφραση και ενεργότητα, αντίστοιχα (Εικόνα 3.19). Στις ενεργές περµεάσες µελετήθηκε η 

επίδραση επίδραση ιόντων καδµίου (Cd2+) για να εξετασθεί η εγγύτητα µεταξύ των θέσεων που 

µελετώνται. Ελέχθηκε λοιπόν η επίδραση χλωριούχου καδµίου στην ενεργότητα των περµεασών 

διπλών κυστεϊνών A323C/E429C, A323C/N430C, T332C/E429C, V339C/E429C και V339C/N430C, 

αλλά και των αντίστοιχων περµεασών µε µονές κυστεΐνες, δηλ. των A323C, T332C, V339C, E429C, 

και N430C (Εικόνα 3.20). Από την ανάλυση αυτή προκύπτουν δύο στοιχεία: (1) οι A323C και N430C 

αντιδρούν από µόνες τους ισχυρά µε τα ιόντα Cd2+ κάτι που σηµαίνει ότι είναι προσβάσιµες από το 

υδρόφιλο, εξωκυτταρικό περιβάλλον, και θα µπορούσαν να δεσµεύουν το κάδµιο µε διαµοριακή 

αλληλεπίδραση κυστεϊνών µεταξύ δύο µορίων περµεάσης, (2) δεν µπορούµε να εξάγουµε 

συµπεράσµατα για το αν το κεντρικό τµήµα της έλικας 12 βρίσκεται κοντά, στην τριτοταγή δοµή, µε 
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την περιοχή του µοτίβου «υπογραφή» NAT, αφού κανένα από τα διπλά µεταλλάγµατα δεν έδειξε 

ιδιαίτερα αυξηµένη ευαισθησία σε απενεργοποίηση από το κάδµιο. Παρ’ όλα αυτά, όταν 

προσαρµόσαµε τα δεδοµένα µας στις κατάλληλες εξισώσεις για υπολογισµό των τιµών IC50 του 

καδµίου διαπιστώσαµε ότι για το ζεύγος των Ala-323 και Asn-430, η ήδη σηµαντική αναστολή 

ενεργότητας των A323C και N430C (IC50 13 µΜ και 10 µΜ αντίστοιχα), γίνεται ακόµα µεγαλύτερη 

στο διπλό µετάλλαγµα A323C/N430C (IC50 2 µΜ, Εικόνα 3.21). 

 
Εικόνα 3.19. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας των διπλών µεταλλαγµάτων κυστεϊνών µεταξύ της  έλικας 
ΤΜ12 και του µοτίβου-υπογραφή του XanQ. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των 
υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ(C-less)-His10 συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο 
κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα 
κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση 
µε αντίσωµα έναντι των ιστιδινών (anti-PentaHis) σε αραίωση 1:5000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης 
υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών 
πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα 
υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) 
µετρήθηκε σε 15 sec και 30 sec και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 min και 10 min. Οι τιµές 
του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ (Cys-less)-His10 µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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Εικόνα 3.20. Επίδραση CdCl2 στην ενεργότητα των περµεασών διπλών κυστεϊνών. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν 
επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ(C-less)-BAD, pT7-
5/xanQ(single- Cys)-His10  και pT7-5/xanQ(double-Cys)-His10 τα οποία φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλάξεις συνελέγησαν 
µε φυγοκέντρηση, επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα και υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς 
[3Η]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C, µετά από προεπώαση µε CdCl2 (1 µΜ - 20 mM, 10 min, 25 °C). Παρουσιάζονται οι 
αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) ξανθίνης, όπως µετρήθηκαν σε 5 – 10 sec, ως ποσοστά % επί των τιµών που 
µετρήθηκαν απουσία CdCl2 για κάθε µετάλλαγµα.  
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Εικόνα 3.21. Ανάλυση της επίδρασης του CdCl2 στην ενεργότητα των A323C, N430C και A323C/N430C XanQ. Τα 
δεδοµένα, που έχουν ληφθεί από την Εικόνα 3.20, παρουσιάζονται εδώ σε ηµιλογαριθµικό διάγραµµα. Τα δεδοµένα 
προσαρµόστηκαν στην εξίσωση για σιγµοειδή δοσοεξάρτηση y= B + (T-B)/(1+10(log IC50 – log x) h), όπου Β και Τ είναι οι 
ελάχιστες και µέγιστες τιµές του y, αντίστοιχα, και h ο συντελεστής Hill, χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Prism 4. Από 
την εξίσωση υπολογίζεται ότι οι τιµές IC50 (συγκεντρώσεις CdCl2 που προκαλούν αναστολή της ενεργότητας στο 50%) 
είναι  13 µΜ (A323C), 10 µΜ (N430C) και 2 µΜ (A323C/N430C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



125 
 

3.2. Κλωνοποίηση και λειτουργικός χαρακτηρισµός νέων µεταφορέων 

από την οικογένεια ΝΑΤ/NCS2  
 

Παρά τη σηµασία της οικογένειας ΝΑΤ και το µεγάλο αριθµό των µελών που περιέχει (πάνω 

από 1000 πιθανά γονίδια από όλο το φάσµα των οργανισµών), ελάχιστα από αυτά (λιγότερα από 15, 

πριν τη παρούσα ∆ιατριβή) έχουν χαρακτηριστεί και µελετηθεί (βλ. Εισαγωγή). Όπως αναφέραµε, 

µάλιστα, µόνο δύο µεταφορείς, οι XanQ και UapA, έχουν αναλυθεί µε εκτενή µεταλλαξιγένεση, ενώ 

δεν είναι γνωστό κάποιο πρότυπο δοµής από κρυσταλλογραφία µε βάση το οποίο να µπορούµε να 

µοντελοποιήσουµε τους µεταφορείς αυτούς. Αυτό σηµαίνει ότι η πληροφορία για τα σηµαντικά 

κατάλοιπα που έχουν βρεθεί από τους δύο µεταφορείς XanQ και UapA δεν αρκεί για την ερµηνεία 

όλων των πιθανών διαφορών εξειδίκευσης που µπορεί να υπάρχουν µεταξύ των µεταφορέων της 

οικογένειας ΝΑΤ. Είναι σηµαντικό στο πλαίσιο αυτό να γίνει λειτουργικός χαρακτηρισµός και άλλων 

µεταφορέων, ιδιαίτερα από γονίδια που εµφανίζουν συγκεκριµένες αλλαγές σε σηµαντικά κατάλοιπα 

αλλά και υψηλή οµοιότητα αλληλουχίας µε τα λειτουργικώς γνωστά γονίδια (uapA και xanQ), ώστε 

να επιτραπεί ο εµπλουτισµός των χαρακτηρισµένων ΝΑΤ µεταφορέων µε νέα λειτουργικά προφίλ. Η 

συγκριτική ανάλυση των νέων συστηµάτων θα δώσει µια ισχυρή µοριακή βάση για τη µελέτη των 

σχέσεων δοµής-λειτουργίας των µεταφορέων ΝΑΤ και καλύτερη κατανόηση των σηµαντικών 

περιοχών που σχηµατίζουν το κέντρο δέσµευσης ή συµµετέχουν στον µηχανισµού ενεργού 

µεταφοράς, και αναµένεται να διατηρούνται ακόµη και µεταξύ εξελικτικά αποµακρυσµένων 

οµολόγων ή οµολόγων µε µεγάλες διαφορές εξειδίκευσης. 

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έγινε κλωνοποίηση και χαρακτηρισµός µεταφορέων που 

είναι συγγενή οµόλογα του XanQ, όπως παράλογα από την E. coli ή ορθόλογα από συµβιωτικά 

ριζοβακτήρια (Sinorhizobium meliloti), ψυχρόφιλα (Psychrobacter cryohalolentis K5) ή θερµόφιλα 

βακτήρια (Moorella thermoacetica). Οι µελέτες αυτές έγιναν για να εµπλουτιστεί η λειτουργική βάση 

δεδοµένων της οικογένειας NAT µε το χαρακτηρισµό νέων οµολόγων, και θα επιτραπεί η καλύτερη 

κατανόηση των σηµαντικών περιοχών που σχηµατίζουν το κέντρο δέσµευσης ή συµµετέχουν στον 

µηχανισµού ενεργού µεταφοράς, και διατηρούνται ακόµη και µεταξύ εξελικτικά αποµακρυσµένων 

οµολόγων ή οµολόγων µε µεγάλες διαφορές εξειδίκευσης.  
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3.2.1. Κλωνοποίηση και λειτουργικός χαρακτηρισµός οµολόγων του XanQ από την 

E. coli 
 

Στο γονιδίωµα της E. coli φαίνεται να υπάρχουν 9 οµόλογα του XanQ, που ταξινοµούνται ως 

δυνητικοί µεταφορείς ξανθίνης/ουρικού/ουρακίλης, τα οποία ανήκουν στον βασικό πυρήνα των 3000 

περίπου γονιδίων της E. coli που απαντώνται µε τις ίδιες πρακτικά αλληλουχίες σε όλα τα 

κατατεθέντα γονιδιώµατα (> 50), τόσο του εργαστηριακού K-12 όσο και των παθογόνων στελεχών E. 

coli (Ο157:Η7, CFT073). H φυσιολογική σηµασία αυτού του λειτουργικού «πλεονάσµατος» γονιδίων 

(redundancy) δεν έχει κατανοηθεί µε ακρίβεια, λόγω των χαµηλών ενδογενών επιπέδων των 

αντίστοιχων ενεργοτήτων, της έλλειψης φαινοτύπου που να συνδέεται µε χρωµοσωµική απαλοιφή 

κάποιου από αυτά τα γονίδια και της αδυναµίας χρήσης των αντίστοιχων νουκλεοτιδικών βάσεων ως 

βασικών πηγών αζώτου σε καλλιέργειες E. coli (Karatza and Frillingos, 2005). Ωστόσο, τα 10 

οµόλογα ΝΑΤ παρέχουν µια σηµαντική βάση για συγκριτική ανάλυση πολλών πιθανών διαφορετικών 

ενεργοτήτων µε διακριτές προτιµήσεις υποστρώµατος, στο ίδιο κυτταρικό περιβάλλον, µέσω 

υπερέκφρασης των γονιδίων αυτών από IPTG-επαγόµενα συστήµατα. Με τον τρόπο αυτό, 

προηγούµενες µελέτες µας έχουν δείξει ότι δύο από τα οµόλογα της E. coli (XanQ, XanP) λειτουργούν 

ως ειδικοί, υψηλής συγγένειας (5 µΜ) συµµεταφορείς ξανθίνης:H+ (Karatza and Frillingos, 2005). 

Ένας από τους επιµέρους στόχους της παρούσας διατριβής ήταν να µελετηθούν και τα υπόλοιπα 

οµόλογα ΝΑΤ της E. coli και να συσχετισθούν, αν γίνεται, µε κάποιο συγκεκριµένο µεταφερόµενο 

υπόστρωµα και λειτουργικό ρόλο. Από τα αποτελέσµατά µας, προέκυψε ο διεξοδικός χαρακτηρισµός 

ενός ακόµη νέου µεταφορέα ΝΑΤ από την E. coli, του YgfU, ο οποίος ευθύνεται για την πρόσληψη 

ουρικού από το βακτήριο αυτό, όπως θα δούµε στη συνέχεια.     

  

3.2.1.1. Αρχικοί έλεγχοι υπερέκφρασης και ενεργότητας των οµολόγων (screening)     

 

Όπως είπαµε, το γονιδίωµα της E. coli K-12 περιέχει συνολικά 10 οµόλογα που ανήκουν στην 

οικογένεια µεταφορέων NAT/NCS2, τα οποία προβλέπεται ότι µπορεί να λειτουργούν ως µεταφορείς 

νουκλεοτιδικών βάσεων. Πρόκειται για τα γονίδια xanP, xanQ, uraA, ygfU, ycdG, ybbY, yjcD, yicO, 

yieG και ygfQ. Από τις αντίστοιχες πρωτεΐνες, η XanQ και η XanP έχουν χαρακτηριστεί ως ειδικοί 

µεταφορείς ξανθίνης (Karatza and Frillingos, 2005), η UraA φαίνεται να είναι µεταφορέας ουρακίλης 

(Andersen et al., 1995), η YgfU αναφέρεται ως πιθανός µεταφορέας ξανθίνης/ουρικού, η RutG 
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αναφέρεται ως πιθανός µεταφορέας ουρακίλης (Parales et al., 2010) και οι υπόλοιπες (YbbY, YjcD, 

YicO, YieG, YgfQ) ως πιθανοί µεταφορείς ξανθίνης ή ουρακίλης (www.ecogene.org). Από τη 

φυλογενετική ταξινόµηση γονιδιακών προϊόντων που κωδικοποιούνται σε πλήρη γονιδιώµατα και την 

κατάταξη τους σε οµάδες ορθόλογων πρωτεϊνών (Clusters of Orthologous Groups of proteins, COGs) 

6 από τα 10 παράλογα που ανήκουν στην οικογένεια NAT/NCS2, τα XanQ, XanP, YgfU, RutG, YbbY 

και UraA τοποθετούνται στην οµάδα COG2233, και 4 παράλογα, τα YjcD, YgfQ, YicO και PurP 

τοποθετούνται στην οµάδα COG2252 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). Ανάλυση στοίχισης του 

πλήρους κωδικεύοντος τµήµατος των αλληλουχιών (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 

δείχνει ότι οι XanQ, XanP, YgfU RutG και UraA διατηρούν την χαρακτηριστική αλληλουχία του 

µοτίβου «υπογραφή» [Q/E/P]-N-X-G-X-X-X-X-T-[R/K/G] (Diallinas et al., 1998, Karatza and 

Frillingos, 2005) (Εικόνα 3.22), και υποδεικνύει ότι η RutG είναι συγγενέστερη προς τον µεταφορέα 

ουρακίλης UraA της E. coli (35% ταυτότητα καταλοίπων, 80% ταυτότητα στο µοτίβο) (Karatza and 

Frillingos, 2005). 

 

 
 

Εικόνα 3.22. Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τµήµατος των αλληλουχιών της περιοχής του µοτίβου ΝΑΤ 
324QNXGXXXXTG333, των 10 NAT/NCS2 οµολόγων από την E. coli, των XanQ (P67444), XanP (P0AGM9), UraA 
(P0AGM7), YgfU (Q46821), RutG (P75892), YbbY (P77328), YgfQ (Q46817), YjcD (P0AF52), YicO (P31440) και PurP 
(P31466). Στα δεξιά φαίνεται το ποσοστό ταυτότητας µε τον XanQ. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε µε το πρόγραµµα 
ClustalW. 
 

Έγινε λοιπόν κλωνοποίηση και προσπάθεια υπερέκφρασης και λειτουργικής µελέτης των 8 

µελών της E. coli που δεν είχαν χαρακτηρισθεί επαρκώς ή και καθόλου έως σήµερα δηλ. των πιθανών 

µεταφορέων ουρακίλης RutG (Parales et al., 2010) και UraA (Andersen et al., 1995) και 6 γονιδίων 

για τα οποία δεν είχε υποδειχθεί κάποιος λειτουργικός ρόλος (YbbY, YgfQ, YgfU, YjcD, YicO, PurP). 
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Αυτά τα 8 γονίδια κινητοποιήθηκαν µε PCR από το γονιδίωµα και κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό 

φορέα pT7-5, αφού ενσωµατώθηκε στο C-τελικό άκρο ο επίτοπος BAD που επιτρέπει αναλύσεις 

ανοσοαποτύπωσης µε αβιδίνη-HRP (περιοχή δέσµευσης βιοτίνης της αποκαρβοξυλάσης οξαλοξικού 

της Klebsiella pneumoniae) (Karatza and Frillingos, 2005).  

Έγινε µετασχηµατισµός σε κύτταρα T184 και επαγωγή των γονιδίων από τα αντίστοιχα 

πλασµίδια µέσω IPTG και ελέγχθηκε η έκφραση των γονιδιακών προϊόντων στη µεµβράνη. Υψηλά 

επίπεδα έκφρασης στη µεµβράνη είχαν οι πιθανοί µεταφορείς YgfU, RutG, UraA, YjcD και YbbY, 

ενώ χαµηλή έκφραση είχαν οι YgfQ, και PurP και ελάχιστη έως µηδενική έκφραση ο YicO (Εικόνα 

3.23). Ο έλεγχος για την ικανότητα µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος, [3H]ξανθίνης  και [3H]ουρακίλης 

σε κύτταρα T184, έδειξε ότι από τους 7 πιθανούς µεταφορείς που εκφράζονται στη µεµβράνη, µόνο ο 

YgfU µεταφέρει ουρικό οξύ (Εικόνα 3.24A), ενώ σηµαντική ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης, στους 

25 oC, εµφανίζει µόνο ο RutG, σε επίπεδα πάντως πολύ µικρότερα από αυτά του γνωστού µεταφορέα 

ξανθίνης XanQ (Εικόνα 3.24Β). Τέλος δεν παρατηρείται ενεργός µεταφορά ουρακίλης από κανένα 

πιθανό µεταφορέα, ούτε από τους UraA και RutG (Εικόνα 3.24Γ). Η δυνατότητα πρόσληψης 

ουρακίλης που έχει προταθεί για τον UraA µε βάση πειράµατα λειτουργικής συµπλήρωσης (Andersen 

et al., 1995) και για τον RutG µε βάση ανάλυση του οπερονίου του αντίστοιχου γονιδίου (Loh et al., 

2006) µπορεί να οφείλεται σε ενεργότητα διευκολυνόµενης εισροής υποστρώµατος (facilitated 

diffusion). Το θέµα αυτό εξετάζεται παρακάτω, στο εδάφιο 3.2.1.3.  

 

 
Εικόνα 3.23. Ανάλυση των επιπέδων έκφρασης των οµολόγων ΝΑΤ/NCS2 της E. coli, µετά από εξωχρωµοσωµική 
υπερέκφραση. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από 
πλασµίδια pT7-5/x-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να 
παρασκευασθούν κλάσµατα κυτταροπλασµατικών µεµβρανών και να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη. Κλάσµατα 
κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση 
µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε 
ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών 
βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
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Εικόνα 3.24. Συγκριτική ανάλυση της ικανότητας πρόσληψης ξανθίνης (Α), ουρικού (Β) και ουρακίλης (Γ) από τα 
οµόλογα NAT/NCS2 της E. coli. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη 
περµεασών από πλασµίδια pT7-5 συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα 
φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς (Α) 
[3H]ξανθίνης (1 µΜ), (Β) [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ) και (Γ) [3H]ουρακίλης (1 µΜ) στους 25 °C. Οι τιµές του αρνητικού 
µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε 
περίπτωση. Οµόλογα = όλα τα υπόλοιπα υπόλοιπα εκτός από αυτά που αναφέρονται ολογράφως σε κάθε περίπτωση. 
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3.2.1.2. Εκτενέστερος λειτουργικός χαρακτηρισµός του µεταφορέα YgfU  

 

Από τα προηγούµενα αποτελέσµατα, φαίνεται ότι ο YgfU µπορεί να λειτουργεί στην E. coli ως 

ειδικός µεταφορέας ουρικού οξέος. Με βάση την αλληλουχία, ο YgfU αποτελείται από 482 κατάλοιπα 

και έχει ταυτότητα 30% µε τον XanQ. Επίσης τα γονίδια των XanQ και YgfU βρίσκονται πολύ κοντά 

µεταξύ τους στο γονιδίωµα της E. coli καθώς επίσης και µε γονίδια αφυδρογονασών της ξανθίνης 

(XDH), γεγονός που δείχνει ότι µπορεί να αποτελούν µέρος ενός γενετικού συστήµατος αξιοποίησης 

πουρινών (Εικόνα 3.26). Η ανάλυση στοίχισης των αλληλουχιών δείχνει ότι από τις 23 θέσεις που 

έχουν προσδιορισθεί ως «σηµαντικές» µε βάση την ανάλυση µεταλλαξιγένεσης του XanQ (βλ. 

Εισαγωγή), οι 14 συντηρούν την ίδια πλευρική οµάδα και στον YgfU (61%) και µόνο 9 διαφέρουν 

(Εικόνα 3.25). Εξάλλου, προηγούµενες µελέτες (Karatza et al., 2006, Koukaki et al., 2005, Goudela et 

al., 2006) έχουν αποδείξει ότι τα 2 τελευταία κατάλοιπα του µοτίβου «υπογραφή», Thr και 

Gly/Arg/Lys, είναι σηµαντικά για την εξειδίκευση του µεταφορέα. Όσον αφορά το τελευταίο 

κατάλοιπο, συντηρείται ως Gly σε µεταφορείς ξανθίνης (XanQ, XanP, PbuX) και ως Arg ή Lys σε 

µεταφορείς ουρικού οξέος (PucK, PucJ) ή ουρικού οξέος/ξανθίνης της οικογένειας NAT (UapA, 

UapC, Xut1, Lpe1). Στον YgfU στην αντίστοιχη θέση βρίσκεται ένα κατάλοιπο αργινίνης, οπότε θα 

µπορούσε να υποθέσει κανείς ότι ο YgfU είναι µεταφορέας ουρικού οξέος ή ουρικού οξέος/ξανθίνης, 

κάτι που από τα αρχικά πειράµατα φαίνεται να υποστηρίζεται.  

 
Εικόνα 3.25. Μοντέλο εργασίας του YgfU. Τονισµένες µε άσπρο φόντο φαίνονται οι θέσεις που έχουν βρεθεί ότι είναι 
σηµαντικές στον XanQ και διατηρούνται στον YgfU, και µε µαύρο οι θέσεις που έχουν βρεθεί σηµαντικές στον XanQ και 
διαφέρουν στον YgfU.  
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Εικόνα 3.26. Εικόνα που δείχνει τη θέση 65min του γονιδιώµατος της  E. coli.  
XDH: Αφυδρογονάση ξανθίνης (Xi et al., 2000) 
XanQ: Μεταφορέας ξανθίνης (Karatza and Frillingos, 2005) 
YgfU: Μεταφορέας ουρικού (Παρούσα εργασία) 
YgfQ: Πιθανός ΝΑΤ µεταφορέας (EcoGene) 
YgfT: Οµόλογο αφυδρογονάσης µυρµηκικού (Βλ. Συζήτηση) 
GuaD: Απαµινάση γουανίνης (Maynes et al., 2000) 
SsnA: Πιθανή αλλαντοϊνάση (Xi et al., 2000) 
YqeA: Πιθανή κινάση καρβαµυλικού (Xi et al., 2000) 
HyuA: Πιθανή αλλαντοϊνάση (Xi et al., 2000) 
σ54: Πιθανοί υποκινητές (Xi et al., 2000) 
 

Στη συνέχεια, ο µεταφορέας YgfU εξετάσθηκε διεξοδικά ως προς την ικανότητα ενεργού 

µεταφοράς, σε εύρος συγκεντρώσεων των πιθανών υποστρωµάτων [3H]ξανθίνης (0.1-100 µΜ) ή 

[14C]ουρικού (0.04 - 2mM). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω ο YgfU φαίνεται ότι µεταφέρει [14C]ουρικό 

οξύ (1 mM) στους 25 °C, γεγονός που επιβεβαιώθηκε και µε πειράµατα χρονικής προόδου της 

αντίδρασης µεταφοράς για µεγαλύτερους χρόνους, όπου βρέθηκε ότι η αρχική ταχύτητα πρόσληψης 

ουρικού (5-30 sec) είναι 610 ± 120 nmol min-1 mg-1 και τα µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης (τα οποία 

επιτυγχάνονται στα 2-15 min) είναι 381 ± 4 nmol/mg δηλ. αντιστοιχούν σε δηµιουργία διαβάθµισης 

συγκέντρωσης ουρικού 128-φορές µεγαλύτερη στο εσωτερικό του κυττάρου απ’ότι στο εξωτερικό, 

λαµβάνοντας υπ’όψιν ότι ο εσωτερικός όγκος των κυττάρων E. coli είναι 5.8 µL/mg ολικής 

πρωτεΐνης. Άρα πρόκειται για πρωτεΐνη ενεργού µεταφοράς που επιτρέπει τη συσσώρευση του 

υποστρώµατος αντίθετα προς τη διαβάθµιση της συγκέντρωσης. (Εικόνα 3.27). Η δοκιµασία 

µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C και 37 °C δείχνει πρόσληψη ξανθίνης σε αµελητέα 

επίπεδα, ενώ µόνο σε συγκέντρωση [3H]ξανθίνης 100 µΜ και στους 37 °C παρατηρείται µεταφορά σε 

ανιχνεύσιµα επίπεδα (Εικόνα 3.28).  
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Εικόνα 3.27. Ενεργότητα πρόσληψης ουρικού οξέος σε κύτταρα E. coli που υπερεκφράζουν τον YgfU. Κύτταρα E. 
coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση του YgfU από πλασµίδιο pT7-5/ygfU-BAD συνελέγησαν µε 
φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα 
κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ), στους 25 °C. Οι τιµές του αρνητικού 
µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε 
περίπτωση.  
 

 

Η κινητική ανάλυση µεταφοράς υποστρώµατος δείχνει ότι στους 25 °C, ο YgfU µεταφέρει 

ουρικό µε σχετικά χαµηλή συγγένεια (Km 0.5 ± 0.1 mM) και υψηλή ικανότητα µεταφοράς (Vmax 715 ± 

81 nmol.mg-1.min-1), και στους 37 °C, έχει ανιχνεύσιµη ικανότητα µεταφοράς ξανθίνης, µε σχετικά 

χαµηλή Vmax (14.0 ± 4.3 nmol.mg-1.min-1) και χαµηλή συγγένεια (Km 0.3 ± 0.1 mM) (Eικόνα 3.27, 

Πίνακας 3.7). Οι αντίστοιχες τιµές συγγένειας υποστρώµατος τόσο για τον XanQ, τον κύριο 

µεταφορέα ξανθίνης της E. coli, όσο και τον XanP, που εµφανίζει πολύ πιο χαµηλά επίπεδα έκφρασης 

και ενεργότητας, είναι πολύ υψηλότερες (Km 3 µε 5 µΜ) (Karatza and Frillingos, 2005). Πειράµατα 

ανταγωνισµού της µεταφοράς ουρικού οξέος από άλλες φυσικές νουκλεοτιδικές βάσεις και ανάλογα 

πουρινών δεν οδήγησαν σε ασφαλή συµπεράσµατα, λόγω της χαµηλής συγγένειας 

δέσµευσης/µεταφοράς ουρικού. Συνοπτικά, φαίνεται ότι ο µεταφορέας YgfU µπορεί να µεταφέρει, µε 

σχετικά χαµηλή συγγένεια (0.3 έως 0.5 mM), τόσο ουρικό όσο και ξανθίνη, αλλά είναι εξειδικευµένος 

κυρίως για τη µεταφορά ουρικού. Η φυσιολογική σηµασία αυτής της ενεργότητας για την κυτταρική 

λειτουργία των εντεροβακτηρίων, δεδοµένου µάλιστα ότι το ουρικό δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

καταβολικά από την E. coli ως πηγή ενέργειας (Karatza and Frillingos, 2005), αποτελεί ένα 

ενδιαφέρον ερώτηµα προς περαιτέρω διερεύνηση.  
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Εικόνα 3.28. Σύγκριση της κινητικής µεταφοράς υποστρώµατος µεταξύ των µεταφορέων YgfU και XanQ. Κύτταρα 
E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση της υπό µελέτης περµεάσης από πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD  και 
pT7-5/xanQ-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 
mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος και 
[3H]ξανθίνης, σε εύρος συγκεντρώσεων που φαίνεται στην εικόνα, στους 25 °C και στους 37 °C, αντίστοιχα. Η αρχική 
ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15, 30 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό 
φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Φαίνονται οι αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  

 
 

Ξανθίνη 
  Km   Vmax    Vmax/Km 

Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 
XanQ (wt) (25 °C)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 

 
YgfU (37 °C)   300 ± 90  14 ± 4       46 
YgfU (25 °C)        nd       nd 
___________________________________________________________________________ 

  
Ουρικό οξύ 

  Km   Vmax    Vmax/Km 
 Περµεάση  (mM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 

___________________________________________________________________________ 
 

YgfU   0.5 ± 0.1  715 ± 81      1430 
XanQ (wt)       nd        nd 
___________________________________________________________________________ 

  
Πίνακας 3.7. Τιµές Km και Vmax των XanQ και YgfU για ξανθίνη και για ουρικό οξύ.  Κύτταρα E. coli T184 που 
εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0,1 - 250 µΜ) στους 25 °C και 
τους 37 °C, και µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (0.05 - 2 mΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) 
προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) 
αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Τα Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα 
Michaelis-Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 
3 πειράµατα. 
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3.2.1.3. Εκτενέστερη µελέτη του µεταφορέα RutG και σύγκριση µε τον UraA 

  

Από τα αποτελέσµατα της αρχικής ανάλυσης των οµολόγων της E. coli φάνηκε ότι ο 

µεταφορέας RutG µπορεί να µεταφέρει ξανθίνη. Ωστόσο, ο RutG έχει προταθεί στη βιβλιογραφία ότι 

µεταφέρει ουρακίλη. Συγκεκριµένα, φαίνεται να συµµετέχει σε ένα οπερόνιο rut (pyrimidine 

utilization) στην E. coli για τη µεταβολική αξιοποίηση πυριµιδινών (Loh et al., 2006; Parales et al., 

2010) και προτείνεται ότι είναι µεταφορέας ουρακίλης λόγω της συγγένειας της αλληλουχίας του, και  

ειδικότετρα της περιοχής του µοτίβου «υπογραφή», µε τον µεταφορέα UraA που είχε αναφερθεί ως 

µεταφορέας ουρακίλης (Andersen et al., 1995). Γι’αυτούς τους λόγους προχωρήσαµε σε µια 

εκτενέστερη µελέτη του RutG.  

 Αρχικά έγινε κινητική ανάλυση για τη µεταφορά ξανθίνης. Βρέθηκε ότι ο RutG είναι 

µεταφορέας ξανθίνης χαµηλής συγγένειας, µε Km 0.15 mM, δηλαδή 30 φορές µεγαλύτερη από αυτήν 

του XanQ (Πίνακας 3.8). Στη συνέχεια προσπαθήσαµε να µελετήσουµε την πιθανότητα ο RutG να 

είναι και µεταφορέας ουρακίλης, χρησιµοποιώντας συγκεντρώσεις [3Η]ουρακίλης 1-100 µΜ και 

διαφορετικές συνθήκες στη δοκιµασία µεταφοράς.  

Συγκεκριµένα, παρατηρήσαµε ότι τα πειράµατα που υποδεικνύουν ότι ο UraA είναι 

µεταφορέας ουρακίλης (Andersen et al., 1995) είχαν στηριχτεί αποκλειστικά σε µελέτες σταδιακής 

απενεργοποίησης γονιδίων της E. coli και ότι η ενεργότητα πρόσληψης ουρακίλης είχε µετρηθεί σε 

στελέχη E. coli που περιείχαν µια µεγάλη γονιδιωµατική περιοχή που περιλαµβάνει τόσο το γονίδιο 

uraA όσο και το γειτονικό του (ανοδικά) γονίδιο upp. Η παρουσία του upp µαζί µε το uraA φαινόταν 

να είναι απαραίτητη για τη µεταφορά ουρακίλης, γιατί όταν απενεργοποιείτο γενετικά το upp, χανόταν 

η ενεργότητα µεταφοράς ουρακίλης από τα uraA+ στελέχη. Το  γονίδιο upp κωδικοποιεί για το ένζυµο 

Upp (φωσφοριβοσυλοτρανσφεράση της ουρακίλης), το οποίο φαίνεται να καταναλώνει την 

προσλαµβανόµενη ουρακίλη προωθώντας την στην οδό περίσωσης πυριµιδινών (Andersen et al., 

1995) (Εικόνα 3.29). Κατά συνέπεια, προκαλείται µια συνεχής «εξαφάνιση» του υποστρώµατος στο 

εσωτερικό του κυττάρου, που διατηρεί συνεχώς µια διαβάθµιση συγκέντρωσης από το εξωτερικό προς 

το εσωτερικό, δηλαδή συνθήκες παθητικής µεταφοράς (διευκολυνόµενης διάχυσης).  

Για να εξετασθούν λοιπόν τόσο η πιθανότητα ενεργού µεταφοράς όσο και αυτή της 

διευκολυνόµενης διάχυσης ουρακίλης από τον RutG, σε σύγκριση µε τον UraA, δηµιουργήθηκαν και 

αναλύθηκαν κύτταρα Ε. coli που εκφράζουν είτε µόνο τον UraA ή τον RutG είτε τους ίδιους 

µεταφορείς συγχρόνως µε το ένζυµο Upp (από πλασµίδια pT7-5/upp-rutG-BAD και pT7-5/upp-uraA-
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BAD). Τα κύτταρα αυτά εξετάσθηκαν για την έκφραση των UraA ή RutG και την ενεργότητα 

µεταφοράς ξανθίνης και ουρακίλης. Βρέθηκε ότι, όταν εκφράζεται µαζί µε το Upp, o µεταφορέας 

UraA (θα αναφέρεται uppUraA) εκφράζεται στη µεµβράνη σε χαµηλότερα επίπεδα από τον UraA, ενώ 

ο µεταφορέας RutG που εκφράζεται µαζί µε το Upp (θα αναφέρεται uppRutG) εκφράζεται στη 

µεµβράνη σε υψηλά επίπεδα, παρόµοια µε τον XanQ, τον UraA και τον RutG (Εικόνα 3.29). Ο 

uppUraA µεταφέρει ουρακίλη (1 µΜ) σε χαµηλά επίπεδα, κάτι το οποίο ίσως οφείλεται στα χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης, αλλά ο uppRutG δε φαίνεται να µεταφέρει καθόλου ουρακίλη (1 µΜ). Επίσης, 

ούτε ο UraA ούτε ο RutG µεταφέρουν ουρακίλη σε ανιχνεύσιµα επίπεδα, όταν δεν έχουν εκφραστεί 

µαζί µε το Upp (Εικόνα 3.29). Παρόµοια αποτελέσµατα πήραµε και όταν µετρήσαµε τη δυνατότητα 

πρόσληψης σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ουρακίλης (100 µΜ). Αντίθετα, στη δοκιµασία πρόσληψης 

ξανθίνης, φαίνεται ότι ούτε ο uppUraA ούτε ο UraA µεταφέρουν αυτό το υπόστρωµα (σε 

συγκεντρώσεις 1 µΜ και 100 µΜ), ενώ ο RutG έχει παρόµοια ικανότητα µεταφοράς ξανθίνης 

(συγκεντρώσεις 1 µΜ και 100 µΜ) ανεξάρτητα αν εκφράζεται µόνος του (RutG) ή µαζί µε τον Upp 

(uppRutG) (Εικόνα 3.30). 
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Εικόνα 3.29. Ανάλυση έκφρασης και ενεργότητας των UraA, uppUraA, RutG και uppRutG. Κύτταρα E. coli Τ184 
που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των UraΑ και RutG από τα πλασµίδια pT7-5/uraA-BAD (UraA), pT7-5/upp-
uraA-BAD (uppUraA), pT7-5/rutG-BAD (RutG) ή pT7-5/upp-rutG-BAD (uppRutG) συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και 
επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η 
ενεργότητα πρόσληψης ουρακίλης (κάτω). Κλάσµατα µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν 
µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του 
προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις 
µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία µεταφοράς [3H]ουρακίλης (1 µΜ), στους 25 °C. Οι τιµές του 
αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Στα δεξιά φαίνεται η πιθανή τύχη της ουρακίλης µετά την πρόσληψή της από τον 
µεταφορέα UraA, µε συµµετοχή του ενζύµου Upp που προωθεί την ουρακίλη στο µονοπάτι περίσωσης πυριµιδινών.  
 

  Km   Vmax    Vmax/Km 
Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 

 
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 
RutG    146 ± 84  18.2 ± 5.6     124 

 
Πίνακας 3.8. Τιµές Km και Vmax του RutG και σύγκριση µε τον XanQ. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τους 
µεταφορείς υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0,1 - 100 µΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές 
ταχύτητες πρόσληψης (V0) προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε 
κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι παράµετροι Κm και Vmax 
εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis-Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες 
τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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Εικόνα 3.30. Ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης σε κύτταρα E. coli που υπερεκφράζουν τον RutG (ή uppRutG) και 
σύγκριση µε τον XanQ και τον UraA (ή uppUraA). Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση 
των περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ-BAD, pT7-5/rutG-BAD (RutG), pT7-5/upp-rutG-BAD (uppRutG), pT7-
5/uraA-BAD (UraA) ή pT7-5/upp-uraA-BAD (uppUraA) συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε 
ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Tα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 
µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ, 100 µΜ), στους 25 °C. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό 
φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές για τον UraA ή τον 
uppUraA ήταν αµελητέες (ίσες ή µικρότερες του αρνητικού µάρτυρα) σε κάθε περίπτωση. 
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3.2.2. Κλωνοποίηση και λειτουργικός χαρακτηρισµός οµολόγων του XanQ από το 

συµβιωτικό ριζοβακτήριο Sinorhizobium meliloti SM1021 
 

Γονίδια για πιθανούς µεταφορείς της οικογένειας NAT/NCS2 βρίσκονται σε όλες τις 

κατηγορίες οργανισµών και είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένα στα Βακτήρια, όπου υπάρχουν στη µεγάλη 

πλειοψηφία των ειδών Βακτηρίων (βλ. Εισαγωγή). Μάλιστα, εµφανίζουν συχνά σποραδικά µοτίβα 

κατανοµής στα βακτηριακά γονιδιώµατα δηλ. απαντώνται έντονες διαφορές ακόµα και στον αριθµό 

των αντίστοιχων οµολόγων ανάµεσα στα γονιδιώµατα στενά συγγενικών οργανισµών. Τέτοιες 

διαφορές κατά την εξέλιξη µπορεί να συνδέονται µε συγκεκριµένες οικολογικές προσαρµογές ή 

διαφορές φυσιολογίας, που θα µπορούσαν να µας δώσουν υποδείξεις για καινούργια γονίδια και για 

τον λειτουργικό-φυλογενετικό τους ρόλο (Boussau and Daubin, 2010).  

Ένα ενδιαφέρον παράδειγµα είναι η διαφορετική κατανοµή οµολόγων ΝΑΤ που υπάρχει 

ανάµεσα σε διαφορετικά είδη αζωτοδεσµευτικών ριζοβακτηρίων των ψυχανθών, µια οµάδα 

µικροοργανισµών που δεν έχουν µελετηθεί καθόλου ως προς το µεταβολισµό των νουκλεοτιδίων και 

νουκλεοτιδικών βάσεων (Flemetakis et al., 2006). Συγκεκριµένα, µε βάση όσα γνωρίζουµε από τις 

αναλύσεις των γονιδιωµάτων τους, βλέπουµε ότι τα γονίδια ΝΑΤ περιορίζονται σε ριζοβακτήρια που 

επάγουν στα φυτά το σχηµατισµό µη-καθορισµένων φυµατίων (µε συνεχή µεριστωµατική 

δραστηριότητα, και όλα τα διαδοχικά στάδια συµβιωτικής αλληλεπίδρασης σε διακριτές ζώνες 

ανάπτυξης), όπως είναι το Sinorhizobium meliloti, µε 4 γονίδια για πιθανούς µεταφορείς ΝΑΤ/NCS2 

και 1 για NCS1 (Πίνακας 3.9). Ριζοβακτήρια που σχηµατίζουν καθορισµένα φυµάτια (όπου η 

µεριστωµατική δραστηριότητα περιορίζεται χρονικά στα πρώιµα στάδια ανάπτυξης του 

συµβιοσώµατος), όπως βακτήρια των γενών Mesorhizobium και Rhizobium, δεν διαθέτουν καθόλου 

οµόλογα της οικογένειας NAT στο γονιδίωµά τους (Πίνακας 3.9). Θα ήταν λοιπόν ενδιαφέρον να 

χαρακτηριστούν λειτουργικά τα γονίδια ΝΑΤ που συναντάµε στο Sinorhizobium meliloti (Q92X28, 

Q92WQ0, Q92LL9, Q92LL8).  
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 Ριζοβακτήριο              Αριθµός οµολόγων 
     των οικογενειών: 

     NCS1 NAT/NCS2 
_____________________________________________________________ 
ΕΙ∆Η ΠΟΥ ΣΧΗΜΑΤΙΖΟΥΝ ΜΗ-ΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ ΦΥΜΑΤΙΑ 

Azorhizobium caulinodans  0           3 
Bradyrhizobium japonicum  0        2 
Bradyrhizobium sp. bTAi1  0        1 
Bradyrhizobium sp. ORS278  0        1 
Sinorhizobium meliloti   1        4 
Sinorhizobium medicae   1        3 

_____________________________________________________________ 
ΕΙ∆Η ΠΟΥ ΣΧΗΜΑΤΙΖΟΥΝ ΚΑΘΟΡΙΣΜΕΝΑ ΦΥΜΑΤΙΑ 

Mesorhizobium loti   1        0 
Mesorhizobium sp. BNC1  2        0 
Rhizobium etli sp. CFN42  1        0 
Rhizobium etli sp. CIAT652  1        0 
R. leguminosarum bv.trifolii  1        0 
R. leguminosarum bv.viciae  1        0 
R. leguminosarum sp. NGR234  1        0 

____________________________________________________________ 
 

Πίνακας 3. 9. Κατανοµή και αριθµός γονιδίων της οικογένειας NAT/NCS2 καθώς και άλλων γονιδίων πιθανών 
µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων (οικογένειας NCS1) στα 13 προσδιορισµένα γονιδιώµατα ριζοβακτηρίων (Joint 
Genome Institute / Integrated Microbial Genomes). Τα δύο είδη που υπογραµµίζονται αποτελούν οργανισµούς-µοντέλα για 
τα συµβιωτικά φυµάτια των δύο βασικών τύπων (µη καθορισµένα ή καθορισµένα φυµάτια). 

 

 
Εικόνα 3.31. Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τµήµατος των αλληλουχιών της περιοχής του µοτίβου ΝΑΤ 
324QNXGXXXXTG333, µεταξύ του µεταφορέα XanQ (P67444) και τριών NAT/NCS2 οµολόγων από το ριζοβακτήριο S. 
meliloti SM1021 δηλ. των Q92LL9 (LL9), Q92X28 (X28) και Q92WQ0 (WQ0). Στα δεξιά φαίνεται το ποσοστό 
ταυτότητας µε τον XanQ. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε µε το πρόγραµµα ClustalW. 

 

Τρία γονίδια από τα οµόλογα NAT κινητοποιήθηκαν µε PCR από το γονιδίωµα του S. meliloti 

SM1021 (γονιδιωµατικό DNA µας παραχωρήθηκε από τον Εµµανουήλ Φλεµετάκη, από το Γεωπονικό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τµήµα Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας). Τα τρία αυτά γονίδια (Q92X28, 

Q92WQ0, Q92LL9) µας κινούν το ενδιαφέρον γιατί είναι συγγενικά προς τον XanQ (Εικόνα 3.31) 

αλλά δεν εµφανίζουν σηµαντική οµοιότητα αλληλουχίας µε οµόλογα ΝΑΤ που συναντάµε σε 

ριζοβακτήρια άλλων γενών εκτός του Sinorhizobium. Έπειτα από εισαγωγή της δοµικής περιοχής 

δέσµευσης βιοτίνης (biotin-acceptor domain) στο C-τελικό άκρο, τα 3 γονίδια κλωνοποιήθηκαν σε 
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πλασµιδιακό φορέα pT7-5 και επιβεβαιώθηκε η αλληλουχία τους. Ακολούθησε µετασχηµατισµός 

κυττάρων E. coli Τ184, όπου έγινε έλεγχος για τα επίπεδα της ετερόλογης έκφρασης των οµολόγων 

στη µεµβράνη της E. coli και για τη µεταφορά ξανθίνης, ουρικού οξέος και ουρακίλης. Βρέθηκε ότι τα 

οµόλογα Q92X28 και Q92WQ0 εκφράζονται στη µεµβράνη των Τ184 σε υψηλά επίπεδα, συγκρίσιµα 

µε του µεταφορέα XanQ της E. coli, ενώ ο Q92LL9 εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα (Εικόνα 3.32). 

Πειράµατα ενεργού µεταφοράς πρόσληψης υποστρωµάτων και κινητικής ανάλυσης αποκάλυψαν ότι ο 

Q92LL9 (LL9) αποτελεί µεταφορέα τόσο ξανθίνης (υψηλής συγγένειας, Km 7.3 ± 3.0 µM, Vmax 19.8 ± 

3.2 nmol.mg-1.min-1) όσο και ουρικού (υψηλής ενεργότητας, αλλά σχετικά χαµηλής συγγένειας, Km 

0.9 ± 0.3 mM, Vmax 447 ± 37 nmol.mg-1.min-1). Αντίθετα, οι Q92X28 (X28) και Q92WQ0 (WQ0) είναι 

αποκλειστικά µεταφορείς ουρικού, χαµηλής συγγένειας (για το X28, Km 0.6 ± 0.1 mM, Vmax 58 ± 13 

nmol/mg/min, για το WQ0, Km 0.5 ± 0.2 mM, Vmax 44 ± 2 nmol/mg/min) και δε µεταφέρουν ξανθίνη 

(Πίνακας 3.10). Κανένα από τα 3 οµόλογα δε βρέθηκε να µεταφέρει ουρακίλη.  
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Εικόνα 3.32. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας για τις οµόλογες πρωτείνες από το Sinorhizobium meliloti. 
Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5 που 
φέρουν τα γονίδια, συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να 
προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg 
ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε 
αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). 
Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-
PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 
µΜ), στους 25 °C, και [14C]ουρικού οξέος, στους 25 °C.  Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε 
κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση.  
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Ξανθίνη 
  Km   Vmax    Vmax/Km 

Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 
YgfU     nd      nd 
LL9     7.3 ± 3    19.8 ± 3.2     2712 
X28       nd       nd 
WQ0       nd       nd 
__________________________________________________________________________ 

 
Ουρικό οξύ 

  Km   Vmax    Vmax/Km 
 Περµεάση  (mM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 

___________________________________________________________________________ 
YgfU   0.5 ± 0.1  715 ± 81      1430 
XanQ     nd      nd 
LL9   0.9 ± 0.3  447 ± 37      496 
X28    0.6 ± 0.1  58 ± 13        96 
WQ0    0.5 ± 0.2  44 ± 2       88 

  
___________________________________________________________________________ 

 
  
Πίνακας 3.10. Τιµές Km και Vmax του XanQ, του YgfU και των οµόλογων από το Sinorhizobium meliloti SM1021 για 
ξανθίνη και για ουρικό οξύ.  Κύτταρα E. coli T184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη 
περµεασών υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0.1 - 100 µΜ) στους 25 °C, και µεταφοράς 
[14C]ουρικού οξέος (0.05 - 1mΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι 
τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis- Menten χρησιµοποιώντας το 
υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. Οι τιµές για τα X28 και 
WQ0 δεν προσδιορίστηκαν για την ξανθίνη λόγω χαµηλών τιµών.  

Από τα παραπάνω πειράµατα, φάνηκε ότι και τα τρία οµόλογα µεταφέρουν ουρικό οξύ (µε 

χαµηλή συγγένεια) αλλά µόνο ο µεταφορέας LL9 είναι υψηλής συγγένειας και υψηλής ενεργότητας 

µεταφορέας ξανθίνης, άρα µπορεί να χρησιµοποιηθεί για πειράµατα ανταγωνισµού από ανάλογα 

υποστρώµατος. Για να διαπιστωθεί λοιπόν το προφίλ της εξειδίκευσης του LL9, ακολούθησαν 

πειράµατα ανταγωνισµού της πρόσληψης [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) από µια σειρά πιθανών προσδετών. 

Στα πειράµατα που ο προσδέτης προστίθεται σε µεγάλη περίσσεια (1 mM, 1000 φορές µεγαλύτερη 

συγκέντρωση από το σηµασµένο υπόστρωµα) (Εικόνα 3.33), φάνηκε ότι ο LL9 έχει διαφορετικό 

προφίλ εξειδίκευσης από τον XanQ, κυρίως γιατί αναγνωρίζει πολύ καλά όλα τα ανάλογα που 

διαφέρουν από τη ξανθίνη στις θέσεις 7 ή 8 του πουρινικού δακτυλίου (7-µεθυλοξανθίνη, 8-

µεθυλοξανθίνη, ουρικό, οξυπουρινόλη) (Πίνακας 3.11). Ακολούθησαν πειράµατα δοσοεξάρτησης του 

ανταγωνισµού σε εύρος συγκεντρώσεων από 0,1 µΜ έως 1 mM, ώστε να προσδιοριστούν οι τιµές IC50 

και εξ αυτών οι τιµές Ki. Προκύπτει ότι, σε σχέση µε τον XanQ, ο LL9 αναγνωρίζει µε χαµηλότερη 

συγγένεια την 6-θειοξανθίνη (τριπλάσιο Ki) αλλά έχει µεγαλύτερη συγγένεια για την 3-µεθυλοξανθίνη 
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(υποτριπλάσιο Ki), ενώ αναγνωρίζει µε υψηλή συγγένεια τρία υποστρώµατα ή προσδέτες που δεν 

αναγνωρίζονται από τον XanQ, δηλαδή το ουρικό οξύ (Ki 15 µΜ) και τα ανάλογα 7-µεθυλοξανθίνη 

(Ki 162 µΜ) και 8-µεθυλοξανθίνη (Ki 176 µΜ). 

 

Εικόνα 3.33. Προφίλ εξειδίκευσης του µεταφορέα LL9. Κύτταρα E. coli T184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την 
έκφραση της περµεάσης υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 µΜ) στους 25 °C µετά από 
προεπώαση των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (1 mM) για 5 min. Οι αρχικές ταχύτητες πρόσληψης (V0) 
προσδιορίστηκαν στα 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) 
αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές παρουσιάζονται ως ποσοστά % επί 
των τιµών των αντίστοιχων κυττάρων που δεν έχουν προεπωαστεί µε τους προσδέτες, µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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Ανταγωνιστής               Ki (µΜ) 
_______________________________________________ 

  
                           XanQ(wt)  LL9   

_______________________________________________ 
  

Ουρικό οξύ   >1000     15         
2- Θειοξανθίνη  91       99         
3- Μεθυλοξανθίνη 72        26         
6- Θειοξανθίνη  41        140         
7- Μεθυλοξανθίνη >1000      162        
8- Μεθυλοξανθίνη >1000        176         
Οξυπουρινόλη  53        39         
_______________________________________________ 

 

Πίνακας 3.11. Τιµές Ki του µεταφορέα LL9 για µια σειρά αναλόγων ξανθίνης. Κύτταρα E. coli T184 που είχαν επαχθεί 
µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (1 
µΜ) στους 25 °C µετά από προεπώαση των κυττάρων µε τους µη σηµασµένους προσδέτες (0.1 µΜ – 1 mM) για 5 min. Οι 
αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 και 10 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 
µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι 
τιµές IC50 από 3 πειράµατα εξήχθησαν µε βάση το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4. Οι τιµές Ki υπολογίστηκαν µε βάση 
τον τύπο των Cheng και Prusoff, Ki=IC50/[1+(L/Km)], όπου L είναι η τιµή της συγκέντρωσης της [3Η] ξανθίνης. Οι 
σηµαντικότερες διαφορές µεταξύ του XanQ και του LL9 παρουσιάζονται µε έντονα γράµµατα. 
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3.2.3. Λειτουργικός χαρακτηρισµός ενός θερµόφιλου και ενός ψυχρόφιλου 

µεταφορέα ΝΑΤ 
 

Ένα µειονέκτηµα στη µελέτη των µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ είναι ότι δεν υπάρχει 

ακόµα κάποιο αναλυτικό πρότυπο δοµής από κρυσταλλογραφία και δεν έχουµε δεδοµένα σε υψηλή 

ευκρίνεια για το µηχανισµό. Μέσω συνεργασιών του εργαστηρίου µας, υπάρχει ενδιαφέρον για 

κρυστάλλωση οµολόγων του XanQ που προέρχονται από θερµόφιλους οργανισµούς και αναµένεται 

γενικά να εµφανίζουν µεγαλύτερη διαµορφωτική σταθερότητα σε µέσες θερµοκρασίες, το οποίο 

αποτελεί πλεονέκτηµα σε διαδικασίες κρυστάλλωσης, ιδιαίτερα προκειµένου περί µεµβρανικών 

µεταφορέων (Stroud et al., 2009). Επίσης, δυνητικά οµόλογα από ψυχρόφιλους οργανισµούς 

προσφέρουν το πλεονέκτηµα ότι µελέτη ανάπτυξης και λειτουργικής ανάλυσης µπορεί να γίνει σε 

πολύ χαµηλές θερµοκρασίες, όπου ελαχιστοποιείται η δράση άλλων πιθανών συστηµάτων µεταφοράς 

µε επικαλυπτόµενες εξειδικεύσεις (Conde et al., 2010).  

Για τους λόγους αυτούς, επιχειρήθηκε κλωνοποίηση, υπερέκφραση και λειτουργικός 

χαρακτηρισµός των δύο πιο συγγενικών οµολόγων του XanQ που προέρχονται από έναν θερµόφιλο 

και έναν ψυχρόφιλο µικροοργανισµό (Εικόνα 3.34). Πρόκειται για το οµόλογο MoorT από το µη 

παθογόνο κλοστρίδιο Moorella thermoacetica (MoorT), που αναπτύσσεται βέλτιστα σε 60 °C και pH 

6.0 (Drake and Daniel, 2004), και το οµόλογο PsyhT από το ψυχρόφιλο γ-πρωτεοβακτήριο 

Psychrobacter cryohalolentis K5 (PsyhT), που αναπτύσσεται βέλτιστα σε 22 °C, αλλά αυξάνεται και 

σε πολύ χαµηλές θερµοκρασίες (έως –10 °C) και είναι ανθεκτικό σε υψηλή αλατότητα (έως 1.7 M 

NaCl) (Bakermans and Nealson, 2004).  

Μετά την κινητοποίηση των οµολόγων από το αντίστοιχο γονιδιωµατικό DNA, εισαγωγή της 

δοµικής περιοχής δέσµευσης βιοτίνης (BAD) στο C-τελικό άκρο, και κλωνοποίηση σε πλασµιδιακό 

φορέα pT7-5, επιβεβαίωση της αλληλουχίας και µετασχηµατισµό σε κύτταρα E. coli XL1-Blue και/ή 

T184, έγιναν έλεγχοι για µεταφορά ξανθίνης, ουρικού οξέος και ουρακίλης, σε ένα εύρος 

θερµοκρασιών και pH.  
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Εικόνα 3.34. Ανάλυση στοίχισης του πλήρους κωδικεύοντος τµήµατος των αλληλουχιών της περιοχής του µοτίβου ΝΑΤ 
324QNXGXXXXTG333, µεταξύ συγγενικών οµολόγων NAT/NCS2 από θερµόφιλα και ψυχρόφιλα βακτήρια ή αρχαία που 
έχουν σηµαντική οµοιότητα αλληλουχίας µε τον µεταφορέα XanQ. Στοιχίζονται από την E. coli, ο XanQ (P67444), από τη 
Moorella thermoacetica το MoorT (Q2RGM9), δύο στενά συγγενικοί µεταξύ τους µεταφορείς από τα ζεόφιλα Pyrococcus 
abysii και Pyrococcus furiosus (Q9V0K0, και Q8U1G8 αντίστοιχα), ένα οµόλογο από τον Thermus thermophilus 
(Q72H20), και από ψυχρόφιλους µικροοργανισµούς, το PsyhT από το Psychrobacter cryohalolentis K5 (Q1Q9G3), ένα 
οµόλογο από τη Shewanella halifaxensis HAW-EB4 (B0TLJ0), και ένα οµόλογο από τη Colwellia psychrerythraea 
(Q481N1). Στα δεξιά φαίνεται το ποσοστό ταυτότητας µε τον XanQ. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε µε το πρόγραµµα 
ClustalW. 
 

 

3.2.3.1 Λειτουργικός χαρακτηρισµός του MoorT 

 

Το πειραµατικό µέρος για τον θερµόφιλο µεταφορέα MoorT είχε ξεκινήσει σε συνεργασία µε 

τον Γιώργο Μερµελέκα, ο οποίος ασχολήθηκε κυρίως µε την υπερέκφραση και αποµόνωση αυτού του 

οµολόγου (Μερµελέκας Γ., 2009, ∆ιδακτορική διατριβή). Από τα αρχικά αυτά πειράµατα, είχε βρεθεί 

ότι ο MoorT µπορεί να εκφραστεί σε υψηλά επίπεδα (συγκρίσιµα µε αυτά του XanQ) στη µεµβράνη 

κυττάρων E. coli XL1-Blue (όχι όµως και σε T184) και εµφανίζει µικρή αλλά σηµαντική ενεργότητα 

µεταφοράς [3Η]ξανθίνης, µε βέλτιστο σε pH 6.6 και 6.8, και θερµοκρασία 37 °C, ενώ δε µεταφέρει 

ουρικό οξύ ή ουρακίλη (Εικόνα 3.35). Ωστόσο, η µελέτη των κυττάρων δεν έδωσε αποτελέσµατα σε 

µεγαλύτερες θερµοκρασίες (45 °C, 56 °C) γιατί η υψηλή θερµοκρασία επηρέαζε τη σταθερότητα των 

κυτταρικών µεµβρανών. Στην παρούσα διατριβή, µελετήσαµε την ενεργότητα του MoorT σε 

µεµβρανικά κυστίδια, που έχουν µεγαλύτερη σταθερότητα, ώστε να µπορέσουµε να εξετάσουµε και 

συνθήκες θερµοκρασίας πάνω από 37 °C.  
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Εικόνα 3.35. Ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης του MoorT στους 37 °C και pH 6.8. Κύτταρα E. coli XL1-blue που 
είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση του µεταφορέα από πλασµίδιo pT7-5/moorT-BAD και κύτταρα που φέρουν το 
κενό πλασµίδιο pT7-5 συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. για να 
προσδιορισθεί η ενεργότητα. Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 37 
°C και pH 6.8, όπου εµφανίζεται η βέλτιστη ενεργότητα (Μερµελέκας Γ., 2009, ∆ιδ. διατριβή).  
 

Για την περαιτέρω µελέτη του MoorT, κατασκευάστηκαν µεµβρανικά κυστίδια ορθού 

προσανατολισµού (RSO) από κύτταρα XL1-Blue που εκφράζουν το µεταφορέα. Η αρχική ανάλυση 

δείχνει ότι τα κυστίδια είναι ενεργά και η µεταφορά [3Η]ξανθίνης είναι παρόµοια µε αυτή που 

παρατηρείται στα κύτταρα. Συγκεκριµένα, τα κυστίδια (συγκέντρωση ολικής πρωτεϊνης, 1 mg/mL) 

ενεργοποιούνται παρουσία µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) (0.2 mM) και ασκορβικού καλίου 

(20 mΜ), δηλαδή ενός συστήµατος που λειτουργεί ως τεχνητός δότης ηλεκτρονίων στην 

αναπνευστική αλυσίδα (Kaback, 1971). Το γεγονός ότι η ενεργότητα του MoorT παρατηρείται µόνο 

όταν ενεργοποιηθεί η αναπνευστική αλυσίδα σηµαίνει ότι πρόκειται για έναν µεταφορέα που 

λειτουργεί µε ενεργό µεταφορά. Τα κυστίδια που εκφράζουν τον MoorT υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 

ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), σε pH 6.8 και θερµοκρασίες 30 °C, 37 °C και 45 °C. Η 

βέλτιστη πρόσληψη παρατηρείται στους 37 °C (Εικόνα 3.36). Αυτή η θερµοκρασία επιλέχθηκε στη 

συνέχεια για τη µελέτη της πρόσληψης ξανθίνης σε διάφορες συνθήκες pH. Τα κυστίδια υπεβλήθησαν 

σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ)  σε θερµοκρασία 37 °C, και σε pH 5.6, 6, 6.6 

και 7.5. Φαίνεται ότι η βέλτιστη ενεργότητα για τα κυστίδια που εκφράζουν το µεταφορέα MoorT 

εµφανίζεται σε pH 6.0, ενώ για κυστίδια που εκφράζουν το µεταφορέα XanQ είναι σε  pH 6.6 (Εικόνα 

3.37). Ωστόσο, η ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης που έχει ο MoorT στις βέλτιστες συνθήκες (37 °C, 

pH 6.0, σε κυστίδια RSO παρουσία PMS και ασκορβικού καλίου) είναι πολύ µικρή, περίπου 10% σε 

σχέση µε την αντίστοιχη ενεργότητα του XanQ (Εικόνα 3.37). Κινητική ανάλυση της πρόσληψης 

ξανθίνης από το µεταφορέα MoorT για ένα εύρος συγκεντρώσεων [3H]ξανθίνης (1-100 µΜ) δεν 
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έδωσε αποτελέσµατα, γιατί οι τιµές ενεργότητας ήταν πολύ χαµηλές και δεν ήταν δυνατόν να 

υπολογισθούν Km και Vmax.  

 
Εικόνα 3.36. Ανάλυση της έκφρασης και επίδραση της θερµοκρασίας στην ενεργότητα µεµβρανικών κυστιδίων που 
εκφράζουν τους µεταφορείς XanQ ή MoorT. Μεµβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισµού (RSO) παρασκευάσθηκαν 
από κύτταρα E. coli XL1-blue που εκφράζουν τις αντίστοιχες περµεάσες από πλασµίδια pT7-5/xanQ-BAD ή pT7-5/moorT-
BAD και προσδιορίστηκε η έκφραση στη µεµβράνη (αριστερά) και η ενεργότητα (δεξιά). Κλάσµατα µεµβρανών (100 µg 
ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε 
αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). 
Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-
PAGE Standards, Low Range). Τα κυστίδια υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), σε 
θερµοκρασίες 30 °C, 37 °C και 45 °C, σε pH 6.8. Η πειραµατική δοκιµασία γίνεται σε κυστίδια (συγκέντρωση ολικής 
πρωτεϊνης, 1 mg/mL) που ενεργοποιούνται παρουσία µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) (0.2 mM) και ασκορβικού 
καλίου (20 mΜ). Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης ξανθίνης (V0) µετρήθηκε σε 10 - 30 sec. Οι τιµές για τον αρνητικό 
µάρτυρα (κυστίδια που δεν έχουν ενεργοποιηθεί δηλ. χωρίς PMS/ασκορβικό) αφαιρούνται από τις τελικές µετρήσεις, σε 
κάθε περίπτωση.  
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Εικόνα 3.37. Επίδραση του pH στην ενεργότητα µεµβρανικών κυστιδίων που εκφράζουν τους µεταφορείς XanQ ή 
MoorT. Μεµβρανικά κυστίδια ορθού προσανατολισµού (RSO) παρασκευάσθηκαν από κύτταρα E. coli XL1-blue που 
εκφράζουν τις αντίστοιχες περµεάσες από πλασµίδια pT7-5/xanQ-BAD ή pT7-5/moorT-BAD και υπεβλήθησαν σε 
δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), σε θερµοκρασία 37 °C, και pH 5.6, 6.0, 6.6 και 7.5. Η πειραµατική 
δοκιµασία γίνεται σε κυστίδια (συγκέντρωση ολικής πρωτεϊνης, 1 mg/mL) που ενεργοποιούνται παρουσία 
µεθοσουλφονικού φαιναζινίου (PMS) (0.2 mM) και ασκορβικού καλίου (20 mΜ). Οι τιµές για τον αρνητικό µάρτυρα 
(κυστίδια που δεν έχουν ενεργοποιηθεί δηλ. χωρίς PMS/ασκορβικό) αφαιρούνται από τις τελικές µετρήσεις, σε κάθε 
περίπτωση. 
 
 

3.2.3.2 Λειτουργικός χαρακτηρισµός του PsyhT 

 

Το οµόλογο PsyhT από το Psychrobacter cryohalolentis K5 βρέθηκε ότι µπορεί να εκφραστεί 

σε υψηλά επίπεδα (συγκρίσιµα µε αυτά του XanQ) στη µεµβράνη κυττάρων E. coli Τ184 και ότι έχει 

υψηλή ενεργότητα µεταφοράς ουρικού οξέος, καθώς και µικρή ικανότητα πρόσληψης ξανθίνης, στους 

25 °C (Εικόνα 3.39). Για να βρεθεί η βέλτιστη θερµοκρασία, η δοκιµασία ενεργού µεταφοράς έγινε 

επίσης στις θερµοκρασίες των 4 °C και των 16 °C, µε τη βέλτιστη πρόσληψη να παρατηρείται στους 

25 °C, αλλά µε πολύ υψηλή ενεργότητα και στους 16 °C (Εικόνα 3.40). Σε σχέση µε τον µεταφορέα 

ουρικού οξέος YgfU που χαρακτηρίστηκε επίσης στην παρούσα διατριβή (3.2.1.2), ο PsyhT εµφανίζει 

ενεργότητα (αρχική ταχύτητα πρόσληψης ουρικού) 90 nmol/mg/min, ή 9% του YgfU, στους 25 °C, 80 

nmol/mg/min, ή 16% του YgfU, στους 16 oC, και 15 nmol/mg/min, ή 30% του YgfU, στους 4 °C 

(Εικόνα 3.40). Τέλος, επειδή ο P. cryohalolentis είναι ανθεκτικός και σε περιβάλλοντα υψηλής 

αλατότητας, η ενεργότητα του ετερόλογα εκφρασµένου PsyhT µετρήθηκε σε διάφορες τιµές ιοντικής 

ισχύος, δηλ. µε προσθήκη KCl (0 έως 1.5 Μ) στο διάλυµα της αντίδρασης, στους 16 °C. Βρέθηκε ότι 

τόσο ο PsyhT όσο και ο µεταφορέας YgfU που χρησιµοποιήθηκε σαν control διατηρούν υψηλή 
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ενεργότητα µεταφοράς υποστρώµατος σε συγκεντρώσεις KCl έως 0.5 Μ αλλά η ενεργότητα µειώνεται 

δραµατικά, και στις δύο περιπτώσεις, σε συγκεντρώσεις KCl 1 Μ και 1.5 Μ. Μάλιστα, ο ετερόλογα 

εκφρασµένος PsyhT φαίνεται να είναι λιγότερο ανθεκτικός σε υψηλές συγκεντρώσεις KCl από τον 

YgfU (Εικόνα 3.41). Συνοπτικά, ο PsyhT φαίνεται ότι µεταφέρει κυρίως ουρικό, αλλά στο σύστηµα 

έκφρασης που τον εξετάσαµε (E. coli) δεν εµφανίζει την αναµενόµενη ανθεκτικότητα σε χαµηλές 

τιµές θερµοκρασίας και υψηλές τιµές αλατότητας, πράγµα που οφείλεται πιθανότατα στο ετερόλογο 

σύστηµα έκφρασης.  

 
Εικόνα 3.38. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας του µεταφορέα PsyhT. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν 
επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ-BAD, pT7-5/ygfU-BAD ή pT7-
5/psyhT-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να 
προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα µεταφοράς ουρικού οξέος (κάτω αριστερά) και ξανθίνης 
(κάτω δεξιά). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 
(12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της 
αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα 
υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ) και [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Οι 
τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση.  
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Εικόνα 3.39. . Επίδραση της θερµοκρασίας στην ενεργότητα των µεταφορέων YgfU και PsyhT. Κύτταρα E. coli Τ184 
που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD ή pT7-5/psyhT-
BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής 
πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ) στους 4 °C, 
16 °C και 25 °C, pH 7.5. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν 
από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Φαίνονται οι αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 
πειράµατα.   
 

 
Εικόνα 3.40 . Επίδραση της ιοντικής ισχύος στην ενεργότητα των µεταφορέων YgfU και PsyhT. Κύτταρα E. coli 
Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD ή pT7-
5/psyhT-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg 
ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ) 
παρουσία συγκεντρώσεων 0 έως 1.5 M KCl. H αντίδραση για το PsyhT έγινε στους 16 °C και για το YgfU στους 25 °C. Η 
αρχική ταχύτητα (V0) µετρήθηκε σε 15 και 30 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό 
φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. 
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3.3. Μελέτη της µοριακής βάσης των διαφορών εξειδίκευσης µεταξύ 

µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2: Το παράδειγµα του ζεύγους 

των οµολόγων YgfU (µεταφορέας ουρικού στην E. coli) και XanQ 

(µεταφορέας ξανθίνης στην E. coli) 
 

Από τα αποτελέσµατα του χαρακτηρισµού των οµολόγων της E. coli (βλ. εδάφιο 3.2.2) 

φαίνεται ότι δύο συγγενικά οµόλογα (XanQ, YgfU) εκφράζονται σε παρόµοια επίπεδα στη 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη, αλλά έχουν σαφή διαφορά λειτουργικής εξειδίκευσης: το XanQ είναι 

ειδικός µεταφορέας ξανθίνης, υψηλής συγγένειας (Km 5 µΜ), και δε µεταφέρει ούτε αναγνωρίζει ως 

προσδέτη ουρικό οξύ, ενώ το YgfU είναι χαµηλής συγγένειας (Km 0.5 mM) µεταφορέας ουρικού και 

δε µεταφέρει ξανθίνη (στους 25 °C). Αυτή η διαφορά εξειδίκευσης µεταξύ ουρικού και ξανθίνης 

φαίνεται να συνδέεται µε λίγες σχετικά αλλαγές σε θέσεις σηµαντικών καταλοίπων, όπως προκύπτουν 

από την ανάλυση κυστεϊνικής σάρωσης του XanQ (Karena and Frillingos, 2009; Georgopoulou et al., 

2010). Παρά το ότι τα δύο οµόλογα έχουν σχετικά περιορισµένη οµοιότητα αλληλουχιών (ταυτότητα 

καταλοίπων ~ 30%), από τις 23 θέσεις καταλοίπων που έχουν προσδιορισθεί ως σηµαντικές στον 

XanQ (βλ. Εισαγωγή), µόνο οι 9 διαφέρουν. 

Για να µελετηθεί η µοριακή βάση αυτής της διαφοράς στην εξειδίκευση κατασκευάστηκαν µε 

in vitro µεταλλαξιγένεση σηµειακά µεταλλάγµατα που αλλάζουν τις πλευρικές οµάδες συντηρηµένων 

καταλοίπων (π.χ. His-31 στον XanQ/ His-37 στον YgfU), και σηµειακά µεταλλάγµατα του YgfU και 

του XanQ στις 9 θέσεις όπου οι αλληλουχίες του XanQ και του YgfU διαφέρουν. Μετά την 

επιβεβαίωση της αλληλουχίας (MWG Sequencing), τα µεταλλάγµατα εξετάστηκαν ως προς τα 

επίπεδα έκφρασής τους στη µεµβράνη και συγκρίθηκαν µε τους φυσικού τύπου µεταφορείς YgfU και 

XanQ ως προς την ενεργότητα µεταφοράς [14C]ουρικού και [3H]ξανθίνης. Από τα πειράµατα αυτά, 

που αντιπροσωπεύουν µια πρώτη σειρά µεταλλαξιγένεσης για την ανάλυση των σχέσεων δοµής-

λειτουργίας στον µεταφορέα YgfU, προέκυψε ένα σηµαντικό εύρηµα, ότι η θέση του υδρόφιλου 

καταλοίπου Thr-100 (Asn-93 στον XanQ), στο µέσο περίπου της έλικας ΤΜ3, συνεισφέρει στην 

εξειδίκευση µε τρόπο παρόµοιο µε αυτόν που είχε προταθεί για την αντίστοιχη θέση του XanQ 

(Karena and Frillingos, 2009). Και στις δύο περιπτώσεις, η εισαγωγή στη θέση αυτή µιας πλευρικής 

οµάδας µικρού µεγέθους (Ala) οδηγεί σε διεύρυνση της εξειδίκευσης, καθώς επιτρέπει ενεργό 
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µεταφορά τόσο του ουρικού (που δεν µεταφέρεται από τον XanQwt) όσο και της ξανθίνης (που δεν 

µεταφέρεται από τον YgfUwt, παρά µόνο σε µικρό βαθµό στους 37 οC).       

 

3.3.1. Μεταλλαξιγένεση του YgfU στις θέσεις Ηis-37 (TM1) και Τhr-100 (TM3) 
 

Από την οµάδα των 23 καταλοίπων αµινοξέων που έχουν διαπιστωθεί ότι είναι σηµαντικά για 

την ενεργότητα και το µηχανισµό λειτουργίας του XanQ (Εισαγωγή, Πίνακας 1.1), τα περισσότερα 

βρίσκονται στη περιοχή µεταξύ των TM8 και ΤΜ9b που περιλαµβάνει και το µοτίβο-υπογραφή 

(Εικόνα 3.24) καθώς και στην έλικα ΤΜ12 που εξετάσαµε στην παρούσα διατριβή. Και οι δύο αυτές 

περιοχές αλληλουχίας έχουν χαρακτηριστεί ως σηµαντικές τόσο στον XanQ της E. coli 

(Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010) όσο και στον οµόλογο µεταφορέα UapA του 

Aspergillus nidulans (Papageorgiou et al., 2008; Kosti et al., 2010), ενώ τα δεδοµένα και για τους δύο 

µεταφορείς συγκλίνουν στα ίδια περίπου συµπεράσµατα: ότι η περιοχή του µοτίβου-υπογραφή 

εµπλέκεται άµεσα στο κέντρο δέσµευσης πουρινών και ότι η κεντρική περιοχή του ΤΜ12 

αλληλεπιδρά µε το κέντρο δέσµευσης συµβάλλοντας στην εξειδίκευση.  

Αντίθετα µε τα παραπάνω, δύο από τις σηµαντικές θέσεις καταλοίπων του XanQ στο κέντρο 

περίπου των ελίκων ΤΜ1 (His-31) και TM3 (Asn-93) φαίνεται να έχουν διαφορετικό ρόλο στον 

οµόλογο µεταφορέα UapA. Για τον XanQ, oι θέσεις αυτές έχει υποδειχθεί πρόσφατα ότι σχετίζονται 

είτε µε τον καθορισµό της υψηλής συγγένειας για δέσµευση και µεταφορά ξανθίνης (His-31) είτε µε 

τον καθορισµό της εξειδίκευσης έναντι διαφορετικών αναλόγων πουρινών (Asn-93) (Karena and 

Frillingos, 2009). Μάλιστα, αντικαταστάσεις του Asn-93 µε µικρές πλευρικές οµάδες (Ala, Ser) 

οδηγούν σε ανιχνεύσιµη ενεργότητα µεταφοράς ουρικού οξέος (Karena and Frillingos, 2009). Στον 

UapA, η µεταλλαξιγένεση των αντίστοιχων θέσεων καταλοίπων έδειξε ότι η His-86 (TM1) σχετίζεται 

περισσότερο µε τη σωστή στόχευση ή τη σταθερότητα του µορίου στη µεµβράνη (Pantazopoulou and 

Diallinas, 2006), ενώ η Ser-153 (TM3) δε φαίνεται να έχει σηµαντική συνεισφορά στη συγγένεια 

δέσµευσης ή στο προφίλ αναγνώρισης άλλων αναλόγων ξανθίνης (S. Amillis & G. Diallinas, 

προσωπική επικοινωνία). Αυτές οι διαφορές στην πιθανή σηµασία των ελίκων ΤΜ1 και ΤΜ3 µας 

δίνουν το έναυσµα για περαιτέρω διερεύνηση, δεδοµένου µάλιστα ότι τα κατάλοιπα που βρίσκονται 

στις αντίστοιχες θέσεις είναι ιδιαίτερα συντηρηµένα κατά την εξέλιξη της οικογένειας NAT/NCS2: 

στο κέντρο της έλικας ΤΜ1 υπάρχει σχεδόν πάντοτε His, ενώ στο µέσο της έλικας TM3 υπάρχει 
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πολικό αµινοξύ (Asn, Thr ή Ser) και σε λίγες περιπτώσεις (όπως στα οµόλογα SVCT1-2 που 

µεταφέρουν ασκορβικό) Ala.     

Με βάση τη γνώση αυτή, έγινε  εκτεταµένη µεταλλαξιγένεση στις αντίστοιχες θέσεις Ηis-37 

(ΤΜ1) και Τhr-100 (ΤΜ3) του YgfU, ώστε να εξετασθεί αν οι αντικαταστάσεις τους έχουν παρόµοιες 

επιδράσεις στη συγγένεια και/ή εξειδίκευση και στον µεταφορέα YgfU. Συγκεκριµένα, 

κατασκευάστηκαν και ελέγχθηκαν τα µεταλλάγµατα H37K, H37L, H37N, T100A, T100S και T100N.  

 

3.3.1.1 Μεταλλαξιγένεση του YgfU στη θέση His-37 (TM1) 

 

Έγιναν αντικαταστάσεις της His-37 (ΤΜ1) του YgfU µε ένα πολικό αµινοξύ (Asn), ένα 

υδρόφιλο µε θετικό φορτίο (Lys) και ένα υδρόφοβο (Leu). Οι αντικαταστάσεις µε Leu ή Lys οδηγούν 

σε υψηλά επίπεδα έκφρασης αλλά αµελητέα ενεργότητα (Εικόνα 3.40). Η αντικατάσταση µε Asn 

οδηγεί σε υψηλά επίπεδα έκφρασης και σηµαντική αλλά πολύ µικρή ενεργότητα πρόσληψης ουρικού 

οξέος (λιγότερο από 10% σε σχέση µε τον φυσικού τύπου YgfUwt) (Εικόνα 3.40). Η µειωµένη 

ενεργότητα του µεταλλάγµατος H37N σχετίζεται όχι µόνο µε µικρή Vmax αλλά και σηµαντικά 

µειωµένη συγγένεια (Km ~ 1.4 mM, τριπλάσια περίπου του YgfUwt) (Πίνακας 3.12). Κανένα από τα 

τρία µεταλλάγµατα δε µεταφέρει ξανθίνη, ακόµη και σε συνθήκες που ο YgfU(wt) έχει ανιχνεύσιµη 

ενεργότητα (100 µΜ, 37 oC) (βλ. Εικόνα 3.27).  

Συνολικά, η His-37 φαίνεται να είναι πολύ σηµαντική για την ενεργότητα του YgfU. Από τα 

τρία µεταλλάγµατα που εξετάσαµε, προκύπτει ότι η παρουσία στη θέση αυτή ενός υδρόφοβου ή ενός 

θετικά φορτισµένου καταλοίπου οδηγεί σε πλήρη απενεργοποίηση, ενώ η παρουσία ενός πολικού 

καταλοίπου διατηρεί την ενεργότητα µεταφοράς ουρικού, αλλά σε πολύ χαµηλά επίπεδα και µε 

µειωµένη συγγένεια. Οι επιπτώσεις των αντίστοιχων αντικαταστάσεων στην His-31 του XanQ 

(Karena and Frillingos, 2009) ήταν λιγότερο δραµατικές και ως ένα βαθµό διαφορετικές. Παρουσία 

Lys (ή και Arg) οδηγούσε σε απώλεια της έκφρασης στη µεµβράνη, παρουσία της υδρόφοβης Leu 

οδηγούσε σε µικρή ενεργότητα µε µεγάλη µείωση της συγγένειας, ενώ παρουσία Asn (ή και Gln) 

οδηγούσε σε πολύ υψηλή ενεργότητα και κανονική συγγένεια αναγνώρισης υποστρώµατος καθώς και 

των περισσότερων αναλόγων. Φαίνεται λοιπόν ότι η σηµασία της συντηρηµένης His στην έλικα ΤΜ1 

µπορεί να είναι περισσότερο ή λιγότερο έντονη ανάλογα µε τον µεταφορέα, ωστόσο και στις δύο 

περιπτώσεις σηµαντικό ρόλο παίζει η διατήρηση στη θέση αυτή ενός πολικού αµινοξέος που µπορεί 

να σχηµατίσει δεσµούς υδρογόνου.   
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Εικόνα 3.41. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων του YgfU στη θέση His-37. Κύτταρα E. 
coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD που 
φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλαγές (H37N, H37K, H37L) συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο 
κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα 
κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση 
µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε 
ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών 
βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία 
ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mM), στους 25 °C, και [3H]ξανθίνης (100 µΜ), στους 37 °C. Παρουσιάζονται οι 
καµπύλες χρονικής προόδου για την αντίδραση πρόσληψης ουρικού (κάτω αριστερά) και η σύγκριση των τιµών 
ενεργότητας (αρχικής ταχύτητας πρόσληψης υποστρώµατος) τόσο για το ουρικό όσο και για τη ξανθίνη (κάτω δεξιά). Για 
το ουρικό οξύ, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 10, 20 και 30 sec και µέγιστα επίπεδα (steady state) σε 1 
- 2 min. Για την ξανθίνη, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15, 30 sec και µέγιστα επίπεδα (steady state) 
σε 2 και 10 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις 
αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της YgfU-BAD  
µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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  Km   Vmax    Vmax/Km 
 Περµεάση  (mM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 

___________________________________________________________________________ 
YgfU   0.5 ± 0.1  715 ± 81      1430 
H37N   1.37 ± 0.8  22.2 ± 7.9      16 
H37K         nd      nd          
H37L         nd      nd          
___________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.12. Τιµές Km και Vmax των µεταλλαγµάτων του YgfU στη θέση His-37.  Κύτταρα E. coli T184 που 
εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (0.05 - 1mΜ) στους 25 °C. 
Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 
µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι 
Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis- Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
 
 

3.3.1.2 Μεταλλαξιγένεση του YgfU στη θέση Thr-100 (TM3) 

 

Έγιναν αντικαταστάσεις της Thr-100 (TM3) του YgfU µε ένα µικρό υδρόφοβο αµινοξύ (Ala), 

ένα πολικό µικρού µεγέθους (Ser) και ένα πολικό µεγαλύτερου µεγέθους, παρόµοιου µε τη θρεονίνη 

(Asn). Η αντικατάσταση µε Asn (T100N) οδηγεί σε πλήρη απώλεια της έκφρασης στη µεµβράνη 

(Εικόνα 3.42). Η αντικατάσταση µε Ser (T100S) οδηγεί σε υψηλά επίπεδα έκφρασης στη µεµβράνη 

και σηµαντική ενεργότητα, αλλά µειωµένη σε σχέση µε τον YgfU(wt) τόσο για το ουρικό (15%) όσο 

και για τη ξανθίνη (50%, στις συνθήκες που εξετάσθηκαν) (Εικόνα 3.42). Η µειωµένη ενεργότητα του 

T100S φαίνεται να σχετίζεται µε σηµαντικά µειωµένη συγγένεια για το ουρικό (Km ~ 1.9 mM, 

τετραπλάσια περίπου του YgfUwt) αλλά και τη ξανθίνη (Πίνακας 3.13). Η αντικατάσταση µε Ala 

(T100A) οδηγεί σε υψηλά επίπεδα έκφρασης στη µεµβράνη και ενεργότητας, µε αντιστροφή της 

προτίµησης για το µεταφερόµενο υπόστρωµα, αφού µεταφέρει τη ξανθίνη µε πολύ µεγαλύτερη 

ταχύτητα απ’ ό,τι ο YgfU(wt) (τριπλάσια ενεργότητα, σε συνθήκες 100 µΜ, 37 °C) ενώ µεταφέρει το 

ουρικό µε πιο µικρή ταχύτητα (50%, σε συνθήκες 1 mM, 25 °C) (Εικόνα 3.42). Σε κινητική ανάλυση 

βρέθηκε ότι ο T100A µεταφέρει ξανθίνη (37 °C) µε δεκαπλάσια Vmax απ’ ό,τι ο YgfU(wt) αλλά 

παρόµοια Km, ενώ µεταφέρει το ουρικό µε παρόµοια Vmax αλλά µειωµένη συγγένεια (διπλάσια Km) 

(Πίνακας 3.13). Τέλος, το µετάλλαγµα Τ100Α βρέθηκε ότι έχει σηµαντική ικανότητα πρόσληψης 

ξανθίνης ακόµα και στους 25 °C όπου ο YgfU(wt) έχει ελάχιστα ανιχνεύσιµη ενεργότητα (Εικόνα 

3.43).    
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Όπως και στην περίπτωση του YgfU(wt), λόγω της µικρής σχετικά συγγένειας για ξανθίνη (Km 

0.24 mΜ) δεν κατέστη δυνατό να γίνουν πειράµατα ανταγωνισµού πρόσληψης για τον έλεγχο της 

εξειδίκευσης του µεταλλάγµατος T100A. 

Συνολικά, η Thr-100 (TM3) φαίνεται να είναι σηµαντική για την εξειδίκευση του µεταφορέα 

YgfU ως προς το ουρικό, εφόσον η αντικατάστασή της µε Ala (και, σε µικρότερο βαθµό, µε Ser) 

επιτρέπει καλύτερη αναγνώριση και µεταφορά ξανθίνης σε σχέση µε το ουρικό. H αντικατάσταση µε 

Ala, ειδικά, επιτρέπει πολύ υψηλότερη ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης από τον YgfU(wt) και 

αντιστρέφει την προτίµηση υποστρώµατος µεταξύ ουρικού και ξανθίνης. Οι επιπτώσεις των 

αντίστοιχων αντικαταστάσεων στην Asn-93 του XanQ (Karena and Frillingos, 2009) ήταν παρόµοιες 

καθώς η παρουσία αµινοξέων µικρού µεγέθους στη θέση αυτή (Ala, Ser) επέτρεπε πρόσληψη ουρικού 

οξέος (ενός υποστρώµατος που δεν αναγνωρίζεται από τον XanQwt) καθώς και αναγνώριση 

αναλόγων που διαφέρουν από τη ξανθίνη στη θέση 8 του πουρινικού δακτυλίου. Άρα, και στις δύο 

περιπτώσεις, η εισαγωγή στη θέση αυτή της ΤΜ3 µιας πλευρικής οµάδας µικρού µεγέθους (Ala ή Ser) 

επιτρέπει διεύρυνση της εξειδίκευσης. 
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Εικόνα 3.42. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας για τα µεταλλάγµατα στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης στη 
θέση 100. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια 
pT7-5/ygfU-BAD που φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλαγές (T100A, T100S, T100N) συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και 
επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη (πάνω) ή η 
ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν µε SDS-
PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του προϊόντος της 
αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις µετανάστευσης 
πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). Παράλληλα, τα κύτταρα 
υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mM), στους 25 °C, και [3H]ξανθίνης (100 µΜ), 
στους 37 °C. Παρουσιάζονται οι καµπύλες χρονικής προόδου για την αντίδραση πρόσληψης ουρικού (κάτω αριστερά) και 
η σύγκριση των τιµών ενεργότητας (αρχικής ταχύτητας πρόσληψης υποστρώµατος) τόσο για το ουρικό όσο και για τη 
ξανθίνη (κάτω δεξιά). Για το ουρικό οξύ, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 10, 20 και 30 sec και µέγιστα 
επίπεδα (steady state) σε 1 - 2 min. Για την ξανθίνη, η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15, 30 sec και 
µέγιστα επίπεδα (steady state) σε 2 και 10 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα 
pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % 
επί των τιµών της YgfU-BAD  µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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Εικόνα 3.43. Ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης του µεταλλάγµατος T100A στους 37 °C και στους 25 °C. Κύτταρα E. 
coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5 που φέρουν τα 
αντίστοιχα γονίδια συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 
mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (100 µΜ), στους 
25 °C, και τους 37 °C. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από 
τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση.  

 

Ξανθίνη 
  Km   Vmax    Vmax/Km 

Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 

  
YgfU (37 °C)   300 ± 90  14 ± 4       46 
T100A (37 °C)  240 ± 5   132 ± 20      550 
T100S (37 °C)     nd     nd 
___________________________________________________________________________ 

 
 

Ουρικό οξύ 
  Km   Vmax    Vmax/Km 

    (mM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 

 
YgfU     0.5 ± 0.1  715 ± 81      1430 
T100A   0.9 ± 0.4  700 ± 160      777 
T100S   1.86 ± 0.7  296 ± 87      159 
___________________________________________________________________________ 

  
Πίνακας 3.13. Τιµές Km και Vmax των των µεταλλαγµάτων του YgfU στη θέση Thr-100.  Κύτταρα E. coli T184 που 
εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης (0.1 - 250 µΜ) στους 25 °C και 
τους 37 °C, και µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (0.05- 2mΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης 
προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) 
αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι παράµετροι Κm και Vmax εξήχθησαν από 
διαγράµµατα Michaelis- Menten χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές 
αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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3.3.2. Σηµειακή µεταλλαξιγένεση του YgfU και του XanQ σε θέσεις σηµαντικών 
καταλοίπων του XanQ που διαφέρουν στον YgfU  

 

Οι 23 θέσεις που έχουν προσδιορισθεί ως σηµαντικές από τη συστηµατική µεταλλαξιγένεση 

του XanQ εµφανίζουν υψηλό βαθµό εξελικτικής συντήρησης στην οικογένεια NAT/NCS2 (Πίνακας 

1.1, Εισαγωγή). Στον YgfU, µόνο 9 από τα 31 κατάλοιπα που βρίσκονται στις θέσεις αυτές διαφέρουν 

από τα αντίστοιχα του XanQ. Συγκεκριµένα, πρόκειται για τις εξής θέσεις καταλοίπων: Asn-93, Gln-

258, Thr-261, Ala-273, Asp-276, Ser-284, Asn-326, Gly-333 και Asn-430 (κατάλοιπα του XanQ που 

έχουν καταγραφεί ως σηµαντικά για την ενεργότητα, εξειδίκευση αναγνώρισης αναλόγων ξανθίνης, ή 

ευαισθησία σε απενεργοποίηση από Ν-αιθυλοµηλεϊµίδιο), όπου η αλληλουχία του οµόλογου 

µεταφορέα YgfU διαφέρει, έχοντας Thr-100, Ser-256, Val-259, Ser-271, Met-274, Val-282, Val-320, 

Arg-327 και Ser-426, αντίστοιχα. Οι διαφορές αυτές (βλ. Εικόνα 3.24) εντοπίζονται κυρίως στο 

µοτίβο-υπογραφή (Val/Asn-320, Arg/Gly-327) και στην ευρύτερη περιοχή ανοδικά του µοτίβου που 

περιλαµβάνει την έλικα TM8 (Ser/Gln-256, Val/Thr-259, Ser/Ala-271, Met/Asp-274) και την 

υδρόφιλη συνδετική περιοχή TM8-TM9a (Val/Ser-282), καθώς και στις έλικες ΤΜ3 (Thr/Asn-100) 

και ΤΜ12 (Ser/Asn-426). Όπως έχει φανεί από παλαιότερες µελέτες µε άλλες οικογένειες 

διαµεµβρανικών µεταφορέων (Tavoulari and Frillingos, 2008), τέτοιες διαφορές σε δυνητικώς 

σηµαντικά κατάλοιπα µπορεί να χρησιµοποιηθούν σαν ένας αρχικός κύκλος µεταλλαξιγένεσης για να 

ερευνηθεί η µοριακή βάση των αντίστοιχων διαφορών εξειδίκευσης.  

Ακολουθώντας αυτή τη λογική, έγινε στοχευµένη σηµειακή µεταλλαξιγένεση των 9 δυνητικά 

σηµαντικών θέσεων καταλοίπων σε κάθε µεταφορέα ξεχωριστά, δηλαδή κατασκευάσθηκαν 

µεταλλάγµατα του YgfU όπου τα κατάλοιπα των σηµαντικών θέσεων αντικαταστάθηκαν µε τα 

αντίστοιχα του XanQ και µεταλλάγµατα του XanQ όπου τα κατάλοιπα των σηµαντικών θέσεων 

αντικαταστάθηκαν µε τα αντίστοιχα του YgfU. Κατασκευάσθηκαν έτσι 15 νέα µεταλλάγµατα, 9 για το 

YgfU και 6 για το XanQ, τα οποία, µαζί µε τρία µεταλλάγµατα του XanQ (N93T, D276M, G333R) 

που υπήρχαν στο εργαστήριό µας από προηγούµενες µελέτες, εξετάστηκαν ως προς το λειτουργικό 

τους προφίλ.  
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3.3.2.1. Mεταλλαξιγένεση του YgfU σε δυνητικά σηµαντικές θέσεις καταλοίπων που διαφέρουν 

στον XanQ  

 

Στο γενετικό υπόβαθρο του YgfU, τα κατάλοιπα των 9 σηµαντικών θέσεων αντικαταστάθηκαν 

µε µεταλλαξιγένεση από τα αµινοξέα που απαντώνται στον XanQ, δηλ. χρησιµοποιήθηκε το ήδη 

κατασκευασµένο T100N και κατασκευάστηκαν τα µεταλλάγµατα, S256Q, V259T, S271A, M274D, 

V282S, V320N, R327G και S426N. Μετά την επιβεβαίωση των αλληλουχιών, τα µεταλλάγµατα του 

YgfU ελέγχθηκαν για την ικανότητα µεταφοράς ουρικού οξέος και τα επίπεδα έκφρασης στη 

µεµβράνη. Τα µεταλλάγµατα T100N, S271A, M274D, και V282S δεν εκφράζονται καθόλου στη 

µεµβράνη. Από τα υπόλοιπα, που εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα, το V320N είναι ανενεργό, και τα  

S256Q, T259V, R327G και S426N εµφανίζουν υψηλή ενεργότητα µεταφοράς ουρικού σε επίπεδα 

παρόµοια µε αυτά του YgfU(wt) (Εικόνα 3.44). Η ανάλυση κινητικής στα ενεργά µεταλλάγµατα 

δείχνει ότι τα S256Q και T259V διαφέρουν ελάχιστα από τον YgfU, έχοντας παρόµοιες κινητικές 

σταθερές για πρόσληψη ουρικού (Km 0.79 ± 0.13 mM, Vmax 698 ± 50 nmol.mg-1.min-1 και Km 0.77 ± 

0.31 mM, Vmax 808 ± 150 nmol.mg-1.min-1, αντίστοιχα), ενώ τα R327G και S426N έχουν µειωµένη 

συγγένεια για ουρικό οξύ (Km 1.9 - 2.2 mM) (Πίνακας 3.14). Από την άλλη πλευρά, τα ενεργά 

µεταλλάγµατα µεταφέρουν ξανθίνη σε ανιχνεύσιµα αλλά πολύ χαµηλά επίπεδα, παρόµοια µε αυτά του 

YgfU(wt), και δεν υπάρχει ένδειξη ότι µπορεί να αλλάζει η προτίµηση επιλογής υποστρώµατος 

µεταξύ ουρικού και ξανθίνης (Εικόνα 3.45).  

Συνολικά, είναι ενδιαφέρον ότι από τη σειρά των 9 µεταλλαγµάτων του YgfU, αυτά που έχουν 

δραµατική επίπτωση στη δοµική σταθερότητα και δίνουν µηδενική έκφραση στη µεµβράνη 

εντοπίζονται στο κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας ΤΜ8 (S271A, M274D, V282S) και στην έλικα 

ΤΜ3 (Τ100Ν), ενώ το V320N που οδηγεί σε πλήρη απενεργοποίηση είναι στο µοτίβο-υπογραφή 

δίπλα στις συντηρηµένες θέσεις Asn-325 και Gln-324 που έχει προταθεί ότι εµπλέκονται στη 

δέσµευση υποστρώµατος τόσο στον UapA όσο και στον XanQ (Georgopoulou et al., 2010). Αντίθετα, 

δεν επηρεάζουν καθόλου τα µεταλλάγµατα που εντοπίζονται στην περιπλασµική πλευρά της TM8 

(S256Q, T259V), αλλά ούτε και στην έλικα ΤΜ12 στη θέση της Asn/Ser-430 που φαίνεται να 

βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης τόσο στον XanQ όσο και στον UapA (S426N) ή στη θέση της 

Gly/Arg-333 του µοτίβου-υπογραφή που έχει συνδεθεί από τα πειράµατα του XanQ και του UapA µε 

τον καθορισµό της εξειδίκευσης (R327G).  
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Τα αποτελέσµατα αυτά δεν µας δίνουν κάποια ένδειξη για πιθανούς µοριακούς καθοριστές που 

συνεισφέρουν στη διαφορά εξειδίκευσης, αλλά θεωρούµε ότι στο µοριακό υπόστρωµα του YgfU 

ορισµένες σηµαντικές θέσεις καταλοίπων (όπως οι Gly/Arg-333 και Asn/Ser-430) συνεισφέρουν 

λιγότερο καθοριστικά και ο ρόλος τους θα µπορούσε να φανεί µόνο µε συνδυαστική µεταλλαξιγένεση. 

Αυτό το θέµα χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. Από την άλλη πλευρά, η πρώτη αυτή σειρά 

µεταλλαξιγένεσης του YgfU υποδεικνύει ότι κατάλοιπα του κυτταροπλασµατικού άκρου του ΤΜ8 και 

της αµέσως επόµενης περιοχής µπορεί να παίζουν καθοριστικό ρόλο στη δοµική οργάνωση του 

µορίου, πιθανόν µέσω ενδοµοριακών αλληλεπιδράσεων µε άλλες περιοχές, όπως είχε προταθεί για το 

µοτίβο E(A/S)xGDxxAT του ΤΜ8 στην περίπτωση του XanQ (Mermelekas et al., 2010).  

 
Εικόνα 3.44. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων του YgfU σε θέσεις δυνητικά σηµαντικών 
καταλοίπων που διαφέρουν στον XanQ. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό 
µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD που φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλαγές συνελέγησαν µε 
φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη 
(πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν 
µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του 
προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις 
µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (2 mM), στους 25 °C. Η 
αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 10, 20 και 30 sec και µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ουρικού (steady 
state) σε 1 - 2 min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις 
αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιµών της 
YgfU- BAD  µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
 

  
 



163 
 

 Km   Vmax    Vmax/Km 
 Περµεάση   (mM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 

___________________________________________________________________________ 
 

YgfU     0.5 ± 0.1  715 ± 81      1430 
S256Q   0.8 ± 0.1  698 ± 50      872 
T259V   0.77 ± 0.31  808 ± 150      1049 
R327G   2.2 ± 0.98  2064 ± 565      938 
S426N   1.86 ± 0.9  1761 ± 522      946 
V320N         nd        nd    
___________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.14. Τιµές Km και Vmax µεταλλαγµάτων του YgfU σε θέσεις δυνητικά σηµαντικών καταλοίπων που 
διαφέρουν στον XanQ. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού 
µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (0.05- 2mΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 - 
20 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες 
τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis- Menten 
χρησιµοποιώντας το υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
 
 

 
Εικόνα 3.45. Ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης για µεταλλάγµατα του YgfU σε θέσεις δυνητικά σηµαντικών 
καταλοίπων. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό µελέτη περµεασών από 
πλασµίδια pT7-5/ygfU-BAD που φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλαγές συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν 
σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης ανά mL) και υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού 
µεταφοράς [3H]ξανθίνης (100 µΜ), στους 37 °C. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15 και 30 sec. Οι τιµές 
του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά επί των τιµών της XanQ- BAD  µε τις 
αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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3.3.2.2. Mεταλλαξιγένεση του XanQ σε δυνητικά σηµαντικές θέσεις καταλοίπων που διαφέρουν 

στον YgfU 

 

Στο γενετικό υπόβαθρο του XanQ, έγιναν αντίστροφες αντικαταστάσεις στις 9 θέσεις 

σηµαντικών καταλοίπων του XanQ όπου ο YgfU διαφέρει, ώστε να ελεγχθεί αν προκύπτουν 

συγκεκριµένες διαφορές στην ενεργότητα ή εξειδίκευση. Συγκεκριµένα, κατασκευάσθηκαν τα 

µεταλλάγµατα του XanQ Q258S, V261T, A273S, S284V, N326V και N430S, τα οποία ελέγχθηκαν ως 

προς την έκφραση και τη λειτουργικότητα, παράλληλα µε τα N93T (Karena and Frillingos, 2009), 

D276M (Mermelekas et al., 2010) και G333R (Georgopoulou et al., 2010), που είχαν κατασκευασθεί 

στα πλαίσια προηγούµενων µελετών του εργαστηρίου. Όλα τα µεταλλάγµατα εκφράζονται στη 

µεµβράνη των E. coli T184 σε υψηλά επίπεδα. Από αυτά, χαµηλές έως µηδενικές τιµές ενεργότητας 

για ξανθίνη εµφανίζουν τα 4, δηλαδή τα Ν93Τ και Ν430S (<15% του XanQ), το σχεδόν ανενεργό 

D276M και το ανενεργό Q258S, ενώ τα υπόλοιπα έχουν υψηλή ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης (τα 

V261T, S284V, G333R και N326V έχουν 40-60%, ενώ το A273S ~100%) (Εικόνα 3.46). Kανένα από 

τα µεταλλάγµατα δε µεταφέρει ουρικό οξύ. Περαιτέρω κινητική ανάλυση των ενεργοτήτων 

µεταφοράς ξανθίνης αποκαλύπτει ότι τα V261T, S284V και G333R έχουν παρόµοια Km και Vmax µε 

τον XanQ, ενώ τα N93T (Km ~ 12 µΜ), N326V (Km ~ 12 µΜ), N430S (Km ~ 12 µΜ) και A273S (Km 

24 µΜ) έχουν µειωµένη συγγένεια για ξανθίνη σε σχέση µε τον XanQwt (Πίνακας 3.15). 

Συνολικά, βλέπουµε ότι η επίδραση των «κατοπτρικών» αντικαταστάσεων του XanQ είναι 

λιγότερο έντονη (ιδιαίτερα ως προς την έκφραση στην µεµβράνη) σε σχέση µε τις αντίστοιχες 

αντικαταστάσεις του YgfU. Ως προς την ενεργότητα, τα µεταλλάγµατα του XanQ που οδηγούν σε 

δραµατική αναστολή ή απενεργοποίηση εντοπίζονται στην έλικα ΤΜ8 (Q258S, D276M), ενώ αυτά 

που εµφανίζουν µειωµένη συγγένεια για τη ξανθίνη είναι στις έλικες ΤΜ3 (Ν93Τ), ΤΜ8 (A273S), 

ΤΜ12 (N430S) και στο µοτίβο-υπογραφή (N326V). Βέβαια, όπως είναι γνωστό από προηγούµενες 

µελέτες του εργαστηρίου µας, δύο από αυτά τα µεταλλάγµατα επηρεάζουν το προφίλ εξειδίκευσης, 

δηλαδή το N93T µειώνει τη συγγένεια για όλα σχεδόν τα ανάλογα πουρινών (Karena and Frillingos, 

2009), ενώ το G333R αναγνωρίζει ανάλογα που διαφέρουν από τη ξανθίνη στις θέσεις 7 ή 8 του 

πουρινικού δακτυλίου και εν µέρει το ουρικό (Georgopoulou et al., 2010). Ωστόσο, όπως αποδείξαµε 

στη παρούσα διατριβή, κανένα από αυτά τα µεταλλάγµατα δε µεταφέρει ουρικό και δεν υπάρχει 

ένδειξη για µεταβολή του λειτουργικού προφίλ του ενός µεταφορέα σε αυτό του άλλου. Ξεκινώντας 

από τα δεδοµένα που παρουσιάσαµε για τις µονές µεταλλαγές, είναι πιθανό ότι περαιτέρω µελέτες 
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συνδυαστικής µεταλλαξιγένεσης ή κατασκευής χιµαιρικών YgfU/XanQ µεταφορέων θα οδηγήσουν 

τελικά στον αναλυτικότερο προσδιορισµό των διαφορετικών καταλοίπων και περιοχών του µορίου 

που ελέγχουν τον τρόπο αναγνώρισης της θέσης 8 του ιµιδαζολικού δακτυλίου και τη διάκριση µεταξύ 

ουρικού (υπόστρωµα του YgfU) και ξανθίνης (υπόστρωµα του XanQ).    

 
Εικόνα 3.46. Ανάλυση της έκφρασης και της ενεργότητας µεταλλαγµάτων του XanQ σε θέσεις σηµαντικών 
καταλοίπων που διαφέρουν στον YgfU. Κύτταρα E. coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση των υπό 
µελέτη περµεασών από πλασµίδια pT7-5/xanQ-BAD που φέρουν τις αντίστοιχες µεταλλαγές συνελέγησαν µε 
φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν στο κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα για να προσδιορισθεί η έκφραση στη µεµβράνη 
(πάνω) ή η ενεργότητα (κάτω). Κλάσµατα κυτταρικών µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) αναλύθηκαν 
µε SDS-PAGE (12%) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000, και οπτικοποίηση του 
προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι θέσεις 
µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
Παράλληλα, τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3H]ξανθίνης (1 µΜ), στους 25 °C. Η αρχική 
ταχύτητα πρόσληψης (V0) µετρήθηκε σε 15, 30 sec και µέγιστα επίπεδα συσσώρευσης ξανθίνης (steady state) σε 2 και 10 
min. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες 
τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως ποσοστά % επί των τιµών της XanQ(wild-type)-BAD  
µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα.  
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  Km   Vmax    Vmax/Km 

Περµεάση   (µM)         (nmol min-1  mg -1)     (µL min-1 mg -1 protein) 
___________________________________________________________________________ 

  
XanQ (wt)   4.6 ± 0.3  6.4 ± 0.5     1391 
N93T   11.6 ± 2.9  5.0 ± 0.4     431 
V261T    7.4 ± 0.7  23.2 ± 0.8     3135 
N326V    11.4 ± 1.4  23.1 ± 1.0     2026 
N430S    12.0 ± 1.3  6.6 ± 0.3     550 
A273S    24.1 ± 0.5  113 ± 3.5     4688 
S284V    5.1 ± 0.5  8.8 ± 0.3     1725 
G333R    2.8 ± 0.3  2.4 ± 0.2     857 
D276M          nd        nd 
Q258S          nd        nd 
___________________________________________________________________________ 

 
Πίνακας 3.15. Τιµές Km και Vmax µεταλλαγµάτων του XanQ σε θέσεις σηµαντικών καταλοίπων που διαφέρουν στον 
YgfU. Κύτταρα E. coli T184 που εκφράζουν τις κατασκευές υποβλήθηκαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [3Η]ξανθίνης 
(0.1 - 100 µΜ) στους 25 °C. Οι αρχικές ταχύτητες (V0) πρόσληψης προσδιορίστηκαν στα 5 - 20 sec. Οι τιµές του 
αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των 
δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι Κm και Vmax εξήχθησαν από διαγράµµατα Michaelis- Menten χρησιµοποιώντας το 
υπολογιστικό πρόγραµµα Prism 4, µε τις αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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4.1 Συµβολή της παρούσας διατριβής στην ανάλυση της οικογένειας 
ΝΑΤ 

 

Η παρούσα διατριβή συµβάλλει στη διαλεύκανση των σχέσεων δοµής- λειτουργίας της 

οικογένειας ΝΑΤ/NCS2, µε δύο τρόπους: αφενός, µε τον λειτουργικό χαρακτηρισµό νέων οµολόγων 

µεταφορέων, που εµπλουτίζουν τη βάση µελέτης για την εξελικτικά ευρεία αυτή οικογένεια και, 

αφετέρου, µε την αναγνώριση νέων µοριακών περιοχών και πλευρικών οµάδων αµινοξέων που είναι 

σηµαντικές στο µηχανισµό ενεργού µεταφοράς και εξειδίκευσης, τόσο στον µεταφορέα ξανθίνης 

XanQ (Karatza and Frillingos, 2005), ο  οποίος χρησιµοποιείται σαν µοντέλο µελέτης στο εργαστήριό 

µας, όσο και στον µεταφορέα ουρικού YgfU που έχει χαρακτηριστεί λειτουργικά µε την παρούσα 

διατριβή.  

Στην πρώτη ενότητα της εργασίας, η συστηµατική ανάλυση του διαµεµβρανικού τµήµατος 

ΤΜ12 του XanQ αποκαλύπτει δύο κατάλοιπα σηµαντικά για τη λειτουργία του µεταφορέα, τα Ile-432 

και Asn-430, στο µέσο της πιθανής έλικας, τα οποία είναι σηµαντικά για την εξειδίκευση του 

µεταφορέα και το Asn-430 βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης. Στη δεύτερη ενότητα, 

χαρακτηρίστηκαν λειτουργικά µια σειρά από νέους µεταφορείς NAT, από βακτηριακά οµόλογα 

συγγενικά του XanQ, δηλαδή 2 νέοι µεταφορείς από την E. coli, ένας µεταφορέας ουρικού οξέος 

χαµηλής συγγένειας (YgfU) και ένας µεταφορέας ξανθίνης χαµηλής συγγένειας (RutG), 3 µεταφορείς 

από το ριζόβιο αζωτοδεσµευτικό βακτήριο Sinorhizobium meliloti οι οποίοι είναι µεταφορείς ουρικού 

(X28, WQ0) ή ουρικού και ξανθίνης (LL9), καθώς και δύο οµόλογα από ακραιόφιλους οργανισµούς, 

ο µεταφορέας ουρικού PsyhT από τον ψυχρόφιλο Psychrobacter cryohalolentis και ο µεταφορέας 

ξανθίνης MoorT από το θερµόφιλο κλοστρίδιο Moorella thermoacetica. (Εικόνα 4.1). Στην τρίτη 

ενότητα, επιχειρήσαµε να εφαρµόσουµε µια προσέγγιση για την αποκάλυψη µοριακών µηχανισµών 

που είναι υπεύθυνοι για τις διαφορές εξειδίκευσης µεταξύ συγγενικών οµολόγων, βασιζόµενοι στην 

οµάδα των δυνητικά σηµαντικών καταλοίπων που έχουν βρεθεί από τη µεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής 

σάρωσης του XanQ. Από την πρώτη αυτή προσέγγιση, που περιλάµβανε στοχευµένη µεταλλαξιγένεση 

του µεταφορέα ουρικού YgfU και εισαγωγή των «αντίστροφων» αντικαταστάσεων στις αντίστοιχες 

θέσεις του XanQ, πήραµε στοιχεία που αναδεικνύουν κυρίως το ρόλο της Thr-100 (Asn-93 στον 

XanQ), στο µέσο της έλικας ΤΜ3, για τον καθορισµό της επιλογής υποστρώµατος µεταξύ 

ουρικού/ξανθίνης.  
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Εικόνα 4.1. Φυλογενετικό δενδρόγραµµα µελών της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2. Το δέντρο υπολογίστηκε µε το πρόγραµµα 
Mega 3.0. Οµόλογα που έχουν χαρακτηριστεί λειτουργικά φαίνονται σε µπλε πλαίσιο (όσα ήταν γνωστά πριν την παρούσα 
διατριβή) και κόκκινο πλαίσιο (αυτά που χαρακτηρίσθηκαν στην παρούσα διατριβή), ενώ σε πορτοκαλί πλαίσιο φαίνονται 
τα υπόλοιπα οµόλογα της E. coli που µελετήθηκαν αλλά για τα οποία δε βρέθηκε κάποια πιθανή λειτουργία.    
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4.2 Συµµετοχή της  έλικας ΤΜ12 στον µοριακό µηχανισµό του XanQ  
 

Με χρήση της µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης στην έλικα TM12 του XanQ και µε 

εκτενείς σηµειακές µεταλλαξιγενέσεις σε θέσεις που θεωρήθηκαν ως σηµαντικές, ανακαλύφθηκαν δύο 

κατάλοιπα που είναι σηµαντικά για την λειτουργία του µορίου, τα Asn-430 και Ile-432 τα οποία 

βρίσκονται στο µέσο της πιθανής διαµεµβρανικής έλικας. Αν και δεν είναι αναντικατάστατα, φαίνεται 

ότι προκαλούν συγκεκριµένους στερεοχηµικούς περιορισµούς στη δέσµευση του υποστρώµατος ή 

αναλόγων του, οι οποίοι οδηγούν σε µεταλλάγµατα µε µειωµένη ή καθόλου ενεργότητα και µειωµένη 

συγγένεια για τη µεταφορά ξανθίνης και την αναγνώριση αναλόγων µε ογκώδεις υποκαταστάτες. 

Τέτοιοι περιορισµοί πιθανότατα επιδρούν άµεσα στην περίπτωση του Asn-430, όπως αποδεικνύουν τα 

πειράµατα επίδρασης αλκυλιωτικών αντιδραστηρίων (ΝΕΜ), όµως φαίνεται ότι η επίδραση είναι 

έµµεση στην περίπτωση του Ile-432 το οποίο βρίσκεται στην αντίθετη πλευρά της προβλεπόµενης 

έλικας. Σε κάθε περίπτωση, φαίνεται ότι τα Asn-430 και Ile-432 per se ή ο σχετικά πολικός 

χαρακτήρας της αντίστοιχης πλευρικής αλυσίδας δεν είναι αναντικατάστατα για τη µεταφορά 

ξανθίνης, αποκλείοντας την άµεση συµµετοχή των θέσεων αυτών στην πρόσδεση ξανθίνης µέσω 

ειδικών υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (Ile-432) ή δεσµών υδρογόνου (Asn-430).  

 

Η Asn-430 βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης 
 

Ως προς την Asn-430, τα ευρήµατά µας ότι το µετάλλαγµα µοναδικής κυστεΐνης N430C είναι 

πολύ ευαίσθητο σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ (IC50 10µΜ) και ότι παρουσία ενός µη-

µεταφερόµενου υψηλής συγγένειας αναλόγου ξανθίνης, της 2-θειοξανθίνης, προστατεύει απόλυτα από 

την επίδραση αυτή, οδηγούν στο συµπέρασµα ότι αυτό το κατάλοιπο βρίσκεται κοντά στο κέντρο 

δέσµευσης του υποστρώµατος. Το γεγονός ότι το φυσιολογικό υπόστρωµα, η ξανθίνη, δεν 

προστατεύει σε παρόµοιες συνθήκες (≤ 1mM) (Εικόνα 3.14) µπορεί να σηµαίνει ότι η συγγένεια 

πρόσδεσης της ξανθίνης είναι χαµηλότερη από αυτή της 2-θειοξανθίνης, ή ότι λόγω της µεγάλης 

ταχύτητας µεταφοράς το µεταφερόµενο υπόστρωµα µένει για λιγότερο χρόνο στο κέντρο δέσµευσης 

από ένα µη-µεταφερόµενο ανάλογο, οπότε δεν παρουσιάζει κάποια ανάλογη προστασία. Παρόµοια 

εικόνα, δηλαδή υψηλή ενεργότητα, ευαισθησία σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ και άλλα 

αλκυλιωτικά αντιδραστήρια, και απόλυτη προστασία από την απενεργοποίηση από ένα µη-

µεταφερόµενο ανάλογο υψηλής συγγένειας αλλά µικρότερη προστασία από το µεταφερόµενο 
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υπόστρωµα, έχει παρατηρηθεί και σε άλλη µία περίπτωση µεταλλάγµατος δευτερογενούς µεταφορέα. 

Πρόκειται για το Cys-148 στην περµεάση λακτόζης LacY της E. coli (Frillingos et al., 1998), το οποίο 

είχε προταθεί ότι βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης και αυτή η εγγύτητα αποδείχθηκε τελικά µε 

την επίλυση της δοµής της LacY (Abramson et al., 2003; Guan et al., 2007).  

 

Η Ile-432 είναι απαραίτητη για την εξειδίκευση ενώ Ile-432 και Asn-430 δρουν 

συνδυαστικά για την επιλεκτικότητα ως προς τη µεταφορά ξανθίνης 
 

Ως προς το Ile-432, το οποίο βρίσκεται στην άλλη πλευρά της διαµεµβρανικής α-έλικας αλλά 

στο ίδιο βάθος στη µεµβράνη µε το Asn-430, τα αποτελέσµατά µας από την εκτενή µεταλλαξιγένεση 

δείχνουν ότι µπορεί να επηρεάζει τη δέσµευση του υποστρώµατος στο κέντρο δέσµευσης έµµεσα. 

Απαιτείται στη συγκεκριµένη θέση ένα κατάλοιπο µε πλευρική αλυσίδα συγκεκριµένου µεγέθους και 

προσανατολισµού για να επιτρέπεται η σωστή πρόσδεση και µεταφορά του υποστρώµατος. Μια 

αντικατάσταση της Ile-432 που δίνει πιο µεγάλο όγκο ή παρόµοιο όγκο και διαφορετικό 

προσανατολισµό πλευρικής οµάδας (όπως Phe, Trp, Met ή ακόµα και Leu) οδηγεί σε απενεργοποίηση 

γιατί µπορεί να εµποδίζει έµµεσα την πρόσδεση ή µεταφορά του υποστρώµατος, µέσω στερεοχηµικών 

παρεµποδίσεων και ανεπιθύµητης αναδιάταξης των ελίκων που επηρεάζουν το κατάλοιπο Asn-430 το 

οποίο βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης. Για τον ίδιο λόγο αλλαγές της Ile-432 µε µικρότερο 

όγκο πλευρικής οµάδας (Ala, Ser, Thr, Val) µπορεί να επιτρέπουν την πρόσληψη ξανθίνης, έστω και 

µε µειωµένη συγγένεια, όµως εµποδίζουν την αναγνώριση αναλόγων ξανθίνης µε ογκώδεις 

αντικαταστάσεις στον πυριµιδινικό δακτύλιο, κάτι που φαίνεται ιδιαίτερα από την αδυναµία 

αναγνώρισης των αναλόγων 1-µεθυλοξανθίνη και 6-θειοξανθίνη (Πίνακας 3.3).  

Επιπλέον, πειραµατικά δεδοµένα από το εργαστήριό µας από την κατασκευή ενός χιµαιρικού 

µεταφορέα που περιέχει τις 11 πρώτες έλικες του XanQ και την δωδέκατη του UapA (N11-C1) και 

µεταλλαξιγένεση του χιµαιρικού µεταφορέα αυτού (Γεωργοπούλου Αικ., ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, υπό 

συγγραφή) υποδεικνύουν ότι τα κατάλοιπα Asn-430 και Ile-432 µπορεί να δρουν συνδυαστικά για τη 

ρύθµιση της εξειδίκευσης του XanQ ενώ σε ένα διαφορετικό ενδοµοριακό περιβάλλον, όπως αυτό της 

χίµαιρας N11-C1, µπορεί να είναι απαραίτητα για την εξασφάλιση της ενεργότητας µεταφοράς 

ξανθίνης. Συγκεκριµένα, ο χιµαιρικός µεταφορέας N11-C1 είναι ανενεργός και εκφράζεται ελάχιστα 

στη µεµβράνη. Όταν στις αντίστοιχες θέσεις του N11-C1 όπου υπάρχουν Thr ή Phe εισήχθη ξανά η 

Asn-430 (Τ526Ν) ή η Ile-432 (F528I), παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης στη µεµβράνη αλλά όχι 
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στην ενεργότητα. Όταν όµως εισήχθησαν και τα δύο κατάλοιπα µαζί (Τ526Ν/F528I) παρατηρήθηκε 

κανονική έκφραση στη µεµβράνη και µικρή αλλά σηµαντική ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης. 

Ωστόσο, ο µεταλλαγµένος αυτός µεταφορέας (N11/C1/Τ526Ν/F528I) είχε διαφορετικό προφίλ 

εξειδίκευσης από τον XanQ, κυρίως επειδή επέτρεπε την αναγνώριση αναλόγων µε τροποποιήσεις 

στις θέσεις 7 και 8 (7-µεθυλοξανθίνη, 8-µεθυλοξανθίνη, οξυπουρινόλη). Τα δεδοµένα αυτά 

υποδηλώνουν ότι οι δύο θέσεις στο µέσο της έλικας ΤΜ12 (Asn/Thr-430, Ile/Phe-432) δρουν 

συνδυαστικά για την εξασφάλιση της επιλεκτικότητας ως προς το ειδικό υπόστρωµα που µεταφέρεται 

(ξανθίνη) αλλά η βέλτιστη εξειδίκευση ως προς την αναγνώριση των αναλόγων ξανθίνης εξαρτάται 

και από άλλους µοριακούς καθοριστές στην έλικα ΤΜ12 (Γεωργοπούλου Αικ., ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, 

υπό συγγραφή). 

Αν και το δωδέκατο διαµεµβρανικό τµήµα δεν παρουσιάζει υψηλή συντήρηση στους 

µεταφορείς ΝΑΤ, είναι αξιοσηµείωτο ότι, στους µεταφορείς πουρινών της οικογένειας, στη θέση του 

Asn-430 συντηρείται ένα αµινοξύ µε δυνατότητα για δεσµούς υδρογόνου (Asn, Thr ή Ser) και στη 

θέση του Ile-432 συντηρείται ένα υδρόφοβο αµινοξύ (Ile, Phe ή Met), ενώ ανάµεσα στις 2 θέσεις 

παρεµβάλλεται πάντοτε Gly ή Pro. Στην αλληλουχία του µυκητιακού οµολόγου UapA, στις 

αντίστοιχες θέσεις των Ile-432 και Asn-430 υπάρχουν τα Phe-528 και Thr-526. Όπως έχει αναφερθεί 

στην Εισαγωγή (κεφάλαιο 1.3.3), η Phe-528 φαίνεται να λειτουργεί ως µοριακό «φίλτρο» για την 

αναγνώριση των κατάλληλων πουρινών στον UapA και τον αποκλεισµό των πουρινών που δεν είναι 

υποστρώµατα, χωρίς όµως να αποτελεί άµεσα τµήµα του κέντρου δέσµευσης (Vlanti et al., 2006). 

Είναι χαρακτηριστικό ότι η αντικατάσταση του αρωµατικού δακτυλίου της θέσης Phe-528 οδηγεί σε 

δυνατότητα πρόσληψης υποστρωµάτων που κανονικά δε µεταφέρονται από τον UapA, όπως γουανίνη 

κα υποξανθίνη, χωρίς όµως να επηρεάζεται η µεταφορά των φυσιολογικών υποστρωµάτων ουρικού 

και ξανθίνης (Amillis et al., 2001; Vlanti et al., 2006). Επίσης, έχει βρεθεί ότι και το κατάλοιπο Τhr-

526 «χαλαρώνει» την εξειδίκευση του µεταφορέα UapA, αλλά και πάλι χωρίς να επηρεάζεται η υψηλή 

συγγένεια του UapA για ουρικό οξύ και ξανθίνη (Papageorgiou et al., 2008). Εποµένως, τόσο στον 

XanQ όσο και στον UapA, τα δύο σηµαντικά κατάλοιπα της έλικας ΤΜ12 φαίνεται ότι συνεισφέρουν 

στην επιλεκτικότητα για τη βέλτιστη δέσµευση και µεταφορά πουρινών. Αυτός ο ρόλος είναι ίσως πιο 

καθοριστικός στον XanQ όπου η αναγνώριση του υποστρώµατος και των αναλόγων του υπόκειται σε 

περισσότερους στερεοχηµικούς περιορισµούς απ’ ό,τι στον UapA (Goudela et al., 2005).  
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Η έλικα ΤΜ12 αλληλεπιδρά µε το µοτίβο «υπογραφή» 
 

Τα συµπεράσµατα µέχρι τώρα προτείνουν ότι το µέσο της διαµεµβρανικής έλικας ΤΜ12 

βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης στην τριτοταγή δοµή (βλ. Εικόνα 3.16). Επιπλέον ευρήµατα 

στον UapA ενισχύουν την πρόταση αυτή καθώς βρέθηκε από µια σειρά διπλών µεταλλαγµάτων ότι το 

Phe-528 αλληλεπιδρά λειτουργικά µε το Gln-408 (Gln-324 στον XanQ) (Vlanti et al., 2006) στην 

περιοχή του µοτίβου «υπογραφή», ένα κατάλοιπο που συµµετέχει στη δέσµευση του υποστρώµατος 

(Koukaki et al., 2005), και µια εντελώς πρόσφατη µελέτη υποδεικνύει αλληλεπίδραση της συνδετικής 

περιοχής µεταξύ ΤΜ8-ΤΜ9 του UapA µε την υδρόφιλη θηλειά µεταξύ ΤΜ1-ΤΜ2 και µε την έλικα 

ΤΜ12 (Kosti et al., 2010). Η υψηλή συντήρηση του Gln-324 (αρίθµηση από τον XanQ) υποδηλώνει 

ότι µια παρόµοια αλληλεπίδραση µπορεί να συµβαίνει ανάµεσα στην περιοχή του µοτίβου 

«υπογραφή» και την έλικα ΤΜ12 και στον XanQ. Όντως, τα δεδοµένα από τις µελέτες µας µε τα 

διπλά µεταλλάγµατα δείχνουν µια τέτοια αλληλεπίδραση. Αν και το µονό µετάλλαγµα Q324E έχει 

χαµηλή συγγένεια πρόσληψης ξανθίνης και πολύ χαµηλή συγγένεια πρόσδεσης για όλα τα ανάλογα 

(Karatza et al., 2006), το διπλό µετάλλαγµα I432S/Q324E αναγνωρίζει όπως είδαµε 9-µεθυλοξανθίνη 

και οξυπουρινόλη και µε µικρότερη συγγένεια 2-θειοξανθίνη και 3-µεθυλοξανθίνη και επίσης 

αναγνωρίζει πουρίνες που δεν είναι κανονικά υποστρώµατα του XanQ, δηλαδή υποξανθίνη, αδενίνη 

και γουανίνη (Εικόνα 3.18). Παρόµοια εικόνα παρατηρείται και στο διπλό µετάλλαγµα F528S/Q408E 

στον UapA, που αναγνωρίζει κι αυτό υποστρώµατα τα οποία δεν µπορούν να αναγνωρισθούν από τα 

µονά µεταλλάγµατα, δείχνοντας διεύρυνση της εξειδίκευσης (Amillis et al., 2001; Vlanti et al., 2006). 

Άρα φαίνεται ότι υπάρχει µια λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο θέσεων στην έλικα ΤΜ12 

και στο µοτίβο «υπογραφή».  

Η ανάλυση της επίδρασης του χλωριούχου καδµίου στην ενεργότητα των περµεασών διπλών 

κυστεϊνών δεν οδηγεί σε σαφή συµπεράσµατα για το αν οι αντίστοιχες περιοχές της έλικας ΤΜ12 και 

του µοτίβου γειτνιάζουν µεταξύ τους στη τριτοταγή δοµή του µορίου, δείχνει ωστόσο ότι οι θέσεις 

των A323C και N430C αντιδρούν µε τα ιόντα Cd2+ και είναι προσβάσιµες από το υδρόφιλο 

εξωκυτταρικό περιβάλλον. Τα ιόντα καδµίου Cd2+ έχει δειχθεί ότι µπορούν να αντιδρούν µε την 

πλευρική αλυσίδα της Cys (Perez-Garcia et. al, 1996), και η συγγένεια της αλληλεπίδρασης Cys-Cd2+ 

ενισχύεται σηµαντικά, µε την ταυτόχρονη δέσµευση και δεύτερης κυστεΐνης µε το δισθενές κατιόν 

καδµίου, ώστε να σχηµατισθούν κέντρα συντονισµού για δέσµευση, του τύπου Cys-Cd-Cys (Bénitah 

et al., 1996). Η ιδιότητα αυτή των ιόντων καδµίου έχει αξιοποιηθεί για αρχικές µελέτες 
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προσβασιµότητας και ελέγχου της πιθανής γειτνίασης στην τριτοταγή δοµή συγκεκριµένων ζευγών 

καταλοίπων και σε άλλες διαµεµβρανικές πρωτεΐνες µεταφοράς (Brocke et al., 2001; Zomot et al., 

2005; Henry et al., 2006). Σε πρόσφατες µελέτες του εργαστηρίου µας, το διπλό µετάλλαγµα του 

XanQ E429C/H257C βρέθηκε ότι εµφανίζει σηµαντική αναστολή ενεργότητας µετά από επώαση µε 

CdCl2 (IC50 100 µΜ). Αυτό το αποτέλεσµα υποδηλώνει ότι οι θέσεις 429 (έλικα TM12) και 257 (έλικα 

TM8) είναι προσβάσιµες από το υδρόφιλο εξωκυτταρικό περιβάλλον, και ότι γειτνιάζουν στη δοµή 

της XanQ ώστε να µπορούν να δηµιουργούν από κοινού κέντρο συντονισµού για δέσµευση του 

καδµίου (Καρενά Α., 2009, Μεταπτυχιακή Εργασία Ειδίκευσης). Τέτοιο συµπέρασµα εγγύτητας δε 

µπορεί να εξαχθεί στην περίπτωση των A323C και N430C καθώς οι δύο θέσεις είναι από µόνες τους 

πολύ προσβάσιµες (IC50 13 µΜ και 10 µΜ αντίστοιχα) και το διπλό τους µετάλλαγµα δε διαφέρει 

πολύ από τα µονά, αν και εµφανίζει υψηλότερη ευαισθησία στο κάδµιο (IC50 2 µΜ). Μια τέτοια 

ισχυρή επίδραση του CdCl2 στις θέσεις αυτές δείχνει ότι ίσως δηµιουργείται ένα κέντρο συντονισµού 

µεταξύ της κυστεΐνης και κάποιας άλλης θέσης  αντίστοιχα προσβάσιµης από το υδατικό περιβάλλον, 

η οποία θα µπορούσε να είναι κάποιο κατάλοιπο His του XanQ, καθώς οι ιστιδίνες έχει επίσης 

προταθεί ότι µπορούν να συνεισφέρουν στο κέντρο συντονισµού του καδµίου (Bénitah et al., 1996). 

Σε κάθε περίπτωση, πάντως, η ισχυρή αναστολή που παρατηρείται µε τα ιόντα καδµίου για τα 

µεταλλάγµατα A323C, N430C και N430C/A323C υποδηλώνει ότι η δέσµευση του καδµίου εµποδίζει 

κάποια αλλαγή διαµόρφωσης που είναι απαραίτητη στον µηχανισµό δέσµευσης-µεταφοράς 

υποστρώµατος, πράγµα που επιβεβαιώνει, έµµεσα, τον καθοριστικό ρόλο της έλικας ΤΜ12 και του 

µοτίβου «υπογραφή» στη λειτουργία και στην εξειδίκευση του κέντρου δέσµευσης. 

Για τη διερεύνηση της εγγύτητας µεταξύ των περιοχών αυτών καθώς και άλλων περιοχών του 

µορίου του XanQ βρίσκονται σε εξέλιξη στο εργαστήριό µας πειράµατα διασταυρωτής σύνδεσης 

(cross linking) ενώ ξεκάθαρη εικόνα αναµένεται να δοθεί µε την πιθανή επίλυση της δοµής µε 

κρυσταλλογραφία, από συνεργαζόµενα εργαστήρια.  
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4.3 Νέα χαρακτηρισµένα οµόλογα από την οικογένεια ΝΑΤ/NCS2 – Νέα 

στοιχεία για φυσιολογικούς ρόλους µεταφορέων ΝΑΤ  
 

Με τον χαρακτηρισµό µιας σειράς νέων οµολόγων της οικογένειας ΝΑΤ (βλ. Εικόνα 4.1), 

διευρύνεται η βάση των λειτουργικών δεδοµένων που θα επιτρέψει σύγκριση µεταξύ περισσότερων 

µεταφορέων µε διαφορετικά προφίλ εξειδίκευσης, και µάλιστα στο ίδιο πειραµατικό σύστηµα 

(ετερόλογα εκφρασµένοι σε E. coli K-12 από IPTG-επαγόµενους φορείς). Ο µετέπειτα στόχος θα είναι 

να αξιοποιηθεί αυτή η πληροφορία για τη δηµιουργία ενός ολοκληρωµένου µοντέλου των σχέσεων 

δοµής-λειτουργίας και εξειδίκευσης για την οικογένεια NAT/NCS2, µέσω στοχευµένης µελέτης του 

ρόλου των σηµαντικών θέσεων καταλοίπων του XanQ που διαφέρουν ή συντηρούνται στους άλλους 

µεταφορείς. Παράλληλα, ωστόσο, τα νέα λειτουργικά δεδοµένα που παρουσιάζουµε έχουν ενδιαφέρον 

σε σχέση µε τη φυσιολογία των µικροοργανισµών και των αντίστοιχων µεταφορέων ουρικού ή 

ξανθίνης, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις των YgfU (E. coli), RutG (E. coli) και LL9 (S. meliloti).    

  

Ο YgfU είναι µεταφορέας ουρικού οξέος χαµηλής συγγένειας: Μπορεί το ουρικό 

οξύ να αξιοποιείται καταβολικά στην E. coli ; 
 

Από τα 10 οµόλογα NAT της E. coli, µόνο ένα (το YicO) δεν ανιχνεύεται καθόλου στη 

µεµβράνη µετά από εφαρµογή του πρωτοκόλλου υπερέκφρασης στο πειραµατικό µας σύστηµα, 

αφήνοντας την πιθανότητα ότι µπορεί να είναι ψευδογονίδιο. Από τα υπόλοιπα, για τα 4 τα οποία δεν 

διατηρούν σε σηµαντικό βαθµό το µοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας (Εικόνα 3.22), δεν βρέθηκε 

καµιά πιθανή λειτουργία. Από τα 5 οµόλογα που µένουν, τα 3 χαρακτηρίσθηκαν ως µεταφορείς 

ξανθίνης (XanQ, XanP, RutG), ενώ το 1 (UraA) φαίνεται να είναι µεταφορέας ουρακίλης αλλά 

λειτουργεί µε διευκολυνόµενη διάχυση και όχι ενεργό µεταφορά (Εικόνα 3.29). Ένα από τα οµόλογα 

αυτά, ο YgfU, βρέθηκε ότι είναι ένας υψηλής απόδοσης αλλά χαµηλής συγγένειας µεταφορέας 

ουρικού οξέος (Km 0.3 mM), ενώ έχει πολύ µικρή ενεργότητα για µεταφορά ξανθίνης, και µόνο στους 

37 oC (Εικόνα 3.28). Το αποτέλεσµα αυτό είναι από µόνο του σηµαντικό, καθώς είναι η πρώτη φορά 

που χαρακτηρίζεται ένας µεταφορέας ουρικού οξέος στην E. coli και γενικότερα στα εντεροβακτήρια, 

ενώ δεν είναι γνωστοί οι πιθανοί µηχανισµοί καταβολισµού του ουρικού οξέος στην E. coli.  
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Από τις πουρίνες, η E. coli έχει δειχθεί ότι µπορεί να χρησιµοποιήσει µόνο την αδενίνη ως 

µοναδική πηγή αζώτου σε αερόβιες συνθήκες, παράγοντας αλλαντοΐνη, και µπορεί επίσης να 

χρησιµοποιήσει την υποξανθίνη, τη γουανίνη ή την ξανθίνη για να ενδυναµώσει την αερόβια 

ανάπτυξη όταν χρησιµοποιείται αµµώνιο ή ασπαρτικό ως βασική πηγή αζώτου (Xi et al., 2000; 

Karatza and Frillingos, 2005). Επίσης, έχει δειχθεί ότι υπό αναερόβιες συνθήκες µπορεί να 

χρησιµοποιήσει την αλλαντοΐνη ως µοναδική πηγή αζώτου (Cusa et al., 1999). Προκύπτουν λοιπόν 

ερωτήµατα για το πώς παράγεται αλλαντοΐνη στην E. coli, και γιατί ένας οργανισµός να διαθέτει 

ενζυµική δραστικότητα αφυδρογονάσης ξανθίνης (XDH, Xi et al., 2000), η οποία µετατρέπει την 

υποξανθίνη σε ξανθίνη και µετά σε ουρικό οξύ, αποµακρύνοντας τις πουρίνες από τα µονοπάτια 

περίσωσης, αν δε διαθέτει τους µηχανισµούς εκείνους που θα αξιοποιήσουν το ουρικό οξύ (Εικόνα 

4.2). Γι’ αυτόν το λόγο η ύπαρξη ενός µεταφορέα ουρικού οξέος στην E. coli (YgfU) µπορεί να 

φαίνεται «ανούσια». Μια πρόσφατη µελέτη (Hennebry et al., 2006) στην προσπάθεια να αναζητήσει 

κάποιον φυσιολογικό ρόλο για το οµόλογο της TLP (Transthyretin-like protein) οικογένειας στην E. 

coli (YedX) το οποίο έχει προταθεί λόγω οµοιότητας µε το PucM του B. subtilis (Lee et al., 2005) ότι 

έχει δραστικότητα HIU υδρολάσης (Εικόνα 4.2), πρότεινε ότι ο ρόλος του ουρικού οξέος στην E. coli 

είναι η προστασία από οξειδωτικές (αντιµικροβιακές) ενώσεις και θεωρεί πιθανή την οξειδωτική µη 

ενζυµατική µετατροπή του ουρικού σε 5-υδροξυ-ισοουρικό (HIU). Κάτι τέτοιο φαίνεται να 

υποστηρίζεται από την περιπλασµατική τοποθέτηση του YedX, καθώς το HIU που µπορεί να 

παραχθεί από την αντιοξειδωτική προστασία του ουρικού οξέος χρησιµοποιείται άµεσα από το 

ένζυµο.  

 Κατά συνέπεια, η ύπαρξη ενός µεταφορέα ουρικού οξέος χαµηλής συγγένειας σαν τον YgfU 

θα µπορούσε να σχετίζεται µε την προστασία του κυττάρου υπό έντονα οξειδωτικές συνθήκες. 

Βέβαια, δεν είναι γνωστό πως θα µπορούσε να ρυθµίζεται φυσιολογικά η έκφραση του YgfU καθώς 

µπορεί να γίνεται επαγωγή του υπό αναερόβιες συνθήκες, κάτι που συµφωνεί µε τη δυνατότητα της E. 

coli να χρησιµοποιεί την αλλαντοΐνη ως µοναδική πηγή αζώτου σε αναερόβιες συνθήκες (Cusa et al., 

1999) (Εικόνα 4.1). Ένα δεδοµένο που ενισχύει αυτό το ενδεχόµενο είναι ότι, όπως δείχνει ανάλυση 

της αλληλουχίας µε το πρόγραµµα HHPRED, το διπλανό γονίδιο από το ygfU στο γονιδίωµα της E. 

coli, το ygfT, έχει δοµική οµοιότητα µε την αφυδρογονάση µυρµηκικού της E. coli (Fdh-N) η οποία 

επάγεται κατά την αναερόβια ανάπτυξη της E. coli παρουσία νιτρικού (Jormakka et al., 2002). 
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Εικόνα 4.2.  Υποθετικό σχήµα καταβολισµού των πουρινών στην E. coli. Ο καταβολισµός του αλλαντοϊκού 
(διακεκοµµένες γραµµές)  έχει υποτεθεί µόνο σε αναερόβιες συνθήκες  (Cusa et al., 1999; Xi et al., 2000). Τα 
ερωτηµατικά σηµαίνουν ένζυµα για τα οποία δεν έχουν βρεθεί αντίστοιχα γονίδια. Τα γονίδια που υπογραµµίζονται 
υπάρχουν στην οµάδα γονιδίων στην ίδια θέση του γονιδιώµατος όπου υπάρχουν και τα XanQ και YgfU (κάτω σχήµα).  
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Η πιθανότητα ενός αντιοξειδωτικού ρόλου για τον µεταφορέα ουρικού YgfU στην E. coli 

υπενθυµίζει τον αντιοξειδωτικό ρόλο που έχει προταθεί για µεταφορείς ΝΑΤ σε άλλους οργανισµούς. 

Στα θηλαστικά, ιδιαίτερα, ενώ ο µεταφορέας SVCT1 σχετίζεται περισσότερο µε τη ρύθµιση της 

οµοιόστασης του ασκορβικού σε όλο το σώµα µέσω διαιτητικής απορρόφησης και νεφρικής 

επαναπρόσληψης, ο SVCT2 σχετίζεται µε την πρόσληψη του ασκορβικού από µεταβολικά ενεργούς 

και εξειδικευµένους ιστούς που χρειάζονται αντιοξειδωτική προστασία (Savini et al., 2007). Επιπλέον 

πρόσφατες µελέτες απέδειξαν τη συµµετοχή του SVCT2 στην αντιοξειδωτική προστασία στον 

εγκέφαλο και το κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ) (Qiu et al., 2007; Varma et al., 2008). Επίσης, 

αντιοξειδωτικό ρόλος έχει προταθεί για τους πιθανούς οµόλογους µεταφορείς ουρικού σε ασπόνδυλα 

(Gournas and Diallinas, 2008). Είναι εξάλλου γνωστό ότι, παρουσία οξειδωτικών παραγόντων, το 

ουρικό οξύ µετατρέπεται µη ενζυµατικά σε 5-υδροξυ-ισοουρικό (HIU) και αλλαντοΐνη, κάτι το οποίο 

έχει παρατηρηθεί από την ύπαρξη αλλαντοΐνης στο πλάσµα πτηνών παρότι τα πτηνά δε διαθέτουν 

δράση ουρικάσης (Simoyi et al., 2003) και στους µύες µετά από εξαντλητική άσκηση (Hellsten et al., 

2001). Στον άνθρωπο, ως τελικό προϊόν του µεταβολισµού των πουρινών, το ουρικό οξύ είναι 

απαραίτητο για τη φυσιολογική λειτουργία των νεφρών αλλά και για τη δράση του ως αντιοξειδωτικό 

στον ορό του αίµατος (de Koning and Diallinas 2000, Enomoto et al., 2002a, 2002b,). Αρκετές 

µελέτες (Skinner et al., 1998; Santos et al., 1999; Scott and Hooper, 2001; Hellsten et al., 2001) έχουν 

αποδείξει ότι η µεγάλη συγκέντρωση του ουρικού οξέος στα σωµατικά υγρά προστατεύει από την 

οξείδωση. Μια τέτοια δράση έχει προταθεί ότι είναι η προστασία των ιστών από τις περοξυνιτρικές 

εκχύσεις των φλεγµονωδών κυττάρων (Scott and Hooper, 2001), καθώς και προστασία των µυϊκών 

κυττάρων από δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS) οι οποίες παράγονται κατά την έντονη 

δραστηριότητα (Hellsten et al., 2001).  
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Ο RutG δεν µεταφέρει ουρακίλη, αλλά είναι µεταφορέας ξανθίνης χαµηλής 

συγγένειας: Ποια είναι η σχέση του µε το οπερόνιο rut ; 

 

Το RutG βρέθηκε ότι είναι χαµηλής συγγένειας µεταφορέας ξανθίνης (Εικόνα 3.30) παρά την 

οµοιότητά του µε το µεταφορέα ουρακίλης UraA και σε αντίθεση µε µελέτες που δείχνουν ότι ανήκει 

στο οπερόνιο rut που είναι υπεύθυνο για ένα µονοπάτι καταβολισµού της ουρακίλης (Loh et al., 2006; 

Kim et al., 2010; Parales et al., 2010). Οι µελέτες του οπερονίου rut αποκαλύπτουν ένα νέο τρόπο 

καταβολισµού πυριµιδινών στα εντεροβακτήρια µέσω του οπερονίου rut το οποίο µπορεί να 

χρησιµοποιήσει τις πυριµιδίνες σε θερµοκρασία δωµατίου αλλά όχι στους 37 °C, µετατρέποντάς τες 

σε 3-υδροξυπροπιονικό (Εικόνα 4.3), το οποίο δε χρησιµοποιείται από την E. coli και αποβάλλεται. 

Μια σειρά από παραπροϊόντα όµως του µονοπατιού αυτού ίσως µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

καταβολικά (Kim et al., 2010). Κάθε γονίδιο του οπερονίου καταλύει µια αντίδραση του καταβολικού 

µονοπατιού ή αδρανοποιεί τοξικά ενδιάµεσα (Εικόνα 4.3).  

Το γονίδιο rutG, το οποίο σε άλλα πρωτεοβακτήρια απουσιάζει από το οπερόνιο, θεωρείται 

µεταφορέας πυριµιδινών, χωρίς όµως κάποια πειραµατική επιβεβαίωση. Το γεγονός αυτό σε 

συνδυασµό µε το ότι το οπερόνιο δε λειτουργεί σε θερµοκρασία 37 °C οδηγεί σε µια υπόθεση ότι ίσως 

το οπερόνιο rut χρησιµοποιεί ενδοκυττάριες πυριµιδίνες, ανακυκλώνοντας συστατικά του ίδιου του 

κυττάρου (όπως RNA) σε συνθήκες στις οποίες η E. coli βρίσκεται εκτός του εντέρου των 

θηλαστικών (Parales et al., 2010). Εποµένως, δεν υπάρχουν σαφείς ενδείξεις ότι ο RutG συµµετέχει 

στο οπερόνιο για την πρόσληψη εξωγενούς ουρακίλης. Η υπόθεση των  Parales et al. (2010) 

ενισχύεται από τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής όπου βρέθηκε ότι ο RutG µεταφέρει ξανθίνη 

αντί για ουρακίλη. Η λειτουργική συµπλήρωση του rutG µε το γονίδιο της 

φωσφοριβοσυλοτρανσφεράσης της ουρακίλης (upp) το οποίο καταναλώνει την ουρακίλη προωθώντας 

την στην οδό περίσωσης πυριµιδινών επίσης δεν οδηγεί σε ανιχνεύσιµη µεταφορά ουρακίλης. Αυτό το 

αποτέλεσµα υποδεικνύει ότι ο µεταφορέας RutG δεν µπορεί να επιτελέσει ούτε διευκολυνόµενη 

διάχυση (παθητική µεταφορά) ουρακίλης, σε αντίθεση µε το συγγενικό του οµόλογο UraA που 

φαίνεται ότι λειτουργεί επιτελώντας παθητική µεταφορά ουρακίλης σε συνδυασµό µε το ένζυµο Upp 

(Εικόνα 3.29).  
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Εικόνα 4.3. Το οπερόνιο rut στην E. coli και ο πιθανός του ρόλος στον καταβολισµό ουρακίλης (Parales et al., 2010), σε 
σχέση µε τα κλασικά µονοπάτια καταβολισµού ουρακίλης που ήταν γνωστά παλαιότερα (σε πλαίσιο, από Loh et al., 2006).  
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Ο LL9 είναι µεταφορέας ουρικού και ξανθίνης µε ευρεία εξειδίκευση: Μπορούν οι 

νουκλεοτιδικές βάσεις να συνεισφέρουν ως πηγές αζώτου στα ριζοβακτήρια;  
 

Τα ριζοβακτήρια που σχηµατίζουν αζωτοδεσµευτικά συµβιοσώµατα στις ρίζες των ψυχανθών 

δεν έχουν µελετηθεί ιδιαίτερα ως προς τους µηχανισµούς πρόσληψης και ανταλλαγής µεταβολιτών 

µεταξύ του βακτηριοειδούς και του φυτικού κυτταροπλάσµατος-ξενιστή. Με βάση πρωτεωµικές 

αναλύσεις, που συγκρίνουν κυρίως την τελική συµβιωτική µορφή (συµβιοσωµάτια) µε µη 

συµβιωτικές εργαστηριακές καλλιέργειες των ριζοβακτηρίων, φαίνεται ότι το βακτηριακό γονιδίωµα 

εκφράζει πολλούς µεταφορείς, κυρίως αµινοξέων αλλά και άλλους άγνωστης λειτουργίας που 

επάγονται µόνο στο συµβιωτικό σύστηµα (Djordjevic, 2004). Τέτοιοι µεταφορείς µπορεί να 

χρησιµεύουν για τροφοδοσία του µικροσυµβιώτη µε πηγές ενέργειας ή τροφοδοσία του φυτού µε 

αµµώνιο και αµινοµάδες που προέρχονται από την αζωτοδέσµευση. Ωστόσο, το σύστηµα της 

αζωτοδεσµευτικής συµβίωσης είναι πολύπλοκο και διαφέρει από είδος σε είδος ανάλογα µε τους 

συµβιώτες, καθώς και στα γονίδια και που ρυθµίζονται στα διάφορα στάδια του σχηµατισµού του 

φυµατίου (Stacey et al., 2006; Capela et al., 2006; Rodriguez-Llorente et al., 2009). 

Μια πολύ ενδιαφέρουσα διαφορά που παρατηρήσαµε σε σχέση µε τα πιθανά γονίδια 

µεταφορέων νουκλεοτιδικών βάσεων που υπάρχουν στα γνωστά γονιδιώµατα ριζοβακτηρίων 

(Πίνακας 3.9) είναι ότι διακρίνονται δύο οµάδες. Το Sinorhizobium meliloti και άλλα είδη που 

σχηµατίζουν µη-καθορισµένα φυµάτια (φυµάτια όπου η µεριστωµατική δραστηριότητα, συνεχίζεται 

διαρκώς και τελικά συνυπάρχουν όλα τα διαδοχικά στάδια συµβιωτικής αλληλεπίδρασης σε διακριτές 

ζώνες) (Εικόνα 4.4) έχουν έως και 4 οµόλογα των µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2 στο 

γονιδίωµά τους. Αντίθετα, το Mesorhizobium loti και άλλα είδη που σχηµατίζουν καθορισµένα 

φυµάτια (φυµάτια όπου η µεριστωµατική δραστηριότητα σταµατά µετά τα αρχικά στάδια επιµόλυνσης 

και δεν συνεχίζεται στο τελικό στάδιο του συµβιοσώµατος) δεν έχουν καθόλου γονίδια της 

οικογένειας NAT/NCS2.  

Τα οµόλογα NAT του S. meliloti, όπως αποδείχθηκε στην παρούσα διατριβή, είναι λειτουργικά 

και ιδιαίτερα ένα από αυτά (LL9) µπορεί να λειτουργεί πολύ αποδοτικά ως µεταφορέας τόσο 

ξανθίνης, µε υψηλή συγγένεια, παρόµοια µε του XanQ (Km 7 µM), όσο και ουρικού, µε χαµηλή 

συγγένεια (Km 0.9 mM) και, µάλιστα, µε ευρεία εξειδίκευση αφού αναγνωρίζει πολλά ανάλογα 

πουρινών (Εικόνα 3.33). Με βάση τη διαφορά στη φυσιολογία µεταξύ των ειδών µε µη-καθορισµένα 

και των ειδών µε καθορισµένα φυµάτια, θα µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι οι πουρίνες που 
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αναγνωρίζει ο µεταφορέας LL9 χρησιµοποιούνται ως πηγές αζώτου από τα αναπτυσσόµενα 

(µεριστωµατικά) κύτταρα του S. meliloti είτε στο συµβιωτικό φυµάτιο είτε και σε ελεύθερη 

βακτηριακή καλλιέργεια. Στο θέµα αυτό δεν υπάρχει καµιά βιβλιογραφική αναφορά µέχρι σήµερα. 

Για να κατανοηθεί η πιθανή φυσιολογική σηµασία που µπορεί να έχουν οι µεταφορείς νουκλεοτιδικών 

βάσεων στην ανάπτυξη του συµβιωτικού φυµατίου, έχει ξεκινήσει µια συνεργασία µε την 

εργαστηριακή οµάδα του ∆ρ. Εµµανουήλ Φλεµετάκη (Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τµήµα 

Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας) που ασχολείται µε τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης και την 

πρωτεωµική ανάλυση σε πειραµατικά µοντέλα ριζοβακτηρίου-φυτού, όπως του S. meliloti – Medicago 

truncatula (Flemetakis et al., 2006; Kalloniati et al., 2009; Kouri et al., 2009). 

 

 
 
Εικόνα 4.4. Στάδια στην ανάπτυξη του συµβιωτικού φυµατίου του Sinorhizobium meliloti στα φυτά των γενών Medicago 
και Melilotus. Στο τελικό στάδιο (IV) φαίνονται οι διακριτές ζώνες ανάπτυξης όπου διατηρείται και µια ζώνη έντονης 
µεριστωµατικής δραστηριότητας (meristematic zone) (από Djordjevic, 2004).  
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4.4 Η εξέλιξη της εξειδίκευσης πρόσληψης πουρινών  
 

Από τις συστηµατικές µελέτες µεταλλαξιγένεσης στον µεταφορέα XanQ που καλύπτουν µέχρι 

σήµερα πάνω από το 50% των καταλοίπων του µορίου (Karatza et al., 2006; Papakostas et al., 2008; 

Karena and Frillingos, 2009; Georgopoulou et al., 2010; Mermelekas et al., 2010; Karena, Botou, et 

al., unpublished results) έχει προκύψει ένα σύνολο σηµαντικών θέσεων (κατάλοιπα αναντικατάστατα 

για τη λειτουργία του µεταφορέα, θέσεις στις οποίες είναι απαραίτητη η παρουσία καταλοίπου µε 

συγκεκριµένο χαρακτήρα της πλευρικής οµάδας, ή θέσεις που είναι ευαίσθητες σε  απενεργοποίηση 

µε αλκυλίωση) πολλές από τις οποίες έχουν αντίστοιχα σηµαντικό ρόλο και στον οµόλογο µεταφορέα 

UapA (βλ. Εισαγωγή). Σ’ αυτές τις σηµαντικές θέσεις υπάρχει µεγάλη συντήρηση της πλευρικής 

οµάδας των καταλοίπων, πολύ µεγαλύτερη από τη συντήρηση της αλληλουχίας σε άλλες θέσεις 

µεταξύ των διαφορετικών οµολόγων της οικογένειας NAT/NCS2 (Εικόνα 4.5). Για παράδειγµα, 

ανάµεσα στον XanQ και στα οµόλογα YgfU και LL9 που χαρακτηρίσθηκαν λειτουργικά στην 

παρούσα διατριβή υπάρχει σχετικά µικρή ταυτότητα καταλοίπων στο σύνολο της αλληλουχίας (30% 

και 27%, αντίστοιχα), ενώ στις 23 σηµαντικές θέσεις που ανακαλύφθηκαν στον XanQ η ταυτότητα 

καταλοίπων είναι διπλάσια σε ποσοστό (61% και 57%, αντίστοιχα) (Πίνακας 4.1). Λόγω των 

διαφορών στην επιλεκτικότητα υποστρώµατος και στο προφίλ εξειδίκευσης που παρουσιάζουν οι 

διαφορετικοί µεταφορείς ΝΑΤ (π.χ. XanQ, εξειδικευµένος µεταφορέας ξανθίνης, LL9, µεταφορέας 

ουρικού και ξανθίνης µε ευρύτερη εξειδίκευση, YgfU, µεταφορέας ουρικού οξέος), η οµάδα των 

λίγων σχετικά «σηµαντικών» θέσεων καταλοίπων µπορεί να χρησιµοποιηθεί για στοχευµένο 

σχεδιασµό πειραµάτων µεταλλαξιγένεσης για να διερευνηθεί ο µηχανισµός και η µοριακή βάση των 

διαφορών εξειδίκευσης των µεταφορέων αυτών. 

Στην παρούσα διατριβή, προσπαθήσαµε να αποδείξουµε την αξία µιας τέτοιας προσέγγισης 

εφαρµόζοντας µεταλλαξιγένεση σε κατάλοιπα των «σηµαντικών» θέσεων του µεταφορέα ουρικού 

YgfU (Πίνακας 4.1) και συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα µε αντίστοιχα µεταλλάγµατα του µεταφορέα 

ξανθίνης XanQ. Από την αρχική αυτή διερεύνηση προέκυψαν στοιχεία που επιβεβαιώνουν τη 

σηµασία συντηρηµένων θέσεων (όπως της His-31/37 στην έλικα ΤΜ1) και αναδεικνύουν το ρόλο 

άλλων θέσεων στην εξειδίκευση (Asn-93/Thr-100, στην έλικα ΤΜ3), ενώ υποδεικνύουν και περιοχές 

του YgfU που µπορεί να λειτουργούν διαφορετικά από τον XanQ (όπως µεταλλαγές στο 

κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας ΤΜ8 του YgfU που έχουν δραµατική επίπτωση στην έκφραση 

στη µεµβράνη).        
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Εικόνα 4.5. Στοίχιση αλληλουχιών χαρακτηρισµένων µελών της οικογένειας ΝΑΤ. Η αρίθµηση είναι από το XanQ. Σε 
πλαίσια φαίνονται οι θέσεις των 23 σηµαντικών καταλοίπων του XanQ (βλ. Πίνακα 4.1). Μοτίβα αλληλουχίας που 
συντηρούνται σε υψηλό βαθµό (consensus) φαίνονται κάτω από τις στοιχισµένες αλληλουχίες. Στοιχίζονται οι µεταφορείς 
από την E. coli XanQ (P67444) και XanP (P0AGM9) (Karatza and Frillingos, 2005), UraA (P0AGM7) (Andersen et al., 
1995), YgfU (Q46821) (παρούσα εργασία), RutG (P75892) (ξανθίνη-παρούσα εργασία/ουρακίλη- Loh et al., 2006), από το 
Bacillus subtilis PbuX (P42086), PucK (O32140), και PucJ (O32139) (Christiansen et al., 1997, Schultz et al., 2001), από 
το Sinorhizobium meliloti SM1021 LL9 (Q92LL9), X28 (Q92X28), WQ0 (Q92WQ0) (παρούσα εργασία), από το 
Psychrobacter cryohalolentis K5 Pcryo_1913 (PsyhT) (Q1Q9G3) (παρούσα εργασία), από το Moorella thermoacetica 
Moth_2118 (MoorT) (Q2RGM9) (Μερµελέκας Γ., 2009, ∆ιδ. ∆ιατριβή- παρούσα εργασία), από το Clostridium 
perfringens YcpX (P50487) (Brynestad et al., 1994), από το Lactococcus lactis PyrP (Q9CF78) (Turner et al., 1994, 
Martinussen et al., 2001), από το A. nidulans UapA (Q07307) και UapC (P487777) (Diallinas et al., 1995), από το Candida 
albicans Xut1 (AAX2221) (Goudela et al., 2005), από το Zea mays Lpe1 (Q41960) (Argyrou et al., 2001), από το Homo 
sapiens SVCT1 (SLC23A1) (Q9UHI7) και SVCT2 (SLC23A2) (Q9UGH3) (Tsukaguchi et al., 1999), από το Ratus 
norvegicus SNBT1 (D2KX48) (Yamamoto et al., 2010). Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε µε το πρόγραµµα ClustalW. 
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Κατάλοιπο 
στο XanQ 

Θέση 
 

Κατάλοιπο 
στο YgfU 

Κατάλοιπο 
στο LL9 

Ρόλος του καταλοίπου στον 
µεταφορέα XanQ 

H31 TM1 H37 H31 συγγένεια δέσµευσης 
N93 TM3 T100 S93 εξειδίκευση 
Q258 TM8 S256 A248 ΝΕΜ ευαίσθητο 
V261 TM8 T259 S251 ΝΕΜ ευαίσθητο 
E272 TM8 E270 E262 αναντικατάστατο 
A273 TM8 S271 T263 ΝΕΜ ευαίσθητο 
G275 TM8 G273 A265 ΝΕΜ ευαίσθητο 
D276 TM8 M274 D266 απαραίτητη καρβοξυλοµάδα 
S284 IL8-9 V282 I274 ΝΕΜ ευαίσθητο 
D304 TM9a D309 D297 αναντικατάστατο 
G305 TM9a G310 M298 έκφραση/ενεργότητα 
P318 TM9a P312 T304 έκφραση 
Q324 µοτίβο Q318 Q311 αναντικατάστατο/δέσµευση 
N325 µοτίβο N319 N312 αναντικατάστατο/δέσµευση 
N326 µοτίβο V320 V313 ΝΕΜ ευαίσθητο 
G327 µοτίβο G321 G314 ΝΕΜ ευαίσθητο 
T332 µοτίβο T326 T319 εξειδίκευση 
G333 µοτίβο R327 G320 εξειδίκευση 
V334 TM9b V328 V321 ΝΕΜ ευαίσθητο 
S336 TM9b S330 S323 ΝΕΜ ευαίσθητο 
V339 TM9b V333 V336 ΝΕΜ ευαίσθητο 
N430 TM12 S426 S417 ΝΕΜ ευαίσθητο 
I432 TM12 I428 I419 εξειδίκευση/περιορισµοί 

 
Πίνακας 4.1. Κατάλοιπα των µεταφορέων ουρικού YgfU και ξανθίνης/ουρικού LL9 που υπάρχουν στις θέσεις των 23 
σηµαντικών καταλοίπων του µεταφορέα ξανθίνης XanQ (βλ. Εισαγωγή). Αναφέρεται επίσης η θέση του καταλοίπου στη 
δευτεροταγή δοµή και ο βασικός ρόλος που έχει προταθεί από την ανάλυση του XanQ. 
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Η θέση Ηis-31/Ηis-37 στο µέσο της έλικας ΤΜ1 είναι σηµαντική για την υψηλή 

συγγένεια και τη δέσµευση 

 

Η ιστιδίνη της θέσης His-31(XanQ)/His-37(YgfU) είναι απόλυτα συντηρηµένη στην 

οικογένεια µεταφορέων NAT/NCS2 στο µέσο περίπου της έλικας ΤΜ1, και στην προηγούµενη θέση 

βρίσκεται ένα κατάλοιπο Thr (T30), όπου υπάρχει συντηρηµένο ένα κατάλοιπο Gln σε όλους τους 

άλλους γνωστούς µεταφορείς ΝΑΤ (Εικόνα 4.5). ∆εδοµένα µεταλλαξιγένεσης της ιστιδίνης αυτής 

υπάρχουν από αρκετούς µεταφορείς (XanQ, YgfU, UapA, SVCT1, SVCT2) και δείχνουν σε όλες τις 

περιπτώσεις έναν σηµαντικό ρόλο. Από την ανάλυση µιας σειράς µεταλλαγµάτων του XanQ στη θέση 

αυτή, φαίνεται ότι το His-31 δεν είναι αναντικατάστατο για τη λειτουργία του µεταφορέα, αλλά η 

παρουσία ενός µη φορτισµένου καταλοίπου µε δυνατότητα για δεσµούς υδρογόνου είναι απαραίτητη 

για την πρόσδεση του υποστρώµατος µε υψηλή συγγένεια και υψηλή ενεργότητα µεταφοράς (Karena 

and Frillingos, 2009). Κάτι παρόµοιο έχει προταθεί για τον µεταφορέα hSVCT1 (Varma et al., 2008) 

αλλά και για τον hSVCT2 (Ormazabal et al., 2010). Στον µεταφορέα UapA (Pantazopoulou and 

Diallinas, 2006) έχει προταθεί ότι ο ρόλος της ιστιδίνης είναι περισσότερο για την εξασφάλιση της 

δοµικής σταθερότητας και της σωστής στόχευσης στη κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Σε όλες τις 

περιπτώσεις, πάντως, φαίνεται ότι στη θέση αυτή χρειάζεται µια πλευρική οµάδα που να µπορεί να 

συµµετέχει σε δεσµούς υδρογόνου.  

Η παρούσα διατριβή δείχνει ότι η His-37 (ΤΜ1) είναι πολύ σηµαντική και στον YgfU. Από τα 

τρία µεταλλάγµατα που εξετάσαµε, προκύπτει ότι η παρουσία στη θέση αυτή ενός υδρόφοβου (Leu) ή 

ενός θετικά φορτισµένου καταλοίπου (Lys) οδηγεί σε πλήρη απενεργοποίηση (Εικόνα 3.41), ενώ η 

παρουσία ενός πολικού καταλοίπου (Asn) διατηρεί την ενεργότητα µεταφοράς ουρικού, αλλά σε πολύ 

χαµηλά επίπεδα (∼8% του YgfU) και µε µειωµένη συγγένεια (Πίνακας 3.12). Οι επιπτώσεις των 

αντίστοιχων αντικαταστάσεων στην His-31 του XanQ (Karena and Frillingos, 2009) ήταν λιγότερο 

δραµατικές και ως ένα βαθµό διαφορετικές. Παρουσία Lys (ή και Arg) οδηγούσε σε απώλεια της 

έκφρασης στη µεµβράνη, παρουσία της υδρόφοβης Leu οδηγούσε σε µικρή ενεργότητα µε µεγάλη 

µείωση της συγγένειας, ενώ παρουσία Asn (ή και Gln) οδηγούσε σε πολύ υψηλή ενεργότητα και 

κανονική συγγένεια αναγνώρισης υποστρώµατος καθώς και των περισσότερων αναλόγων. Φαίνεται 

λοιπόν ότι η σηµασία της συντηρηµένης His στην έλικα ΤΜ1 µπορεί να είναι περισσότερο ή λιγότερο 

έντονη ανάλογα µε τον µεταφορέα, ωστόσο και στις δύο περιπτώσεις σηµαντικό ρόλο παίζει η 

διατήρηση στη θέση αυτή ενός πολικού αµινοξέος που µπορεί να σχηµατίσει δεσµούς υδρογόνου.   
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Φαίνεται λοιπόν ότι και στον µεταφορέα XanQ και στον YgfU, ένας βασικός ρόλος της 

ιστιδίνης της ΤΜ1 είναι στη διατήρηση της συγγένειας δέσµευσης υποστρώµατος. Μια πρόσφατη 

µελέτη µεταλλαξιγένεσης (Varma et al., 2008) προτείνει έναν παρόµοιο ρόλο και για την αντίστοιχη 

θέση His-51 από το οµόλογο hSVCT1 του ανθρώπου, όπως και για την His-109 του hSVCT2 (Varma 

et al., 2008; Ormazabal et al., 2010). Αντίθετα, η ανάλυση της αντίστοιχης θέσης του His-86 στον 

οµόλογο µεταφορέα UapA του ασκοµύκητα A. nidulans δείχνει ότι αλλαγές της ιστιδίνης µε αµινοξέα 

που δεν συµµετέχουν σε δεσµούς υδρογόνου οδηγούν σε µειωµένη έκφραση στο επίπεδο της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης, καθώς και ανεπιτυχή στόχευση, µε παραµονή της πρωτεΐνης είτε 

στο ενδοπλασµατικό δίκτυο είτε στα χυµοτόπια (Pantazopoulou and Diallinas, 2006).  

Εκτός από τα παραπάνω, η εισαγωγή µιας πλευρικής οµάδας ικανής για δεσµούς υδρογόνου µε 

µεγαλύτερη όµως ευλυγισία (H31Q) διαφοροποιεί ως ένα βαθµό το προφίλ εξειδίκευσης του 

µεταφορέα XanQ (Karena and Frillingos, 2009). Μια ανάλογη αλλαγή στην αντίστοιχη θέση του 

hSVCT1 (H51Q) (Varma et al., 2008) οδηγεί και αυτή σε αλλαγή της εξειδίκευσης.  

Συνολικά, τα δεδοµένα των 5 µεταφορέων από την  E. coli, τον ασκοµύκητα και τον άνθρωπο 

δείχνουν ότι στη θέση His-31/37/86/51/109 (TM1) είναι απολύτως απαραίτητη η παρουσία ενός 

καταλοίπου ικανού να συµµετέχει σε δεσµούς υδρογόνου, είτε για την αναδίπλωση του µεταφορέα και 

τη σωστή έκφραση, είτε για την υψηλή συγγένεια και ικανότητα δέσµευσης για το υπόστρωµα.  

 

Η θέση Asn-93/Τhr-100 στο µέσο της έλικας ΤΜ3 έχει σηµαντικό ρόλο για την 

εξειδίκευση 
 

Στη θέση Asn-93(XanQ)/Thr-100(YgfU), στο µέσο της έλικας ΤΜ3, οι  µεταφορείς ΝΑΤ δεν 

εµφανίζουν υψηλή συντήρηση της πλευρικής οµάδας, αλλά εµφανίζεται ένα ενδιαφέρον µοτίβο: στα 

µέλη της οικογένειας που µεταφέρουν νουκλεοτιδικές βάσεις συντηρείται κατά κανόνα ένα πολικό 

αµινοξύ (Asn, Thr ή Ser) ενώ στα οµόλογα SVCT1 και SVCT2 που µεταφέρουν ασκορβικό υπάρχει 

Ala (Εικόνα 4.5). Επίσης, οι µεταφορείς που έχουν αναγνωρισθεί ότι µεταφέρουν τόσο ουρικό όσο 

και ξανθίνη, συντηρούν ένα µικρό πολικό αµινοξύ (Ser) στη θέση αυτή (UapA, UapC, Lpe1, Xut1, 

AfUapA, LL9, PsyhT) (Εικόνα 4.5). Αντίθετα, µεταφορείς που µεταφέρουν µόνο ξανθίνη (XanQ, 

PbuX) ή µόνο ουρικό (YgfU, PucK) µπορεί να έχουν ένα  µεγαλύτερο πολικό αµινοξύ (Asn, Thr) 

(Εικόνα 4.5). Η συγκεκριµένη θέση της ΤΜ3 δεν έχει αναλυθεί ιδιαίτερα µε µεταλλαξιγένεση σε 

άλλους οµόλογους µεταφορείς εκτός των XanQ (Karena and Frillingos, 2009) και YgfU (παρούσα 
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µελέτη), ενώ προκαταρκτικά πειράµατα για την αντίστοιχη θέση στον UapA (Ser-153) δεν 

αποκάλυψαν κάποιο σηµαντικό ρόλο (S. Amillis & G. Diallinas, προσωπική επικοινωνία). Ωστόσο, τα 

δεδοµένα µας δείχνουν ότι και στους 2 µεταφορείς της E. coli που εξετάσαµε (XanQ και YgfU), η 

θέση αυτή πρέπει να παίζει σηµαντικό ρόλο για τον καθορισµό της εξειδίκευσης, αφού αλλαγές σε 

µικρά πολικά (Ser) ή υδρόφοβα (Ala) αµινοξέα οδηγούν και στις δύο περιπτώσεις σε διεύρυνση της 

εξειδίκευσης.        

Στον µεταφορέα YgfU, η Thr-100 (TM3) φαίνεται να είναι σηµαντική για την εξειδίκευση του 

µεταφορέα ως προς το ουρικό, εφόσον η αντικατάστασή της µε Ala (και, σε µικρότερο βαθµό, µε Ser) 

επιτρέπει καλύτερη αναγνώριση και µεταφορά ξανθίνης σε σχέση µε το ουρικό (Εικόνα 3.42). H 

αντικατάσταση µε Ala, ειδικά, επιτρέπει πολύ υψηλή ενεργότητα πρόσληψης ξανθίνης, η οποία δεν 

υπάρχει παρά ελάχιστα στον YgfU(wt), και αντιστρέφει την προτίµηση υποστρώµατος µεταξύ 

ουρικού και ξανθίνης. Οι επιπτώσεις των αντίστοιχων αντικαταστάσεων στην Asn-93 του XanQ 

(Karena and Frillingos, 2009) ήταν παρόµοιες καθώς η παρουσία αµινοξέων µικρού µεγέθους στη 

θέση αυτή (Ala, Ser) επέτρεπε πρόσληψη ουρικού οξέος (ενός υποστρώµατος που δεν αναγνωρίζεται 

από τον XanQwt) καθώς και αναγνώριση αναλόγων που διαφέρουν από τη ξανθίνη στη θέση 8 ή 7 του 

πουρινικού δακτυλίου (8-µεθυλοξανθίνη, 7-µεθυλοξανθίνη). Άρα, και στις δύο περιπτώσεις, η 

εισαγωγή στη θέση αυτή της ΤΜ3 µιας πλευρικής οµάδας µικρού µεγέθους (Ala ή Ser) επιτρέπει 

διεύρυνση της εξειδίκευσης. Είναι ενδιαφέρον ότι η νέα επιλεκτικότητα υποστρώµατος που προκύπτει 

για τα µεταλλάγµατα αυτά (πρόσληψη τόσο ουρικού όσο και ξανθίνης) «µιµείται» ως ένα βαθµό τα 

οµόλογα NAT που λειτουργούν ως µεταφορείς ουρικού και ξανθίνης και έχουν Ser σ’ αυτή τη θέση 

της έλικας ΤΜ3 (Εικόνα 4.5).  

Παρόµοια αλλαγή εξειδίκευσης ή επιλεκτικότητας υποστρώµατος δεν παρατηρείται όταν 

γίνεται αντικατάσταση της Asn-93 (XanQ) ή της Thr-100 (YgfU) µε ένα πολικό αµινοξύ ίδιου περίπου 

ή µεγαλύτερου όγκου (N93T ή Q, και T100N, αντίστοιχα). Στον XanQ, η αντικατάσταση N93T οδηγεί 

σε κανονική έκφραση µε µικρή όµως ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης, ενώ η  εισαγωγή ενός πιο 

ογκώδους πολικού καταλοίπου (Gln) ή ακόµη και ενός µικρότερου αλλά λιγότερο πολικού (Cys) ή 

ενός φορτισµένου αµινοξέος (Asp) διατηρεί την έκφραση αλλά απενεργοποιεί τον µεταφορέα, κάτι 

που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τόσο στερεοχηµικοί όσο και πολικοί περιορισµοί στη θέση 93 είναι 

απαραίτητοι για τη λειτουργία (Karena and Frillingos, 2009). Στον µεταφορέα YgfU, η αντικατάσταση 

του Thr-100 (ΤΜ3) µε ένα παροµοίου µεγέθους πολικό κατάλοιπο (Asn) επιφέρει δραµατική αλλαγή 
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καθώς δεν παρατηρείται καθόλου έκφραση στη µεµβράνη (Εικόνα 3.42), υποδεικνύοντας ότι οι 

στερεοχηµικοί περιορισµοί της θέσης αυτής στον YgfU είναι πιο αυστηροί.  

 

Συντήρηση και πιθανές διαφορές των XanQ και YgfU ως προς τους ρόλους της 

έλικας TM8, της έλικας ΤΜ12 και του µοτίβου-υπογραφή  
 

Με βάση τις διαφορές αλληλουχίας του µεταφορέα ουρικού YgfU από τον µεταφορέα 

ξανθίνης XanQ σε 9 θέσεις «σηµαντικών» καταλοίπων (Πίνακας 4.1), σχεδιάστηκε µια σειρά 

στοχευµένων µεταλλαξιγενέσεων ώστε να ελεγχθεί πειραµατικά αν µπορεί να γίνει τροποποίηση της 

επιλεκτικότητας υποστρώµατος από τον έναν τύπο εξειδίκευσης στον άλλο. Μια ανάλογη προσέγγιση 

µεταλλαξιγένεσης σε θέσεις-στόχους οµόλογων µεταφορέων µε πιθανή εξελικτική συντήρηση στο 

λειτουργικό τους ρόλο έχει εφαρµοστεί στο παρελθόν για τη σύγκριση του µεταφορέα µελιβιόζης 

MelY του Enterobacter cloacae και του µεταφορέα λακτόζης LacY της E. coli (Tavoulari and 

Frillingos, 2008). Από τη µελέτη αυτή, είχε προταθεί η µοριακή βάση της διαφοράς επιλεκτικότητας 

υποστρωµάτων µεταξύ του LacY και του MelY που έχουν επικαλυπτόµενα προφίλ εξειδίκευσης, 

καθώς µεταφέρουν και οι δύο λακτόζη, µελιβιόζη, και αρκετά άλλα γαλακτοσίδια, αλλά διαφέρουν σε 

σχέση µε ένα ειδικό υπόστρωµα, το µεθυλο-θειογαλακτοσίδιο (TMG) το οποίο µεταφέρεται µόνο από 

τον LacY και όχι τον MelY. Τα αποτελέσµατα της εργασίας είχαν δείξει ότι σηµαντική για την 

ειδικότητα αναγνώρισης του TMG είναι µία βαλίνη (Val-367) η οποία στον MelY αντικαθίσταται µε 

Ala. Αυτή η Val-367 βρίσκεται σε στρατηγική θέση στο µόριο του LacY (Abramson et al., 2003) και 

συµµετέχει στις συντονισµένες κινήσεις των δύο οµάδων ελίκων (N6 και C6) που χρειάζονται για τις 

κατάλληλες αλλαγές διαµορφώσεις κατά τη µεταφορά του TMG (Tavoulari and Frillingos, 2008). Για 

την προηγούµενη αυτή µελέτη, όµως, υπήρχε το πρότυπο της δοµής από την κρυσταλλογραφία του 

LacY, αλλά και µια πολύ µεγάλη συντήρηση αλληλουχίας µεταξύ LacY και MelY (πάνω από 60% 

ταυτότητα). Στην παρούσα διατριβή, έγινε µια προσπάθεια να εφαρµοσθεί ανάλογη προσέγγιση και 

για τη µελέτη της µοριακής βάσης των διαφορών µεταξύ δύο οµολόγων της οικογένειας NAT µε 

σχετικά µικρή συγγένεια µεταξύ τους (XanQ-YgfU, ταυτότητα 30%). Τα αποτελέσµατά µας δεν 

έδωσαν κάποια καθαρή αλλαγή εξειδίκευσης για κάποιο από τα µεταλλάγµατα που 

κατασκευάσθηκαν, µας οδήγησαν όµως σε ενδιαφέρουσες παρατηρήσεις, που µπορούν να 

αποτελέσουν µια βάση για πιο αναλυτική διερεύνηση στο µέλλον.      
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Από τη σειρά των 9 µεταλλαγµάτων του YgfU που εξετάσθηκαν (Εικόνα 3.44), αυτά που 

έχουν δραµατική επίπτωση στη δοµική σταθερότητα και δίνουν µηδενική έκφραση στη µεµβράνη 

εντοπίζονται στο κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας ΤΜ8 (S271A, M274D, V282S) και στην έλικα 

ΤΜ3 (Τ100Ν), ενώ το V320N που οδηγεί σε πλήρη απενεργοποίηση είναι στο µοτίβο-υπογραφή 

δίπλα στις συντηρηµένες θέσεις Asn-325 και Gln-324 που έχει προταθεί ότι εµπλέκονται στη 

δέσµευση υποστρώµατος τόσο στον UapA όσο και στον XanQ (Georgopoulou et al., 2010). Αντίθετα, 

δεν επηρεάζουν καθόλου τα µεταλλάγµατα που εντοπίζονται στην περιπλασµική πλευρά της TM8 

(S256Q, T259V), αλλά ούτε και στην έλικα ΤΜ12 στη θέση της Asn/Ser-430 που φαίνεται να 

βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης τόσο στον XanQ όσο και στον UapA (S426N) ή στη θέση της 

Gly/Arg-333 του µοτίβου-υπογραφή που έχει συνδεθεί από τα πειράµατα του XanQ και του UapA µε 

τον καθορισµό της εξειδίκευσης (R327G). Τα αποτελέσµατα αυτά δεν µας δίνουν κάποια ένδειξη για 

τους µοριακούς καθοριστές που συνεισφέρουν στη διαφορά εξειδίκευσης, αλλά είναι πιθανό ότι στο 

µοριακό υπόστρωµα του YgfU ορισµένες σηµαντικές θέσεις καταλοίπων (όπως οι Gly/Arg-333 και 

Asn/Ser-430) συνεισφέρουν λιγότερο καθοριστικά και ο ρόλος τους θα µπορούσε να φανεί µόνο µε 

συνδυαστική µεταλλαξιγένεση. Από την άλλη πλευρά, η πρώτη αυτή σειρά µεταλλαξιγένεσης του 

YgfU υποδεικνύει ότι κατάλοιπα του κυτταροπλασµατικού άκρου του ΤΜ8 και της αµέσως επόµενης 

περιοχής µπορεί να παίζουν καθοριστικό ρόλο στη δοµική οργάνωση του µορίου, πιθανόν µέσω 

ενδοµοριακών αλληλεπιδράσεων µε άλλες περιοχές, όπως είχε προταθεί για το µοτίβο 

E(A/S)xGDxxAT του ΤΜ8 στην περίπτωση του XanQ (Mermelekas et al., 2010). 

Από τη σειρά των 9 µεταλλαγµάτων που έγιναν στον XanQ (Εικόνα 3.46), η επίδραση των 

«κατοπτρικών» αντικαταστάσεων φαίνεται να είναι λιγότερο έντονη (ιδιαίτερα ως προς την έκφραση 

στην µεµβράνη) σε σχέση µε τις αντίστοιχες αντικαταστάσεις του YgfU. Ως προς την ενεργότητα, τα 

µεταλλάγµατα του XanQ που οδηγούν σε δραµατική αναστολή ή απενεργοποίηση εντοπίζονται στην 

έλικα ΤΜ8 (Q258S, D276M), ενώ αυτά που εµφανίζουν µειωµένη συγγένεια για τη ξανθίνη είναι στις 

έλικες ΤΜ3 (Ν93Τ), ΤΜ8 (A273S), ΤΜ12 (N430S) και στο µοτίβο-υπογραφή (N326V). Βέβαια, όπως 

είναι γνωστό από προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου µας, δύο από αυτά τα µεταλλάγµατα 

επηρεάζουν το προφίλ εξειδίκευσης, δηλαδή το N93T µειώνει τη συγγένεια για όλα σχεδόν τα 

ανάλογα πουρινών (Karena and Frillingos, 2009), ενώ το G333R αναγνωρίζει ανάλογα που διαφέρουν 

από τη ξανθίνη στις θέσεις 7 ή 8 του πουρινικού δακτυλίου και εν µέρει το ουρικό (Georgopoulou et 

al., 2010). Ωστόσο, όπως αποδείξαµε στη παρούσα διατριβή, κανένα από αυτά τα µεταλλάγµατα δε 

µεταφέρει ουρικό και δεν υπάρχει ένδειξη για µεταβολή του λειτουργικού προφίλ του ενός µεταφορέα 
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σε αυτό του άλλου. Ξεκινώντας από τα δεδοµένα που παρουσιάσαµε για τις µονές µεταλλαγές, είναι 

πιθανό ότι περαιτέρω µελέτες συνδυαστικής µεταλλαξιγένεσης ή κατασκευής χιµαιρικών YgfU/XanQ 

µεταφορέων θα οδηγήσουν τελικά στον αναλυτικότερο προσδιορισµό των διαφορετικών καταλοίπων 

και περιοχών του µορίου που ελέγχουν τον τρόπο αναγνώρισης της θέσης 8 του ιµιδαζολικού 

δακτυλίου και τη διάκριση µεταξύ ουρικού (υπόστρωµα του YgfU) και ξανθίνης (υπόστρωµα του 

XanQ). 

Συνολικά, από τα αποτελέσµατα µας είναι σαφές ότι δεν παρατηρείται µεταβολή του 

λειτουργικού προφίλ του XanQ προς αυτό του YgfU ή το αντίστροφο, µέσω των στοχευµένων 

µεταλλαξιγενέσεων στις θέσεις-κλειδιά. Ωστόσο, εντοπίζονται κάποιες διαφορές στον πιθανό ρόλο 

συγκεκριµένων θέσεων ή περιοχών των δύο µεταφορέων, ιδιαίτερα στην έλικα ΤΜ8. 

Συγκεκριµένα, το κυτταροπλασµατικό άκρο της έλικας ΤΜ8 του YgfU και η αµέσως επόµενη 

υδρόφιλη περιοχή φαίνεται να συνδέεται πολύ έντονα µε κάποιο δοµικό ρόλο αφού οι αλλαγές στην 

περιοχή αυτή (S271A, M274D, V282S) οδηγούν σε πλήρη απώλεια της έκφρασης στη µεµβράνη, ενώ 

οι αντίστροφες αλλαγές στον XanQ οδηγούν σε κανονικά επίπεδα έκφρασης και υψηλή ενεργότητα, 

µε εξαίρεση το µετάλλαγµα στη θέση Asp-276 όπου έχει αποδειχθεί (Mermelekas et al., 2010) ότι 

είναι απαραίτητη µια καρβοξυλοµάδα. Στον XanQ έχει επίσης προταθεί ένας ρόλος της αντίστοιχης 

περιοχής του ΤΜ8 στο «πακετάρισµα» της δοµής, κυρίως όµως µέσω αλληλεπιδράσεων των 

καταλοίπων Ala-279 και Thr-280 που βρίσκονται αµέσως µετά το τέλος της TM8 και χωρίς να 

ανιχνεύονται τόσο έντονες επιπτώσεις των µεταλλαγµάτων στην έκφραση (Mermelekas et al., 2010).      

H αλλαγή της Ser-426 (αντίστοιχη της Asn-430) στην έλικα ΤΜ12 τουYgfU (S426N) δεν 

επηρεάζει καθόλου ούτε την έκφραση και την ενεργότητα, αλλά ούτε και την επιλεκτικότητα 

υποστρώµατος, µειώνει ωστόσο σηµαντικά τη συγγένεια για το ουρικό οξύ (Πίνακας 3.14), 

υποδηλώνοντας ότι η έλικα TM12 µπορεί να έχει σηµαντικό ρόλο σε σχέση µε την εξειδίκευση όπως 

έχει φανεί ότι ισχύει στον XanQ (κεφάλαιο 4.2). 

Η αλλαγή της Arg-327 (αντίστοιχη της Gly-333) στο µοτίβο-υπογραφή του YgfU (R327G) 

οδηγεί επίσης σε µειωµένη συγγένεια µεταφοράς ουρικού (Πίνακας 3.14) χωρίς να επηρεάζει 

σηµαντικά την έκφραση ή την ενεργότητα, υποδηλώνοντας ότι, όπως και στην περίπτωση του XanQ 

(Karatza et al., 2006; Georgopoulou et al., 2010), µπορεί να έχει σηµαντικό ρόλο στην εξειδίκευση.  

Τέλος, στην περίπτωση της Thr-100/Asn-93 (ΤΜ3) εντοπίζονται διαφορές στις ιδιότητες των 

µεταλλαγµάτων (T100N σε σχέση µε N93T), αλλά φαίνεται ότι τόσο στον XanQ όσο και στον YgfU 

οι θέσεις αυτές σχετίζονται µε την εξειδίκευση. Η θέση Thr-100, όπως είπαµε και παραπάνω, µπορεί 
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να υπόκειται σε αυστηρότερους στερεοχηµικούς περιορισµούς απ’ ό,τι η αντίστοιχη στον XanQ (Asn-

93), αλλά όπως δείχνουν τα πειράµατα µεταλλαξιγένεσης σε Ala και Ser θα πρέπει να συνδέεται µε 

την εξασφάλιση της εξειδίκευσης για το ουρικό οξύ.  

Οι παραπάνω οµοιότητες στον πιθανό λειτουργικό ρόλο πολλών περιοχών των δύο οµόλογων 

µορίων µας επιτρέπει να τοποθετήσουµε και τις θέσεις σηµαντικών καταλοίπων του YgfU µαζί µε τις 

αντίστοιχες του XanQ σε ένα προκαταρκτικό µοντέλο εργασίας για την οργάνωση των ελίκων του 

XanQ (Karena and Frillingos, 2009), όπου φαίνονται οι δυνητικές σχέσεις µεταξύ των καταλοίπων 

που συζητήθηκαν καθώς και η σχέση τους µε το πιθανό κέντρο δέσµευσης υποστρώµατος (Εικόνα 

4.6).     
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Εικόνα 4.6. Μοντέλο της οργάνωσης των ελίκων TM1, TM3, TM8, TM9a, TM9b, TM12 και του µοτίβου-υπογραφή 
στους µεταφορείς XanQ και YgfU, που βασίζεται σε λειτουργικά δεδοµένα και φυλογενετική ανάλυση του XanQ (Karena 
and Frillingos, 2009). Το υπόστρωµα (ουρικό ή ξανθίνη) φαίνεται σε επαφή µε τα κατάλοιπα Asn-325 και Gln-324 του 
µοτίβου-υπογραφή (Mermelekas et al., 2010). Σε κάθε θέση αναγράφεται πρώτα το κατάλοιπο του XanQ και έπειτα το 
αντίστοιχο κατάλοιπο του YgfU. Με µπλε φαίνονται τα 4 αναντικατάστατα κατάλοιπα του XanQ (που συντηρούνται και 
στον YgfU). Με κόκκινο φαίνονται κατάλοιπα του XanQ και του YgfU που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή και 
αναφέρονται στη Συζήτηση. Θέσεις καταλοίπων του XanQ που είναι ευαίσθητες σε απενεργοποίηση από το ΝΕΜ 
φαίνονται µε µικρότερα γράµµατα στις έλικες ΤΜ8 και ΤΜ9b.   
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥ ΠΡΟΣΛΗΨΗΣ ΠΟΥΡΙΝΩΝ ΣΤΟΥΣ 

ΜΕΤΑΦΟΡΕΙΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΩΝ ΒΑΣΕΩΝ-ΑΣΚΟΡΒΙΚΟΥ (ΝΑΤ) 

 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ ΤΟΥ 

ΠΑΠΑΚΩΣΤΑ ΚΩΝΣΤΑΝΤΙΝΟΥ 
 

Η διατριβή αυτή εντάσσεται στα πλαίσια µιας συστηµατικής ανάλυσης δευτερογενών ενεργών 

µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ, µε σκοπό τη διαλεύκανση των σχέσεων δοµής- λειτουργίας της 

οικογένειας αυτής. Η οικογένεια ΝΑΤ είναι η εξελικτικά ευρύτερη οικογένεια µεταφορέων 

νουκλεοτιδικών βάσεων (πάνω από 1000 γονίδια στα γνωστά γονιδιώµατα) και περιλαµβάνει 

µεταφορείς µικροοργανισµών που αναγνωρίζουν ως υποστρώµατα πουρίνες, πυριµιδίνες και 

κυτταροτοξικά τους ανάλογα που χρησιµοποιούνται ως φάρµακα, αλλά και µεταφορείς του ανθρώπου 

και άλλων θηλαστικών που είναι εξειδικευµένοι για το L-ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C). Παρά τη 

σηµασία της, πολύ λίγα µέλη της οικογένειας αυτής έχουν προσδιορισθεί λειτουργικά και µόνο δύο 

έχουν µελετηθεί εκτενώς µε µεταλλαξιγένεση, ο XanQ της Escherichia coli και ο UapA του 

Aspergillus nidulans, ενώ δεν εµπίπτουν σε κανένα γνωστό αναλυτικό πρότυπο δοµής από 

κρυσταλλογραφία. 

Σαν µοντέλο εργασίας χρησιµοποιήθηκε ο πρόσφατα χαρακτηρισµένος µεταφορέας XanQ από 

την E. coli, ένας ειδικός συµµεταφορέας ξανθίνης:Η+. Από προηγούµενες µελέτες, µε την κατασκευή 

ενός µεταφορέα XanQ ελεύθερου κυστεϊνών (C-less) έγινε δυνατή στο εργαστήριο η εφαρµογή της 

µεταλλαξιγένεσης κυστεϊνικής σάρωσης, η οποία σε συνδυασµό µε εκτεταµένες σηµειακές 

αντικαταστάσεις και µε αναλύσεις επίδρασης αλκυλιωτικών αντιδραστηρίων έχει αναδείξει θέσεις 

καταλοίπων σηµαντικές για τον µηχανισµό δέσµευσης και µεταφοράς του υποστρώµατος. Αυτές οι 

σηµαντικές θέσεις καταλοίπων αξιοποιούνται στην παρούσα εργασία σαν οµάδα θέσεων-στόχων για 

την ανάλυση σχέσεων δοµής-λειτουργίας νέων µεταφορέων που χαρακτηρίστηκαν λειτουργικά, και 

ιδίως του µεταφορέα ουρικού YgfU. 

Στην παρούσα διατριβή, συµβάλαµε στη διαλεύκανση του µηχανισµού λειτουργίας και 

εξειδίκευσης των µεταφορέων της οικογένειας ΝΑΤ/NCS2, µε δύο τρόπους: αφενός, 

χρησιµοποιώντας το σύστηµα έκφρασης της E. coli, χαρακτηρίσαµε λειτουργικά 7 νέους 
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βακτηριακούς µεταφορείς-µέλη της οικογένειας, οι οποίοι εµπλουτίζουν τη βάση µελέτης για την 

εξελικτικά ευρεία αυτή οικογένεια και υποδεικνύουν µοτίβα αλληλουχίας που µπορεί να συνδέονται 

µε συγκεκριµένες διαφορές εξειδίκευσης, και, αφετέρου, µε την αναγνώριση νέων µοριακών περιοχών 

και πλευρικών οµάδων αµινοξέων που είναι σηµαντικές στο µηχανισµό ενεργού µεταφοράς και 

εξειδίκευσης, δηλαδή κατάλοιπα της έλικας ΤΜ12 στον µεταφορέα ξανθίνης XanQ (Asn-430, Ile-432) 

και της έλικας ΤΜ3 στον µεταφορέα ουρικού YgfU (Thr-100, αντίστοιχο της Asn-93 στον XanQ). 

Στο πρώτο µέρος, µελετήθηκε ο ρόλος της έλικας ΤΜ12 του µεταφορέα XanQ µε 

µεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης. Κατασκευάσθηκαν 32 µεταλλάγµατα µοναδικής κυστεΐνης 

(single-Cys mutants), δηλαδή κάθε αµινοξύ στην αλληλουχία 
419ILPASIYVLVENPICAGGLTAILLNIILPGGY450 αντικαταστάθηκε ξεχωριστά µε Cys. Ο έλεγχος 

της έκφρασης στη µεµβράνη και της δυνατότητας πρόσληψης [3Η]ξανθίνης των µεταλλαγµάτων 

µοναδικής κυστεΐνης, σε συνδυασµό µε εκτεταµένες σηµειακές µεταλλαξιγενέσεις, πειράµατα 

κινητικής ανάλυσης και ανταγωνισµού πρόσληψης υποστρώµατος ανέδειξε ως σηµαντικό το Ile-432 

στο µέσο της πιθανής έλικας. Στη θέση αυτή είναι απαραίτητο ένα κατάλοιπο µε πλευρική αλυσίδα 

συγκεκριµένου µεγέθους και προσανατολισµού για την σωστή πρόσδεση ή µεταφορά του 

υποστρώµατος, καθώς αντικαταστάσεις µε µεγάλο όγκο ή παρόµοιο όγκο και διαφορετικό 

προσανατολισµό πλευρικής οµάδας οδηγούν σε µειωµένη συγγένεια δέσµευσης ή µεταφοράς 

υποστρώµατος και όλες οι µεταλλαγές που εξετάσθηκαν επηρεάζουν επίσης την εξειδίκευση σε σχέση 

µε ορισµένα ανάλογα ξανθίνης. Η επίδραση του N-αιθυλµηλεϊµιδίου (NEM) στα µεταλλάγµατα 

µοναδικής κυστεΐνης έδειξε ότι το µετάλλαγµα N430C είναι πολύ ευαίσθητο στην απενεργοποίηση 

από το ΝΕΜ (IC50 10µΜ), και ότι η παρουσία ενός µη-µεταφερόµενου υψηλής συγγένειας αναλόγου 

ξανθίνης, της 2-θειοξανθίνης, προστατεύει απόλυτα από την επίδραση αυτή. Οι παρατηρήσεις αυτές 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το Asn-430 βρίσκεται κοντά στο κέντρο δέσµευσης του υποστρώµατος 

ενώ η Ile-432, που υπόκειται σε στερεοχηµικούς κυρίως περιορισµούς, επιδρά πιθανόν έµµεσα στη 

δέσµευση των πουρινών.  

Παρά τη σηµασία τους και την ευρεία κατανοµή τους, ελάχιστοι µεταφορείς από την 

οικογένεια ΝΑΤ έχουν χαρακτηριστεί λειτουργικά (15, πριν την παρούσα µελέτη). Στη δεύτερη 

ενότητα της διατριβής, χαρακτηρίστηκαν λειτουργικά 2 νέοι µεταφορείς ΝΑΤ από την E. coli, ένας 

µεταφορέας ουρικού οξέος χαµηλής συγγένειας (YgfU) και ένας µεταφορέας ξανθίνης χαµηλής 

συγγένειας (RutG), 3 µεταφορείς από το ριζόβιο αζωτοδεσµευτικό βακτήριο Sinorhizobium meliloti οι 

οποίοι είναι µεταφορείς ουρικού (X28, WQ0) ή ουρικού και ξανθίνης (LL9), καθώς και δύο οµόλογα 
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από ακραιόφιλους οργανισµούς, ο µεταφορέας ουρικού PsyhT από τον ψυχρόφιλο Psychrobacter 

cryohalolentis και ο µεταφορέας ξανθίνης MoorT από το θερµόφιλο κλοστρίδιο Moorella 

thermoacetica. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον από αυτούς τους µεταφορείς έχει ο YgfU, ένας µεταφορέας 

ουρικού οξέος χαµηλής συγγένειας (Km 0.5 ± 0.1 mM) και υψηλής ικανότητας µεταφοράς (Vmax 715 ± 

81 nmol.mg-1.min-1), ο οποίος αποτελεί τον πρώτο µεταφορέα ουρικού που προσδιορίζεται σε ένα 

εντεροβακτήριο και θέτει ερωτήµατα σχετικά µε τον τρόπο αξιοποίησης του ουρικού την E. coli. Ο 

δεύτερος µεταφορέας της E. coli που χαρακτηρίσαµε, ο RutG, είναι µεταφορέας ξανθίνης χαµηλής 

συγγένειας (Km 0.15 ± 0.02 mM) και δεν φαίνεται να είναι µεταφορέας ουρακίλης όπως έχει προταθεί 

στη βιβλιογραφία µε βάση την γενετική ανάλυση ενός οπερονίου καταβολισµού των πυριµιδινών (του 

οπερονίου rut). Πολύ σηµαντικός επίσης ήταν ο χαρακτηρισµός του µεταφορέα Q92LL9 (LL9), από 

το ριζόβιο αζωτοδεσµευτικό βακτήριο Sinorhizobium meliloti SM1021, ο οποίος βρέθηκε ότι είναι 

µεταφορέας ξανθίνης υψηλής συγγένειας (Km 7.3 ± 3 µΜ, Vmax 19.8 ± 3.2 nmol.mg-1.min-1) και 

µεταφορέας ουρικού χαµηλής συγγένειας (Km 0.9 ± 0.3 mΜ) και υψηλής απόδοσης (Vmax 447 ± 37 

nmol.mg-1.min-1) και ότι έχει ευρεία εξειδίκευση για αναγνώριση αναλόγων πουρινών. Είναι ο πρώτος 

µεταφορέας νουκλεοτιδικών βάσεων που αναγνωρίζεται για ένα συµβιωτικό ριζοβακτήριο και 

υποδηλώνει ότι ίσως το ριζοβακτήριο να χρησιµοποιεί τις πουρίνες ως πηγές αζώτου κατά την 

ανάπτυξη του συµβιωτικού φυµατίου.      

Στο τρίτο µέρος της διατριβής, επιχειρήσαµε να εφαρµόσουµε µια προσέγγιση για την 

αποκάλυψη µοριακών µηχανισµών που είναι υπεύθυνοι για τις διαφορές εξειδίκευσης µεταξύ 

συγγενικών οµολόγων ΝΑΤ, βασιζόµενοι στην οµάδα των δυνητικά σηµαντικών καταλοίπων που 

έχουν βρεθεί από τη µεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης του XanQ για να αναλύσουµε νέα 

χαρακτηρισµένα οµόλογα. Από την πρώτη αυτή προσέγγιση, που περιλάµβανε στοχευµένη 

µεταλλαξιγένεση του µεταφορέα ουρικού YgfU και εισαγωγή των «αντίστροφων» αντικαταστάσεων 

στις αντίστοιχες θέσεις του XanQ, πήραµε στοιχεία που αναδεικνύουν κυρίως το ρόλο της Thr-100 

(Asn-93 στον XanQ), στο µέσο της έλικας ΤΜ3, για τον καθορισµό της επιλογής υποστρώµατος 

µεταξύ ουρικού/ξανθίνης. Επίσης, η µεταλλαξιγένεση του YgfU οδήγησε στην αναγνώριση του 

σηµαντικού ρόλου της συντηρηµένης His-37 (His-31 στον XanQ) στο µέσο της έλικας ΤΜ1 για την 

υψηλή συγγένεια και µεταφορά υποστρώµατος.  
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SUMMARY 
 

INVESTIGATION OF THE PURINE UPTAKE MECHANISM IN THE 

NUCLEOBASE-ASCORBATE (NAT) TRANSPORTERS 
 

DOCTORATE THESIS BY 

PAPAKOSTAS KONSTANTINOS 

 
In our lab we systematically analyze secondary active transporters of the nucleobase-ascorbate 

transporter (NAT/NCS2) family, to elucidate the structure-function relationships of the family. The 

NAT family is an evolutionarily wide family including microbial transporters recognizing as substrates 

purines, pyrimidines and several purine-based drugs and analogues as well as mammalian and human 

transporters specialized for the uptake of L-ascorbic acid. Few members of this family are known 

functionally and only two, the XanQ from E. coli and UapA from Aspergillus nidulans, have been 

studied extensively with mutagenesis, while no high-resolution structure is known from 

crystallography.    

As a work model we use the recently cloned and functionally characterized XanQ transporter 

from E. coli K12, a specific, high-affinity xanthine:Η+ symporter. Previous studies of the lab, based on 

the engineering of a permease devoid of Cys residues have applied Cys-scanning mutagenesis, 

extensive site-directed mutagenesis and alkylation, and revealed several residues important for the 

mechanism of substrate binding and uptake. This important set of residues is used in our study as 

targets for site-directed mutagenesis to analyze structure-function in newly characterized homologs, 

especially in the uric acid transporter YgfU.  

In this thesis, we contribute to the elucidation of the mechanism of the NAT transporters, in 

two ways; first, using the system of E.coli  K12 we cloned and functionally characterized 7 new 

bacterial members of the NAT family to enrich the characterized NAT transporters and indicate 

sequence motifs associated with differences in the specificity profile, and, second, we revealed new 

molecular determinants crucial for the transport mechanism, which are residues of helix TM12 in 

XanQ (Asn-430, Ile-432) and of helix TM3 in YgfU (Thr-100). 
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In the first part, we studied the role of the putative TM12 of XanQ, using Cys-scanning 

mutagenesis in the environment of the Cys-less XanQ permease. We engineered 32 single-Cys 

mutants, by replacing each amino acid residue in sequence 
419ILPASIYVLVENPICAGGLTAILLNIILPGGY450 (putative TM12 underlined) with Cys. 

Immunoblot analysis and transport assay of the single-Cys mutants, along with extensive site-directed 

mutagenesis, kinetic analysis of the mutants and ligand competition experiments  revealed the 

important role of Ile-432 in the approximate middle of TM12. At this position a side chain with 

specific volume and orientation is required for high-affinity transport and mutations of Ile-432 affect 

both the affinity and the specificity against certain xanthine analogues. Alkylation of single-Cys 

mutants by N-ethylmaleimide showed that N430C is highly sensitive to inactivation, with IC50 10 µM, 

and is completely protected against inactivation in the presence of 2-thioxanthine, a high-affinity 

substrate analogue. The findings suggest that Asn-430 is probably at the vicinity of the binding site 

while Ile-432 may have an indirect effect on purine binding.  

Despite their importance and broad distribution, NAT transporters are poorly studied overall 

and very few of them have been functionally characterized. In the second part of the thesis, we 

functionally characterized seven new transporter homologs, two from E. coli (YgfU, RutG), three from 

Sinorhizobium meliloti SM1021 (X28, QW0, LL9) and two from extremophilic microorganisms, 

MoorT from Moorella thermoacetica and PsyhT from Psychrobacter cryohalolentis K5. Of the newly 

characterized transporters, YgfU is a low-affinity and high-capacity uric acid transporter (Km 0.5 ± 0.1 

mM, Vmax 715 ± 81 nmol.mg-1.min-1) being the first such transporter found in enterobacteria and 

interesting for the putative catabolic usage of uric acid in E. coli. The other E. coli transporter, RutG, is 

a low-affinity xanthine transporter (Km 0.15 ± 0.02 mM) and does not appear to function as a uracil 

transporter which was previously postulated by others based on genetic analysis of the rut operon for 

pyrimidine catabolism. Importantly, the newly characterized homolog LL9 is a high-affinity xanthine 

transporter (Km 7.3 ± 3.0 µM, Vmax 19.8 ± 3.2 nmol.mg-1.min-1) and low-affinity but high-capacity 

urate transporter (Km 0.9 ± 0.3 mM, Vmax 447 ± 37 nmol.mg-1.min-1) with broad specificity for 

recognition of purine analogues. This is the first nucleobase transporter found in rhizobia, which 

indicates a probable role of purines as nitrogen sources during the development of the symbiotic 

nodule.  

In the third part of the thesis, we attempted to apply an approach to reveal molecular 

mechanisms responsible for the different specificities between related homologs in the NAT family, 



202 
 

using residues corresponding to the set of important positions of XanQ as mutagenesis targets. Our 

study included site-directed mutagenesis of the newly characterized uric acid transporter YgfU and 

reverse mutagenesis in XanQ. A major finding from this study is the importance of position Thr-100 

(Asn-93 in XanQ) at the middle of TM3 for the selectivity preference between uric acid and xanthine, 

since small amino acid replacements in both XanQ and YgfU lead to the ability for uptake of both 

substrates. In addition, the extensive site-directed mutagenesis of YgfU led to the verification of the 

importance of the conserved His-37 (His-31 in XanQ) at the middle of TM1 for the high affinity and 

transport of substrate.  
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6. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι 

Συµπληρωµατικά στοιχεία για το χαρακτηρισµό του YgfU 
Ο µεταφορέας YgfU εξετάσθηκε διεξοδικά για τις ιδανικές συνθήκες έκφρασης και ως προς την 

ικανότητα ενεργού µεταφοράς, σε εύρος θερµοκρασιών (4 °C, 16 °C, 25 °C), και σε ένα εύρος 

συγκεντρώσεων KCl για την ανθεκτικότητα σε συνθήκες αλατότητας.  

 

Έλεγχος της έκφρασης σε διάφορα κυτταρικά στελέχη.  

Βρέθηκε (Εικόνα 1) ότι ο YgfU σηµασµένος µε BAD εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα, 

παρόµοια µε αυτά του XanQ, σε διάφορα στελέχη E. coli (T184, Top10F΄, C41 και XL1-blue), και ότι 

αυτή η έκφραση είναι απόλυτα επαγώµενη από το IPTG. Επίσης, ο YgfU σηµασµένος µε τον επίτοπο 

των ιστιδινών (His10) εκφράζεται σε επίπεδα πολύ µικρότερα του YgfU σηµασµένου µε BAD.  

  
Εικόνα 1. Ανάλυση των επιπέδων έκφρασης του YgfU σε διάφορα στελέχη E. coli και µε διάφορους τελικούς 
επιτόπους. Κλάσµατα µεµβρανών παρασκευάσθηκαν από κύτταρα E.coli που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση της 
υπό µελέτη περµεάσης από πλασµίδια pT7-5/YgfU-BAD. Τα δείγµατα µεµβρανών (100 µg ολικής πρωτεΐνης ανά διαδροµή) 
αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE (12%) και αποτύπωση µε τα κατάλληλα αντισώµατα. Η οπτικοποίηση του 
προϊόντος της αντίδρασης υπεροξειδάσης έγινε µε ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (ECL). Στα αριστερά σηµειώνονται οι 
θέσεις µετανάστευσης πρωτεϊνών πρότυπων µοριακών βαρών (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range). 
A). Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης του YgfU και του XanQ σηµασµένων µε BAD σε διάφορα στελέχη του 
εντεροβακτηρίου E. coli. Ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP) σε αραίωση 1:50000.  
B). Έλεγχος της ετερόλογης έκφρασης του YgfU – BAD σε κύτταρα E. coli T184, µετά από επαγωγή µε IPTG (0.5 mM, 2 
h) (+) ή χωρίς επαγωγή (αντίστοιχη καλλιέργεια χωρίς IPTG) (–) και ανοσοαποτύπωση µε αβιδίνη (avidin-HRP).  
Γ). Σύγκριση των επιπέδων έκφρασης του XanQ-His10 και του YgfU-His10, σε κύτταρα T184 και ανοσοαποτύπωση µε τη 
χρήση του αντισώµατος έναντι των ιστιδινών (PentaHis- HRP).  
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Έλεγχος της ανθεκτικότητας του YgfU σε εύρος θερµοκρασιών.  

Έλεγχος της ικανότητας λήψης [14C]ουρικού οξέος σε ένα εύρος θερµοκρασιών δείχνει ότι η 

πρόσληψη ουρικού οξέος είναι σχεδόν 10 φορές µαγαλύτερη στους 16 °C από τους 4 °C, και σχεδόν 

διπλασιάζεται από τους 16 °C στους 25 °C (Εικόνα 2). Στο µεταφορέα XanQ που εξετάστηκε 

παράλληλα βρέθηκε ότι ενώ στους 4 °C η πρόσληψη ξανθίνης είναι αµελητέα, στους 16 °C φτάνει τα 

επίπεδα πρόσληψης που παρατηρούνται στους 25 °C. Άρα οι 25 °C είναι η ιδανική θερµοκρασία για τη 

µελετη του YgfU.  

 
Εικόνα 2. Επίδραση της θερµοκρασίας στην ενεργότητα των µεταφορέων YgfU και XanQ. Κύτταρα E. coli Τ184 που 
είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση του XanQ ή του YgfU από πλασµίδιο pT7-5/ygfU-BAD ή pT7-5/xanQ-BAD 
συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg ολικής πρωτεΐνης 
ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ) (YgfU, δεξιά) και 
[3Η]ξανθίνης (1 µΜ) (XanQ, αριστερά), στους 4 °C, 16 °C και 25 °C. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 
µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. 
Φαίνονται οι αντίστοιχες τυπικές αποκλίσεις (S.D.) από 3 πειράµατα. 
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Έλεγχος ανθεκτικότητας του YgfU στην ιοντική ισχύ.  

Η ανθεκτικότητα σε διάφορες συγκεντρώσεις KCl που δείχνει ο YgfU είναι σηµαντική, µε τα 

επίπεδα πρόσληψης [14C]ουρικού οξέος σε συγκέντρωση KCl 0.4 Μ να είναι παρόµοια µε αυτά 

απουσία KCl (Εικόνα 3). Όταν η συγκέντρωση του KCl φτάνει σε 1 Μ τότε µόνο παρατηρείται πτώση 

στη µεταφορα ουρικού οξέος (περίπου 10 φορές χαµηλότερα). Παρόµοια εικόνα παρατηρείται και στον 

XanQ, µε την ενεργότητα να πέφτει κατά 80% στα 0.4 Μ KCl.  
 

 
Εικόνα 3. Επίδραση της ιοντικής ισχύος (αλατότητας) στην ενεργότητα των µεταφορέων YgfU και XanQ. Κύτταρα E. 
coli Τ184 που είχαν επαχθεί µε IPTG για την έκφραση του XanQ ή του YgfU από πλασµίδιο pT7-5/ygfU-BAD ή pT7-
5/xanQ-BAD συνελέγησαν µε φυγοκέντρηση και επαναιωρήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού καλίου (0.7 mg 
ολικής πρωτεΐνης ανά mL). Τα κύτταρα υπεβλήθησαν σε δοκιµασία ενεργού µεταφοράς [14C]ουρικού οξέος (1 mΜ), για τον 
YgfU, και [3H]ξανθίνης (1 µΜ), για τον XanQ, παρουσία 0, 0.4, 0.6, 0.8, 1 και 1.5 M KCl. Η αρχική ταχύτητα πρόσληψης 
(V0) µετρήθηκε σε 15 και 30 sec. Οι τιµές του αρνητικού µάρτυρα (T184 µετασχηµατισµένα µε κενό φορέα pΤ7-5) 
αφαιρέθηκαν από τις αντίστοιχες τιµές των δειγµάτων, σε κάθε περίπτωση. Οι τιµές εκφράζονται ως εκατοστιαία ποσοστά 
επί των τιµών απουσία KCl.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ 

Πλήρεις κωδικεύουσες αλληλουχίες νέων χαρακτηρισµένων ΝΑΤ µεταφορέων 

 

YgfU 

 
atg agc gcc ata gat tcc caa ctt ccc tca tct tct ggg caa gac cgc cca    51       

 M   S   A   I   D   S   Q   L   P   S   S   S   G   Q   D   R   P     17   
act gat gag gtt gac cgc ata tta tca cca gga aag ctg atc ata ctc ggt   102 

 T   D   E   V   D   R   I   L   S   P   G   K   L   I   I   L   G     34 

ctg caa cac gtc ctt gtc atg tac gca ggt gca gtc gct gtt cct ctt atg   153 

 L   Q   H   V   L   V   M   Y   A   G   A   V   A   V   P   L   M     51 

att ggt gac cga ctg ggc ctc tca aaa gaa gct att gcg atg ctc att agc   204 

 I   G   D   R   L   G   L   S   K   E   A   I   A   M   L   I   S     68 

tcg gat ctc ttt tgc tgc ggg atc gtc aca tta ttg caa tgt atc ggt atc   255 

 S   D   L   F   C   C   G   I   V   T   L   L   Q   C   I   G   I     85 

ggc cgc ttt atg ggg atc cgc ctg ccg gtg att atg tcg gtg acc ttt gct   306 

 G   R   F   M   G   I   R   L   P   V   I   M   S   V   T   F   A    102 

gct gta aca cca atg ata gcc att ggg atg aac ccg gat atc ggc ctg ctg   357 

 A   V   T   P   M   I   A   I   G   M   N   P   D   I   G   L   L    119 

ggg ata ttt ggt gcc act atc gcc gcg ggt ttt atc acc aca tta tta gcg   408 

 G   I   F   G   A   T   I   A   A   G   F   I   T   T   L   L   A    136 

cca ctt atc ggt cgc ttg atg cct tta ttc ccg cca ctg gtt acc ggt gtg   459 

 P   L   I   G   R   L   M   P   L   F   P   P   L   V   T   G   V    153 

gtt att act tct atc ggg ctt agc atc att cag gtg ggt att gac tgg gcc   510 

 V   I   T   S   I   G   L   S   I   I   Q   V   G   I   D   W   A    170 

gcc gga ggt aaa ggg aat ccg caa tat ggt aat ccc gtt tat tta ggt atc   561 

 A   G   G   K   G   N   P   Q   Y   G   N   P   V   Y   L   G   I    187 

tcc ttt gcc gtc tta att ttt atc ttg ctc att act cgc tat gcg aaa gga   612 

 S   F   A   V   L   I   F   I   L   L   I   T   R   Y   A   K   G    204 

ttt atg tcc aac gtc gcc gta tta ctg ggg att gta ttt ggc ttt tta ctt   663 

 F   M   S   N   V   A   V   L   L   G   I   V   F   G   F   L   L    221 

tcg tgg atg atg aat gaa gtc aat tta tcc ggg cta cat gat gct tca tgg   714 
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 S   W   M   M   N   E   V   N   L   S   G   L   H   D   A   S   W    238 

ttt gcg att gtt acg ccg atg tcg ttt ggt atg ccg att ttc gat ccc gtt   765 

 F   A   I   V   T   P   M   S   F   G   M   P   I   F   D   P   V    255 

tcc att ctg acc atg act gcc gtg tta atc atc gtg ttt atc gag tca atg   816 

 S   I   L   T   M   T   A   V   L   I   I   V   F   I   E   S   M    272 

ggg atg ttc ctg gca ctg ggt gaa ata gtc ggt cgt aaa ctc tct tcg cac   867 

 G   M   F   L   A   L   G   E   I   V   G   R   K   L   S   S   H    289 

gat att att cgc ggg ctg cgt gtc gat ggc gta ggg aca atg ata ggc ggc   918 

 D   I   I   R   G   L   R   V   D   G   V   G   T   M   I   G   G    306 

acg ttt aac agc ttc ccc cac acg tca ttt tct caa aac gtt ggc ctg gtt   969 

 T   F   N   S   F   P   H   T   S   F   S   Q   N   V   G   L   V    323 

agc gtg acg cgc gtt cat agc cgc tgg gtg tgt att tct tcg gga att ata  1020 

 S   V   T   R   V   H   S   R   W   V   C   I   S   S   G   I   I    340 

tta atc ctg ttt ggc atg gtg cca aaa atg gcg gtg ctg gta gcc tcc att  1071 

 L   I   L   F   G   M   V   P   K   M   A   V   L   V   A   S   I    357 

ccg caa ttt gtg ctg ggc ggc gct ggt cta gtg atg ttc ggc atg gta ctg  1122 

 P   Q   F   V   L   G   G   A   G   L   V   M   F   G   M   V   L    374 

gcg aca ggg att cga att ctg tcg cgc tgt aac tac acc acc aac cgt tac  1173 

 A   T   G   I   R   I   L   S   R   C   N   Y   T   T   N   R   Y    391 

aac ctc tat att gtg gcg atc agt ctc ggc gtt ggc atg act ccg acg ctc  1224 

 N   L   Y   I   V   A   I   S   L   G   V   G   M   T   P   T   L    408 

tct cac gat ttc ttt tct aag tta ccg gcc gta ctg caa ccg ctg cta cat  1275 

 S   H   D   F   F   S   K   L   P   A   V   L   Q   P   L   L   H    425 

agc ggc att atg ctc gca acc ctt agc gcc gtt gtg ctg aac gtc ttc ttt  1326 

 S   G   I   M   L   A   T   L   S   A   V   V   L   N   V   F   F    442 

aat ggc tat cag cat cat gct gac ctg gtg aag gaa tcc gtc tct gat aaa  1377 

 N   G   Y   Q   H   H   A   D   L   V   K   E   S   V   S   D   K    459 

gat tta aaa gtc agg aca gta cgt atg tgg ctt ctg atg cgc aag ctg aag  1428 

 D   L   K   V   R   T   V   R   M   W   L   L   M   R   K   L   K    476 

aaa aat gag cat gga gaa taa                                          1446 

 K   N   E   H   G   E                                                482 
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RutG 

 
atg gca atg ttc ggt ttt cct cac tgg cag tta aaa tcg acc tct aca gag  51 

 M   A   M   F   G   F   P   H   W   Q   L   K   S   T   S   T   E 17 

agc ggc gtg gtc gcg ccg gat gaa cga ttg ccg ttt gct cag acg gca gta 102  

 S   G   V   V   A   P   D   E   R   L   P   F   A   Q   T   A   V 34 

atg ggc gtt caa cac gcg gtg gcg atg ttt ggc gcg acg gtg tta atg ccg 153  

 M   G   V   Q   H   A   V   A   M   F   G   A   T   V   L   M   P 51 

att ctg atg ggg ctg gat ccc aat ctt tcc att tta atg tcg ggg atc ggc 204  

 I   L   M   G   L   D   P   N   L   S   I   L   M   S   G   I   G 68 

acg tta ctg ttt ttc ttt att acc ggc ggg cgc gtc ccc agt tat ctc ggc 255  

 T   L   L   F   F   F   I   T   G   G   R   V   P   S   Y   L   G 85 

tcc agc gcg gct ttt gtc ggc gtg gtg atc gcc gcg acg ggc ttt aac ggt 306  

 S   S   A   A   F   V   G   V   V   I   A   A   T   G   F   N   G 102 

cag ggc att aac ccg aat atc agc att gcg ctg ggc ggg att atc gcc tgt 357  

 Q   G   I   N   P   N   I   S   I   A   L   G   G   I   I   A   C 119 

ggg ctg gtt tat acc gtc att ggc ctg gtg gtg atg aaa atc ggt acg cgc 408  

 G   L   V   Y   T   V   I   G   L   V   V   M   K   I   G   T   R 136 

tgg att gaa cga ctg atg ccg ccg gtg gtg acg ggt gcg gtg gtg atg gcg 459  

 W   I   E   R   L   M   P   P   V   V   T   G   A   V   V   M   A 153 

att ggc ctg aac tta gcg cct atc gca gtg aaa agt gta tcg gct tcg gcc 510  

 I   G   L   N   L   A   P   I   A   V   K   S   V   S   A   S   A 170 

ttt gat agc tgg atg gcg gta atg acg gtg ctg tgt att ggg ctg gtg gcg 561  

 F   D   S   W   M   A   V   M   T   V   L   C   I   G   L   V   A 187 

gtg ttt acc cgt ggc atg atc cag cgg tta ttg att ctc gta gga tta att 612  

 V   F   T   R   G   M   I   Q   R   L   L   I   L   V   G   L   I 204 

gtc gcc tgt ctg ctg tat ggc gtg atg acc aac gtt tta ggg ctg gga aaa 663  

 V   A   C   L   L   Y   G   V   M   T   N   V   L   G   L   G   K 221 

gcc gtc gat ttt act ctc gtc agc cat gct gcc tgg ttc ggt ctg cca cat 714  

 A   V   D   F   T   L   V   S   H   A   A   W   F   G   L   P   H 238 

ttt tcc act cct gct ttt aat ggt cag gca atg atg ctg att gcg ccc gtg 765  

 F   S   T   P   A   F   N   G   Q   A   M   M   L   I   A   P   V 255 

gcg gtg att ctg gtg gcg gaa aac tta ggt cat ctc aag gca gtc gcc ggg 816  

 A   V   I   L   V   A   E   N   L   G   H   L   K   A   V   A   G 272 

atg acc gga cgc aat atg gac ccg tat atg ggg cgg gca ttc gta ggc gat 867  

 M   T   G   R   N   M   D   P   Y   M   G   R   A   F   V   G   D 289 
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ggt ctg gca acg atg ctt tcc ggc tct gtc ggc ggt agc ggc gtg acc acc 918 

 G   L   A   T   M   L   S   G   S   V   G   G   S   G   V   T   T 306 

tat gct gaa aat atc ggt gtg atg gcc gtg acc aaa gtc tac tcg acg ctg 969  

 Y   A   E   N   I   G   V   M   A   V   T   K   V   Y   S   T   L 323 

gtg ttt gtt gct gct gcc gtc atc gcc atg ctg ttg ggc ttt tca ccg aaa 1020  

 V   F   V   A   A   A   V   I   A   M   L   L   G   F   S   P   K 340 

ttt ggt gcg ctg att cat acc att ccg gcc gcg gtt att ggt ggt gca tca 1071  

 F   G   A   L   I   H   T   I   P   A   A   V   I   G   G   A   S 357 

att gtt gtg ttc ggg ctg att gcc gtc gca ggc gca agg ata tgg gta caa 1122  

 I   V   V   F   G   L   I   A   V   A   G   A   R   I   W   V   Q 374 

aac cgt gtc gat tta agc cag aac ggt aat ttg att atg gtc gca gta acc 1173  

 N   R   V   D   L   S   Q   N   G   N   L   I   M   V   A   V   T 391 

tta gtg ctg ggc gcg ggt gat ttt gct ctc acg ctg ggc ggt ttt acg ttg 1224   

 L   V   L   G   A   G   D   F   A   L   T   L   G   G   F   T   L 408 

gga ggg att ggt aca gca acc ttt ggc gcg att tta ctc aat gcg ttg tta 1275  

 G   G   I   G   T   A   T   F   G   A   I   L   L   N   A   L   L 425 

agc aga aag ttg gtt gac gtt cca ccg cca gaa gtt gtt cat cag gag cca 1326  

 S   R   K   L   V   D   V   P   P   P   E   V   V   H   Q   E   P 442 

taa  
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LL9 
 
 
ttg gca aac agt gca gag gaa acc gta tca cca acg cgc ccg gag gat gag  51 
 L   A   N   S   A   E   E   T   V   S   P   T   R   P   E   D   E   17  
 
aag ctc ggc atc ggc gcc aat ctg gcc tat ggc ctg cag cac gta ctg acg  102 
 K   L   G   I   G   A   N   L   A   Y   G   L   Q   H   V   L   T   34 
 
atg tat gga ggc atc gtc gcc gtg ccc ctg ata ctg ggc cag gcc gca ggc  153 
 M   Y   G   G   I   V   A   V   P   L   I   L   G   Q   A   A   G   51 
                                                               
ctc ggc tcc ggc gac atc ggc ctg ctc atc acg gca tcc ctg ttt gcc ggc  204 
 L   G   S   G   D   I   G   L   L   I   T   A   S   L   F   A   G   68  
                                          
ggc ctc gcc acc att ttg caa acc atg ggc ctg ccc ttc ttc gga agc cag  255 
 G   L   A   T   I   L   Q   T   M   G   L   P   F   F   G   S   Q   85  
                    
ttg ccg ctg gtc cag ggc gtt tcc ttt tcc ggc gtg gcg acg atg atc gcc  306 
 L   P   L   V   Q   G   V   S   F   S   G   V   A   T   M   I   A   102 
 
att tcc ggc aat ggg ggg ctt cag tcg gtg ctc ggc gcc gtc att gcc gcc  357 
 I   S   G   N   G   G   L   Q   S   V   L   G   A   V   I   A   A   119 
 
tcg ctg atc ggc ctg ctg ata acg ccc ata ttc tcg cgg atc acc cgc ttt  408 
 S   L   I   G   L   L   I   T   P   I   F   S   R   I   T   R   F   136 
 
ttt ccg ccg ctc gtc acc ggc atc gtg atc acc acc ata gga ctg acg ctg  459 
 F   P   P   L   V   T   G   I   V   I   T   T   I   G   L   T   L   153 
 
atg ccc gtt gcc gcg cgc tgg gcc atg ggc ggc aac agc agt gcg cct gat  510 
 M   P   V   A   A   R   W   A   M   G   G   N   S   S   A   P   D   170 
                                       
ttc ggc agc ccc gcc aat atc cag ctt gca gcg gtc acg ctc gtc atc gtg  561 
 F   G   S   P   A   N   I   Q   L   A   A   V   T   L   V   I   V   187 
                   
ctc ctg ctc agc aag ctc gga agc gcc gcg atc tcg cgg ctc tcg atc ctg  612 
 L   L   L   S   K   L   G   S   A   A   I   S   R   L   S   I   L   204 
 
ctc gcc ctg atc atc ggt acg gtg ata gcc tat ttc gcc ggc atg gct gat  663 
 L   A   L   I   I   G   T   V   I   A   Y   F   A   G   M   A   D   221 
 
ttc tcg cag gtg acc gaa ggg cct ttc ttc gcg ctt ccg ctg gtc ttc cac  714 
 F   S   Q   V   T   E   G   P   F   F   A   L   P   L   V   F   H   238 
 
ttc ggc tat ccg acc ttc gaa gtc gcg gcg atc gct tcg atg ttc atc gtc  765 
 F   G   Y   P   T   F   E   V   A   A   I   A   S   M   F   I   V   255 
 
atc atg gtg acg ctg gtc gag act tcg gcg gac att ctg gcg gtc ggc gaa  816 
 I   M   V   T   L   V   E   T   S   A   D   I   L   A   V   G   E   272 
 
atc atc gag acg aaa gtg gat tcg cgc cgg ctc ggc gac ggc ctc agg gcc  867 
 I   I   E   T   K   V   D   S   R   R   L   G   D   G   L   R   A   289 
 
gac atg ctg tcg agc ctg ctc gca ccg atc ttc ggc tcc ttc acc cag agc  918 



229 
 

 D   M   L   S   S   L   L   A   P   I   F   G   S   F   T   Q   S   306 
 
gcc ttt gcc cag aat gtc ggg ctg gtg gcg gtc acc ggg gtc aag agc cgc  969 
 A   F   A   Q   N   V   G   L   V   A   V   T   G   V   K   S   R   323 
 
tat gtc gtt gca acc ggc ggc ctg ttt ctc gtc acg ctc ggt ctt ctg cct  1020 
 Y   V   V   A   T   G   G   L   F   L   V   T   L   G   L   L   P   340 
            
gtc atg ggc cgc atc gtc gcg gcg gtt ccg agt tcc gtg ctc ggc ggc gcc  1071 
 V   M   G   R   I   V   A   A   V   P   S   S   V   L   G   G   A   357 
 
ggc atc gtg ctc ttc ggc acg gtc gcg gcg agc ggc atc cgc acc ctg tcg  1122 
 G   I   V   L   F   G   T   V   A   A   S   G   I   R   T   L   S   374 
 
aag gtg gac tac gcc aac aac atg aac ctg gtc atc gtc gcg acc tcg atc  1173 
 K   V   D   Y   A   N   N   M   N   L   V   I   V   A   T   S   I   391  
                  
ggc ttc ggc atg att ccg atc gcc tcg ccg acc ttc tac gag cat ttc ccg  1224 
 G   F   G   M   I   P   I   A   S   P   T   F   Y   E   H   F   P   408 
 
gcc tgg gtc gag acg atc ttc cat tcc ggt atc agc tcc gcc gcg ctg atg  1275 
 A   W   V   E   T   I   F   H   S   G   I   S   S   A   A   L   M   425 
 
gcg atc agc ctc aac ctg atc ttc aac cat atg acc gcc ggg aac tcg gac  1326 
 A   I   S   L   N   L   I   F   N   H   M   T   A   G   N   S   D   442               
  
cag caa tcg gtg ttc gtc gcc ggc acg gag cgg acg ctg cgc tat cag gac  1377 
 Q   Q   S   V   F   V   A   G   T   E   R   T   L   R   Y   Q   D   459 
 
atc gcg cgg ctg cac gac ggc gac tat ttc ctc aac ggc aag ctc tac gac  1428 
 I   A   R   L   H   D   G   D   Y   F   L   N   G   K   L   Y   D   476 
 
gcc aac ggc acg gaa gtg ccc gtg ctt gcc gcg gaa gcg cat tga          1473 
 A   N   G   T   E   V   P   V   L   A   A   E   A   H               490 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ 

Χρήση κωδικωνίων µεταφορέων ΝΑΤ  
 

Πίνακας 1. Πίνακας που δείχνει τη χρήση των κωδικονίων /1000  καθώς και το ποσοστό περιεκτικότητας GC% στην E. coli 
K12 και στα γονίδια των XanQ, XanP, YgfU και RutG.  

 
 /1000 

 Escherichia 
coli K12 

XanQ XanP YgfU RutG 

Ala     GCG 38.46 17.13 43.10 18.63 47.40 

Ala     GCA 21.09 21.41 19.40 8.28 22.57 

Ala     GCT 10.74 14.99 4.31 12.42 18.06 

Ala     GCC 31.63 21.41 32.33 26.92 31.60 

Cys     TGT 5.86 4.28 2.16 4.14 6.77 

Cys     TGC 8.00 6.42 6.47 6.21 0.00 

Asp     GAT 37.88 17.13 2.16 20.70 15.80 

Asp     GAC 20.50 4.28 6.47 12.42 4.51 

Glu     GAG 18.35 10.71 6.47 6.21 6.77 

Glu     GAA 43.73 21.41 25.86 10.35 9.03 

Phe     TTT 19.72 34.26 23.71 33.13 40.63 

Phe     TTC 15.03 19.27 17.24 20.70 11.29 

Gly     GGG 8.59 17.13 8.62 31.06 29.35 

Gly     GGA 9.18 2.14 4.31 10.35 11.29 

Gly     GGT 21.28 40.69 34.48 37.27 36.12 

Gly     GGC 33.39 57.82 45.26 24.84 47.40 

His     CAT 15.81 12.85 4.31 12.42 11.29 

His     CAC 13.08 2.14 4.31 6.21 4.51 
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Ile     ATA 3.71 6.42 0.00 12.42 0.00 

Ile     ATT 30.46 55.67 51.72 47.62 45.15 

Ile     ATC 18.16 42.83 30.17 41.41 27.09 

Lys     AAG 12.10 2.14 2.16 10.35 2.26 

Lys     AAA 33.19 12.85 12.93 16.56 13.54 

Leu     TTG 11.91 14.99 15.09 10.35 15.80 

Leu     TTA 15.23 42.83 12.93 28.99 29.35 

Leu     CTG 46.86 36.40 96.98 47.62 49.66 

Leu     CTA 5.27 4.28 4.31 4.14 2.26 

Leu     CTT 11.91 14.99 10.78 16.56 4.51 

Leu     CTC 10.54 12.85 6.47 20.70 13.54 

Met     ATG 24.80 38.54 43.10 53.83 51.92 

Asn     AAT 21.87 12.85 6.47 12.42 22.57 

Asn     AAC 24.40 12.85 30.17 16.56 13.54 

Pro     CCG 26.75 12.85 34.48 18.63 22.57 

Pro     CCA 6.64 4.28 15.09 14.49 9.03 

Pro     CCT 8.40 10.71 10.78 4.14 6.77 

Pro     CCC 6.44 12.85 0.00 8.28 6.77 

Gln     CAG 27.72 17.13 23.71 8.28 13.54 

Gln     CAA 12.10 4.28 21.55 14.49 6.77 

Arg     AGG 1.56 0.00 0.00 2.07 2.26 

Arg     AGA 1.37 0.00 0.00 0.00 2.26 

Arg     CGG 4.10 2.14 2.16 0.00 4.51 

Arg     CGA 4.30 8.57 0.00 4.14 6.77 

Arg     CGT 21.09 6.42 15.09 6.21 4.51 

Arg     CGC 25.97 14.99 12.93 24.84 6.77 

Ser     AGT 7.22 6.42 6.47 2.07 2.26 
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Ser     AGC 16.60 23.55 12.93 16.56 15.80 

Ser     TCG 8.00 6.42 15.09 14.49 13.54 

Ser     TCA 7.81 14.99 4.31 12.42 2.26 

Ser     TCT 5.66 21.41 12.93 14.49 6.77 

Ser     TCC 5.47 14.99 23.71 16.56 6.77 

Thr     ACG 11.52 19.27 19.40 12.42 24.83 

Thr     ACA 6.44 4.28 0.00 12.42 6.77 

Thr     ACT 8.00 6.42 8.62 12.42 9.03 

Thr     ACC 22.84 23.55 25.86 12.42 20.32 

Val     GTG 26.36 21.41 36.64 35.20 56.43 

Val     GTA 11.52 10.71 6.47 14.49 20.32 

Val     GTT 16.79 38.54 34.48 14.49 22.57 

Val     GTC 11.71 27.84 10.78 33.13 27.09 

Trp     TGG 10.74 2.14 8.62 10.35 11.29 

Tyr     TAT 16.79 14.99 6.47 8.28 9.03 

Tyr     TAC 14.64 10.71 10.78 8.28 4.51 

End     TGA 0.98 0.00 0.00 0.00 0.00 

End     TAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

End     TAA 1.76 2.14 2.16 2.07 2.26 

GC % 52.35 48.89 54.9 50.1 53.9 
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Πίνακας 2. Πίνακας που δείχνει τη χρήση των κωδικονίων /1000  καθώς και το ποσοστό περιεκτικότητας GC% στο S. 
meliloti 1021 και στα γονίδια των LL9, X28, και WQ0. 

 /1000 

 Sinorhizobium 
meliloti 1021  

LL9 X28 WQ0 

Ala     GCG   43.25 42.77 56.03 40.00 

Ala     GCA   15.91 14.26 10.78 13.33 

Ala     GCT    11.18 4.07 10.78 15.56 

Ala     GCC   49.30 59.06 45.26 53.33 

Cys     TGT   1.72 0.00 2.16 0.00 

Cys     TGC   7.60 0.00 10.78 4.44 

Asp     GAT   19.65 8.15 17.24 8.89 

Asp     GAC   33.34 20.37 19.40 20.00 

Glu     GAG   33.68 16.29 10.78 6.67 

Glu     GAA   24.52 12.22 6.47 13.33 

Phe     TTT    8.40 12.22 10.78 26.67 

Phe     TTC    30.93 44.81 49.57 42.22 

Gly     GGG   12.75 12.22 15.09 24.44 

Gly     GGA   10.84 8.15 19.40 13.33 

Gly     GGT   11.63 6.11 15.09 13.33 

Gly     GGC   49.18 83.50 62.50 55.56 

His     CAT    10.08 8.15 4.31 2.22 

His     CAC    10.95 6.11 2.16 6.67 

Ile     ATA     3.99 10.18 8.62 2.22 

Ile     ATT     9.15 10.18 10.78 6.67 

Ile     ATC     41.36 65.17 66.81 86.67 

Lys     AAG   23.97 10.18 15.09 11.11 

Lys     AAA   7.91 2.04 4.31 2.22 
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Leu     TTG   9.64 6.11 6.47 2.22 

Leu     TTA   1.06 0.00 0.00 0.00 

Leu     CTG   36.07 63.14 49.57 60.00 

Leu     CTA   2.73 0.00 0.00 4.44 

Leu     CTT    15.83 10.18 10.78 31.11 

Leu     CTC   36.20 44.81 43.10 20.00 

Met     ATG   24.31 28.51 45.26 28.89 

Asn     AAT   9.52 8.15 8.62 2.22 

Asn     AAC   16.84 20.37 21.55 13.33 

Pro     CCG    27.59 22.40 30.17 46.67 

Pro     CCA    4.30 2.04 0.00 2.22 

Pro     CCT    5.02 6.11 2.16 2.22 

Pro     CCC    13.23 12.22 21.55 11.11 

Gln     CAG   22.45 22.40 21.55 26.67 

Gln     CAA   6.53 4.07 0.00 4.44 

Arg     AGG   6.31 2.04 0.00 0.00 

Arg     AGA   3.18 0.00 0.00 2.22 

Arg     CGG   17.27 10.18 6.47 11.11 

Arg     CGA   5.66 0.00 0.00 2.22 

Arg     CGT   8.07 0.00 2.16 8.89 

Arg     CGC   32.37 16.29 23.71 15.56 

Ser     AGT    3.13 6.11 0.00 4.44 

Ser     AGC    15.71 22.40 19.40 15.56 

Ser     TCG    18.64 30.55 10.78 22.22 

Ser     TCA    3.47 2.04 0.00 0.00 

Ser     TCT     3.14 0.00 0.00 2.22 

Ser     TCC    13.80 18.33 6.47 8.89 
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Thr     ACG   21.50 32.59 23.71 33.33 

Thr     ACA   4.92 0.00 6.47 2.22 

Thr     ACT    3.54 2.04 0.00 2.22 

Thr     ACC   21.45 32.59 21.55 26.67 

Val     GTG   23.27 32.59 40.95 44.44 

Val     GTA   4.42 4.07 4.31 13.33 

Val     GTT    9.98 8.15 17.24 4.44 

Val     GTC    37.77 46.84 51.72 37.78 

Trp     TGG   13.77 4.07 12.93 2.22 

Tyr     TAT    11.72 14.26 8.62 4.44 

Tyr     TAC    11.06 6.11 6.47 8.89 

End     TGA   2.10 2.04 0.00 0.00 

End     TAG   0.65 0.00 2.16 2.22 

End     TAA   0.51 0.00 0.00 0.00 

GC % 62.09 63.2 63.1 62.6 

 

 


