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EYXAPIXTIEX

Oa nlela vo, evyapiotnow O0Aovg EKEIVOVS TV OmoiwV 01 VIOJEICels, N fonbeio ka1 n vrootnpily
vrnplov molbtiues yia v diekmepoiwon ovthS ™S gpyaciog. Tovg kabnynteés wov yia v ouépioty
OVUTLOPAOTOCN KOl EUTIOTOOOVI] TODG KOTO. TH OLGPKELD, THG TTUYLOKNG EPYOOTIOS, TOVS OLOGKTOPIKOVS Kal
Hetamtoyloxois portntés tov Epyaatnpiov Aowikng ko Acitovpyixng Bioynueios yio g oopufoviés xou
VITOOEILEIS TOVS, KOOWMS KOl TOVS GUUPOITHTES UOD UE TOVS OTOIOVS 1] GOVEPYOTLO. NTAV TOPOTOV® OO

EVYGPLOTH KL ETXOLKOOOUNTIKT].
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HEPIAHYH

H moAv(A) ovpd tov dpiuwv gukapvotik®v mRNAs dadpapatilel kabBoptotikd polo o1
HETOQOPE, TN UETAPPOOCT), TNV OTOKOIOUNCT TOLG KOl TN oTafepOTNTE TOVS, TTAPEYOVTOS EVOl
ONUOVTIKO HEGO EAEYXOV TOV EMTEOWMV TOVG 6TO KLTTOAPOTAacH. H amouoddunon tov mRNAs
Eexva ouvnBwg pe ™ Ppdyvvon g ToAL(A) ovpds, Kot KataAdeTon amd €101KA Evivpa yvootd
®¢G amoadeVOAICEG. Mo amd TIC KAADTEPO, HEAETNUEVEG amO0dEVUAACES eivar 1 TOAV(A)-
eEedkevpuévn piovovkiedon, PARN. To évlopo eivor €vo opodipepéc kot mpooeato £xel
npotofel mwg éva apvoh, mn oapywivn 99 (Arg99 1 R99), éyet onuoviikd poéro o1
AertovpykdTTé TOV, GLUPAALOVTOG GTOV OUOSUEPIGUO TOL KOl GTOV TPOGOVOTOAMGUO TOL
VIOGTPAOUOTOS OTO EVEPYO KEVTPO. TNV TOPOVCO EPYUCIN EEETAGTNKE 1 EMIOPAOCT| in Vitro g
R99 oty evepydtnta tov evidpov. H R99 avtikataotOnke and pia adovivn, Eva pn ToAko Kot
dopkd anrovotepo aptvoby. Ta amotedéspota €610V OTL 1 SPACTIKOTNTO TOV UETOUAANYLLEVOL
evlOpov gtvar pLetmpévn 6g GYECN e QLT TOL Aypiov TUTOV, PETA A0 PETPNOT TNG EVEPYOTNTOG
TV 0V0 eVOOUOV LE PUCUOTOPOTOUETPIKN HEB0OO pe kvavd Tov pebvieviov. H gpyacio avolyet
TO OPOUO Y10 TEPOUTEP® UEAETES Y10 TNV OITOKAALYT] TOV TAPOVS KOTAAVTIKOD UNYAVICHOD TNG

PARN.

ABSTRACT

The poly(A) tail plays a crucial role in mature eukaryotic mRNAs transport, translation,
degradation and stability providing a widespread means of controlling their levels in the
cytoplasm. mRNAs degradation usually begins with the shortening of poly(A) tail and is
catalyzed by specific enzymes known as deadenylases. One of the well-studied deadenylases is
poly(A)-specific ribonuclease, PARN. The enzyme is a homodimer, and recently has been
suggested that an amino acid, arginine 99 (Arg99 or R99), has an important role in its
functionality, helping homodimerization and orientation of the substrate in the active site. In the
present study, the in vitro effect of R99 on the enzyme activity was examined. The R99 was
replaced by an alanine, a non-polar amino acid and structurally simpler. The results indicated
that the activity of the mutant enzyme was reduced compared to that of wild type enzyme, after
measuring the activity of both enzymes by methylene blue spectrophotometric method. Future
studies could be based on the findings of this work concerning the role of this particular amino

acid residue, in order to elucidate the complete catalytic mechanism of PARN.
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1. EIZATQI'H

To piovouxieixd oy (RNA), eivor éva pOplo KeVIPIKNG ONUOGING Yoo TN YOVIOLOKN
Ekopaot. Apykd xopaxtnpiotTnke ®¢ evOlAUeso TPoidv NG TP®TEIVOGVUVOESTG, OUMG £YoVV
avakoAlveOet moALA £idn RNA mov £rovv dopkovg 1 Aettovpyikovg pOAovg o€ GAAL GTAdLOL TG
yoviorokng Ekppaong. H gumhokn tov RNA og moAlég Aettovpyiec TOv apopovV GT YOVIOIOKY
ékppaon vrootnpilel ™ YEVIKY amoymn 6Tl OAOKANPN N dtdkocio pumopel va Exel eEelybel og
évav «kocpo RNA», otov omoio apyikd to RNA ftav 10 evepyd ovotatikd TOL UNYXAVIGHOD
dTNPNoNG Kot EKEPACNG TNG YEVETIKNG TANPopopiac. Apydtepa ol Tpwteiveg vofonncav 1
avélofav amoKAEIOTIKO TOAMEG amd aVTEG TIG AEITOVPYIES, YEYOVOS OV E€lYE MG CLVETELD TNV
avénon g TPOCUPUOCTIKOTNTOS Kol TOavOV TG amoteAecuatikoOtnTag. Ot Tpelg KOpleg TAEELS

RNA eivan to ayyetiopiopo (MRNA), to uetapopixo (tRNA) ko 10 pifocwuixo (rRNA) [1].

1.1. Amowkodopnon tov MRNA- Movordrtio amowkodopnons tov mMRNA

H amowodounon tov svkopvotikod mRNA mwailer onupovikd poio otn pobuion tng
YOVIOLOKNG €KQPAONG, OTOV TOLOTIKO €Aeyyo NG ProovvBeong mRNA kot omv ovTi-tikn

npootacia [2,3,4].

H amotkoddpunon oo mRNA cvvilBmg Eexvaet amd ) Bpdyvvon e moAv(A) ovpdg oto 3°
dxpo tov (amoadevurimon, deadenylation) amd drdpopeg amoadevordoes [5,6]. Akolovbmvtog
™V amoadevorioon &va ed1ko Eviupo mov amotedeiton and 6vo vropovadeg (Deplp kot Dep2p)
agoipel T0 KAALUUO, EKOETOVTOG TO HETAYPOPO OE amolkodounon amd v Xrnlp, o 5'—3°
eEwvovkiedon. EvaAlaktikd, petd v aroadevorioon, to mRNA pumopel vo amoucodounOei pe
v Katevbvvon 3 —5 and 10 KuTTAPOTAACHOTIKO EEDSMM, Eva COUTAOKO eEmVOVKAENT®V [7-
10]. XtV mepintwon avty to KaAvppa voporvetal omd to DepS [11]. Qotdco 1 amotkodounon
optopévov mRNA pmopel va Eekvoet pe €vOOVOUKAEOTIOKY Oldomacn &ite amd edkég
evoovovkiedoeg eite and to unyaviopd tov RNAi1 [12]. Emiong ta svkopuotikd koTtTtopo
TEPLEYOLY EOIKA LOVOTATIO. OITOTKOOOUNONG OV avaryvepilovy Kol OmoKodopovV ToyOToTO
avopolo mRNA ypnoiponoidvtog to ido Eviupo mov omotkodopodv euctoloyikd mRNAS,

onwg eaivetal otnv ikova 1-1 [1].
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Eiwxova 1-1: Movoraria aroikodounons mRNA

Mo mapdderypa, mpodpo mRNAS wov amotuyydvouv vo 0AOKANPOGOLY TN OlodtKacio
opipavong upmopel va  katakpatnbBovv otov mwupnva N/kar vo  amotkodounfovv  [13].
EvaAloktikd, to kOTTOpO UmOpovvV vo VIoAoyilouv TNV UETOQPACTIKY YOPNTIKOTNTO TOV
mRNAs og o Jwdikacio TOv OVOEEPETOL KOL G UN-VONUOTIKA OlOUEGOANBOVIEVT
arotkooounon (nonsense-mediated decay, NMD). Ta mRNAs mov mepiéyovv pior mpowpn
aAAniovyio  TEpHOTICHOL  avayvopilovtor kot amotkodopovviat.  Tétowa  petdypapo
OTOIKOOOHOVVTOL EITE PETA OO OQOIPESN TOV KOADUUOTOG o€ pia dtadikacio ave&aptntm and
™V omoadEVOM®ON, €TE amd EMTAYLVON TNG OMOAOEVLAIWONG Kol TG 3" —5" amotkoddunong
amd 10 KuTTOPOTAACUATIKO e€dompa [14-17]. [Tapopoimg, o€ pia d1001KAGio TOL AVOPEPETAL MOC
amolkodounon un-teppaticpov (nonstop decay, NSD), ta mRNAs ota omoio dev vrmapyet
aAAniovyio TEPHOTIGHOV avayvepilovTol Kot omotkodopovvTol tayvtata He Kotevbouvon 3 —5°
Ao 10 KLTTAPOTAAGHATIKO eEdompa [18,19]. Ot dadkacieg mapovstaloviol GyNUoTIKE oTnV

swova 1-2.



Eixova 1-2: To MRNAS mov dev mepiéyovy, i TEPIEyovy uio, mpowpn 0rANAovYio. TePUATIOUOD
OTOIKOOOUOVVTOL TOYDTOTO OTOVS UOKNTES KOl 010, aVEpDTIVe, KOTTOPO.

1.2. Amoadevordoes - Katataln, Proroyikéc Aertovpyies ko £Aeyyos OpOaoTIKOTNTAG
TOVg

Q¢ amoadevuraoceg opilovpe T e€mpP1Povoukiedses mov amokodopuoHv v ToAV(A) ovpd

tov mRNAs pe katevbovon 3'—5" anehevbepovovtag S'-AMP. Koabnuepwvd o apBuog tov

TOVTOTOUNUEVOV OTO0OEVOAACHV OVEAVEL MG OMOTELECHO PLOYNUIKOV KOl YEVETIKMDY EPELVMV.

Ot amoadevVOAAGES EKONAMVOLY [ GOEN TPOTIUMON Yo 3'- TOAV(A) ®G VITOGTPOLLA, TOPAE TO
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YEYOVOG TG GE OPIOUEVEG TEPITTMOGELS EYEL OEXTEL OTL ATOTKOOOUOVY AYOTEPO OTOTEAEGLLOTIKA

Kot Un-00evootvikd opomoivuepn [25].

Oleg ot yvootég amoadevoldoes elval Mg2+-e<“;apro'ousva évlopo oLV PIopovV Vo
tagwvounfodv o€ VO peEYAAEG VLTEP-OKOYEVELEG HE PACT TNV TOPOVLGIN CLYKEKPIUEVMOV
CLUVTNPNUEVOV KATAAOIT®V 6TO KaToAVTIKO Tovg kévipo. H DEDD vrmep-owoyévela £xet AdPet
70 dvoud NG omd ta KataAvTikd apuvoééa Asp kot Glu mov Bpiokovtal dtdomapto HeTald TpLdV
potifpov eEwvovkiedong, to omoia. cvvtoviCovv ta 16vTa Mg2+. Mén ovtc g opdoog
amoteAovv 1 amoadevordorn POP2 (yvowotn kot wg CAF1), n CAF1Z, n moAb(A)-e&eidikevpévn
ppovovkiedon (PARN), kabmg kot ot owkoyéveleg Tov PAN2 amoadevoracdv. ATd v dAAn
LEPLAL T VIEP-OIKOYEVELD, TOV EEMVOVKAENCHV-EVOOVOVKAENCOV-QOoPaTacOV (exonuclease-
endonyclease-phosphatase, EEP), mepihaupdvel amoadevoldoes mov @EPOLV  GLVINPNUEVA
KataAVTikd katdhoua Asp kot His otig dopukég meployés vovkiedong tovg. [apadeiypata EEP

evlopov arotelobv ot amoadevordoeg Nocturnin, CCR4 kot Angel.

Kd&Be €idog opyoviopov Swobétel dapopeTikn ykdpo Kot aptBpd oamoadevoracaov. [Ma
napadetypa, pEAN tov otkoyeveuwv POP2, CCR4, PAN2 kot Angel givon mapdvia 6 OAOVS TOVG
EVKOPVADTEC, eV GALeG omoadevoldoec eivor Arydtepo ocvvinpnuéveg (my. m Drosophila
melanogaster otepeiton 1660 ™¢ PARN 600 ko tg CAF1Z [25]. O wivakag 1-1 mapovoidlet
GUVOTITIKA TNV KOTATAEN TOV OTOAdEVOAACOVY GTIS 0V0 LIEP-OIKOYEVELES KOOMG KOl EVOEIKTIKA

napadetypata eviOHmV mov evtomilovtal 6€ AVTITPOCOTEVTIKA 101 OPYOVICUMV.

Hivaxag 1-1: Ioikilouoppio twv amoadevolacav [25]

(SC: S.cerevisiae, CE: C. elegans, DM: D.melanogaster, XL: X.laevis, MM: M. musculus, HS: H.sapiens)

ScC CE DMV XL M HS

DEDD nucleases CNOT7/PO + + + + + +

P2

CNOTS8 - - - + + +

CAF1Z = + - + + +

PARN + - + + +

PAN2 + + + + + +
EEP nucleases CNOT6/ICC + + + + + +

R4

CNOT6L - - - - + +

NOC - - + + + +

2'PDE - + +




H rtepdotio mowihdmto Kol TOKIAOHOPPIO TOV  OTOUSEVOANCHV VTOONAMVEL TMG
TOOVOTATO CLYKEKPIUEVES OTOAOEVVAACEG GTOYEVOVY cLYKeEKPIEVOL MRNAS emttdocovtog Tov
Eleyy0 Tovg ot dpacTikdTnTa VOGS HOVO VDOV, ATTO TNV GAAT, dLOPOPETIKES ATONOEVUAACES

UIopovv vo. dpdcovv 6to 1010 mRNA pe dtokprtég ahdd emkalvnTopeveg Aettovpyieg [20-24].

Ot amoadevorhdoes, Omm¢ avaeépOnke, dwdpapatiCovy onuavtikd pOAo GTN YEVIKN
dwdwoacio avakvkAnong tov mMRNA. Emtelodv oOuwg wor apketovg e€eidikevuévoug,
pvOuoTiKovg porovs. Kamoteg eivor amapaitnteg yio ™ Plocildtto TV OpYOVIGUOV, EVEO
HETOALAYHOTO  GAA®V  EMPEPOVV [0 TOKIAIL  EVIOPEPOVI®OV  @avotOnwv. EmmAéov,
OLYKEKPIUEVES AMOAOEVVAACEG eivol amapaitnteg Yoo GLYKEKPIUEVES PloAoyikég diepyacied,
YEYOVOG OV ATOOEIKVVEL TG O EAeYY0G optopéveoyv mRNAs eivar kabopiotikng onuaciog yio
™V OUOAN AErTovpyio avTtdV TV dlepyactdv [25,26]. o mapddetypa, opKeETES ATONOEVOALCEG,
ovumeprappavouévov e PARN tov Xenopus laevis kar tg CCF-1 tov C.elegans, eivan
ONUOVTIKEG KOTE TNV TPAOUN aVATTUEN, VA GAAEG OTOLTOVVTIOL Ylo. TN YOVILOTNTO (OTT®G M
CNOT7 ota movtikio) kKot T HeTooAlKY] opoldotaot (movtikia mov otepovvion Nocturnin,
AopBavouv Aydtepo coUATIKO PBAPOg Kot Aimog o€ cUYKPIoT LE TO TOVTIKIO TOV TN OabéTouy,

KAT® amd 101G CLVONKEG SLOTPOPNG KOl GUUTEPLPOPES).

H p0Buion g dpactikdmTag TV omoadeEVOAICHV KpiveTal amapaitnn, Kabhg cuvinKeg
avegédeyktng oamoadevodioong Oa odnyoboov o€ KATAGTPOEY KOl BAvoTO TOL KLTTAPOV.
Ytafepd ko petaypagikd evepyd mRNAs mpénel va mpoostatevfohv amd v amoadevulmon
eV To. 0oTaON Kol U QLGIOA0YIKA Ba TPEMEL VA ATOOOEVOAMMVOVTOL KOl VO 001 YOUVTOL GTNV

OTOIKOOOUNOM).

O puBuog g amoadevuAiwong mowkiddelr petoly Tov dwpopmv mRNAs. Avt) 1
Jwdikacio  eAyyetor  Oomd  TAPAYOVTEG-PLOUICTEG Ol Oomoiol  TMPOGOEVOVTOL  EOIKA  GE
ovykekpipéves aliniovyieg tov mRNAs. PvOuotikd otoyeio mov Ppickoviar cuvnbmg otig 3°
apetappaoteg meployés ovykekpuévov mRNAs (3°-UTR) evioydovv v amoadevuAimon Toug.
Avtd to otoyeio deopevovior omd TOPAYOVTEG Ol OMOI0l GTPUTOAOYOVV GUYKEKPIUEVEG
amoadeVLUAAGES TPoB®VTAG £Tol TNV 0moadeVLAiwoT. Tétoln mapadetypata Topaydviov mTov
deopevovtarl otig 3 -UTR meproyéc popiov mRNA amotehovv oo CUG-BP, miRNAs, PUF kot
CPEB [25,27,28]. EvoAloxTtikd, TpodOnomn g amoadevuiimong pmopet va emrevydel kot pécw

aAAnAemiopaong g PABP kot ocuykekpiuévav amoadevorlocomv (m.y. 1 PABP otpatoroyel 1o
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ovumioko PAN2-PAN3). Eniong, 1o 5° kdAvppa oo mRNA umopel va ennpedoet Oetikd v
amoodeVOMmon  dleyelpovtag TNV dOpacTIKOTNTO Kol TNV  eNeEepyaoTIKOTNTA  KATOIWV
ATOAOEVLOAUG DV (YOPAKTNPICTIKOTEPO KoL LOVOIIKO YVOOTO £0C CNUEP TOPAOELYLO OTOTEAEL M
PARN). H éxppoon tov anoadevolachV Kol TV avTIGTO®V pLOUIGT®OV TOVS DTOJEIKVIEL TO
xpévo Kou tov TOmo, otov omoio umopel va ovuPet pHOuion ¢ amoadevoiwone. Ta
mopdoetypa, n Ekepoon g Nocturnin givor puOuikn kot EAEyyeTOL amd TOV Kipkadlo puOuo, eved
01 amoadeVVAAGEG TG otkoyévelag Tv POP2 sivar wdiocvotatikég [30-32]. EmmpocHétmg, otav
T0 KVTTOPO VIOPAALETOL GE drdpopes LopPég stress (UV, o&eldwon, oocpwtikn mieon 1 EAAetyn
yYALKOING), TOTE M AmONdEVOM®ON oTapatd ouEéoms. O Hoplakdg UNYOVIGUOS TNG OVOGTOANG
mopoapével dyvootos. H amoadevolimon emnpedletor eniong amd 000 HOPPES YOPIKOV EAEYYOL:
(o) TOV TVPNVO-KVTTOPOTAAGHLOTIKO SLOYWPIOUO TV ATOAdEVVANC®Y Kot (B) TV evtomion Tovg
o€ KOKKiO. XNV TpAOTN TEPITTOOT, TPOPANUATO GOOTOD JYOPIGUOD TOV OTOUIEVOALCHV
HETOED TLPNVAL KOl KLTOGOAIOL Umopovv vo arofodv potpaia yio tnv toyn mRNAs wov dev Oa
énpene va anotkodounfoHv. Ao tn GAAN HePL, CLYKEKPIUEVES ATOAOEVOANCES evtomilovTol o€
EVOOKLTTOPIKA KOKKio, To omoio mepiéyovv Katactolpévo mRNAs, ta omoio ot cvvéyela
umopovv va gvepyomonbodv. H cuv-evionion autdv TV omoadEVOALGHOV LE TO. VITOGTPOUATH

ToVG mBoVOTATA SIEVKOADVEL TNV KIVNTIKT TNG amoadevulioong [25].

Ot amoadevuAdoeg cLVNOME ATOTEAODV TUNUO CUUTAOK®OV [E TOAAEG VITOROVAdES. Ot AAAEG
TPOTEIVEG 0€ OVTA TO. CUUTAOKO EMMPEALOVY TN OPACTIKOTNTO TOV OmoadEVLAUCOHV. [a
napadetypa, 1 PAN2 deopedetar oty PAN3 mov pe m oepd g odinAemidpd pe v PABP. H
TeEAEVTOI0 OTPATOAOYEL -OTMG avaeépOnke- 10 cOumloko PAN2-PAN3 otnv moAv(A) ovpd twv
mRNA-c10ywv [29]. AMeg amoadevoraces oynuatilovv opodiuepn Kot GALeS etepodiuepn. O
ETEPOOUEPIOUAC AVEAVEL GNUOVTIKE TO PETEPTOPLO TOV GUUTAOK®OV TOV OTOAIEVOALCHV, KOOMDC
OLLPOPETIKG ETEPOOIUEPT, £€YOLV KOl O0POPETIKES eVOLUIKEG Kot pvOotikég wdttec. H
duvatodTTO Yo EAEYYO TG OMOUdEVLAIDONG KaBioTOTOL TEPACTIO KOt 1O104TEPO TOAVTAOKT) OV GE
OA0 VTA cvvLToAOYicOoLUE TNV OAANAETOpac TV TOAVAPIOU®Y TOHAVOV GUUTAOK®OV
OTOOOEVOANCAOV LE TNV TEPACTIO. TOKIAIL TOV PLOCTOV TOVG Kol TNV OAANAETIOpOoT TOV
televtaiov pe pio eElocov peydin mowidio S1opopeTIK®V pLOUSTIKOV otoryeimv eni tov 3'-UTR

neploydv twv mRNA-otoymv [25].

Ta oOUTAOKO OTONOEVLANGHOV 7OV GTPATOAOYOLVTOL Omd €101KOVG pLOUICTES  elvarn

TOAVAELTOVPYIKE, KOODG TEPEYOVV €KTOG TV eVIOU®V OTOAOEVOM®MONG, GULGTOTIKG 7OV
6



KOTOOTEALOVY TN UETAPPOOT] KOl GUOTUTIKG TOV EVIGYVOLV TV amolkoddunon tov mRNA. H
TOAVAEITOVPYIKOTNTO, LT  TOPEXEL  gukoupieg Yoo moAvapOpo onueio  pHOHIoNg g
AmOAdEVOM®MONG, TNG HETAPPACoNS Kol TNG amotkodounons tov mRNAs, eite Eeympiotd site

ovvtovicpéva, [25].

1.3. H molv(A)-eEeridkevpévn prpovovkiredon [poly(A)-specific ribonouclease, PARN]

To wvpro évlvpo mov amowkodopel molv(A) ovpég mRNA elvar n moAv(A)-e&educevpévn
piBovovkiedaon [poly(A) specific ribonouclease, PARN], tv omoia peietd m moapodoa
dmlopotikny epyoacic. H PARN opywd amopovodnke kot yopoktnpiomnke o€ KOTTOPO
Onlactikov [33,34]. Avarvoeig odiniovyiodv deiyvovv 6Tt PARN 6nwg kou ) Pan2p kot Pop2p
avikel otV otkoyévela twv RNaseD vovkieaomv mov gépet 1o yapaktnpiotikd potipo DEDD.
Eivor cuovimpnuévn e moAAoUE E0KOPLMOTIKOVG OPYOVIGLOVS OAAG amovotdlel amd S.cerevisiae
kot D.melanogaster. MetodhdEelc ota mpoPremopeva  KataAvtikd katdrowto (DEDD)
avaotéAMovv ) dpdon g [35,36]. Bloynukég peréteg €dei&av ot n evepyotnta g PARN
e€aptdror amd S160evi] LETOAMKA 1OVTO EVED HEYOADTEPN OPACTIKOTNTO £YEL 1| TOPOVGIO 1OVTWV
Mg(Il) ta omoia mBavov Ppiokovtar oto evepyd kévipo mailoviog kabopioTikd poOAO GTO
unyoviopd g KatdAvong. To ehdyloto piKog VTOCTPOUOTOS €ival o d1- 1} TPL- VOLKAEOTION
a0EVOGIVIG aVAAOYO [LE TO OO0 PETAAAMKO 16V Ppioketar oto evepyd kévipo. To évivpo otov
dvBpomo amoavtd o 600 10opopees, o Topnvikn 74 kDa ko pio kuttopomiacpatikn 54 kDa
(62 kDa ctov Xenopus laevis). H televtaia glval TpmTe0AVUEVO TAPAY®YO TG TPAOTNG OO TO
omoio amovctdlel To evkaunto KapPosutelkd dkpo. H meployn avth guBovetan kot yio tnv
petaxivinon g Tpwteivng otov mopnva aeov mepExel v NLS (nuclear localization signal)
aAAniovyia. H PARN eriong mepiéyer £va potifo avayvaopiong RNA (RNA recognition motif,
RRM), to omoio onueidveton mw¢ amovotdlel amd v kpvotadlkn doun.. To RRM éyet
1010TNTEG TPOGdEONC TOL TOAV(A) aAAG Kot Tov KaAdpupotog [37], kabdc Kor o cuvtnpnuévn
R3H meproyn mov eaivetal va Exel doun opota pe avtiyv g IF3 kappoéutelikne meproync [38].
H R3H neproyn npocdévetal o€ pLovokAmva voukAeikd o&éa Kot mBavov katevBhvel v PARN

010 ToAvadevLMouEvo mRNA (ewova 1-3) [38].



Eixova 1-3: O1 600 1oouoppés e avlpwmivns PARN. Zyueiavovror ot RRM xou R3IH mepioyés. Me
0aTEPIOKO ONADVOVTOL GIUOVTIKG, GUIVOEEQ TTOD GOUUETEXOVY GTHV TPOGOETH TOV KOADUUATOS

H kpvotarun doun g avOpomivng PARN, and v onoia Aginel to kapPosuteAikd dxpo
(xatdrowma 1-430 oe ocvvoro 639), £deie mwg to £vivpo elvar opodyepés. Kdébe vropovada
AVOSITADVETOL 68 0V0 TEPLOYES, Lio GLVTNPNUEVT KOl TNV TTeployn TS vovkiedons. To evepyd
KEVIPO TEPLEYEL TEGGEPU GLVINPNUEVO KOTAAOITO, £vo YAOLTOUKO Kol Tpio. aoTopTiKd o&éa
(Asp28, Glu30, Asp292 kor Asp382) katd to potifo DEDD, ta omoio katevBhHvouv kipla
KATOALTIKA O160evn 10vta, omwg Mg2+. TTapoA’ avtd n KpLGTOAAIKY OO TG KOAOPB®UEVNG

PARN od¢ev £de1&e v vmapén 16vreov Mg(I) oto evepyd kévipo tov evibpov [35,38].

H dpaocticomra g PARN @aivetar mwg pvOuiletonr pe touddyiotov €61 S10popeTIKong
TpOTOVG: (1) d1éyepon G néow amevbeiog aArnienidpaong g PARN kat Tov KOAOUUATOG GTO
5" dpo [21,22,39,40], (B) avaoTOAN TNG OO LOVOPMGPOPIKE VOLKAEOTIOI TOVPIVAV KABMG Kot
and éva avaAoyo Tov KoAOppatog [44], (y) avaoctod] omd TNV KVTTOPOTAAGHATIKY] TOAV(A)-
npocodevouevn mpwteivn C (PABPC) [34,40], mBavdv AOYm T TpOGOECC Ko OAANAETIOpAONG
¢ tedevtaiag pe v moAV(A) ovpd, (0) aAinieniopacn g PARN pe v CUG-BP mRNA-
TPOGOEVOLEVT TTPMTEIVY, 1N omoia givor To avBpdmivo avdAoyo tng TPOTEIVG Tov XENnopus
EDEN-BPx (n aAlAnAemiopaon ovth deyeiper v Ppdyovon tov moAv(A) ovpav) [41], ()
Olyepon G OmoKodOuUNons tov TOAL(A) amd TPOTEIVEC TOL TPOGOEVOVTOL GE TEPLOYES
yvootés g ARE [36] kot (o1) ovvayoviopodg peta&d me PARN kot tov elF4E yuo v
mpoodecy) Ttov  kaAvppoatog [40]. EXmv  ewova 1-5 ocvvoyilovior pepwoi amd  TOLG

mpoavapepOEivteg unyovicpovg pvbuiong tg PARN.



Eiwxova 1-4: Kpvoroiiikn doun e NPARN (auivoléo 1-430)
(Ileproyn vovrieaong, wepioyn R3H, )

Eixova 1-5: PoGuion g dpaons tns PARN. Zyucioverar o avaotaluixog polog twv elF4E ko PABP

H PARN ¢aiveton emiong vo givar amopaitntn yio toyeio amoadevolMmon, emayouev amod
v mhovola oe AU aAAniovyia, tnv ARE binding protein tpiotetpanpoiivn [36,42]. Qotdco, 1

PARN Bpioketon Kow og GAAOVS ELKOPLOTIKOVS OPYOVIGHOVS. Xt0 Xenopus laevis  PARN
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amouteiton o€ €vov eCEAMKTIKG OTNPNUEVO UNYXAVIOUO KOTA TOV OMOi0 OTOGLOTOVVIOL TO
untpikd mRNAs katd v opipoavon tov wapiov. to Arabidopsis thaliana goiveton vo mailet
ONUOVTIKO pOAO otV S1adikocior TG avATTLENG Kol GTNV amo0dEVOAMMOT LG CUYKEKPIULEVIG

ondadoag mRNA [43].

1.4. ®vioyevetikn avaivon s PARN kot 0 onpavtikog porog tng Arg99

Exteviic @uloyevetiki] avaivor, Pociopévn 6to 6OVOAO TV S0OEGILOV YOVISIOUAT®V,
éoe1&e o evpela katavoun ywoo v PARN ota evkapvotikd €idm, Kot amokdAvye SoUKd
ONUOVTIKA apivo&éa, to omoia duvntikd Bo umopovoav Vo GUVEICEEPOVY GTr POOIGN TOL

KaTaAvTiKoy punyoviopov e PARN [48].

Yuvolkd evtomiotnkav 32 opdroyeg mpwteivikég adiniovyieg g PARN ota yovidiopata
TOV €100V, Ol OMOIEC OVIPOCSHOTEVOLY OLPOPETIKES TASIVOLUKES EVKOPLMOTIKEG OUAOES
(cbppova pe v taivopuxn Paon dedopévov tov NCBI). Opdroya g PARN dev Bpébniav
010 apBpomodo Drosophila melanogaster ko1 oto poknta Saccharomyces cerevisiae omwg £xet
npoavapepfel. Evaldoktikd petafoikd povomdrtio pmopet va vadpyovv o€ owtovg Tov 600
OPYOVIGHOVG Yo TNV 0amokodounon tov moAv(A). IMapdrh’ avtd, ot Bewpovpeves opdAOYES

aAAniovyieg e PARN aviyvevovtol og dAla apBpomoda Kot POKNTEG.

[Tepartépw, mpoteivikd potifa oviAobvtol amd TOALUTAEC GLOTOICELS TV OVOEIK®OV
aAAniovyiov g PARN. Extog and to cvuvinpnuévo kataivtikd potifo (Asp29, Glu30, Asp292
kot Asp382), éva devtepo potifo mov mepiEyel to apeTaPAnta kartdroto Arg99 kor Glnl09
aviyvevdnke povo ota petalma (eikdva 1-6). Metd and mpocekTikny EETACT TG TPOTOTAYOVG
aAAnAovyiog apvolémv twv AWV €10V €KTOC TV peTaldmv, Ppédnke OTL oTN YEITOVIKY
meployn g Arg99, eite vapyovv xatdrowma Arg 1 n Arg €xel avtikatootabel amd v emiong

nolkn Lys.
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Eixova 1-6: O1 op16uoi twv aquivolikamv kotaloinwy (coupwve ue v apibunon otyv avlpomivy PARN)
DITOOELKVDOVTOL 10 TAV® UEPOS. To Dyog kabs ypauuatog ivar avaloyo te aoyvoTHTOS TOV OVTIOTOLIOD
opvoléog oe oty ) Béan, Kar o YpOUUOTO. EIVal O€ TETOLO GELPC, OTE TO GUYVOTEPO VO, PPLOKETAL OTHY
xopven. Ta ouetafinto katdloimo vrodeikvoovial ue tedeies. [48]

Me Bdon ™ @uAoyeveTIKY] aviAvoT, N €épevva emKeVIpOONKe oToVG TOAVOVS POAOVE TOV
apetdfintov Kataroimov g Arg99, ek1og TV dAAmv. Aopukn vrépBeon Twv 600 povopepdV
™¢ PARN kot tov 800 avticTtoty®v 0AlyovoukAE0TIdmV TOAV(A) amokdAvye HKPES AmOKAGELS
(max Co RMSD <2A). H in silico doukn avdivon &édeiée 6Tt 1 Arg99 tov povopepove A
(Arg99A) vmoompiletor amd T0 GUUAANPOUATIKO HOVOUEPEG LE CLUUETPIKO TPOTO KOTA TN
dlapkewr g kotdAvong. Xvykekpiuéva, n Arg99A exteiveton péco o010 evepyd KEVIPO TNG
aAvcidag B, 0mmg kot 1 Arg99B oto evepyd kéEvipo ™G aAvcidag A. Avtd ta KotdAouta Arg
oynuatiCovv deopodg vopoyodvoy pe TN Pdon adevivng tov tedevtaiov 3° vovkAeooidiov g
TOAV(A) aAvcidac. O deoUOG VOPOYOVOL EMITLYYAVETOL LLE TN LETAPOPA NAEKTPOVI®OV HETAED TNG
opdoag —NH; (06tng) g Arg kot v opdada —N= (3£KTNg) Tov daKTLAIOL TG adEVIvG (EKOVA
1-7).

H ovoaotikr] cupfoin e Arg99 emBePoarmvetan emiong and peréteg petdAiaéng oty o3
éaka g PARN, n omola oynuatilel évav evélikto Bpodyo, o omoiog vrootnpilel Tov Bpodyo mov

Bpioketor M Arg Tov GAAOL HOVOUEPOVG MOTE Vo PploKeTal oTNV €YYOTNTO TNG KATOALTIKNG

TEPLOYNG.

H Bértio xotaivtikn Tomofétnon tov oyilduevou deopot katevboveton omd v His377, n
omoia oynuatilel deopnd VOIPoyodVOL pe 10 0&uYdvo TG opddag —P=0 tov PWSPOdIEGTEPIKOD
deopov. Katd ocvvéneia, dedopévov 6Tt  His377 ko 1 Arg99 oynpatifovv despodg vopoydvou

LE TO TPMOTO VOVKAEOGIOW amd SopopeTikés kotevduveelg, mailovv oNUOvIKO pOro oTNV
11



TpLoddoTaT TOL oTafepomoinon Kot Tomofétnon oto evepyd kévrpo g PARN (ewova 1-7B).
Soumepacpatikd, n Arg99 upmopet vo avimpooomedEl aKOUO EVOL CNUOVTIKO KOTAAOWTO KoOhg
oLVOEEL TaL dVO HoVOpEPT, GUUPAALEL TN GLUVOAIKT 6TaBEPOTNTO KOl KATELOVVEL TO VTOGTPO LN

oe i Pértion Béon Yo v avtidpoor diomoong [48].

Eixova 1-7: O polog tnc Arg99 otov karalvtixo unyovioud s PARN [48]
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2. XKOIIOX THX EPT'AXIAX

Me Bdon o mpdseatn in silico pehétn yio 10 oXeSOCUO EOIKAOV avacToAéwnv TG PARN, 1
omoio amédmoe onuavTikd doptkd poro otnv Arg99 g PARN, oyedidomke por petdAiaén
avtov tov apvo&éog oe Ala yuo va e€etaotel N emidpaon g otig Wwidtteg g PARN. Zta
mAoiclo oG TG Tpoomddetog, eEetdotnrkoy ot mBoveG HeTOPOAEG OTNV OPACTIKOTNTO TOV
petoAdaypuévon eviopov ce cOYKpIon e aTd TOL aypiov TOHTOV, LE TN POCUUTOPOTOUETPIKN

néBodo pe dhvpa Kuavoo tov pebuvieviov.

3. YAIKA KAI MEO®OAOI

3.1. Yhuka
0) Xnuika:
Ammonium Persulfate (APS) SIGMA
Bovine Serum Albumin (BSA4) New England Biolabs
Coomasie Brilliant Blue Fluka
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Research Organics
Dithiothreitol (DTT) SERVA
DMSO Panreac
EDTA Panreac
HCI Merck
HEPES SERVA
Isopropyl ThioGalactosyl (IPTG) Fermentas
KCI Merck
LB Agar Scharlau
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LB Broth

MgCl,*6H,0

MOPS

NaCl

NaHCOs3

NaOH

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
SDS (Sodium dodecyl! sulfate)
TEMED (N,N,N’,N -tetramethylethylenediamine)
Tris base

Ayapoln (Agarose)

ABavoin

Axporopidon (Acrylamide)
B-peproamtootfovoin

IM\wkepon (glucerol)
Atg-axpovAapiow (Bis-acrylamide)
Iconporavoln (Isopropanole)

O&wkb o&n

XAOPAUPOVIKOAN

Scharlau
Panreac

Alfa Aesar
Panreac

Merck

Merck

SERVA
SIGMA
Research Organics
Merck
SeaKem
Panreac
SIGMA

Riedel de Haen
Panreac
SIGMA
Scharlau
Merck

SIGMA

B) Baktnpuakd oteriym
BL21 (DE3) pUBS E.coli B, F-dcm ompT hsdS(rs.ms-) gal A(DE3)

v) OpenTikd vika

LB Broth Scharlau

LB Agar Scharlau



0) IIpoteiveg kon évlvpa

His6-hPARN 74 kDa Amo E.coli BL21
BSA Fraction V Merck
Rnasin Biolabs
¢) [Mhoopiow
pET33 PARN 74 NOVAGEN

oT) YMKAQ ypopatoypagiog

Ni**-NTA Agarose QIAGEN
0) Yika dwamidvong
MepBpdvn dwamidvong SIGMA

3.2. Awidpata

0) OpenTIKG VMKA:
* Yypo Opentikd péco (LB Broth) pH 7,2
» T1eped Opentikd péco (LB Agar) pH 7,2

* SOC medium (vypo Bpentikd péco) pH 7 yua tedikd 6yko 100ml

B) AveAvpata Yo TNV NAEKTPOPOPI G VOVKAETKAV 0EEMV:

* PuOpiotikd S1dAvpa yioo v nAEKTPoPOpPNON VOUKAETKOV 0EEMV 0 TNKTOHO oyapoing

(50x): Tris base 24,2% viw, O&ub o0& 5,71% wiw, EDTA 0,05M, pH 8,6

* PuBuiotikd ddAlvpa yioo v nAEKTPoPOPNoN VOUKAETKOV 0EEmV (6X): Bromophenol Blue

0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, I'Avkepdin 60%, EDTA 60mM
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Y) AWAOpoTa Yo 0Topovmon TpmTEIVIG:
* PuBotikd dddopa exyvoions (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 0,1% Triton X-100,
10% yAvkepoin, 2mM pepkantoaiBovorn, PMSF 0,1mM, Avcoldun)

* PvOpiotikd ddhvpa e€icoppomnong (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCI, 10% yAvkepon,
20mM yuoaloio)

* PuBuiotikd ddivpa ékmivong 1 (20mM HEPES pH 7.9, 0,5M KCIl, 10% yAvkepoin,
50mM yudaloAo)

* PuBuiotikd ddivpa éxkmivong 2 (20mM HEPES pH 7.9, 0,5M KCIl, 10% yAvkepoin,
100mM yusaloio)

* PuOuiotcd ddvpa éxhovong (20mM HEPES pH 7.9, 0,5M KCl, 10% yAvkepoin,
500mM udaldA0)

0) AwAdpota yio NAEKTPOoPOp1 o1 TPAOTEIVOV GE TNKTO N TOAMUKPUAUNLIIOV:
* PuBiotikd dtlvpa yo Ty NAEKTPOQOPNON TPOTEIVOV GE TNKTMOLO TOAVOKPVAAUOIOD
(10x): Tris base 1,5%, I'hvkivn 7,2% v/w, SDS 0,5%, pH 8,3
Awodopazo stock yio mnkTopo oxkpvAouidion:
* PuOuotiko swdiopa TRIS- HCI 1,5M, pH 8,8
* PvOuiotiko staivpa TRIS- HC1 0,5M, pH 6,8
* SDS 10% v/w

* Axpvropidto 30% v/w (axpoAapidto/dig-axpoviapioto : 29/1) ce ddH20

€) AWAVPOTO Y10 TO TNKTORC OKPLAGULITO0V:

AvVAAOYO PE TNV CLOKELT] KOl TNV TEPLEKTIKOTNTO aKpLAaUdiov Tov Ba ypelactodue Oa
ava{NTNOOLE TOVG TIVOKES Yoo TNV avaloyio Tov dwAvpdtov stock mov Oa mwpémer va

avapeiEovpe kot tposBétovpe oto TéA0g Toug kataivteg APS 10% ko TEMED.



oT) AwAdpata yro Bagin tov gel:
* AdAvpa ypoong Coomassie Brilliant Blue G250 0,1% w/v, wonporoavoin 33%, o&uod
0&v 2%

* O&w6 0&H 10%

0) Awivpora yio Tnv péTpnon g evepyotnta tng PARN:

* Nepo ehevbepo vovkieaodv (0,05% DEPC, o/n kot oamooteipwon, amobrkevon oto

oKOTAO)

* Awddopa avtidpaons (1,5mM MgCl2, 100mM KCl, 20mM HEPES-KOH pH 7, 0,2mM
EDTA, 0,25mM DTT, 10% yAvkepoin)

* Addopa kvavov tov pebvieviov (0,0012% kvovo tov pebBvieviov, 0,1M MOPS-KOH
pH7,5,2mM EDTA)

* Atddlvpo moAv(A) 100pg/ml. Awddvpo amodnkevone moAv(A) (10mg/ml) aporcdveTon

KatdAAnAa o€ dtdAvpa ovTidpaomng.

3.3. M£0odor
a) Amopovoon rhaocudotokov DNA og pikp1) khipokao (mini preparation):

Boakmplaxd kdtrapa (covbog and stock yAvkepding) evoeBaiuilovtal oe 3ml LB broth
OV TEPLEYEL TO KATAAANAO avTilotikd. AKoAovbel endaon tov KaAMepyeiwv yia 12-14h otovg
37°C vnd avadevon (210 rpm). H okdAovdn owdikacio mpayuotomoteitar pe Paon 1o
TPOTOKOAMO amopovoong miacpdiokod DNA and kottapa E.coli, NucleoSpin Plasmid

QuickPure:
1) KaAdiépyero kot avlloyn twv Lortnploxov KTtopmv:

Metagpépovtar 1,5ml and v kadlépyswo E. coli mov avantdydnke o évo GoANvo Kot
euyokevtpovvtal yuo 30s otig 11000 X g. ATopakpOVETOL TO VTEPKEILEVO KOl ETAVOAUUPAVETOL

avTo TO Prypa.
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2) Abon twv kottdpv:

[TpootiBevron 250ul buffer Al kou emavadioivetor to nua pe ™ Pondeia mumérog Ko
évtovn] avdoevon oto vortex. AkxoAovOel mpooOikn 250ul buffer A2 wor avépeidn
avamodoyvpilovtag NI LEPIKES POpEG Ywpig TN xpnom tov vortex. To deiypo enwaletal og
Oepuokpacio dopatiov ya 2-3 Aentd. AxkoroVvBwg mpootiBevionw 300ul buffer A3 ko
TPAyHAToTolEiTOl NI avadevor avarodoyvpiloviag peptkés @opés (6-8) amopevyovtog

y¥pnomn tov vortex. Duyoxévipnon yia 5 Aentd otic 11000 x g oe Oeppokpocio dopatiov.
3) Aéouevon oo DNA:

TomoBeteitar 1 ot)An NucleoSpin (Plasmid QuickPure oe éva ocviiextikd coinvo
(collecting tube) Twv 2ml otV omoia POPTOVETAL TO VREPKEIPNEVO TTOV EXEL TPOKVYEL Omd TN
(QUVYOKEVTIPNGT TOL TPOTYOVLEVOL PLATOG. TN CUVEXELD, TPOYLATOTOLEITOL PLYOKEVTPNOT Yo

1 Aent6 otic 11000 x g kot amopdkpLuVe! T0L EKAOVGUATOG.

4) ITAdon e ueupPpavns orhikovng:

EravatonoBeteitar 1 6TAN 010 GuAAEKTIKO coAnva kot tpootifBevton 450ul buffer AQ (ue
a1favorn). Akolovbel @uyokévipnon v 3 Aemtd otic 11000 x g O6mOL Kol EMTLYYAVETOL
Enpavon ¢ pepppdvng otikdévng. TéAog, TPayHaTOmOlEiTOl OMOUAKPLVOT] TOV EKAOVGLATOC

KOl QUYOKEVTPNOT GE PEYIGTN TOYOTNTA.
5) Exlovon tov DNA:

TomoBeteitar n omAn oe véo cwinva kot mpootiBevror S0ul buffer AE. Tt ocvvéyela,
enmdletan to detypa ywoo 1 Aemtd oe Bepuoxkpacio dopatiov. Akorovbel puyokévrpnon yuo 1

Aento otic 11000 x g.
B) Xyedraopnoc EKKIVNTAV Yo in vitro TonokatevOuvopevn petarhalryéveon:

I to oyedooud TV HETOAAAELYOVOV EKKIVIITOV ¥PNCLOTOLEiTaL TO Aoyickd PrimerX, to
omoio ocvykpivel o aAAniovyic DNA (untpa) pe po aiiniovyio DNA 7 mpwteivng, oty
omoia &xel NON €wooybel  emBount) petdAloin. Xtn ocvvéyewn, onuovpyel arAiniovyiec FW

ekkivyntdv vroAoyilovtag odeg Tig mBavEG aAAniovyiec VOUKAEOTIO IOV KATAAANAOL UNKOVS TTOL
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KOOKOTOOVV 0VTH TN HETAAAAEN Kot aKoAOVOOVLV GUYKEKPIUEVOLS TTEPLOPIGHOVG. TEAOC, TO
PrimerX mopdyel avtictoyyeg avtiotpo@eg oAAnAovyieg ekkwvntdv, Kot VmoAoyilel GAleg
amopaitnteg mAnpogopies, Onmwg 1 Beppokpacioc ™MEewg kot n meplektikoTTo GC Yoo kGbe

Cevyog KKV TOV. XNV CLYKEKPLUEVN epyacia £ytve N €ENG avTIKaTAGTOON:
Ro9=> Agg
AGA->GCA AGy9sGC

‘Encita emPefoarddnke n oyedwoopévn petdAroén pe 1o Aoyiopikd Expasy (translation tool).
Yoppova pe to gyxepidto odnyuwv tov QuikChange II Site-Directed Mutagenesis kit mov

YPNOLUOTOMONKE, 01 EKKIVNTEG TTPEMEL VAL TANPOVV TIG €ENG TPODTOBEGELC:

1) Kot o1 000 peTaAla&lydvol eKKIVNTEG TPETEL Vo, TEPLEYOLY TNV eMBLUNTN UETOAAAEN Ko

VoL TPOGOEVOVTOL TNV 1010 AAANAOLYIN GTIG OTEVAVTL OAVGIOES TOV TAAGHSTIOV.

2) O exkivntég mpémel va. givon peta&y 25 kat 45 Paoelg oe unkog, pe Bepuoxpacio TEEMS

(Tm) >78°C

3) H emBopntm petdhroén mpénet va PBpioketar otn péomn tov exkwvnt) pe 10-15 Paoeig

oWOTNG aAANAOLYIOG 0VOSTKA Kot KaBOOTKA TG LETAALOENG.

4) Ot ekkvntég 10avika mpénet va €xovv eldylotn meplektikomta GC 40% wxor vo

tepuatiovv og pia N meplocodtepeg G 1 C Paoers.

v) In vitro tomoxkatevOvvopevn petarralryéveon (in vitro site-directed mutagenesis):

H in vitro tomoxotevBuvouevn petodialryéveon etvar pior TOAOTIUN TEYXVIKY YL TOV
YOPOKTNPIGUO TOV SVVOUIK®OV, TOAVTAOK®OV GUGYETICUOV HETAED TNG SOUNG KOt TNG Asttovpyiog
TOV TPOTEVOV, Yol TNV HEAETN OTOWEI®V YOVIOIOKNG EKOPOONG, KO Y. TNV EKTEAEOT|

TPOTOTOCEMV TAUGLUIIAKADV POPEMV.

To QuikChange II Site-Directed Mutagenesis kit ypnowomoteitonr yioo T Omupovpyia
ONUEWKAOV UETOAAAEE®V, OVTIKATACTOON OUVOEE®V, OTMG TNV TopPoVco €PYACia, Kol yio

petaALalelg dtaypaeng N TopepPoins. Avtn 1 nébodog mpaypotonoteitol pe  ypron g DNA
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molvpepaons vyning mototrag PfuUltra (HF) yio v xatevBovopevn and petarlo&rydovoug
EKKIVITEG OVTLYPOPT KOl TV 300 aAvcidmv Tov mhacudiov. H Pacikn dtadikacio ypnoiponotet
éva popéa (vmepelkopévo dsDNA) pe 1o évBepo mov evdlopépel Kot Tovg 600 GVVOETIKOVG
OALYOVOUKAEOTIOIKOVG EKKIVITES, Ol OTTOT01 TEPLEXOLY TNV eMBLUNTA peTdALaEN (swdva 3-1). Ot
EKKIVNTES, 0 KABEVOC CUUTANPOUATIKOG TTPOG TIC 0V0 AAVGIdES TOL POoPLn., ETEKTEIVOVTOL KATA TN
dwpkewn evariayng Oepuoxpaciov pe 1t Ponbei g moAvpepdong PfuUltra yopig va
ektomiotobv. 'Etol, 1 eméktacn tov ekKvntdv mopdysl €va LETOAAAYUEVO TAAGUIO0 pE
Koppéva dxpa. AkorovBel méyn tov matpikod DNA pe 1o évlopo mepropiopod Dpn I (s1duo ya
pebviopévo kot nupedviiopévo DNA) vy va emdeyBel to veoouvtiBépevo DNA mov mepiéyet
™ petdArLaén. O Koppévog eopéag mov TEPIEXEL TNV EMBLUNTY HETAALAEN peTaoynpoTileTon o€

ANUIKOG EMOEKTIKE KOTTOPAL.

Eleyyoc tne in vitro uetolrolryéveons (mutagenesis control)

Mo vo doxkyaotel 1 OMOTEAEGUATIKOTNTO TOPUYMYNS TOL HETOAAAYUEVOL TAAGUISIOL,
y¥pNoonoteital To mAacuiolo eErEyyov (control) pWhitescript 4,5 kb. Avto to mhacpidlo eAéyyov
neplExel éva kwdkovio ANEng (TAA) ot 6éon evog kwdukoviov yia Gln (CAA) o10 yovidlo g
B-yoraxtoowwdong tov pBluescript Il SK(-) ¢@oayopdiov (aviiotoryel oto opvo&d 9 g
TpOTEIVNG). Emdektikd xOTTOpO TOL £Y0VV HETOGYNUOTIOTEL HE OLTO TO TAOCUIO0 EAEYYOL
onpovpyovv Aevkég omoikieg oe TpuPAa pe LB dyop ko to avtilotikd opmikiiivn mov
nepéyovv IPTG ko X-gal, emedn 1 dpactikdtra g P-yohaktooddong Exet eoreipfei. Ot
OALYOVOUKAEOTIOWKOT EKKIVITEG EAEYYOV ONUIOLPYOLV il GNUELOKT METOAAAEN OTO TAOGUIO0
eréyyov (pWhitescript 4,5kb), ) omoia emavaeépel 1o T katdroumo tov kwdtkoviov AéEne (TAA)
070 apvo&L 9 Tov yovidiov g B-yaraktooddong o€ C KatdAouto, e AmOTELECLO TO KOOIKOVIO
Gln (CAA) mov Bpioketor oty aypiov tomov oAAnAovyic. Metd amd petacynuaticpd, ot
amolkieg pmopovv va voPAnBovv ce d1aAoyn yia 1o Yarallo eoavotvmo B-yoraktocstddong (B-

gal+) oge péco mov mepiEyxet IPTG kon X-gal.

20



ITlivaxac 3-1: Zvotatikd aviidpaong eAEyyov

Component pl /50pl of reaction

Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u) 1
10X reaction buffer 5
pWhitescript (4,5kb) 2

control primer 1 1,25

control primer 2 1,25
dNTP mix (10mM each) 1

dd H,O 38,5

[Tpaypatomotovvion 600 avTdpAcELS evioyvong, pia yio Kébe aAvcidon Tov mAacuidiov.

Iivakac 3-2: Avtiopoon 1 (evioyvon ¢ kwdkiS alvoidag)

Component ul /50pl of reaction
Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u) 1
10X reaction buffer 5)
pET33b (=50ng) 1,5
Mutagenic primer for coding strand 1,3
(100pmol/ul) (1/10 apaimon)
dNTPs 25mM each 0,5
ddH,0 40,7

ITlivaxag 3-3. Avtidopaon 2 (svioyvon thne un KwOIKNG 0AvGioog)

Component pl /50pl of reaction
Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u) 1
10X reaction buffer 5
pET33b (=50ng) 1,5
Mutagenic primer for non-coding strand 1,2
(100pmol/ul) (1/10 apaimon)
dNTPs 25mM each 0,5
ddH,0 40,8
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Ilivaxag 3-4: ZovOixeg avtiopoons PCR yio. tig avtidpaoeic 1, 2, control

Bijpa avtiopaong YovOnkeg
peTovcioon 95°C, 1min (1 cycle)
LETOVGI®MOT 95°C, 1min (10cycles)
vBpiIopdg 55°C, 1min (10 cycles)

TOAUEPIGHOG 68 °C, 8min (10 cycles)

Metd to mépag v avidphoswv, 25ul and kdbe avtidpacn petagépoviar o€ véo tube.

[TpootiBevtan 0,75ul modlvuepdong PfuUltra oto ka0e tube yia pia véa avtidpacn evicyvoong:

Iivakag 3-5: 2ovOnxes avtidpoaons PCR yio. v tedikn avtiopoon evioyvons

Bijpa avtidpaong YovOnkeg
HETOVGI®OM 95°C, 1min (1 cycle)
HETOVGIMOT 95°C, 30sec(15cycles)
vPpdopodg 58 °C, 1min (15 cycles)

TOAUEPIGHOG 68 °C, 8min (15 cycles)
68 °C, 20min (1 cycle)
Hold 4°C

EmBepoardvetor m evioyvon pe mAekTpo@OpNoN O€ TNKTOMO oyopolng kol pE T
evomopeivovto 44ul g tekevtaiog avtidpaong mpaypotomoleitor wEWYN pe to  Eviupo

TEPLOPIGLLOV:

 Sul 10x buffer 4 (NEB)
* 1ul Dpnl (NEB)

Apéong oxolovdel emmaon tov Setypdtov mpoc méyn otove 37 °C y 5 dpeg. To
amoTéAECUO TNG TEYNG emPBePandveTa e NAEKTPOPOPN O o€ TNKTOUO ayapolng. To mpoidv g

néymc katokpnuviCeton pe abavoin.
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Kazoxpruvion ue cibavéin (ethanol precipitation)

* IIpocoOnkn SM NaCl cg tehxn ocvykévrpoon 0,25M

* [IpocOnkn tpeig popég Tov dyko Tov detypatog maympévn abavoin 100%
* Avdadevon

+ Duyokévipnon oe puéyiotn TovTTo Y10 5 otoug 4 °C

* Andppryn TOoL VITEPKEILEVOD

* Xtéyvouo oto heatblock

* Emavadidivon o 10ul amooteipopévo vepd

* Avdadevon

Metooynuotiouos ynuiKkwg eTLOEKTIKOY KOTTApWY (transformation)

Ye 200ul emdektikdv kvttdpwv  yiveror mpooOnikn Syl tov mpoidvtog petd TV
KATOKPUVION pe alfovOAn. X1 GUVEYELD TPOYUOTOTTOLEITAL ETMACT) 6TOV TAyo Yo 30min Ko
axolovBm¢ heatshock otovg 42°C yia 45sec. 'Enetta ta kdtrapa enwaloviotr otov mdyo yia 1-2
min kot gv ovveyeio Tpootifevian oe kKabe kalAiEpyeto 800ul SOC medium. AkolovOei endoon
vy 1 ®po otoug 37°C vrnd avadesvon (160 rpm). Télog, emotpodvovror 100ul g
LETACYNUOTIGUEVIG KOAALEPYElag o€ TpLPAMa pe oteped Opentikd péco LB agar to omoio
TEPLEYXEL TO KATAAANAO avTBloTiKO (KavopvKivn), aviiloyo e To Yovidld ovOEKTIKOTNTAG TOV
dwbétel 10 ekdotote MAACUIOO TOL ypNowwomoleital Yoo To petacynuoticpd. Télog,
TpaypoTonotleital endaocn tov TpuPriov otovg 37°C yia 12-14h. T v avtidpacn eAéyyov
npootifevtal 6To o1EPEd OPenTIKO HECO TOL TEPLEYEL AUTIKIAAIVY, TPV Ta KOTTOpO, 80pg/ml X-

gal ko 20mM IPTG.
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Eixova 3-1: Emioxénnon e uedodov ¢ in Vitro toroxatevOoviusvg
uetadlolryéveong e to Quikchange Il kit

0) Iapackev] EMOEKTIKOV KVTTAP®V (competent cells):

Lo ™ onuiovpyia emdektikay kvtrapwv ypnoyororfnke n uébooogs CaCl,:
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Apykd og 3 ml Opentikod vAkoH LB Broth evopBoipilovion ta kOtTOpa mov emtBupovpe va
KOTOGTNCOVUE EMOEKTIKA. TNV TEPInT®ON TV kuttdpwv DHSa tpoctifetot 610 Bpenticd
VAKO Kot o avtiflotikd oumikiddivny (100 mg/ml) oe el cvykévipowon 100 mg/ml. Ou
vypéc koAMépyeeg émerto. Tomobetobvianr otovg 37°C war otic 210 rpm ya 12-16 dpeg
(overnight).

Amo v overnight kaAMépyela Aappavetoan 1 ml kot tomobeteiton oe KOVIKY QLIAN TOL
nepiéyel 100 ml Bpentikd LB Broth. ‘Ereita and nma avdosvon, eotopetpeiton 1 ml and v
kaAMépyelo ota 600 nm. H ontikr amoppdenon (ODggy) mpémer va eivan mepimov 0,04.
Axoro0bmog N kolépyeia enmdletor otovg 37°C kot otig 210 rpm. IMpayuaromotovvol
QPOTOUETPNOEIS (VO TOKTA YPOVIKA OSCTAUATO £0C OTOV 1 OMTIKY omoppdPnon &eivor
ODgpp=0,4, xabBmg ta KOTTOpa 010 onueio ekeivo PBplokovtal oty ekbetikn @daon g
avAamTLENG TOVG.

Ta 100 ml g koAAEPYEWS TOV KLTTAPWV HOPAlovtal 6€ 00 OTOGTEPMUEVE KOl

nayopéva falcons tov 50 ml (vd EAGYR) Kot Emerta ToroBeTovvTan otov mhyo yia 10 Aemtd.



e Ilpayupatomoteitar @uyokévipnon otig 4.000 rpm vy 10 Aentd ko otovg 4°C. To
VIEPKEipEVO amopakpvveral Kot to falcons Tomofetobvrol avamoda dGTE va. amopakpuviouv
Kol To TEAEVTOLO Tyvm.

e Xg «xdBe falcon mpootifetaw 30 ml Sdivua MgCl-CaCl, (80 mM/20 mM) ko
mpaypatonoleiton ehappd avaosvon péEypt va d1Avdei o inua.

e Ta falcons @uyokevipovvtol ek véov otic 4.000 rpm yio 10 Aentd ko otovg 4°C. To
vrepkeipevo amopakpHvetar kot ta falcons Tomobetovvron avémoda.

e Ye KkaOe falcon mpootiBeton 2 ml waywpuévou daivpatog CaCl, 0.1 M, avadioaideton to ilnpo
Ko £TELTO TOTOOETOVVTOL GTOV TTAYO.

e Eiwsayovrar 70 ul DMSO o¢ kd0¢ falcon ko axoiovdei avédevon (to DMSO dwnpei to
KOTTOpO OEKTIKG Y10, TEPLOCOTEPO JSACTNHO Kot EUTOSILEL TLYOV SPVLYN TOV TUNUATOV
T0vG). Enterta apnvovtal otov mtdyo yuo 15 Aemtd.

e [Ipootifevtar aiia 70 ul DMSO oto falcons kot agov avadevtobv, Tomobdetovvial 6Tov
ndyo.

e [IoA0 ypryopo potpaletar 1 TooOTTo TOV EMOEKTIKGOV KVTTApoV (200 ul avé coiive tov

1.5 ml) kot tomoOeTovvTon Tpog eVANEN otovg —80°C.

€) Yrnepékopaon s PARN:

Ye Sml LB Broth pe yhopopeowvikorn (100mgiml) oe tehikn ovykévipmon 25mg/ml ko
Kavopvkivn (100mglml) oe telikn ovykévipmon 0,1mg/ml, evopbaipilovtar petacynuoticpéva
kottapa BL21 kot enwdlovror yio 12-14h otovg 37°C v avadevon (210rpm). AxolovBel
ueta@opd tov Sml g o/n kaAMépyslog oe 400ml @péokov Opemtikod puécov LB Broth ue
YAOPOUQUIVIKOAT KOl KOVOUVKIVN. XTI GUVEXEW, TPAYUOTOmOlEiTal UETPNON TNG OMTIKNG
amoppoéenong ota 600nm (ODgyy) kol endaocn TV KaAlepyeudv otovg 37°C vd avadevon
puéxpt 10 ODgoo va @tdoet mepimov 10 0,6 mOL avTicTOKEl 6T AOYOPIOUIKY PACT OVATTLENC.
[TpocBétovue IPTG (1sopropyl Thio Galactosyl, 1M) og tehkn cvykévipmon 0,5mM ko1 ImM,
T0 07010 EMAYEL TNV £KPPOCT TNG AVAGVVIVAGUEVNS TPOTEIVIG. Ot KaAMépyeleg enmalovtal vd
avadevon yia 4 mpeg otovg 37°C. Ta kbtrapa cvAréyovtal pe puyokévepnon otig 4.000rpm yuo

20min otovg 4°C, agatpeitar To vrepkeipevo kat o inua amodnkeveton otovg -80°C.
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ot) Amopovmon ts PARN:
Ouoyevomoinan twv KOTTGPWV

To xatayvypévo inua Tov Kuttdpomv dtohdeTon oe pLOUGTIKO dtdAvpo EKYOMONG (Tepimov
10mL). Xt ouvéyeln, TPOYUOTOTOIEITOL 1) OlOIKOGIO TOV GMACIUATOS TOV KLTTAP®V e
vEPNYoVg (Sonicator) péoa oe mayo. Ipayuatomoteitor uyokévipnon otig 12.000rpm, yio
60min otovg 4°C. Awywpileton 10 vrepkeipevo omd 10 inua kol akolovbel 1 dwdkacio

ATOLOVMGNG TNG TPWTEIVNG N oToia PpiokeTon 6TO VITEPKEIpEVO.
Xpwupozoypapio ovyyéveilag

To vrepkeipevo amopaxpOVeETOL Kol avoptyvoetal pe pntivi vikediov ayopolng (NTA-Ni
agarose), n omoia €xel mponyovpuéveg eElooppommBel pe pvOoTIKG SdAvpe ekYOAMONG Kot
avadevetal e Yo e 30min otovg 4°C. H mpwteivn deopevetol otnyv pntivn HEC® GUVOESTC
TOV 10TWOWAOV OV TEPLEYEL OTO OUVOTEMKO GKPO HE TO dTopo Tov vikeAiov. To ddAlvua
TEPVIETAL TPOCEKTIKA ard oTHAN M omoia kKatakpotel v pntivn. H ot)An Eemiéveton pe 10ml
puOuotikd ddAvpe ékmivong (wash). H éxhovon (elution) g mpoteivng éywve pe 6ml
pLOOTIKO dtdAvpa £kAovong To onoio meptExel WdaloAlo oe cuykévipmon 500mM. O podrog
oL OaloAIoL €lval Vo OEGUEVETOL OTO AKIVITOTOMUEVO 1OVTO VIKEATIOV Ko vor avtoymviletal
Y. OECUEVON UE TIG TPMOTEIVEG cLVOeNEVEG pe totdivn (His-tagged). Tviléyovior mévie
KAdopato and ) otAn (EL1-E5). Amd xéBe Prpo g amoudvmong kpatdpe deiypato yio
LETPNOT OMKNG TPOTEIVNG KOL NAEKTPOPOPNON).

Ipotorn kourdin mpwteivng

[MapaokevaoOnke stock odhvua BSA 2mg/ml. And ovtd  o@ridytnkov Stodvpota
ovykévipoong omd 0 péypt 2,00mg/ml kot enwdotke pe Bioquant yio TovAdyiotov Smin og
Bepurokpacio dwpotiov. H Tpdtumm kapmdAn KaTaoKELAGTNKE LETPAOVTOS TIC ATOPPOPNCELS TOV
dtdvpdtov potopeTpikd ot 595nm. Onwg eaivetol oty ewova 3-2, TPOKLITEL L0 YPOLLLIKNY
oyéon ue e&iomon):

A =0,5092 * C(mg/mL) + 0,0008

Me Vv ovykekpipévn eElomon LIOAOYIoTNKE M OAIKY] CLYKEVIPMOTN TPOTEIVOV TV
JEYUATOV GTO O14POPa GTASI TNG ATOUOVOGTG.
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Eixova 3-2: [potorn kourndin mpwteivis ue ) uébodo Bradford

{) HiekTpo@Opnon TpOTEIVOV 6€ TNKTONA OKPVAUPLOLI0L:

Mo 1o Jdwywpiopd TV TPOTEIVOV TPOYUATOTOLEITAL NMAEKTPOEOPNON GE ANKTN
ToAVaKPLAOULOIOV, I omoio amoteleital amd 00O EMUEPOVG TNKTEG, TNV TNKTH SO ®PIGHOV

(separating gel) (wivakag 3-6) kot v TNkt cvykévipwong (stacking gel) (nivaxoag 3-7).

Hivaxag 3-6: Xooroon wnrric doywpiopod 8%

AvTiépactipio. Oyxog
Axpolopidro 30% 2,7 ml
Tris-HCI 1,5M (pH 8,8) 2,5 ml
SDS 10% 100 pl
TEMED 6,0 pl
APS 10% 100 pl
ddH,0 Up to 10 ml

H mnxt ovykévipoong €xet pikpotepn TukvOTNTO OO TO TNKTOUO Olo®PIGHOD Kot
OLYKEVIPAOVEL T TOGOTNTO TOV OEIYUAT®V TOV £XOVUE POPTAOCEL GTO MNYAOLM, TO OToio OTOV
€10EA00VY GTNV TNKTN S ®OPIGHOV, dtoympilovion avarloyo e TO Hoplakd Tovg Papog. Apyikd
1N INKTH O ®PIGLOV TOTOOETEITOL TN GLGKELT] NAEKTPOPOPNONG KO TPOSTIOETAL OO TAV® TNG
LKPY] TOGOTNTO 1GOTPOTOAVOANG Y10l TNV EVOBVYPAUUIOT TNG EMPAVELNG TNG TNKTNAS. AoV Téet,
agoaipeitotl 1 100mPomavOAn Kot TOTODETEITOL GTN CLGKELN] M MNKTH GLYKEVIPWONG AKPP®G

TOVO omd TNV TNKTY Sy ®P1opov, n omoio apnvetatl va méel. H mpogtopacio tov derypdtov
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TP eopT®BoLY otV TNKT TEPLAAUPAvVEL TV TPocHNKN TOL PLOUIGTIKOD SIOAVUOTOG
Sy ®PIoov (3x) Kot TN pHeTovsinon Tov Tpmteivov. H petovsioon emtuyydvetal pe 0€ppavon
TV detypatov otovg 100°C, yuo 4 Aentd, €101 MOTE VO YivVEL O SOYOPICHOS TOV TPOTEIVOV
COLPMVO e TO HoplaKOd Tovg PBapog kol Oyl pe Pacn to @optio Tovg, TOo omoio givar eviaio
apvnrikd, e&outiag tov SDS. AkoAovBwe, apol efoceaiiotel OtL M mTNKT €lvon o,
QOPTMOVOVTOL TO OElypaTa, KabmG Kol 01 LAPTVPES HOPLOKOD PAPOVE, OTIC EOIKES VITOOOYES TNG
TNKTAG Kol TpooTifeTal To puOoTiKd dtdivpa niektpoedpnong (Tris, yAvkivn, SDS), éto1 dote
vo épyeton og emagn pe v mnkt. Téhog, ovvdéovtal To MAEKTPOSIO LE TNV GLOKELN
TPoPoddTNoNG Kol gpapudletar tdon 100V, péypt ta delypota vo OavhGOLV TNV TNKTH

OLYKEVTPMONG, EVD LOAMG PTACOLV GTN TNKTN Sy ®piopov 1 Taon avédvetal ota 200V,

IHivaxag 3-7: XZooroaon anktig ovykévipwons 5%

Avtiopactipra ‘Oykog
Axpolopidro 30% 0,83 ml
Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) 1,26 ml
SDS 10% 50 ul
TEMED 5,0 ul
APS 10% 50 pl
ddH20 Up to 5 ml

To APS kot 10 TEMED mpootifevion oto téhog, kabmg eivor vmedbova yuo tov
TOAVUEPIGHO TOV aKPLAOUSIOV. AKOAOVOEL, apaipeon TG TNKING CLYKEVIPOONG KOl YPMOOT)

NG TNKTNG 010 ®PIoUOD UE TO SLOAVUO ¥PpOUOTICHOD (stain solution).

Xpawan Tnktauotos axpviopidion

* TomoBeteiton 10 mMKTOUA 68 TOTNPL {EGEMmG Kot TpoaTtiBeTan 0&ukd o0&V 10%
* Bpdowo o610 @oOpvo HIKPOKLUAT®OV Kot HETOPOPO o€ VEO motnpt (Ecems, OmMov
npootifetar To puOoTikd ddAvpa ypmong (Coomassie Brilliant Blue G250)
*  Bpdoio 6to podpvo HIKPOKVUATOV Kol ETELITA N0 AVAdELOT VoL S’
«  Eemlévetal e vepo TO THKTOUO Kot Totobeteitan o€ motnpt (Eoemg pe 0Ekd o&v 10%
*  Bpdoo 6to povpvo HIKPOKLUATOV
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*  TomoBeteitan og véo motnpt {Eoemg pe 0&Eko o0&y 10%

*  'Hmo avadevon

1n) Awrnidvon:

"Eva koppdtt pepfpdvng dwomidvong Ppdletar e vymAn Bepuokpacio oe 2% w/v. NAHCO3
vy 257 ko EemAéveTal e amOoTEP®UEVO vEPO. Zepayiletar n peuPpavn amd ) po TAELPA UE
&vay KOUTO Kot £VOL TOGTPAKL KOl OTY] GUVEYELD LETAPEPOVTOL IE TUTETO TO, KAAGUOTO 0O TN
omAn otv peuPpdvn. H pepPpavn ocopayileton kor amd v GAAn mAevpd. 'Ernsita avt
ompileTor 610 TAVO pEPOG ToTNPLov (Ecemg Twv 1000ml (to omoio mepiéyetl SidAvpa avtidpaong
yopig DTT) étor dote 10 TUNUO TNG LEUPPAVIG TTOL TTEPIE)EL TOL delypata va. BpiokeTon HéGa 6TO
dwaivpa. To motpt Bpacpov TomobeTeiton 6€ GUOKELT LOYVNTIKNG OVAOELONG LE £VOL LOYVITN
€101 ®ote va ovadeveTon to dtdAvpo oto yoyeio O/N. Tnv emopévn to ddAvpa popaleton o

HiKpoo®ANveg puyokévtpnong (eppendorf tubes, 1.5 ml).

0) Métpnon e evepyotnrog s PARN pe kvavo tov peBuieviov:
Apyn g uebooov

H pébodoc otmpileton otn peiwon g oapopds amoppoenons (AA) tov moAv(A) ota
662nm 660 av&dvetor 1 cLYKEVIpWSN Tov [44,45]. Topemva pe v apyr avtn) Kot pe Bdorn v
TPOTLAN KOUTOAN yiveTol 1 HETPNON TNG GLYKEVTIP®ONG o€ pio avtidpacn tov 100ul, pe
npoctnkn 900ul SwAvdpatog kvavod tov pebvieviov. To tehevtaio meplEyel KLAVO TOL
pebvieviov 10 omoio Tpocdévetan 610 molvpepég moAv(A) kot EDTA oe cuykévipwon 2mM 1o
omoio deopevel To WOvTa payvnoiov. Ta 1Ovia payvnoiov givol amopaitnta yioo TV Artovpyia
Tov evlopov kot étol 10 EDTA deopedovrog ta 1ovto otapatdel v aviidpaon. Meimon g
OLYKEVTPMOOTG TOV TOAV(A), Tov oeidetal o eviupukn dpdon €xel WG GLVETELD TNV AENCN TG
aroppoenons. 'Etot yio v pérpnon g evepyotnrag npootifetan 1010 mocdtn o ToAV(A) 6TO
TVPAO KOl GTNV avTIOPOoT, OTOL 1| TIUN TNG OTOPPOPNONG, UETE OO CLYKEKPIUEVO YPOVIKO

dtlonua otV avtidpaoct, elvatl evBEmg avdroyn g TocdHTNTOS TOAV(A) TOV ATOIKOJSOUNONKE.
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Kotookevn npotonng kourviAng moiv(A)

Ta delypata yio TV KATOOKELY TNG TPOTLTNG KOUTOANG ETOYACTNKAY GOUOOVA [LE TOV
nivako 3-8. Metd v mpooHnkn Tov SwAdpeTOS Kvavoy Tov pebBuvieviov T detypota
enmwaotkov yo. 15min otovg 30°C o6t0 oKOTAdL Ko | pwTopéTpnon £ytve ota 662nm. To
QOTOUETPO  undeviotnke upe TN peyaAvtepn ovykévipmon moAv(A)  (10pg/ml  tedkm
oLYKEVTP®OT). Yoloyiotnke 1 olapopd amoppdenong (44) Bétovtog 1o TveAd wg 0. And v
TPOTLTN KOUTOAY TPOKVOTTEL 1] €EIC®ON Ao TNV Omoio UTOPEL VO VTOAOYLIOTEL 1] TOGOTNTO TOL

ToAV(A) ov VOpoAVETAL KATA TIG EVELIIKES OVTIOPAGELS.

Iivaxag 3-8: Ilpotorn xoumdin mold(A)

Telki] ovykévrpoon molv(A) (ng/ml) | 0 2 4 6 8 10 (T)
moAv(A)100pg/ml (nl) 0 20 40 60 80 100
Avdhopa avtidpaong (ul) 100 80 60 40 20 0
dralvpa kvavoev Tov pedvieviov (ul) 900 | 900 | 900 | 900 | 900 900

Xpovorxourdln eviopixng opaons

H avtidopaon Aoppaver yopa otovg 30°C. T va vmohoyiotel o PéAtiotog ypoOvog
avtidpaong, mpaypotomowovvtar mEpdpate  eviopukng  dpdong otn  PBéltiot  otabepn
oVYKEVIpOOT vmootpdpotog Km=30ug/ml, kot oe kabopiopévovg ypovovg otopatdel m
avtiopoon pe v mpocstnikn 900ul pvbusTtikod Soddpatog kvavod tov pebvieviov Kot Ta

delypoto poTopeTpovvIoL 6to. 662nm.
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4. AIIOTEAEXMATA

Apykd amopovadnke maiacudiokd DNA (PET33b-PARN) yia va  ypnotporombei yio v
vrepékppaon ™s PARN og xOtrapo BL21, ahAd kot yio v in Vitro tomokatevfuvopevn

petaAlaryéveon.

4.1. Lyed1a6p6g EKKIVITOV Y10 TOToKaTELOUVONEVY peTarraryévesn in vitro

Yyxedtdonray ekKivntég pe to mpdypappo PrimerX yio tnv petdAialn g apywivng 99 oe
olovivn. H odavivn eivor un molkn ot éva omd To amAoboTEpO OOUIKE  apvoEal.
Xpnoiponoteitar eVPEMS 68 HEAETES LETAALAELYEVEONG Y10 TV KATAVONGT) TOL POAOL QUIVOEEMV
o doun kot AsrtovpykdTTa TV TPOTEiVOV. H drodikacio ywve copemva pe Tic odnyieg Tov

eyyxelpdiov Tov QuikChange II kit (Agilent Technologies), pe ta e£Ng amoteAécpara

*kk

Forward: 5' CCGAAACCCTTCAATGCATCCTCACCAGATG 3'
Reverse: 5' CATCTGGTGAGGATGCATTGAAGGGTTTCGG 3!

*kk

GC content: 51.61% Location: 280-310
Melting temp: 75.0°C Mismatched bases: 2
Length: 31 b Mutation: Substitution
5' flanking region: 15 bp Forward primer MW: 9369.23Da
3' flanking region: 14 bp Reverse primer MW: 9662.36 Da

4.2. TomtoxotevOvvopevn petarhalryéveon in vitro

[Tpaypatomomnkav dVo avidpAcelg evioyvong, o Yo TNV KooK aAvcido Kot pio yio
v un Kodkn aAvcida tov yovidiov g PARN, pe tovg petaAlallydvoug ekkivntéG Kot TV
noivpepdon PfuUltra mov mopeiye to kit kou piar avtidpaon eAéyyov, GOUE®VO LE TOVG TIVOKES
3-2 kan 3-3. AkoAovONcE o vEQ avTidpaoT EVIGYVONG LE TO TPOIOVTIO TV dVO TPONYOVUEVDV
avtdpdoemv, 1 onoio VIOPANONKe og aviidpaon wéyng pe to meploploTikd Evivpo Dpnl, mov
eniong mapeiye 1o kit, pe okomd TNV amoAAoyn TOL TPOIOVTOG Amd TO TUTPIKO HEBLAMUEVO
DNA, to omoio 0ev mepiéyet tnv embount) pet@Aroén. ‘Emerta 10 mpoidov g méymg
KotaKkpnuviomnke pe ofovoAn kot Pe oVTO UETOCYNUATIOTNKAY YNUIKE EMOEKTIKE KOTTOPO
DHb5a. Ta petaoynpatiopéva pe 10 HeTOAAAYUEVO TAAGUIO0 KOTTOPM EMOTPOONKAV GE GTEPED
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Opentikd péco LB Agar pe kavapvkivn, Kot To LETACYNUATIGUEVO KOTTAPOU EAEYYOV GE OTEPED
Opentikd péco LB Agar pe apmkiddivny, agod mpootédnke X-gal ko IPTG oto teAevtaio
TpLPAio. X1 cvvéyela emmacTnKOV 01 KoAMEPYEleg otovg 37°C o/n. Tto tpuPrio yio tov Eleyyo
™G uetaArabiyéveong, avoamtoydnkav amoikieg, ot omoieg oe mocootd mepimov 80% ntav
yordlieg, emPePardvovtag kotd Eva Tpdmo TV emTuyio TG dtodikaciog TG Hetalhasiyéveong.
INa mv emPePaioon g emBountig petdAraéng oto yovidro g PARN, evopboipictnkay ot
TE6GEPLS AmolKieg mov avamtHynkav oto TpuPAiio g petarlaryévveonc o Sml LB broth pe
Kavopvkivn n kéfe pia, ertodomkav otovg 37°C vrd avadevon otig 210rpm 0/n, Kot a@ov
amopovodnke to miaoudlakd DNA, otdddnkav 10ul amd kdbe omopovmbév miaouioo
(100ng/ul) yro. aAlnrodyon (ta deiypato «dropdotnkavy pe tov T7 universal primer). Mg ta
amoteAéopaTo TG aAAnAovyong kot T Ponbeia tov Aoyispukod MEGA emiPefoaicdbnke n
embount peTtdAAoEn Yoo TG dVo amd TS Téooeplg amowkieg (ewova 4-1). H petariiaypévn

PARN 0o onuewwveror oto €€ng g PARN(R99A).

Eiwxova 4-1: Ansikovion tov Loyiouikod MEGA yio. t odyxpion twv aAlnlovyiov e
PARN(R99A) ko tne wild type PARN (Me xokkivo Sédog onueichvetau n meproxsi e
petdlralng)

4.3. Yrepékppaon, aropovoon s PARN(R99A)

¥t ovvéyxeln kotrapa BL21(DE3) petaoynpatiomkay pe mAacpioo ond tig dVo amotkisg
nmov emPePfoarddnkav Beticég v v embount petdriioén. Ta petaoynuatiopéva KoTTopo
evopbolpiomnkav o kaAAépyeto LB Broth 5ml (37°C, 210rpm, 0/n) ko émetta 1 KoAMEPYELQ
petapépOnke oe 400ml ppéoko Bpentikd péso. Otav n amoppdenom TG KAAMEPYELNG EPTUCE
As00=0,650, mov avtiotoryel otn AoyaplOUIKY AT avATTLENG, TPOYUOTOTOONKE ETAY®YT TNG
ékppaong ™ms PARN(R99A) pe yprion IPTG tehikng ovykévipoong 1mM yuo 4h otovg 37°C.
AxorovOnoe @uyoxkévipnon g kaAlépyswog (4.000rpm, 20min, 4°C) kot GLAAOYN TOL

wnuatoc. To inua eravadioAvdnke oe puOSTIKO SLIAVIO EKYOAIONC, OTTOV TPOYLLOTOTOIONKE
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OTAGIUO TOV KLTTAPWV UE VITEPNYOLS. To opoyevomoinua uyokevipnOnke (12.000rpm, 60min,
4°C) xou ovAA&yOnke to vmepkeipevo Yo amoudvoon Ttov evOOHOL pHE YPOUOTOYPOPio
ovyyévelag (NTA-Ni agarose). ZoaréyOnkav 3 khdopoto ékmivong (W1-W3, ewdva 4-2) ko 5
KAdopato éxiovong (E1-ES, ewodva 4-2). H pétpnon oAkng cvykévipmong TpmTeivng ond ta
KAMopoata e ypopatoypoaeiog €ywve pe t pébooo Bradford xor m mAextpoedpnon tov
detypdtov g PARN(RI9A) éywve og mnktopo moivakpviapdiov 7,5% (SDS-PAGE). Ta
detypotor E1 won E2 petagépOnkov yuo damidvon oe ddAvpo avtidpaong (0/n) yuo v
amopdipovvon tov daloriov. H cvykévipmon g npwteivng cbppwva pe m pnébodo Bradford
nrov 0,475mg/ml. v ewdva 4-2 @oivetar 1 MAEKTPOPOPNON TOV KAACUAT®V TNG
ypopatoypoeiog ar’ 6mov amovstalovv ta kKAacpata E3-ES kabmg dev aviyvedbnke mpwteivn.
Me 1oV 1010 TpdTO VIEPEKPPATTNKE KOl amopovainke 1 aypiov tomov PARN pe poplaxn palo
74kDa (ewova 4-3), n ovykévipoon g omoiag cvpewvo pe 1 péBodo Bradford nrav
0,93mg/ml.

PARN(R99A) 74kDa

FT W1 W2 W3 E1l E2

Eixova 4-2: Hlextpopopnon (SDS-PAGE) deryudrwv amo to. oraoio. amouovwons s PARNRIIA).
Xpaon ue Coomasie Brilliant Blue. FT: deiyua mov dev npocdébnxe oty oy, W1-W3: deiyuazo.
éxmlvong, EL1-E2: Aeiyuaro éxlovons. H PARN(RI9A) popiaxod fapovs 74 kDa evromiletor uéoa oto
opbBoyavio wloioio.
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PARN 74kDa

FT W1 W2 W3 El E2

Eixova 4-3: Hlextpopopnon (SDS-PAGE) deryudrwv and to. oraoio arouovwons e PARN. Xpwon e
Coomasie Brilliant Blue. FT: Aeiyuo mov dev mpocdédnke otn otiidy, W1-W3: Adeiyuazo éxnloong,
E1-E2: deiyuara éxiovons. H PARN uopioxov foapovs 74 kDa evromiletar uéoa oto deéi opBoywvio
mhaioto.

4.4. Métpnon g evepyotntog s PARN pe kvavo tov peBuvieviov:

LHporvrn kourvin woiv(A)

Ta detypata yio v KaTOoKELY] TNG TPOTLTNG KAUTVANG TPOETOLUAGTNKOV GOUOOVA LE TOV
nivako 3-8. Metd v mpooHnkn Tov SwAOpeTOS Kvavoy Tov pebBuvieviov To detypota
enwdomkov yoo 15min otovg 30°C ko 1 potopuérpnon &ywve oto 662nm. To Q®TOUETPO
undeviotnke pe M peYaADTEPN ovYKEvipmon moAL(A) (10ug/ml telMkn ovykévipwon).
YroAloyiotnke mn dwapopd oamoppoenong (4A4) 0étoviag 10 ToeAd ©¢ 0. Amd v mpdTLAN

KOUTOAT TPOKVTTEL 1] YPOLUIKNY oxéom pe TV e&icmon:
A=-0.0404*C(ug/ml) + 0.3036

Me m ovykekpuévn e&icmon pmopodv Vo VITOAOYIGTOVV Ol GOPPOPNCELS T®MV EVILLIK®V
avTdpdoemv g moAV(A) TOL amoKOdOUNONKE KOTA TIG OVTIOPACELS. TNV €1kOva 4-4 paiveton N
TPOTLTN KOUTOAN TOAV(A).
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0.4 -

0.3 -

y = 0.0404x + 0.0294

0.1 A

Suykévtpwon toAu(A) [pug/ml]

Eixova 4-4: Tpotorn koumdAn moiv(A)

Xpovorkoumdin eviopkng opoong

H avtidpaon érafe yopa otovg 30°C. Bacildpevorl og mponyovuevn epyacia, kabopiotnie
®g Wwoavikn mocdtnTa  €VOOUOL Yl TOL TOPOVIO  TEPOUATIKO OTOTEAECUOTO TO  3ng
PARN/avtidpaon kot ehdyiotog ypoévog avtidopaong 15min yia v PARN (ewova 4-5). H
ovykévipoon moAD(A) kvpaivetor amd 7,5 €wo¢ 60,0pug/ml yio va givor evidg tov oplov

YPOULKOTNTOS TNG pLeBddov [46].

03 -
025
ea 02 1
-]
L)
<015 - :
—s— 3ng/reaction
0,1 A —a&— Bng/reaction
0,05 4
I:l T T T T T 1
0 3 10 15 20 23 30
min

Eixova 4-5: Xpovoxoumddn ue 6ng kou 3ng PARN/avtidpaon oe ovykévipwon molv(A) 60ug/ml
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Eriopoon tns uetérrolng R99A atnv evepyornto. tng PARN

Mo v mopampnon ¢ emidpaocng ™ petdAriaéng om dpactikoTnTa ToL €ViDUOUL,
mpaypatorombnkav 600 aviwpdoelg otovg 30°C ko pe 1 PEATIOTM  OLYKEVTPOON
vrootpmdpatog 30ug/ml, pio pe to Evivpo aypiov OOV Ko pia Yo to petaAlaypévo Eviopo. Ta
dAvpate ToV avtidpdoemy eoTopeTpnOnKay ota 662nm petd v TPocHnKn SAVUATOG
methylene blue oe téc0epic dwapopetikovg ypdvovg (0,5,10,30min), to omoio oTOUATA TIG
AVTIOPAGELS. LTIG EIKOVEG TOV 0KOAOVOOVV TaPOVGIALOVTAL T OYPALLOTO TOV OTOTEAEGUATOV
amd Ovo emovainmrTikd mepdpoata. o kédBe emavainym, mapotiBevror €va SudypopLLo
AmopPOPNONG TOV EVOMOUATOUEVOL KLOvoy Tov peBuAeviov 610 TOAV(A) otar 662nm 7TPOg TO
xpOvo avtidpaong (ewkdveg 4-6 ko 4-7), éva Odypoppo HETABOANG QLTAG TS OITOPPOPNONG
(AA) pog 10 xpOvo avtidpaong (eikdves 4-8 kat 4-9) kot Eva padOYPOLLIL Y10, TO TOGOCTO TNG
dpaoctikdmTag TG petarroypuévng PARN w¢ mpog v dpacticdtnta g aypiov tomov PARN
(ewéva 4-10). Onwg eaivetor amd to daypdppata, n arxoppoéenon ms PARN(RIYA) sivan
petopévn oe oyxéon pe avt g PARN kb’ 6An t owbpkea g aviiopaong. Emiong
mopatnpeitol peiwon g amoppodENoNS tov Kvovod Tov pebvieviov Kabdg mpoywpd M
avtidpaon kot amd to 600 Evivpa cOue®Va e To 1010 TPOTLTO, YEYOVOG oL cupPadiletl pe Tig

TANPOPOPIES TOV VILAPYOLV MG TOPA. Yo TOV TpdTOo dpdiong s PARN.

0.66 -
- = === PARN new
065 4 .-~

\ = =A== MUutPARN
0.64 \

0634 .-A
$0.62 A N ¥
< N Wt D

-
- -
-——-—-- bk X
_—-

o624 T TTmsea T 4

0.6 -

0.59 -

0.58

0 5 10 15 20 25 30 35
Xpovog [min]

Eixova 4-6. Awoppopnon katd, T didpkela e avtiopoons (1n uétpnon)
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\\
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0.6 1 N el
SeAmccccmccccem—e——————— ‘.x
0.59 -
0.58 . . . ; | | |
0 5 10 15 20 25 30 35
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Eixova 4-T: Awoppopnon xatd, T d10pkeLa TS avTiopoons (2n uétpnon)

>11¢ ewkdveg 4-8 kan 4-9 emiong mapatnpeitan 6t AA ™ PARN(R99A) eivan peimpévn oe
oyéon pe avt s PARN.

0.035 -
- <¢—-PARN
0.03 4
= <&~ - PARN(R99A)
0.025 A /,.0
’f
~ 0.02 - _--""
8 -
< ’4” _—“
< 0.015 - o T
’I —’_—‘
’ ‘—"—
0.01 A e
P
/”
0.005 - i
(4
[ 4
O . ‘ T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Xpovog [min]

Ewxova 4-8: E&élién ¢ uetoflodng e amoppopnons xatd, t oidpxelo e ovtiopoons (1n uétpnon)
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Ewxova 4-9: EEéLién ¢ uetofodng e amoppopnons kxatd, ) 016pKeLo. TS oVTIOpoons (2n uétpnon)

Me 10 pafdoypappa (ewova 4-10) mapovsialetan 1 emidpacn g petdAroéng R99A ot
dPACTIKOTNTO TOL HETAAAAYHEVOL eVEDUOL GE oY€om HeE avTh Tov aypiov Tomov. H evepyodtnta
™G PARN(R99A) ekppaletor g moocooto tng evepyodtroc g PARN og dibpopovg ypdvoug
g avtidpaons. Ta mocootd vroAoyioTnkoy GOUE®VO HE TIG UETPNOES TG AA Yo Tta 600

évlopa kot kdBe GTAAN AVTITPOCHOTEVEL TO HEGO OPO TWV dVO LETPNCEMV.

100% A
5_ 80% - 80%
3
22 69%
> =
2 % -
n:E 60%
<
s g
S o
=5 40% -
S 2a
a ¥
w w
a2 20% -
0%' T

10 min 30 min

Eiwxova 4-10: Enidpaon s petddiaing RI9A amnv evepyotnro g PARN. H evepyotnza s PARN (R99A)
exppaletal wg moooato ¢ evepyotntag s PARN.
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5. XYZHTHXH

Bloymuikég kot oopkég peréreg amokdivyoav 0tt 1 PARN cvykpoteiton amd ovo idieg
vropovadeg pnalag 74 kDa. To evepyd tng kévipo amoteAeitol amd téocepa apvo&éa (Asp28,
Glu30, Asp292 kot Asp382), ta omoia motedeTOL OTL TPOGAVOTOMIOVYV TOL CNUAVTIKE Yio TV
KatdAvon otofevn petoddikd ovta. Emmiéov, 1 His377 €yer mpotabel o¢ onuaviikd apvo&y
yo. v evlouikn dpactikotnto tov evlopov. ‘Etor, 1 PARN katatdocetor otig DEDDh
voukiedoeg [38]. Zoppovo pe pio Tpdoeotn UEAETN PLOTANPOPOPIKNG, OTNG OMOilNG TO.
amotedéopato Paciletoar M mapovoa epyoasio, n Arg99 avtmpocwmevel €vo oNUAVTIKO
KataAouro, Kabmg cvuPdriel ot cvvoeon Twv dVvo povouepdv ™ PARN, cuvelcpépel otnv
otafepotnra Tov VOOV Kot KatevBuverl To vdotpopo ot BEATIoT BEon Yoo TV avTidopaon
dtlomaong ¢ moAv(A) ovpdc. H Arg99 poll pe v His377 (mov 6mwg mpooavoapépOnke
CUUUETEYEL QUECH OTNV KATAAVLGT) oynuUatilovy deoHOVS VOPOYHVOL LE TO TPATO VOUKAEOTIOO
adevooivng TG MOAL(A) ovpds amd dapopeTikeg dlevBivaels. Ta dvo avtd apvotéa Eyovv
Kkpiowo porlo otnv otabepdtta g PARN kot 610V TPOGOVOTOMGUO TOL VTOGTPOUOTOG
ocupupdriovtag €16t oty evlupukn ovtidpaocn. Me Bdon tov onuavtikd d1o@atvoplevo poOAo TG
Arg99 ot doun kot Aettovpyia g PARN, oty mapovca epyacio mpaypatomodnke cuvheon
evog upetaAAdypotog tov evlbuov, m PARN(R99A), pe in vitro tomoxatevbuvouevn
petoArasryéveon. H petoddayuévn PARN ekgppdotnke Ko amopovadnke e KaAMEPYELEG
E.coli. AxolovBwc, cuykpifnke n evepydmtd ¢ pe avth tov evidpov Tov aypiov tomov. To
amoteAéopato £0e&av g 1 evepydtnra g PARN(RI9A) sivon petopévn katd mepimov 30%
o€ oyéon pe g PARN (ewova 4-10).

H moapovca epyacio pmopel vo amoteAésetl TNV apyn Yo, LEAAOVTIKES LEAETEG UE OKOTO TNV
TEPOUTEP®  ATOCOPIVICT] TOL OUOSUEPICUOV, TNG TOTMOOETNONG TOV VTOGTPMUATOS KOl KOt
EMEKTOON TNV TANPN KATOVONOT TOL KOTOALTIKOL pnyovicpod tg PARN. Xe avt)y v
KatevBvvorn, KvNTIKEG Kot OOUIKEC HEAETEC pe ypnomn moivadevolmpévov mRNAs 1
TPOTOTONUEVOV VITOGTPOUATMV OVOUEVETOL VO YOPUKTNPICOVV TEPUITEP® TO POLO NG Arg99
OTO UNYOVICUO KATAALONG KOl VO GUUBAALOVY YEVIKOTEPO GTNV KATOVON O TG AELITOVPYING TNG

PARN.
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	ΠΕΡΙΛΗΨΗ
	Η πολυ(Α) ουρά των ώριμων ευκαρυωτικών mRNAs διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στη μεταφορά, τη μετάφραση, την αποικοδόμησή τους και τη σταθερότητά τους, παρέχοντας ένα σημαντικό μέσο ελέγχου των επιπέδων τους στο κυτταρόπλασμα. Η αποικοδόμηση των mRNAs ξεκινά συνήθως με τη βράχυνση της πολυ(Α) ουράς, και καταλύεται από ειδικά ένζυμα γνωστά ως αποαδενυλάσες. Μια από τις καλύτερα μελετημένες αποαδενυλάσες είναι η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση, PARN. Το ένζυμο είναι ένα ομοδιμερές και πρόσφατα έχει προταθεί πως ένα αμινοξύ, η αργινίνη 99 (Arg99 ή R99), έχει σημαντικό ρόλο στη λειτουργικότητά του, συμβάλλοντας στον ομοδιμερισμό του και στον προσανατολισμό του υποστρώματος στο ενεργό κέντρο. Στην παρούσα εργασία εξετάστηκε η επίδραση in vitro της R99 στην ενεργότητα του ενζύμου. Η R99 αντικαταστήθηκε από μια αλανίνη, ένα μη πολικό και δομικά απλούστερο αμινοξύ. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η δραστικότητα του μεταλλαγμένου ενζύμου είναι μειωμένη σε σχέση με αυτή του αγρίου τύπου, μετά από μέτρηση της ενεργότητας των δύο ενζύμων με φασματοφωτομετρική μέθοδο με κυανό του μεθυλενίου. Η εργασία ανοίγει το δρόμο για περαιτέρω μελέτες για την αποκάλυψη του πλήρους καταλυτικού μηχανισμού της PARN. 
	ABSTRACT
	The poly(A) tail plays a crucial role in mature eukaryotic mRNAs transport, translation, degradation and stability providing a widespread means of controlling their levels in the cytoplasm. mRNAs degradation  usually begins with the shortening of  poly(A) tail and is catalyzed by specific enzymes known as deadenylases. One of the well-studied deadenylases is poly(A)-specific ribonuclease, PARN. The enzyme is a homodimer, and recently has been suggested that an amino acid, arginine 99 (Arg99 or R99), has an important role in its functionality, helping homodimerization and orientation of the substrate in the active site. In the present study, the in vitro effect of R99 on the enzyme activity was examined. The R99 was replaced by an alanine, a non-polar amino acid and structurally simpler. The results indicated that the activity of the mutant enzyme was reduced compared to that of wild type enzyme, after measuring the activity of both enzymes by methylene blue spectrophotometric method. Future studies could be based on the findings of this work concerning the role of this particular amino acid residue, in order to elucidate the complete catalytic mechanism of PARN.  
	1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

	Το ριβονουκλεϊκό οξύ (RNA), είναι ένα μόριο κεντρικής σημασίας για τη γονιδιακή έκφραση. Αρχικά χαρακτηρίστηκε ως ενδιάμεσο προϊόν της πρωτεϊνοσύνθεσης, όμως έχουν ανακαλυφθεί πολλά είδη RNA που έχουν δομικούς ή λειτουργικούς ρόλους σε άλλα στάδια της γονιδιακής έκφρασης. Η εμπλοκή του RNA σε πολλές λειτουργίες που αφορούν στη γονιδιακή έκφραση υποστηρίζει τη γενική άποψη ότι ολόκληρη η διαδικασία μπορεί να έχει εξελιχθεί σε έναν «κόσμο RNA», στον οποίο αρχικά το RNA ήταν το ενεργό συστατικό του μηχανισμού διατήρησης και έκφρασης της γενετικής πληροφορίας. Αργότερα οι πρωτεΐνες υποβοήθησαν ή ανέλαβαν αποκλειστικά πολλές από αυτές τις λειτουργίες, γεγονός που είχε ως συνέπεια την αύξηση της προσαρμοστικότητας και πιθανόν της αποτελεσματικότητας. Οι τρεις κύριες τάξεις RNA είναι το αγγελιαφόρο (mRNA), το μεταφορικό (tRNA) και το ριβοσωμικό (rRNA) [1].
	1.1. Αποικοδόμηση του mRNA- Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA

	Η αποικοδόμηση του ευκαρυωτικού mRNA παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, στον ποιοτικό έλεγχο της βιοσύνθεσης mRNA και στην αντι-ιϊκή προστασία [2,3,4].
	Η αποικοδόμηση του mRNA συνήθως ξεκινάει από τη βράχυνση της πολυ(A) ουράς στο 3΄ άκρο του (αποαδενυλίωση, deadenylation) από διάφορες αποαδενυλάσες [5,6]. Ακολουθώντας την αποαδενυλίωση ένα ειδικό ένζυμο που αποτελείται από δύο υπομονάδες (Dcp1p και Dcp2p) αφαιρεί το κάλυμμα, εκθέτοντας το μετάγραφο σε αποικοδόμηση από την Xrn1p, μια 5΄→3΄ εξωνουκλεάση. Εναλλακτικά, μετά την αποαδενυλίωση, το mRNA μπορεί να αποικοδομηθεί με την κατεύθυνση 3΄→5΄από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα, ένα σύμπλοκο εξωνουκλεασών [7-10]. Στην περίπτωση αυτή το κάλυμμα υδρολύεται από το DcpS [11]. Ωστόσο η αποικοδόμηση ορισμένων mRNA μπορεί να ξεκινήσει με ενδονουκλεοτιδική διάσπαση είτε από ειδικές ενδονουκλεάσες είτε από το μηχανισμό του RNAi [12]. Επίσης τα ευκαρυωτικά κύτταρα περιέχουν ειδικά μονοπάτια αποικοδόμησης που αναγνωρίζουν και αποικοδομούν ταχύτατα ανώμαλα mRNA χρησιμοποιώντας τα ίδια ένζυμα που αποικοδομούν φυσιολογικά mRNAs, όπως φαίνεται στην εικόνα 11 [1].
	Για παράδειγμα, πρώιμα mRNAs που αποτυγχάνουν να ολοκληρώσουν τη διαδικασία ωρίμανσης μπορεί να κατακρατηθούν στον πυρήνα ή/και να αποικοδομηθούν [13]. Εναλλακτικά, τα κύτταρα μπορούν να υπολογίζουν την μεταφραστική χωρητικότητα των mRNAs σε μια διαδικασία που αναφέρεται και ως μη-νοηματικά διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση (nonsense-mediated decay, NMD). Tα mRNAs που περιέχουν μια πρόωρη αλληλουχία τερματισμού αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται. Τέτοια μετάγραφα αποικοδομούνται είτε μετά από αφαίρεση του καλύμματος σε μία διαδικασία ανεξάρτητη από την αποαδενυλίωση, είτε από επιτάχυνση της αποαδενυλίωσης και της 3΄→5΄ αποικοδόμησης από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα [14-17]. Παρομοίως, σε μια διαδικασία που αναφέρεται ως αποικοδόμηση μη-τερματισμού (nonstop decay, NSD), τα mRNAs στα οποία δεν υπάρχει αλληλουχία τερματισμού αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται ταχύτατα με κατεύθυνση 3΄→5΄ από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα [18,19]. Οι διαδικασίες παρουσιάζονται σχηματικά στην εικόνα 12.
	1.2. Aποαδενυλάσες - Κατάταξη, βιολογικές λειτουργίες και έλεγχος δραστικότητάς τους

	Ως αποαδενυλάσες ορίζουμε τις εξωριβονουκλεάσες που αποικοδομούν την πολύ(Α) ουρά των mRNAs με κατεύθυνση 3΄→5΄ απελευθερώνοντας 5΄-ΑMP.  Καθημερινά ο αριθμός των ταυτοποιημένων αποαδενυλασών αυξάνει ως αποτέλεσμα βιοχημικών και γενετικών ερευνών. Οι αποαδενυλάσες εκδηλώνουν μια σαφή προτίμηση για 3΄- πολυ(Α) ως υπόστρωμα, παρά το γεγονός πως σε ορισμένες περιπτώσεις έχει δειχτεί ότι αποικοδομούν λιγότερο αποτελεσματικά και μη-αδενοσινικά ομοπολυμερή [25].
	Όλες οι γνωστές αποαδενυλάσες είναι Μg2+-εξαρτώμενα ένζυμα που μπορούν να  ταξινομηθούν σε δύο μεγάλες υπερ-οικογένειες με βάση την παρουσία συγκεκριμένων συντηρημένων καταλοίπων στο καταλυτικό τους κέντρο. Η DEDD υπερ-οικογένεια έχει λάβει το όνομά της από τα καταλυτικά αμινοξέα Asp και Glu που βρίσκονται διάσπαρτα μεταξύ τριών μοτίβων εξωνουκλεάσης, τα οποία συντονίζουν τα ιόντα Μg2+. Μέλη αυτής της ομάδας αποτελούν η αποαδενυλάση POP2 (γνωστή και ως CAF1), η CAF1Ζ, η πολύ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN), καθώς και οι οικογένειες των PAN2 αποαδενυλασών. Από την άλλη μεριά η υπερ-οικογένεια των εξωνουκλεασών-ενδονουκλεασών-φωσφατασών (exonuclease-endonyclease-phosphatase, EEP), περιλαμβάνει αποαδενυλάσες που φέρουν συντηρημένα καταλυτικά κατάλοιπα  Asp και His στις δομικές περιοχές νουκλεάσης τους. Παραδείγματα ΕΕP ενζύμων αποτελούν οι αποαδενυλάσες Νοcturnin, CCR4  και Angel.
	Κάθε είδος οργανισμού διαθέτει διαφορετική γκάμα και αριθμό αποαδενυλασών. Για παράδειγμα, μέλη των οικογενειών POP2, CCR4, PAN2 και Angel είναι παρόντα σε όλους τους ευκαρυώτες, ενώ άλλες αποαδενυλάσες είναι λιγότερο συντηρημένες (π.χ. η Drosophila melanogaster στερείται τόσο της  PARN όσο και της CAF1Ζ [25]. O πίνακας 11 παρουσιάζει συνοπτικά την κατάταξη των αποαδενυλασών στις δύο υπερ-οικογένειες καθώς και ενδεικτικά παραδείγματα ενζύμων που εντοπίζονται σε αντιπροσωπευτικά είδη οργανισμών.
	/
	Η τεράστια ποικιλότητα και ποικιλομορφία των αποαδενυλασών υποδηλώνει πως πιθανότατα συγκεκριμένες αποαδενυλάσες στοχεύουν συγκεκριμένα mRNAs επιτάσσοντας τον έλεγχό τους στη δραστικότητα ενός μόνο ενζύμου. Από την άλλη, διαφορετικές αποαδενυλάσες μπορούν να δράσουν στο ίδιο mRNA με διακριτές αλλά επικαλυπτόμενες λειτουργίες [20-24].
	Οι αποαδενυλάσες, όπως αναφέρθηκε, διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη γενική διαδικασία ανακύκλησης του mRNA. Επιτελούν όμως και αρκετούς εξειδικευμένους, ρυθμιστικούς ρόλους. Κάποιες είναι απαραίτητες για τη βιωσιμότητα των οργανισμών, ενώ μεταλλάγματα άλλων επιφέρουν μια ποικιλία ενδιαφερόντων φαινοτύπων. Επιπλέον, συγκεκριμένες αποαδενυλάσες είναι απαραίτητες για συγκεκριμένες βιολογικές διεργασίες, γεγονός που αποδεικνύει πως ο έλεγχος ορισμένων mRNAs είναι καθοριστικής σημασίας για την ομαλή λειτουργία αυτών των διεργασιών [25,26]. Για παράδειγμα, αρκετές αποαδενυλάσες, συμπεριλαμβανομένων της PARN του Xenopus laevis και της CCF-1 του C.elegans, είναι σημαντικές κατά την πρώιμη ανάπτυξη, ενώ άλλες απαιτούνται για τη γονιμότητα (όπως η CNOT7 στα ποντίκια) και τη μεταβολική ομοιόσταση (ποντίκια που στερούνται Νοcturnin, λαμβάνουν λιγότερο σωματικό βάρος και λίπος σε σύγκριση με τα ποντίκια που τη διαθέτουν, κάτω από ίδιες συνθήκες διατροφής και συμπεριφοράς).
	Η ρύθμιση της δραστικότητας των  αποαδενυλασών κρίνεται απαραίτητη, καθώς συνθήκες ανεξέλεγκτης αποαδενυλίωσης θα οδηγούσαν σε καταστροφή και θάνατο του κυττάρου. Σταθερά και μεταγραφικά ενεργά mRNAs πρέπει να προστατευθούν από την αποαδενυλίωση ενώ τα ασταθή και μη φυσιολογικά θα πρέπει να αποαδενυλιώνονται και να οδηγούνται στην αποικοδόμηση.
	 Ο ρυθμός της αποαδενυλίωσης ποικίλλει μεταξύ των διάφορων mRNAs. Αυτή η διαδικασία ελέγχεται από παράγοντες-ρυθμιστές οι οποίοι προσδένονται ειδικά σε συγκεκριμένες αλληλουχίες των mRNAs. Ρυθμιστικά στοιχεία που βρίσκονται συνήθως στις 3´ αμετάφραστες περιοχές συγκεκριμένων mRNAs (3΄-UTR) ενισχύουν την αποαδενυλίωση τους. Αυτά τα στοιχεία δεσμεύονται από παράγοντες οι οποίοι στρατολογούν συγκεκριμένες αποαδενυλάσες προωθώντας έτσι την αποαδενυλίωση. Τέτοια παραδείγματα παραγόντων που δεσμεύονται στις 3΄-UTR περιοχές μορίων mRNA αποτελούν οι CUG-BP, miRNAs, PUF και CPEB [25,27,28]. Εναλλακτικά, προώθηση της αποαδενυλίωσης μπορεί να επιτευχθεί και μέσω αλληλεπίδρασης της PABP και συγκεκριμένων αποαδενυλασών (π.χ. η PABP στρατολογεί το σύμπλοκο PAN2-PAN3). Επίσης, το 5΄ κάλυμμα του mRNA μπορεί να επηρεάσει θετικά την αποαδενυλίωση διεγείροντας την δραστικότητα και την επεξεργαστικότητα κάποιων αποαδενυλασών (χαρακτηριστικότερο και μοναδικό γνωστό έως σήμερα παράδειγμα αποτελεί η PARN). Η έκφραση των αποαδενυλασών και των αντίστοιχων ρυθμιστών τους υποδεικνύει το χρόνο και τον τόπο, στον οποίο μπορεί να συμβεί ρύθμιση της αποαδενυλίωσης. Για παράδειγμα, η έκφραση της Νοcturnin είναι ρυθμική και ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθμό, ενώ οι αποαδενυλάσες της οικογένειας των POP2 είναι ιδιοσυστατικές [30-32]. Επιπροσθέτως, όταν το κύτταρο υποβάλλεται σε διάφορες μορφές stress (UV, οξείδωση, οσμωτική πίεση ή έλλειψη γλυκόζης), τότε η αποαδενυλίωση σταματά αμέσως. Ο μοριακός μηχανισμός της αναστολής παραμένει άγνωστος. Η αποαδενυλίωση επηρεάζεται επίσης από δύο μορφές χωρικού ελέγχου: (α) τον πυρηνο-κυτταροπλασματικό διαχωρισμό των αποαδενυλασών και (β) την εντόπισή τους σε κοκκία. Στην πρώτη περίπτωση, προβλήματα σωστού διαχωρισμού των αποαδενυλασών μεταξύ πυρήνα και κυτοσολίου μπορούν να αποβούν μοιραία για την τύχη mRNAs που δεν θα έπρεπε να αποικοδομηθούν. Από τη άλλη μεριά, συγκεκριμένες αποαδενυλάσες εντοπίζονται σε ενδοκυτταρικά κοκκία, τα οποία περιέχουν κατασταλμένα mRNAs, τα οποία στη συνέχεια μπορούν να ενεργοποιηθούν. Η συν-εντόπιση αυτών των αποαδενυλασών με τα υποστρώματά τους πιθανότατα διευκολύνει την κινητική της αποαδενυλίωσης [25].
	Οι αποαδενυλάσες συνήθως αποτελούν τμήμα συμπλόκων με πολλές υπομονάδες. Οι άλλες πρωτεΐνες σε αυτά τα σύμπλοκα επηρεάζουν τη δραστικότητα των αποαδενυλασών. Για παράδειγμα, η PAN2 δεσμεύεται στην PAN3 που με τη σειρά της αλληλεπιδρά με την PABP. Η τελευταία στρατολογεί -όπως αναφέρθηκε- το σύμπλοκο PAN2-PAN3 στην πολυ(Α) ουρά των mRNA-στόχων [29]. Άλλες αποαδενυλάσες σχηματίζουν ομοδιμερή και άλλες ετεροδιμερή. Ο ετεροδιμερισμός αυξάνει σημαντικά το ρεπερτόριο των συμπλόκων των αποαδενυλασών, καθώς διαφορετικά ετεροδιμερή έχουν και διαφορετικές ενζυμικές και ρυθμιστικές ιδιότητες. Η δυνατότητα για έλεγχο της αποαδενυλίωσης καθίσταται τεράστια και ιδιαίτερα πολύπλοκη αν σε όλα αυτά συνυπολογίσουμε την αλληλεπίδραση των πολυάριθμων πιθανών συμπλόκων αποαδενυλασών με την τεράστια ποικιλία των ρυθμιστών τους και την αλληλεπίδραση των τελευταίων με μία εξίσου μεγάλη ποικιλία διαφορετικών ρυθμιστικών στοιχείων επί των 3΄-UTR περιοχών των mRNA-στόχων [25].
	Τα σύμπλοκα αποαδενυλασών που στρατολογούνται από ειδικούς ρυθμιστές είναι πολυλειτουργικά, καθώς περιέχουν εκτός των ενζύμων αποαδενυλίωσης, συστατικά που καταστέλλουν τη μετάφραση και συστατικά που ενισχύουν την αποικοδόμηση του mRNA. Η πολυλειτουργικότητα αυτή παρέχει ευκαιρίες για πολυάριθμα σημεία ρύθμισης της αποαδενυλίωσης, της μετάφρασης και της αποικοδόμησης των mRNAs, είτε ξεχωριστά είτε συντονισμένα [25]. 
	1.3. Η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση [poly(Α)-specific ribonouclease, PARN]

	Το κύριο ένζυμο που αποικοδομεί πολυ(Α) ουρές mRNA είναι η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση [poly(Α) specific ribonouclease, PARN], την οποία μελετά η παρούσα διπλωματική εργασία. Η PARN αρχικά απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε σε κύτταρα θηλαστικών [33,34]. Αναλύσεις αλληλουχιών δείχνουν ότι η PARN όπως και η Pan2p και Pop2p ανήκει στην οικογένεια των RΝaseD νουκλεασών που φέρει το χαρακτηριστικό μοτίβο DEDD. Είναι συντηρημένη σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς αλλά απουσιάζει από S.cerevisiae και D.melanogaster. Μεταλλάξεις στα προβλεπόμενα καταλυτικά κατάλοιπα (DEDD) αναστέλλουν τη δράση της [35,36]. Βιοχημικές μελέτες έδειξαν ότι η ενεργότητα της PARN εξαρτάται από δισθενή μεταλλικά ιόντα ενώ μεγαλύτερη δραστικότητα έχει η παρουσία ιόντων Mg(ΙΙ) τα οποία πιθανόν βρίσκονται στο ενεργό κέντρο παίζοντας καθοριστικό ρόλο στο μηχανισμό της κατάλυσης. Το ελάχιστο μήκος υποστρώματος είναι τα δι- ή τρι- νουκλεοτίδα αδενοσίνης ανάλογα με το ποιο μεταλλικό ιόν βρίσκεται στο ενεργό κέντρο. Το ένζυμο στον άνθρωπο απαντά σε δύο ισόμορφες, μία πυρηνική 74 kDa και μία κυτταροπλασματική 54 kDa (62 kDa στον Χenopus laevis). Η τελευταία είναι πρωτεολυμένο παράγωγο της πρώτης από το οποίο απουσιάζει το εύκαμπτο καρβοξυτελικό άκρο. H περιοχή αυτή ευθύνεται και για την μετακίνηση της πρωτεΐνης στον πυρήνα αφού περιέχει την NLS (nuclear localization signal) αλληλουχία. Η PARN επίσης περιέχει ένα μοτίβο αναγνώρισης RNA (RNA recognition motif, RRM), το οποίο σημειώνεται πως απουσιάζει από την κρυσταλλική δομή. Το RRM έχει ιδιότητες πρόσδεσης του πολυ(Α) αλλά και του καλύμματος [37], καθώς και μια συντηρημένη R3H περιοχή που φαίνεται να έχει δομή όμοια με αυτήν της IF3 καρβοξυτελικής περιοχής [38]. Η R3H περιοχή προσδένεται σε μονόκλωνα νουκλεϊκά οξέα και πιθανόν κατευθύνει την PARN στο πολυαδενυλιωμένο mRNA (εικόνα 13) [38].
	Η κρυσταλλική δομή της ανθρώπινης PARN, από την οποία λείπει το καρβοξυτελικό άκρο (κατάλοιπα 1-430 σε σύνολο 639), έδειξε πως το ένζυμο είναι ομοδιμερές. Κάθε υπομονάδα αναδιπλώνεται σε δύο περιοχές, μία συντηρημένη και την περιοχή της νουκλεάσης. Το ενεργό κέντρο περιέχει τέσσερα συντηρημένα κατάλοιπα, ένα γλουταμικό και τρία ασπαρτικά οξέα (Asp28, Glu30, Asp292 και Asp382) κατά το μοτίβο DEDD, τα οποία κατευθύνουν κύρια καταλυτικά δισθενή ιόντα, όπως Mg2+. Παρόλ’ αυτά η κρυσταλλική δομή της κολοβωμένης PARN δεν έδειξε την ύπαρξη ιόντων Mg(II) στο ενεργό κέντρο του ενζύμου [35,38].
	Η δραστικότητα της PARN φαίνεται πως ρυθμίζεται με τουλάχιστον έξι διαφορετικούς τρόπους: (α) διέγερσή της μέσω απευθείας αλληλεπίδρασης της PARN και του καλύμματος στο 5΄ άκρο [21,22,39,40], (β) αναστολή της από μονοφωσφορικά νουκλεοτίδια πουρινών καθώς και από ένα ανάλογο του καλύμματος [44], (γ) αναστολή από την κυτταροπλασματική πολυ(Α)-προσδενόμενη πρωτεΐνη C (PABPC) [34,40], πιθανόν λόγω της πρόσδεσης και αλληλεπίδρασης της τελευταίας με την πολυ(Α) ουρά, (δ) αλληλεπίδραση της PARN με την CUG-BP mRNA-προσδενόμενη πρωτεΐνη, η οποία είναι το ανθρώπινο ανάλογο της πρωτεΐνης του Xenopus EDEN-BP× (η αλληλεπίδραση αυτή διεγείρει την βράχυνση των πολυ(Α) ουρών) [41], (ε) διέγερση της αποικοδόμησης του πολυ(Α) από πρωτεΐνες που προσδένονται σε περιοχές γνωστές ως ARE [36] και (στ) συναγωνισμός μεταξύ της PARN και του eIF4E για την πρόσδεση του καλύμματος [40]. Στην εικόνα 15 συνοψίζονται μερικοί από τους προαναφερθέντες μηχανισμούς ρύθμισης της PARN.
	/
	/
	Η PARN φαίνεται επίσης να είναι απαραίτητη για ταχεία αποαδενυλίωση, επαγόμενη από την πλούσια σε AU αλληλουχία, την ARE binding protein τριστετραπρολίνη [36,42]. Ωστόσο, η PARN βρίσκεται και σε άλλους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Στο Χenopus laevis η PARN απαιτείται σε έναν εξελικτικά διατηρημένο μηχανισμό κατά τον οποίο αποσιωπούνται τα μητρικά mRNAs κατά την ωρίμανση του ωαρίου. Στο Arabidopsis thaliana φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην διαδικασία της ανάπτυξης και στην αποαδενυλίωση μιας συγκεκριμένης ομάδας mRNA [43].
	1.4. Φυλογενετική ανάλυση της PARN και ο σημαντικός ρόλος της Arg99

	Εκτενής φυλογενετική ανάλυση, βασισμένη στο σύνολο των διαθέσιμων γονιδιωμάτων, έδειξε μια ευρεία κατανομή για την PARN στα ευκαρυωτικά είδη, και αποκάλυψε δομικά σημαντικά αμινοξέα, τα οποία δυνητικά θα μπορούσαν να συνεισφέρουν στη ρύθμιση του καταλυτικού μηχανισμού της PARN [48].
	Συνολικά εντοπίστηκαν 32 ομόλογες πρωτεϊνικές αλληλουχίες της PARN στα γονιδιώματα των ειδών, οι οποίες αντιπροσωπεύουν διαφορετικές ταξινομικές ευκαρυωτικές ομάδες (σύμφωνα με την ταξινομική βάση δεδομένων του NCBI). Ομόλογα της PARN δεν βρέθηκαν στο αρθρόποδο Drosophila melanogaster και στο μύκητα Saccharomyces cerevisiae όπως έχει προαναφερθεί. Εναλλακτικά μεταβολικά μονοπάτια μπορεί να υπάρχουν σε αυτούς του δύο οργανισμούς για την αποικοδόμηση του πολυ(Α). Παρόλ’ αυτά, οι θεωρούμενες ομόλογες αλληλουχίες της PARN ανιχνεύονται σε άλλα αρθρόποδα και μύκητες.
	Περαιτέρω, πρωτεϊνικά μοτίβα αντλούνται από πολλαπλές συστοιχίσεις των αμινοξικών αλληλουχιών της PARN. Εκτός από το συντηρημένο καταλυτικό μοτίβο (Asp29, Glu30, Asp292 και Asp382), ένα δεύτερο μοτίβο που περιέχει τα αμετάβλητα κατάλοιπα Arg99 και Gln109 ανιχνεύθηκε μόνο στα μετάζωα (εικόνα 16). Μετά από προσεκτική εξέταση της πρωτοταγούς αλληλουχίας αμινοξέων των άλλων ειδών εκτός των μεταζώων, βρέθηκε ότι στη γειτονική περιοχή της Arg99, είτε υπάρχουν κατάλοιπα Arg ή η Arg έχει αντικατασταθεί από την επίσης πολική Lys.
	Με βάση τη φυλογενετική ανάλυση, η έρευνα επικεντρώθηκε στους πιθανούς ρόλους του αμετάβλητου καταλοίπου της Arg99, εκτός των άλλων. Δομική υπέρθεση των δύο μονομερών της PARN και των δύο αντίστοιχων ολιγονουκλεοτιδίων πολυ(Α) αποκάλυψε μικρές αποκλίσεις (max Cα RMSD <2Å). Η in silico δομική ανάλυση έδειξε ότι η Arg99 του μονομερούς Α (Arg99A) υποστηρίζεται από το συμπληρωματικό μονομερές με συμμετρικό τρόπο κατά τη διάρκεια της κατάλυσης. Συγκεκριμένα, η Arg99A εκτείνεται μέσα στο ενεργό κέντρο της αλυσίδας Β, όπως και η Arg99B στο ενεργό κέντρο της αλυσίδας Α. Αυτά τα κατάλοιπα Arg σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με τη βάση αδενίνης του τελευταίου 3΄ νουκλεοσιδίου της πολυ(Α) αλυσίδας. Ο δεσμός υδρογόνου επιτυγχάνεται με τη μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ της ομάδας  –ΝH2 (δότης) της Arg και την ομάδα –Ν= (δέκτης) του δακτυλίου της αδενίνης (εικόνα 17). 
	Η ουσιαστική συμβολή της Arg99 επιβεβαιώνεται επίσης από μελέτες μετάλλαξης στην α3 έλικα της PARN, η οποία σχηματίζει έναν ευέλικτο βρόχο, ο οποίος υποστηρίζει τον βρόχο που βρίσκεται η Arg του άλλου μονομερούς ώστε να βρίσκεται στην εγγύτητα της καταλυτικής περιοχής.
	Η βέλτιστη καταλυτική τοποθέτηση του σχιζόμενου δεσμού κατευθύνεται από την His377, η οποία σχηματίζει δεσμό υδρογόνου με το οξυγόνο της ομάδας –P=O του φωσφοδιεστερικού  δεσμού. Κατά συνέπεια, δεδομένου ότι η His377 και η Arg99 σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με το πρώτο νουκλεοσίδιο από διαφορετικές κατευθύνσεις, παίζουν σημαντικό ρόλο στην τρισδιάστατή του σταθεροποίηση και τοποθέτηση στο ενεργό κέντρο της PARN (εικόνα 17Β). Συμπερασματικά, η Arg99  μπορεί να αντιπροσωπεύει ακόμα ένα σημαντικό κατάλοιπο καθώς συνδέει τα δύο μονομερή, συμβάλλει στη συνολική σταθερότητα και κατευθύνει το υπόστρωμα σε μια βέλτιστη θέση για την αντίδραση διάσπασης [48]. 
	/
	2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

	Με βάση μια πρόσφατη in silico μελέτη για το σχεδιασμό ειδικών αναστολέων της PARN, η οποία απέδωσε σημαντικό δομικό ρόλο στην Arg99 της PARN, σχεδιάστηκε μια μετάλλαξη αυτού του αμινοξέος σε Ala για να εξεταστεί η επίδρασή της στις ιδιότητες της PARN. Στα πλαίσια αυτής της προσπάθειας, εξετάστηκαν οι πιθανές μεταβολές στην δραστικότητα του μεταλλαγμένου ενζύμου σε σύγκριση με αυτό του αγρίου τύπου, με τη φασματοφωτομετρική μέθοδο με διάλυμα κυανού του μεθυλενίου.
	3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
	3.1. Υλικά


	α) Χημικά:
	Ammonium Persulfate (APS) SIGMA
	Bovine Serum Albumin (BSA)  New England Biolabs
	Coomasie Brilliant Blue  Fluka
	Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Research Organics
	Dithiothreitol (DTT) SERVA
	DMSO Panreac
	EDTA Panreac
	HCl  Merck
	HEPES SERVA
	Isopropyl ThioGalactosyl (IPTG) Fermentas
	KCl Merck
	LB Agar  Scharlau
	LB Broth Scharlau 
	MgCl2•6H2O Panreac
	MOPS  Alfa Aesar
	NaCl Panreac
	NaHCO3 Merck
	NaOH  Merck
	Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)  SERVA
	SDS (Sodium dodecyl sulfate)  SIGMA
	TEMED (N,N,Ν΄,Ν΄-tetramethylethylenediamine) Research Organics
	Tris base  Merck
	Αγαρόζη (Agarose) SeaKem
	Αιθανόλη Panreac
	Ακρυλαμίδη (Acrylamide) SIGMA
	β-μερκαπτοαιθανόλη Riedel de Haen
	Γλυκερόλη (glucerol) Panreac
	Δις-ακρυλαμίδιο (Bis-acrylamide) SIGMA
	Ισοπροπανόλη (Isopropanole) Scharlau
	Οξικό οξύ  Merck
	Χλωραμφαινικόλη  SIGMA
	β) Βακτηριακά στελέχη
	BL21               (DE3) pUBS E.coli B, F- dcm ompT hsdS(rB+mB+) gal λ(DE3)
	γ) Θρεπτικά υλικά
	LB Broth  Scharlau
	LB Agar  Scharlau
	δ) Πρωτεΐνες και ένζυμα
	His6-hPARN 74 kDa Από E.coli BL21 
	BSA Fraction V Merck 
	Rnasin Biolabs
	ε) Πλασμίδια
	   pET33 PARN 74                 NOVAGEN
	στ) Υλικά χρωματογραφίας
	Ni2+-NTA Agarose QIAGEN 
	ζ) Υλικά διαπίδυσης
	Μεμβράνη διαπίδυσης SIGMA
	3.2. Διαλύματα

	α) Θρεπτικά υλικά:
	• Υγρό θρεπτικό μέσο (LB Broth) pH 7,2
	• Στερεό θρεπτικό μέσο (LB Agar) pH 7,2 
	• SOC medium (υγρό θρεπτικό μέσο) pH 7 για τελικό όγκο 100ml
	β) Διαλύματα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων:
	• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωμα αγαρόζης (50x): Tris base 24,2% v/w, Οξικό οξύ 5,71% w/w, EDTA 0,05M, pH 8,6
	• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων (6x): Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, Γλυκερόλη 60%, EDTA 60mM
	γ)  Διαλύματα για απομόνωση πρωτεΐνης:
	• Ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 0,1% Triton X-100, 10% γλυκερόλη, 2mM μερκαπτοαιθανόλη, PMSF 0,1mM, λυσοζύμη)
	• Ρυθμιστικό διάλυμα εξισορρόπησης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 20mM ιμιδαζόλιο)
	• Ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης 1 (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 50mM ιμιδαζόλιο)
	• Ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης 2 (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 100mM ιμιδαζόλιο)
	• Ρυθμιστικό διάλυμα έκλουσης (20mM HEPES pH 7,9, 0,5M KCl, 10% γλυκερόλη, 500mM ιμιδαζόλιο)
	δ)  Διαλύματα για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου:
	• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (10x): Tris base 1,5%, Γλυκίνη 7,2% v/w, SDS 0,5%, pH 8,3
	Διαλύματα stock για πήκτωμα ακρυλαμιδίου:
	• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCl 1,5M, pH 8,8
	• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCl 0,5M, pH 6,8
	• SDS 10% v/w
	• Ακρυλαμίδιο 30% v/w (ακρυλαμίδιο/δις-ακρυλαμίδιο : 29/1) σε ddH20
	ε)  Διαλύματα για το πήκτωμα ακρυλαμιδίου:
	Ανάλογα με την συσκευή και την περιεκτικότητα ακρυλαμιδίου που θα χρειαστούμε θα αναζητήσουμε τους πίνακες για την αναλογία των διαλυμάτων stock που θα πρέπει να αναμείξουμε και προσθέτουμε στο τέλος τους καταλύτες APS 10% και TEMED.
	στ)  Διαλύματα για βαφή του gel:
	• Διάλυμα χρώσης Coomassie Brilliant Blue G250 0,1% w/v, ισοπροπανόλη 33%, οξικό οξύ 2%
	• Οξικό οξύ 10%
	ζ)  Διαλύματα για την μέτρηση της ενεργότητα της PARN:
	• Νερό ελεύθερο νουκλεασών (0,05% DEPC, o/n και αποστείρωση, αποθήκευση στο σκοτάδι)
	• Διάλυμα αντίδρασης (1,5mM MgCl2, 100mM KCl, 20mM HEPES-KOH pH 7, 0,2mM EDTA, 0,25mM DTT, 10% γλυκερόλη)
	• Διάλυμα κυανού του μεθυλενίου (0,0012% κυανό του μεθυλενίου, 0,1Μ MOPS-ΚΟΗ pH7,5, 2mM EDTA)
	• Διάλυμα πολυ(Α) 100μg/ml. Διάλυμα αποθήκευσης πολυ(Α) (10mg/ml) αραιώνεται κατάλληλα σε διάλυμα αντίδρασης.
	3.3. Μέθοδοι

	α) Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini preparation):
	Βακτηριακά κύτταρα (συνήθως από stock γλυκερόλης) ενοφθαλμίζονται σε 3ml LB broth που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό. Ακολουθεί επώαση των καλλιεργειών για 12-14h στους 37°C υπό ανάδευση (210 rpm).  Η ακόλουθη διαδικασία πραγματοποιείται με βάση το πρωτόκολλο απομόνωσης πλασμιδιακού DNA από κύτταρα E.coli, NucleoSpin Plasmid QuickPure:
	1) Καλλιέργεια και συλλογή των βακτηριακών κυττάρων:
	 Μεταφέρονται 1,5ml από την καλλιέργεια E. coli που αναπτύχθηκε σε ένα σωλήνα και φυγοκεντρούνται για 30s στις 11000 x g. Απομακρύνεται το υπερκείμενο και επαναλαμβάνεται αυτό το βήμα. 
	2) Λύση των κυττάρων:
	  Προστίθενται 250μl buffer A1 και επαναδιαλύεται το ίζημα με τη βοήθεια πιπέτας και έντονη ανάδευση στο vortex. Ακολουθεί προσθήκη 250μl buffer A2 και ανάμειξη αναποδογυρίζοντας ήπια μερικές φορές χωρίς τη χρήση του vortex. Το δείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 2-3 λεπτά. Ακολούθως προστίθενται 300μl buffer A3 και πραγματοποιείται ήπια ανάδευση αναποδογυρίζοντας μερικές φορές (6-8) αποφεύγοντας τη χρήση του vortex. Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 11000 x g σε θερμοκρασία δωματίου.
	3) Δέσμευση του DNA:
	Τοποθετείται η στήλη NucleoSpin (Plasmid QuickPure σε ένα συλλεκτικό σωλήνα (collecting tube) των 2ml στην οποία φορτώνεται το υπερκείμενο που έχει προκύψει από τη φυγοκέντρηση του προηγούμενου βήματος. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11000 x g και απομάκρυνση του εκλούσματος.
	4) Πλύση της μεμβράνης σιλικόνης:
	Επανατοποθετείται η στήλη στο συλλεκτικό σωλήνα και προστίθενται 450μl buffer AQ (με αιθανόλη). Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις 11000 x g όπου και επιτυγχάνεται ξήρανση της μεμβράνης σιλικόνης. Τέλος, πραγματοποιείται απομάκρυνση του εκλούσματος και φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα.
	5) Έκλουση του DNA:
	Τοποθετείται η στήλη σε νέο σωλήνα και προστίθενται 50μl buffer AE. Στη συνέχεια, επωάζεται το δείγμα για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11000 x g.
	β) Σχεδιασμός εκκινητών για in vitro τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση:
	Για το σχεδιασμό των μεταλλαξιγόνων εκκινητών χρησιμοποιείται το λογισμικό PrimerX, το οποίο συγκρίνει μια αλληλουχία DNA (μήτρα) με μια αλληλουχία DNA ή πρωτεΐνης, στην οποία έχει ήδη εισαχθεί η επιθυμητή μετάλλαξη. Στη συνέχεια, δημιουργεί αλληλουχίες FW εκκινητών υπολογίζοντας όλες τις πιθανές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων κατάλληλου μήκους που κωδικοποιούν αυτή τη μετάλλαξη και ακολουθούν συγκεκριμένους περιορισμούς. Τέλος, το PrimerX παράγει αντίστοιχες αντίστροφες αλληλουχίες εκκινητών, και υπολογίζει άλλες απαραίτητες πληροφορίες, όπως η θερμοκρασία τήξεως και η περιεκτικότητα GC για κάθε ζεύγος εκκινητών. Στην συγκεκριμένη εργασία έγινε η εξής αντικατάσταση:
	R99( A99
	AGA(GCA        AG295GC
	Έπειτα επιβεβαιώθηκε η σχεδιασμένη μετάλλαξη με το λογισμικό Expasy (translation tool). Σύμφωνα με το εγχειρίδιο οδηγιών του QuikChange II Site-Directed Mutagenesis kit που χρησιμοποιήθηκε, οι εκκινητές πρέπει να πληρούν τις εξής προϋποθέσεις:
	1) Και οι δύο μεταλλαξιγόνοι εκκινητές πρέπει να περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη και να προσδένονται στην ίδια αλληλουχία στις απέναντι αλυσίδες του πλασμιδίου.
	2) Οι εκκινητές πρέπει να είναι μεταξύ 25 και 45 βάσεις σε μήκος, με θερμοκρασία τήξεως (Tm) >78°C
	3) Η επιθυμητή μετάλλαξη πρέπει να βρίσκεται στη μέση του εκκινητή με 10-15 βάσεις σωστής αλληλουχίας ανοδικά και καθοδικά της μετάλλαξης.
	4) Οι εκκινητές ιδανικά πρέπει να έχουν ελάχιστη περιεκτικότητα GC 40% και να τερματίζουν σε μια ή περισσότερες G ή C βάσεις.
	γ) In vitro τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση (in vitro site-directed mutagenesis):
	Η in vitro τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση είναι μια πολύτιμη τεχνική για τον χαρακτηρισμό των δυναμικών, πολύπλοκων συσχετισμών μεταξύ της δομής και της λειτουργίας των πρωτεϊνών, για την μελέτη στοιχείων γονιδιακής έκφρασης, και για την εκτέλεση τροποποιήσεων πλασμιδιακών φορέων. 
	Το QuikChange II Site-Directed Mutagenesis kit χρησιμοποιείται για τη δημιουργία σημειακών μεταλλάξεων, αντικατάσταση αμινοξέων, όπως στην παρούσα εργασία, και για μεταλλάζεις διαγραφής ή παρεμβολής. Αυτή η μέθοδος πραγματοποιείται με τη χρήση της DNA πολυμεράσης υψηλής πιστότητας PfuUltra (HF) για την κατευθυνόμενη από μεταλλαξιγόνους εκκινητές αντιγραφή και των δύο αλυσίδων του πλασμιδίου. Η βασική διαδικασία χρησιμοποιεί ένα φορέα (υπερελικωμένο dsDNA) με το ένθεμα που ενδιαφέρει και τους δύο συνθετικούς ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές, οι οποίοι περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη (εικόνα 31). Οι εκκινητές, ο καθένας συμπληρωματικός προς τις δύο αλυσίδες του φορέα, επεκτείνονται κατά τη διάρκεια εναλλαγής θερμοκρασιών με τη βοήθεια της πολυμεράσης PfuUltra χωρίς να εκτοπιστούν. Έτσι, η  επέκταση των εκκινητών παράγει ένα μεταλλαγμένο πλασμίδιο με κομμένα άκρα. Ακολουθεί πέψη του πατρικού DNA με το ένζυμο περιορισμού Dpn I (ειδικό για μεθυλιωμένο και ημιμεθυλιωμένο DNA) για να επιλεχθεί το νεοσυντιθέμενο DNA που περιέχει τη μετάλλαξη. Ο κομμένος φορέας που περιέχει την επιθυμητή μετάλλαξη μετασχηματίζεται σε χημικώς επιδεκτικά κύτταρα.   
	Έλεγχος της in vitro μεταλλαξιγένεσης (mutagenesis control)
	Για να δοκιμαστεί η αποτελεσματικότητα παραγωγής του μεταλλαγμένου πλασμιδίου, χρησιμοποιείται το πλασμίδιο ελέγχου (control) pWhitescript 4,5 kb. Αυτό το πλασμίδιο ελέγχου περιέχει ένα κωδικόνιο λήξης (TAA) στη θέση ενός κωδικονίου για Gln (CAA) στο γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης του pBluescript II SK(-) φαγομιδίου (αντιστοιχεί στο αμινοξύ 9 της πρωτεΐνης). Επιδεκτικά κύτταρα που έχουν μετασχηματιστεί με αυτό το πλασμίδιο ελέγχου δημιουργούν λευκές αποικίες σε τρυβλία με LB άγαρ και το αντιβιοτικό αμπικιλίνη που περιέχουν IPTG και X-gal, επειδή η δραστικότητα της β-γαλακτοσιδάσης έχει εξαλειφθεί. Οι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές ελέγχου δημιουργούν μία σημειακή μετάλλαξη στο πλασμίδιο ελέγχου (pWhitescript 4,5kb), η οποία επαναφέρει το Τ κατάλοιπο του κωδικονίου λήξης (ΤΑΑ) στο αμινοξύ 9 του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης σε C κατάλοιπο, με αποτέλεσμα το κωδικόνιο Gln (CAA) που βρίσκεται στην αγρίου τύπου αλληλουχία. Μετά από μετασχηματισμό, οι αποικίες μπορούν να υποβληθούν σε διαλογή για το γαλάζιο φαινότυπο β-γαλακτοσιδάσης (β-gal+)  σε μέσο που περιέχει  IPTG και X-gal.
	Πίνακας 31: Συστατικά αντίδρασης ελέγχου
	Component
	μl /50μl of reaction
	Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u)
	1
	10X  reaction buffer
	5
	pWhitescript (4,5kb)
	2
	control primer 1
	1,25
	control primer 2
	1,25
	dNTP mix (10mM each)
	1
	dd H2O
	38,5
	Πραγματοποιούνται δύο αντιδράσεις ενίσχυσης, μία για κάθε αλυσίδα του πλασμιδίου.
	Πίνακας 32: Αντίδραση 1 (ενίσχυση της κωδικής αλυσίδας)
	Component
	μl /50μl of reaction
	Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u) 
	1
	10X  reaction buffer
	5
	pET33b (≈50ng)
	1,5
	Mutagenic primer for coding strand (100pmol/μl)
	1,3 
	(1/10 αραίωση)
	dNTPs 25mM each
	0,5
	ddH2O
	40,7
	Πίνακας 33: Αντίδραση 2 (ενίσχυση της μη κωδικής αλυσίδας)
	Component
	μl /50μl of reaction
	Pfu Ultra DNA polymerase (2,5u) 
	1
	10X  reaction buffer
	5
	pET33b (≈50ng)
	1,5
	Mutagenic primer for non-coding strand (100pmol/μl)
	1,2
	(1/10 αραίωση)
	dNTPs 25mM each
	0,5
	ddH2O
	40,8
	Πίνακας 34: Συνθήκες αντίδρασης PCR για τις αντιδράσεις 1, 2, control
	Βήμα αντίδρασης
	Συνθήκες
	μετουσίωση
	95 oC, 1min (1 cycle)
	μετουσίωση
	95oC, 1min (10cycles)
	υβριδισμός
	55 oC, 1min (10 cycles)
	πολυμερισμός
	68 oC, 8min  (10 cycles)
	Μετά το πέρας των αντιδράσεων, 25μl από κάθε αντίδραση μεταφέρονται σε νέο tube. Προστίθενται 0,75μl πολυμεράσης PfuUltra στο κάθε tube για μια νέα αντίδραση ενίσχυσης: 
	Πίνακας 35: Συνθήκες αντίδρασης PCR για την τελική  αντίδραση ενίσχυσης
	Βήμα αντίδρασης
	Συνθήκες
	μετουσίωση
	95 oC, 1min (1 cycle)
	μετουσίωση
	95oC, 30sec(15cycles)
	υβριδισμός
	58 oC, 1min (15 cycles)
	πολυμερισμός
	68 oC, 8min  (15 cycles)
	68 oC, 20min  (1 cycle)
	Hold 4 oC
	Επιβεβαιώνεται η ενίσχυση με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης και με τα εναπομείναντα 44μl της τελευταίας αντίδρασης πραγματοποιείται πέψη με το ένζυμο περιορισμού: 
	• 5μl 10x buffer 4 (ΝΕΒ)
	• 1μl DpnI (NEB)
	Αμέσως ακολουθεί επώαση των δειγμάτων προς πέψη στους 37 oC για 5 ώρες. Το αποτέλεσμα της πέψης επιβεβαιώνεται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Το προϊόν της πέψης κατακρημνίζεται με αιθανόλη.
	Κατακρήμνιση με αιθανόλη (ethanol precipitation)
	• Προσθήκη 5Μ NaCl σε τελική συγκέντρωση 0,25Μ
	• Προσθήκη τρεις φορές τον όγκο του δείγματος παγωμένη αιθανόλη 100%
	• Ανάδευση
	• Φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα για 5΄ στους 4 oC 
	• Απόρριψη του υπερκείμενου
	• Στέγνωμα στο heatblock
	• Επαναδιάλυση σε 10μl αποστειρωμένο νερό 
	• Ανάδευση 
	Μετασχηματισμός χημικώς επιδεκτικών κυττάρων (transformation)
	Σε 200μl επιδεκτικών κυττάρων γίνεται προσθήκη 5μl του προϊόντος μετά την κατακρήμνιση με αιθανόλη. Στη συνέχεια πραγματοποιείται επώαση στον πάγο για 30min και ακολούθως heatshock στους 42(C για 45sec. Έπειτα τα κύτταρα επωάζονται στον πάγο για 1-2 min και εν συνεχεία προστίθενται σε κάθε καλλιέργεια 800μl SOC medium. Ακολουθεί επώαση για 1 ώρα στους 37(C υπό ανάδευση (160 rpm). Τέλος, επιστρώνονται 100μl της μετασχηματισμένης καλλιέργειας σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό μέσο LB agar το οποίο περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό (καναμυκίνη), ανάλογα με τα γονίδια ανθεκτικότητας που διαθέτει το εκάστοτε πλασμίδιο που χρησιμοποιείται για το μετασχηματισμό. Τέλος, πραγματοποιείται επώαση των τρυβλίων στους 37(C για 12-14h. Για την αντίδραση ελέγχου προστίθενται στο στερεό θρεπτικό  μέσο που περιέχει αμπικιλλίνη, πριν τα κύτταρα, 80μg/ml X-gal και 20mM IPTG.
	δ) Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων (competent cells):
	Για τη δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος CaCl2:
	 Αρχικά σε 3 ml θρεπτικού υλικού LB Broth ενοφθαλμίζονται τα κύτταρα που επιθυμούμε να καταστήσουμε επιδεκτικά. Στην περίπτωση των κυττάρων DH5α προστίθεται στο θρεπτικό υλικό και το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100 mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 100 mg/ml. Οι υγρές καλλιέργειες έπειτα τοποθετούνται στους 37οC και στις 210 rpm για 12-16 ώρες (overnight).
	 Από την overnight καλλιέργεια λαμβάνεται 1 ml και τοποθετείται σε κωνική φιάλη που περιέχει 100 ml θρεπτικό LB Broth. Έπειτα από ήπια ανάδευση, φωτομετρείται 1 ml από την καλλιέργεια στα 600 nm. Η οπτική απορρόφηση (OD600) πρέπει να είναι περίπου 0,04. Ακολούθως η καλλιέργεια επωάζεται στους 37οC και στις 210 rpm. Πραγματοποιούνται φωτομετρήσεις άνα τακτά χρονικά διαστήματα έως ότου η οπτική απορρόφηση είναι OD600=0,4, καθώς τα κύτταρα στο σημείο εκείνο βρίσκονται στην εκθετική φάση της ανάπτυξης τους.
	 Τα 100 ml της καλλιέργειας των κυττάρων μοιράζονται σε δύο αποστειρωμένα και παγωμένα falcons των 50 ml (υπό φλόγα) και έπειτα τοποθετούνται στον πάγο για 10 λεπτά.
	 Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις 4.000 rpm για 10 λεπτά και στους 4οC. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα falcons τοποθετούνται ανάποδα ώστε να απομακρυνθούν και τα τελευταία ίχνη.
	 Σε κάθε falcon προστίθεται 30 ml διάλυμα MgCl2-CaCl2 (80 mM/20 mM) και πραγματοποιείται ελαφρά ανάδευση μέχρι να διαλυθεί το ίζημα.
	 Tα falcons φυγοκεντρούνται εκ νέου στις 4.000 rpm για 10 λεπτά και στους 4οC. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα falcons τοποθετούνται ανάποδα.
	 Σε κάθε falcon προστίθεται 2 ml παγωμένου διαλύματος CaCl2 0.1 M, αναδιαλύεται το ίζημα και έπειτα τοποθετούνται στον πάγο.
	 Εισάγονται 70 μl DMSO σε κάθε falcon  και ακολουθεί ανάδευση (το DMSO διατηρεί τα κύτταρα δεκτικά για περισσότερο διάστημα και εμποδίζει τυχόν διαφυγή των τμημάτων τους). Έπειτα αφήνονται στον πάγο για 15 λεπτά. 
	 Προστίθενται άλλα 70 μl DMSO στα falcons και αφού αναδευτούν, τοποθετούνται στον πάγο.
	 Πολύ γρήγορα μοιράζεται η ποσότητα των επιδεκτικών κυττάρων (200 μl ανά σωλήνα των 1.5 ml) και τοποθετούνται προς φύλαξη στους –80οC.
	ε) Υπερέκφραση της PARN:
	Σε 5ml LB Broth με χλωραμφαινικόλη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 25mg/ml και καναμυκίνη (100mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0,1mg/ml, ενοφθαλμίζονται μετασχηματισμένα κύτταρα BL21 και επωάζονται για 12-14h στους 37°C υπό ανάδευση (210rpm). Ακολουθεί μεταφορά των 5ml της o/n καλλιέργειας σε 400ml φρέσκου θρεπτικού μέσου LB Broth με χλωραμφαινικόλη και καναμυκίνη. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 600nm (OD600) και επώαση των καλλιεργειών στους  37°C υπό ανάδευση μέχρι το OD600 να φτάσει περίπου το 0,6 που αντιστοιχεί στη λογαριθμική φάση ανάπτυξης. Προσθέτουμε IPTG (Isopropyl Thio Galactosyl, 1Μ) σε τελική συγκέντρωση 0,5mM και 1mM, το οποίο επάγει την έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Οι καλλιέργειες επωάζονται υπό ανάδευση για 4 ώρες στους 37°C. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4.000rpm για 20min στους 4°C, αφαιρείται το υπερκείμενο και το ίζημα αποθηκεύεται στους   -80°C.
	στ) Απομόνωση της PARN:
	Ομογενοποίηση των κυττάρων
	Το καταψυγμένο ίζημα των κυττάρων διαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης (περίπου 10mL). Στη συνέχεια, πραγματοποιείται η διαδικασία του σπασίματος των κυττάρων με υπέρηχους (sonicator) μέσα σε πάγο. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις 12.000rpm, για 60min στους 4°C. Διαχωρίζεται το υπερκείμενο από το ίζημα και ακολουθεί η διαδικασία απομόνωσης της πρωτεΐνης η οποία βρίσκεται στο υπερκείμενο.
	Χρωματογραφία συγγένειας
	Το υπερκείμενο απομακρύνεται και αναμιγνύεται με ρητίνη νικελίου αγαρόζης (NTA-Ni agarose), η οποία έχει προηγουμένως εξισορροπηθεί με ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης και αναδεύεται ήπια για μια 30min στους 4°C. Η πρωτεΐνη δεσμεύεται στην ρητίνη μέσω σύνδεσης των ιστιδινών που περιέχει στο αμινοτελικό άκρο με τα άτομα του νικελίου. Το διάλυμα περνιέται προσεκτικά από στήλη η οποία κατακρατεί την ρητίνη. Η στήλη ξεπλένεται με 10ml ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης (wash). Η έκλουση (elution) της πρωτεΐνης έγινε με 6ml ρυθμιστικό διάλυμα έκλουσης το οποίο περιέχει ιμιδαζόλιο σε συγκέντρωση 500mM. Ο ρόλος του ιμιδαζολίου είναι να δεσμεύεται στα ακινητοποιημένα ιόντα νικελίου και να ανταγωνίζεται για δέσμευση με τις πρωτεΐνες συνδεμένες με ιστιδίνη (His-tagged). Συλλέγονται πέντε κλάσματα από τη στήλη (E1-E5). Από κάθε βήμα της απομόνωσης κρατάμε δείγματα για μέτρηση ολικής πρωτεΐνης και ηλεκτροφόρηση.
	Πρότυπη καμπύλη πρωτεΐνης
	Παρασκευάσθηκε stock διάλυμα BSA 2mg/ml. Από αυτό φτιάχτηκαν διαλύματα συγκέντρωσης από 0 μέχρι 2,00mg/ml και επωάστηκε με Bioquant για τουλάχιστον 5min σε θερμοκρασία δωματίου. H πρότυπη καμπύλη κατασκευάστηκε μετρώντας τις απορροφήσεις των διαλυμάτων φωτομετρικά στα 595nm. Όπως φαίνεται στην εικόνα 32, προκύπτει μια γραμμική σχέση με εξίσωση:
	Α = 0,5092 * C(mg/mL) + 0,0008
	Με την συγκεκριμένη εξίσωση υπολογίστηκε η ολική συγκέντρωση πρωτεϊνών των δειγμάτων στα διάφορα στάδια της απομόνωσης.
	     /
	Εικόνα 32:  Πρότυπη καμπύλη πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford
	ζ) Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου:
	Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, η οποία αποτελείται από δύο επιμέρους πηκτές, την πηκτή διαχωρισμού (separating gel) (πίνακας 36) και την πηκτή συγκέντρωσης (stacking gel) (πίνακας 37).
	Πίνακας 36: Σύσταση πηκτής διαχωρισμού 8%
	Αντιδραστήρια

	Όγκος
	Ακρυλαμίδιο 30%
	2,7 ml
	Tris-HCl 1,5M (pH 8,8)
	2,5 ml
	SDS 10%
	100 μl
	TEMED
	6,0 μl
	APS 10%
	100 μl
	ddH2O
	Up to 10 ml
	Η πηκτή συγκέντρωσης έχει μικρότερη πυκνότητα από το πήκτωμα διαχωρισμού και συγκεντρώνει τη ποσότητα των δειγμάτων που έχουμε φορτώσει στα πηγάδια, τα οποία όταν εισέλθουν στην πηκτή διαχωρισμού, διαχωρίζονται ανάλογα με το μοριακό τους βάρος. Αρχικά η πηκτή διαχωρισμού τοποθετείται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και προστίθεται από πάνω της μικρή ποσότητα ισοπροπανόλης για την ευθυγράμμιση της επιφάνειας της πηκτής. Αφού πήξει, αφαιρείται η ισοπροπανόλη και τοποθετείται στη συσκευή η πηκτή συγκέντρωσης ακριβώς πάνω από την πηκτή διαχωρισμού, η οποίο αφήνεται να πήξει.  Η προετοιμασία των δειγμάτων πριν φορτωθούν στην πηκτή περιλαμβάνει την προσθήκη του ρυθμιστικού διαλύματος διαχωρισμού (3x) και τη μετουσίωση των πρωτεϊνών. Η μετουσίωση επιτυγχάνεται με θέρμανση των δειγμάτων στους 100°C, για 4 λεπτά, έτσι ώστε να γίνει ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών σύμφωνα με το  μοριακό τους βάρος και όχι με βάση το φορτίο τους, το οποίο είναι ενιαία αρνητικό, εξαιτίας του SDS. Ακολούθως, αφού εξασφαλιστεί ότι η πηκτή είναι έτοιμη, φορτώνονται τα δείγματα, καθώς και οι μάρτυρες μοριακού βάρους, στις ειδικές υποδοχές της πηκτής και προστίθεται το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Tris, γλυκίνη, SDS), έτσι ώστε να έρχεται σε επαφή με την πηκτή. Τέλος, συνδέονται τα ηλεκτρόδια με την συσκευή τροφοδότησης και εφαρμόζεται τάση 100V, μέχρι τα δείγματα να διανύσουν την πηκτή συγκέντρωσης, ενώ μόλις φτάσουν στη πηκτή διαχωρισμού η τάση αυξάνεται στα 200V.
	Πίνακας 37: Σύσταση πηκτής συγκέντρωσης 5%
	Αντιδραστήρια
	Όγκος
	Ακρυλαμίδιο 30%
	0,83 ml
	Tris-HCl 0,5M (pH 6,8)
	1,26 ml
	SDS 10%
	50 μl
	TEMED
	5,0 μl
	APS 10%
	50 μl
	ddH2O
	Up to 5 ml
	 Τo APS και το TEMED προστίθενται στο τέλος, καθώς είναι υπεύθυνα για τον πολυμερισμό του ακρυλαμιδίου. Ακολουθεί, αφαίρεση της πηκτής συγκέντρωσης και  χρώση της πηκτής διαχωρισμού με το διάλυμα χρωματισμού (stain solution).
	Χρώση πηκτώματος ακρυλαμιδίου
	• Τοποθετείται το πήκτωμα σε ποτήρι ζέσεως και προστίθεται οξικό οξύ 10%
	• Βράσιμο στο φούρνο μικροκυμάτων και μεταφορά σε νέο ποτήρι ζέσεως, όπου προστίθεται το ρυθμιστικό διάλυμα χρώσης (Coomassie Brilliant Blue G250)
	• Βράσιμο στο φούρνο μικροκυμάτων και έπειτα ήπια ανάδευση για 5΄
	• Ξεπλένεται με νερό το πήκτωμα και τοποθετείται σε ποτήρι ζέσεως με οξικό οξύ 10%
	• Βράσιμο στο φούρνο μικροκυμάτων
	• Τοποθετείται σε νέο ποτήρι ζέσεως με οξικό οξύ 10%
	• Ήπια ανάδευση
	η) Διαπίδυση:
	Ένα κομμάτι μεμβράνης διαπίδυσης βράζεται σε υψηλή θερμοκρασία σε 2% w/v  NAHCO3  για 25’ και ξεπλένεται με αποστειρωμένο νερό. Σφραγίζεται η μεμβράνη από τη μια πλευρά με έναν κόμπο και ένα πιαστράκι και στη συνέχεια μεταφέρονται με πιπέτα τα κλάσματα από τη στήλη στην μεμβράνη. Η μεμβράνη σφραγίζεται και από την άλλη πλευρά. Έπειτα αυτή στηρίζεται στο πάνω μέρος ποτηριού ζέσεως των 1000ml (το οποίο περιέχει διάλυμα αντίδρασης χωρίς DTT) έτσι ώστε το τμήμα της μεμβράνης που περιέχει τα δείγματα να βρίσκεται μέσα στο διάλυμα. Το ποτήρι βρασμού τοποθετείται σε συσκευή μαγνητικής ανάδευσης με ένα μαγνήτη  έτσι ώστε να αναδεύεται το διάλυμα στο ψυγείο O/N. Την επομένη το διάλυμα μοιράζεται σε μικροσωλήνες φυγοκέντρησης (eppendorf tubes, 1.5 ml).
	θ) Μέτρηση της ενεργότητας της PARN με κυανό του μεθυλενίου:
	Αρχή της μεθόδου
	Η μέθοδος στηρίζεται στη μείωση της διαφοράς απορρόφησης (ΔΑ) του πολυ(Α) στα 662nm όσο αυξάνεται η συγκέντρωσή του [44,45]. Σύμφωνα με την αρχή αυτή και με βάση την πρότυπη καμπύλη γίνεται η μέτρηση της συγκέντρωσης σε μία αντίδραση των 100μl, με προσθήκη 900μl διαλύματος κυανού του μεθυλενίου. Το τελευταίο περιέχει κυανό του μεθυλενίου το οποίο προσδένεται στο πολυμερές πολυ(Α) και EDTA σε συγκέντρωση 2mM το οποίο δεσμεύει τα ιόντα μαγνησίου. Τα ιόντα μαγνησίου είναι απαραίτητα για την λειτουργία του ενζύμου και έτσι το EDTA δεσμεύοντας τα ιόντα σταματάει την αντίδραση. Μείωση της συγκέντρωσης του πολυ(Α), που οφείλεται σε ενζυμική δράση έχει ως συνέπεια την αύξηση της απορρόφησης. Έτσι για την μέτρηση της ενεργότητας προστίθεται ίδια ποσότητα πολυ(Α) στο τυφλό και στην αντίδραση, όπου η τιμή της απορρόφησης, μετά από συγκεκριμένο χρονικό διάστημα στην αντίδραση, είναι ευθέως ανάλογη της ποσότητας πολυ(Α) που αποικοδομήθηκε.
	Κατασκευή πρότυπης καμπύλης πολυ(Α)
	Τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης ετοιμάστηκαν σύμφωνα με τον πίνακα 38. Μετά την προσθήκη του διαλύματος κυανού του μεθυλενίου τα δείγματα επωάστηκαν για 15min στους 30°C στο σκοτάδι και η φωτομέτρηση έγινε στα 662nm. Το φωτόμετρο μηδενίστηκε με τη μεγαλύτερη συγκέντρωση πολυ(Α) (10μg/ml τελική συγκέντρωση). Υπολογίστηκε η διαφορά απορρόφησης (ΔΑ) θέτοντας το τυφλό ως 0. Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει η εξίσωση από την οποία μπορεί να υπολογιστεί η ποσότητα του πολυ(Α) που υδρολύεται κατά τις ενζυμικές αντιδράσεις.
	Πίνακας 38: Πρότυπη καμπύλη πολύ(Α)
	Τελική συγκέντρωση πολυ(Α) (μg/ml)
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	Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης
	Η αντίδραση λαμβάνει χώρα στους 30°C. Για να υπολογιστεί ο βέλτιστος χρόνος αντίδρασης, πραγματοποιούνται πειράματα ενζυμικής δράσης στη βέλτιστη σταθερή συγκέντρωση υποστρώματος Km=30μg/ml, και σε καθορισμένους χρόνους σταματάει η αντίδραση με την προσθήκη 900μl ρυθμιστικού διαλύματος κυανού του μεθυλενίου και τα δείγματα φωτομετρούνται στα 662nm. 
	4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

	Αρχικά απομονώθηκε πλασμιδιακό DNA (pET33b-PARN) για να  χρησιμοποιηθεί για την υπερέκφραση της PARN  σε κύτταρα BL21, αλλά και για την in vitro τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση. 
	4.1. Σχεδιασμός εκκινητών για τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση in vitro

	Σχεδιάστηκαν εκκινητές με το πρόγραμμα PrimerX για την μετάλλαξη της αργινίνης 99 σε αλανίνη. Η αλανίνη είναι μη πολική και ένα από τα απλούστερα δομικά αμινοξέα. Χρησιμοποιείται ευρέως σε μελέτες μεταλλαξιγένεσης για την κατανόηση του ρόλου αμινοξέων στη δομή και λειτουργικότητα των πρωτεϊνών.  Η διαδικασία έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες του εγχειριδίου του QuikChange II kit (Agilent Technologies), με τα εξής αποτελέσματα:
	  ***    Forward: 5' CCGAAACCCTTCAATGCATCCTCACCAGATG 3'    Reverse: 5' CATCTGGTGAGGATGCATTGAAGGGTTTCGG 3'  ***
	GC content: 51.61%           Location: 280-310 Melting temp: 75.0°C           Mismatched bases: 2                  Length: 31 b           Mutation: Substitution                5' flanking region: 15 bp           Forward primer MW: 9369.23Da                3' flanking region: 14 bp           Reverse primer MW: 9662.36 Da
	4.2. Τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση in vitro

	Πραγματοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις ενίσχυσης, μία για την κωδική αλυσίδα και μία για την μη κωδική αλυσίδα του γονιδίου της PARN, με τους μεταλλαξιγόνους εκκινητές και την πολυμεράση PfuUltra που παρείχε το kit και μια αντίδραση ελέγχου, σύμφωνα με τους πίνακες 32 και 33. Ακολούθησε μια νέα αντίδραση ενίσχυσης με τα προϊόντα των δύο προηγούμενων αντιδράσεων, η οποία υποβλήθηκε σε αντίδραση πέψης με το περιοριστικό ένζυμο DpnI, που επίσης παρείχε το kit, με σκοπό την απαλλαγή του προϊόντος από το πατρικό μεθυλιωμένο DNA, το οποίο δεν περιέχει την επιθυμητή μετάλλαξη. Έπειτα το προϊόν της πέψης κατακρημνίστηκε με αιθανόλη και με αυτό μετασχηματίστηκαν χημικά επιδεκτικά κύτταρα DH5a. Τα μετασχηματισμένα με το μεταλλαγμένο πλασμίδιο κύτταρα επιστρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο LB Agar με καναμυκίνη, και τα μετασχηματισμένα κύτταρα ελέγχου σε στερεό θρεπτικό μέσο LB Agar με αμπικιλλίνη, αφού προστέθηκε X-gal και IPTG στο τελευταίο τρυβλίο. Στη συνέχεια επωάστηκαν οι καλλιέργειες στους 37°C o/n. Στο τρυβλίο για τον έλεγχο της μεταλλαξιγένεσης, αναπτύχθηκαν αποικίες, οι οποίες σε ποσοστό περίπου 80% ήταν γαλάζιες, επιβεβαιώνοντας κατά ένα τρόπο την επιτυχία της διαδικασίας της μεταλλαξιγένεσης. Για την επιβεβαίωση της επιθυμητής μετάλλαξης στο γονίδιο της PARN, ενοφθαλμίστηκαν οι τέσσερις αποικίες που αναπτύχθηκαν στο τρυβλίο της μεταλλαξιγέννεσης σε 5ml LB broth με καναμυκίνη η κάθε μία, επωάστηκαν στους 37°C υπό ανάδευση στις 210rpm o/n, και αφού απομονώθηκε το πλασμιδιακό DNA, στάλθηκαν 10μl από κάθε απομονωθέν πλασμίδιο (100ng/μl) για αλληλούχιση (τα δείγματα «διαβάστηκαν» με τον T7 universal primer). Με τα αποτελέσματα της αλληλούχισης και τη βοήθεια του λογισμικού MEGA επιβεβαιώθηκε η επιθυμητή μετάλλαξη για τις δύο από τις τέσσερις αποικίες (εικόνα 41). Η μεταλλαγμένη PARN θα σημειώνεται στο εξής ως PARN(R99A).
	/
	4.3. Υπερέκφραση, απομόνωση της PARN(R99A)

	Στη συνέχεια κύτταρα BL21(DE3) μετασχηματίστηκαν με πλασμίδιο από τις δύο αποικίες που επιβεβαιώθηκαν θετικές για την επιθυμητή μετάλλαξη. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα ενοφθαλμίστηκαν σε καλλιέργεια LB Broth 5ml (37°C, 210rpm, o/n) και έπειτα η καλλιέργεια μεταφέρθηκε σε 400ml φρέσκο θρεπτικό μέσο. Όταν η απορρόφηση της καλλιέργειας έφτασε Α600=0,650, που αντιστοιχεί στη λογαριθμική φάση ανάπτυξης, πραγματοποιήθηκε επαγωγή της έκφρασης της PARN(R99A) με χρήση IPTG τελικής συγκέντρωσης 1mM για 4h στους 37°C. Ακολούθησε φυγοκέντρηση της καλλιέργειας (4.000rpm, 20min, 4°C) και συλλογή του ιζήματος. Το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης, όπου πραγματοποιήθηκε σπάσιμο των κυττάρων με υπέρηχους. Το ομογενοποίημα φυγοκεντρήθηκε (12.000rpm, 60min, 4°C) και συλλέχθηκε το υπερκείμενο για απομόνωση του ενζύμου με χρωματογραφία συγγένειας (NTA-Ni agarose). Συλλέχθηκαν 3 κλάσματα έκπλυσης (W1-W3, εικόνα 42) και 5 κλάσματα έκλουσης (Ε1-Ε5, εικόνα 42). Η μέτρηση ολικής συγκέντρωσης πρωτεΐνης από τα κλάσματα της χρωματογραφίας έγινε με τη μέθοδο Bradford και η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων της PARN(R99A) έγινε σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 7,5% (SDS-PAGE). Τα δείγματα Ε1 και Ε2 μεταφέρθηκαν για διαπίδυση σε διάλυμα αντίδρασης (o/n) για την απομάκρυνση του ιμιδαζολίου. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σύμφωνα με τη μέθοδο Bradford ήταν 0,475mg/ml. Στην εικόνα 42 φαίνεται η ηλεκτροφόρηση των κλασμάτων της χρωματογραφίας απ’ όπου απουσιάζουν τα κλάσματα Ε3-Ε5 καθώς δεν ανιχνεύθηκε πρωτεΐνη. Με τον ίδιο τρόπο υπερεκφράστηκε και απομονώθηκε η αγρίου τύπου PARN με μοριακή μάζα 74kDa (εικόνα 43), η συγκέντρωση της οποίας σύμφωνα με τη μέθοδο Bradford ήταν 0,93mg/ml.
	/
	Εικόνα 42: Ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) δειγμάτων από τα στάδια απομόνωσης της PARN(R99A). Χρώση με Coomasie Brilliant Blue. FT: Δείγμα που δεν προσδέθηκε στη στήλη, W1-W3: Δείγματα έκπλυσης,  E1-E2: Δείγματα έκλουσης. Η PARN(R99A) μοριακού βάρους 74 kDa εντοπίζεται μέσα στο ορθογώνιο πλαίσιο.
	/
	Εικόνα 43: Ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) δειγμάτων από τα στάδια απομόνωσης της PARN. Χρώση με Coomasie Brilliant Blue. FT: Δείγμα που δεν προσδέθηκε στη στήλη, W1-W3: Δείγματα έκπλυσης,          E1-E2: Δείγματα έκλουσης. Η PARN μοριακού βάρους 74 kDa εντοπίζεται μέσα στο δεξί  ορθογώνιο πλαίσιο.
	4.4. Μέτρηση της ενεργότητας της PARN με κυανό του μεθυλενίου:

	Πρότυπη καμπύλη πολυ(Α)
	Τα δείγματα για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης προετοιμάστηκαν σύμφωνα με τον πίνακα 38. Μετά την προσθήκη του διαλύματος κυανού του μεθυλενίου τα δείγματα επωάστηκαν για 15min στους 30°C και η φωτομέτρηση έγινε στα 662nm. Το φωτόμετρο μηδενίστηκε με τη μεγαλύτερη συγκέντρωση πολυ(Α) (10μg/ml τελική συγκέντρωση). Υπολογίστηκε η διαφορά απορρόφησης (ΔΑ) θέτοντας το τυφλό ως 0. Από την πρότυπη καμπύλη προκύπτει η γραμμική σχέση με την εξίσωση:
	A=-0.0404*C(μg/ml) + 0.3036
	Με τη συγκεκριμένη εξίσωση μπορούν να υπολογιστούν οι απορροφήσεις των ενζυμικών αντιδράσεων σε πολυ(Α) που αποικοδομήθηκε κατά τις αντιδράσεις. Στην εικόνα 44 φαίνεται η πρότυπη καμπύλη πολυ(Α).
	/
	Εικόνα 44: Πρότυπη καμπύλη πολυ(Α)
	Χρονοκαμπύλη ενζυμικής δράσης
	Η αντίδραση έλαβε χώρα στους 30°C. Βασιζόμενοι σε προηγούμενη εργασία, καθορίστηκε ως ιδανική ποσότητα ενζύμου για τα παρόντα πειραματικά αποτελέσματα τα 3ng PARN/αντίδραση και ελάχιστος χρόνος αντίδρασης 15min για την PARN (εικόνα 45). Η συγκέντρωση πολύ(Α) κυμαίνεται από 7,5 έως 60,0μg/ml για να είναι εντός των ορίων γραμμικότητας της μεθόδου [46].
	/
	Εικόνα 45: Χρονοκαμπύλη με 6ng και 3ng PARN/αντίδραση σε συγκέντρωση πολυ(Α) 60μg/ml
	Επίδραση της μετάλλαξης R99A στην ενεργότητα της PARN
	Για την παρατήρηση της επίδρασης της μετάλλαξης στη δραστικότητα του ενζύμου, πραγματοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις στους 30°C και με τη βέλτιστη συγκέντρωση υποστρώματος 30μg/ml, μία με το ένζυμο αγρίου τύπου και μία για το μεταλλαγμένο ένζυμο. Τα διαλύματα των αντιδράσεων φωτομετρήθηκαν στα 662nm μετά την προσθήκη διαλύματος methylene blue σε τέσσερις διαφορετικούς χρόνους (0,5,10,30min), το οποίο σταματά τις αντιδράσεις. Στις εικόνες που ακολουθούν παρουσιάζονται τα διαγράμματα των αποτελεσμάτων από δύο επαναληπτικά πειράματα. Για κάθε επανάληψη, παρατίθενται ένα διάγραμμα απορρόφησης του ενσωματωμένου κυανού του μεθυλενίου στο πολυ(Α) στα 662nm προς το χρόνο αντίδρασης (εικόνες 46 και 47), ένα διάγραμμα μεταβολής αυτής της απορρόφησης (ΔΑ) προς το χρόνο αντίδρασης (εικόνες 48 και 49) και ένα ραβδόγραμμα για το ποσοστό της δραστικότητας της μεταλλαγμένης PARN ως προς την δραστικότητα της αγρίου τύπου PARN (εικόνα 410). Όπως φαίνεται από τα διαγράμματα, η απορρόφηση της PARN(R99A) είναι μειωμένη σε σχέση με αυτή της PARN καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης.  Επίσης παρατηρείται μείωση της απορρόφησης του κυανού του μεθυλενίου καθώς προχωρά η αντίδραση και από τα δύο ένζυμα σύμφωνα με το ίδιο πρότυπο, γεγονός που συμβαδίζει με τις πληροφορίες που υπάρχουν ως τώρα για τον τρόπο δράσης της PARN.
	          /
	Εικόνα 46: Απορρόφηση κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (1η μέτρηση)
	           /
	Εικόνα 47: Απορρόφηση κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (2η μέτρηση)
	Στις εικόνες 48 και 49 επίσης παρατηρείται ότι η ΔΑ της PARN(R99A) είναι μειωμένη σε σχέση με αυτή της PARN. 
	           /
	Εικόνα 48: Εξέλιξη της μεταβολής της  απορρόφησης κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (1η μέτρηση)
	           /
	Εικόνα 49: Εξέλιξη της μεταβολής της  απορρόφησης κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (2η μέτρηση)
	Με το ραβδόγραμμα (εικόνα 410) παρουσιάζεται η επίδραση της μετάλλαξης R99A στη δραστικότητα του μεταλλαγμένου ενζύμου σε σχέση με αυτή του αγρίου τύπου. Η ενεργότητα της PARN(R99A) εκφράζεται ως ποσοστό της ενεργότητας της PARN σε διάφορους χρόνους της αντίδρασης. Τα ποσοστά υπολογίστηκαν σύμφωνα με τις μετρήσεις της ΔΑ για τα δύο ένζυμα και κάθε στήλη αντιπροσωπεύει το μέσο όρο των δύο μετρήσεων.
	/
	Εικόνα 410: Επίδραση της μετάλλαξης R99A στην ενεργότητα της PARN. Η ενεργότητα της PARN (R99A) εκφράζεται ως ποσοστό της ενεργότητας της PARN.
	5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

	Βιοχημικές και δομικές μελέτες αποκάλυψαν ότι η PARN συγκροτείται από δύο ίδιες υπομονάδες μάζας 74 kDa.  Tο ενεργό της κέντρο αποτελείται από τέσσερα αμινοξέα (Asp28, Glu30, Asp292 και Asp382), τα οποία πιστεύεται ότι προσανατολίζουν τα σημαντικά για την κατάλυση δισθενή μεταλλικά ιόντα. Επιπλέον, η His377 έχει προταθεί ως σημαντικό αμινοξύ για την ενζυμική δραστικότητα του ενζύμου. Έτσι, η PARN κατατάσσεται στις DEDDh νουκλεάσες [38].  Σύμφωνα με μια πρόσφατη μελέτη βιοπληροφορικής, στης οποίας τα αποτελέσματα βασίζεται η παρούσα εργασία, η Arg99 αντιπροσωπεύει ένα σημαντικό κατάλοιπο, καθώς συμβάλλει στη σύνδεση των δύο μονομερών της PARN, συνεισφέρει στην σταθερότητα του ενζύμου και κατευθύνει το υπόστρωμα στη βέλτιστη θέση για την αντίδραση διάσπασης της πολυ(Α) ουράς. Η Arg99 μαζί με την His377 (που όπως προαναφέρθηκε συμμετέχει άμεσα στην κατάλυση) σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με το πρώτο νουκλεοτίδιο αδενοσίνης της πολυ(Α) ουράς από διαφορετικές διευθύνσεις.  Τα δύο αυτά αμινοξέα έχουν κρίσιμο ρόλο στην σταθερότητα της PARN και στον προσανατολισμό του υποστρώματος συμβάλλοντας έτσι στην ενζυμική αντίδραση.  Με βάση τον σημαντικό διαφαινόμενο ρόλο της Arg99 στη δομή και λειτουργία της PARN, στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε σύνθεση ενός μεταλλάγματος του ενζύμου, η  PARN(R99A), με in vitro τοποκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση.  Η μεταλλαγμένη PARN εκφράστηκε και απομονώθηκε σε καλλιέργειες E.coli.  Ακολούθως, συγκρίθηκε η ενεργότητά της με αυτή του ενζύμου του αγρίου τύπου.  Τα αποτελέσματα έδειξαν πως η ενεργότητα της PARN(R99A) είναι μειωμένη κατά περίπου 30% σε σχέση με της PARN (εικόνα 410).
	Η παρούσα εργασία μπορεί να αποτελέσει την αρχή για μελλοντικές μελέτες με σκοπό την περαιτέρω αποσαφήνιση του ομοδιμερισμού, της τοποθέτησης του υποστρώματος και κατ’ επέκταση την πλήρη κατανόηση του καταλυτικού μηχανισμού της PARN. Σε αυτή την κατεύθυνση, κινητικές και δομικές μελέτες με χρήση πολυαδενυλιωμένων mRNAs ή τροποποιημένων υποστρωμάτων αναμένεται να χαρακτηρίσουν περαιτέρω το ρόλο της Arg99 στο μηχανισμό κατάλυσης και να συμβάλλουν γενικότερα στην κατανόηση της λειτουργίας της PARN.
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