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Δπραξηζηίεο 
 

Θα ήεεθα ιέζα από αοηήκ ηδκ ενβαζία κα εοπανζζηήζς ηδκ μζημβέκεζά ιμο 

ηαζ ημοξ ακενώπμοξ ιμο, πμο ιμο ζηάεδηακ ιε ηάεε ηνόπμ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

εηπόκδζδξ αοηήξ ηδξ ενβαζίαξ, ηαεώξ επίζδξ ηαζ ηζξ ζοιθμζηήηνζέξ ιμο βζα 

ηδ ζοκενβαζία ηαζ ηδκ όπμζα αμήεεζα. 

Φοζζηά, όθα αοηά δεκ εα βίκμκηακ πςνίξ ημκ ημ Βαιααηά, ημκ μπμίμ 

εοπανζζηώ ζδζαίηενα βζα ηδ ζηήνζλδ, ηδκ άρμβδ ζοκενβαζία, ηδκ οπμιμκή ηαζ 

ηδ δύκαιδ πμο ιμο έδςζε από ηδκ ανπή ηζόθαξ ηςκ πεζναιάηςκ. 
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ΠΔΡΗΛΖΨΖ 
 

Δκώ ημ παβηόζιζμ μζημκμιζηό εκδζαθένμκ είκαζ ζηναιιέκμ ζηδκ 

εύνεζδ κέςκ ηεπκζηώκ ηαζ ζηδκ ελέθζλδ ηςκ οπανπμοζώκ, ιε ηύνζμ ζηόπμ ηδκ 

αύλδζδ ημο ηένδμοξ, ηάεε ημιέαξ επεκδύεζ ζε ηάηζ κέμ. Δηείκμξ ηδξ 

αζμηεπκμθμβίαξ θμζπόκ, δεκ εα απμηεθμύζε ελαίνεζδ, ιζαξ ηαζ μζ 

ιζηνμμνβακζζιμί απμηεθμύζακ ηαζ απμηεθμύκ ζύιιαπό ιαξ ζε πμθθμύξ 

ηθάδμοξ ηδξ ακενώπζκδξ ένεοκαξ ηαζ ακάπηολδξ, από ηδκ ζαηνζηή ιέπνζ ηαζ ηδ 

ίδζα ηδκ αζμηεπκμθμβία. 

ε αοηήκ ηδκ ενβαζία θμζπόκ βίκεηαζ πνμζπάεεζα κα αεθηζώζμοιε ηζξ 

αιοκηζηέξ ζδζόηδηεξ ημο Saccharomyces cerevisiae, ημο πζμ δδιμθζθή ηαζ πζμ 

ενβαζηδνζαηά δμοθειέκμο γοιμιύηδηα, ζε ηαηαζηάζεζξ stress, ιε ζηόπμ ηδκ 

αύλδζδ ηδξ ακημπήξ ημο ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδξ απόδμζήξ ημο. Αοηό βίκεηαζ 

ιεηαθθάζζμκηαξ ηδκ πνςηεΐκδ MSN4 δ μπμία απμηεθεί ιεηαβναθζηό 

πανάβμκηα, ηαζ πζμ ζοβηεηνζιέκα  ημ αιζκμλύ ζενίκδ (Ser) ζηδ εέζδ 533 ζε 

αθακίκδ (Ala). Γίκεηαζ επίζδξ ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ ηδξ ιεηάθθαλδξ αοηήξ 

ζημκ ζαηπανμιύηδηα, δμηζιάγμκηαξ ηδκ ακάπηολή ημο ζε θοζζμθμβζηό 

ενεπηζηό ιέζμ ηαζ ζε ιέζμ ιε ορδθή ζοβηέκηνςζδ βθοηόγδξ ηαζ αζεακόθδξ. 
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1.ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

1.1 Μύθεηεο 

 

Οζ ιύηδηεξ είκαζ εοηανζςηζημί μνβακζζιμί ηζ εκηάζζμκηαζ ζηδκ μιάδα ηςκ 

αοζηδνά αενόαζςκ, ακ ηαζ ιπμνμύκ κα επζγήζμοκ ηαζ ιε εθάπζζημ ή ηαεόθμο 

Ο2. Απακηώκηαζ πμθύ ζοπκά ζηδ θύζδ ηαζ βύνς ιαξ, ηαεώξ οπάνπεζ 

πθδεώνα εζδώκ. Μμνθμθμβζηά πςνίγμκηαζ ζημοξ γοιμιύηδηεξ (γύιεξ), ζημοξ 

κδιαημεζδείξ (ιοηδθζαημύξ) ηαζ ζημοξ δίιμνθμοξ (Βεθεβνάηδ, 2006). ε αοηήκ 

ηδκ ενβαζία εα αζπμθδεμύιε ιε έκακ γοιμιύηδηα ηαζ ζοβηεηνζιέκα ιε ημκ 

δδιμθζθέζηενμ ηαζ πζμ ιεθεηδιέκμ ηαζ βεκεηζηά ακαβκςνζζιέκμ, ημκ 

Saccharomycescerevisiae. 

1.2Λίγα ιόγηα γηα ηνλ SaccharomycesCerevisiae 

 

Ο S. cerevisiaeαπμιμκώεδηε πνώηδ θμνά από ημκEmilMrak ημ 1938 από 

ζαπζζιέκα ζύηα.Έπεζ εθθεζρμεζδέξ, ςμεζδέξ ζπήια ηαζδζάιεηνμ 5-10 ιm.Σμ 

1950, μ RobertMortimer, ιέζς βεκεηζηώκ δζαζηαονώζεςκ, δδιζμύνβδζε ημ 

ζηέθεπμξ S288c, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακαβκώνζζδ ημο 

βμκζδζώιαημξ ημο S. cerevisiaeηαζ ιόθζξ ημ 1996 δδιμζζεύηδηε μθόηθδνδ δ 

αθθδθμοπία ημο βμκζδζώιαημξ, ημ μπμίμ απμηεθείηαζ από 12.068 γεύβδ 

αάζεςκ ζε δεηαέλζ βναιιζηά πνςιμζώιαηα. 
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Ζ ζοζηδιαηζηή ηαηάηαλδ ημο Saccharomycescerevisiae είκαζ 

(Παπακζημθάμο, 2006): 

 Βαζίθεζμ: Μύηδηεξ 

 Φύθθμ: Μοηόθοηα 

 Κθάζδ: Αζημιύηδηεξ 

 Οζημβέκεζα:Saccharomycetaceae 

 Δίδμξ:  Saccharomyces cerevisiae 

Ζ απθή δμιή, δ ηαπεία ακάπηολδ, δ πθδεώνα ημο ζηδ θύζδ, δ εύημθδ 

βεκεηζηή ιεηαπείνζζδ, ημ όηζ είιαζηε ζε εέζδ κα βκςνίγμοιε πθέμκ μθόηθδνμ 

ημ βμκζδίςιά ημο είκαζ ηάπμζμζ από ημοξ θόβμοξ πμο έηακακ αοηόκ ημκ 

γοιμιύηδηα εονέςξ βκςζηό ηαζ δζαδεδμιέκμηόζμ,ώζηε κα ιπμνμύιε  κα 

πμύιε πςξ είκαζ μ πνώημξ πμο ένπεηαζ ζημ ιοαθό ζημ άημοζια ηδξ θέλδξ 

«γοιμιύηδηαξ».  

 

1.3 Ζ επηθξάηεζε ηνπ Saccharomyces Cerevisiae ζε εθαξκνγέο 

ηεο επηζηήκεο 

 

ήιενα, μ S. cerevisiae ανίζηεζ εθανιμβέξ ζε πμθθμύξ ημιείξ ηδξ 

ακενώπζκδξ ένεοκαξ ηαζ ελέθζλδξ, όπςξ είκαζ δ ζαηνζηή, δ επζζηήιδ ηαζ δ 

ηεπκμθμβία ηνμθίιςκ ηαζ πμηώκ (μζκμθμβία, ανημπμζία ηα), δ αζμηεπκμθμβία, μ 

ημιέαξ ημο πενζαάθθμκημξ ηαζ ηςκ ακακεώζζιςκ πδβώκ εκένβεζαξ ηαζ άθθμζ. 

διακηζηόηενδ μζημκμιζηά εθανιμβή ζηζξ ιένεξ ιαξ είκαζ αοηή ηδξ 

παναβςβήξ αζμαζεακόθδξ, ιε ηδ αμήεεζα ηδξ αθημμθζηήξ γύιςζδξ. Με ημ 

εκδζαθένμκ όθςκ ζηναιιέκμ ζηδκ πνήζδ ηδξ αζεακόθδξ ςξ αζώζζιμ ηαζ 

ηαεανό ηαύζζιμ βζα ηζξ ιεηαθμνέξ ηαζ ζηδκ μζημκμιζηή παναβςβή ηδξ, 

πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ πνώηδ ύθδ πδβέξ ηοηηανίκδξ, ημκ ηεθεοηαίμ ηαζνό έπεζ 

βίκεζ έκα ημιαζηό ζδιείμ ζδιακηζηήξ ένεοκαξ ηαζ πνμζπάεεζα ακάπηολδξ ζε 

παβηόζιζμ επίπεδμ (Outlawetal., 2005; Sanchez ηαζ Cardona, 2008; 

Walletal., 2008; Vertesetal.,2010). Ζ παναβςβή αζεακόθδξ παιδθμύ ηόζημοξ 
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ηαζ ορδθήξ πμζόηδηαξ είκαζ ζδιακηζηέξ πνμηθήζεζξ όζμκ αθμνά ηδκ ακάπηολδ 

ιζαξ αζμμζημκμιίαξ. Ο Saccharomycescerevisiae είκαζ έκαξ εαοιάζζμξ 

παναβςβόξ αζεακόθδξ, ιεηαλύ ηςκ πμθοάνζειςκ γοιςηζηώκ 

ιζηνμμνβακζζιώκ (Lin ηαζ Tanaka, 2006; Liuetal., 2008), μ μπμίμξ ζοπκά 

ηαθείηαζ ςξ γύιδ ανημπμζίαξ ή ςξ εηαθαζηάκμοζα γύιδ-θόβς ημο ηνόπμο ιε 

ημ μπμίμ ακαπανάβεηαζ, ηδκ εηαθάζηδζδ-ηαζ μ μπμίμξ έπεζ ηδκ ζηακόηδηα κα 

επζαζώκεζ ζε αενόαζεξ ηαζ ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ. οκ ημζξ άθθμζξ, δ ηαπύηδηα 

παναβςβήξηδξ αζεακόθδξ ηαζ δ ακεεηηζηόηδηά ημο ζε αοηήκ, δ μπμία είκαζ µζα 

ζζπονά ημλζηή μοζία βζα ανηεημύξ ιζηνμμνβακζζιμύξ, είκαζ ίζςξ 

ημζδιακηζηόηενμπθεμκέηηδια ημο ζοβηεηνζιέκμογοιμιύηδηα. 

Δηηόξ από ηδκ ζηακόηδηα ηαπείαξ παναβςβήξ αζεακόθδξ ζε ιεβάθεξ 

πμζόηδηεξ, ηα είδδ ημο βέκμοξSaccharomyces πανμοζζάγμοκ ορδθή 

ακεεηηζηόηδηα ζε ορδθέξ εενιμηναζίεξ πμο είκαζ δοκαηόκ κα δδιζμονβδεμύκ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ αθημμθζηήξ γύµςζδξ. Ζ άκμδμξ ηδξ εενιμηναζίαξ είκαζ 

απμηέθεζµα ηδξ παναβςβή εκένβεζαξ ζε ιμνθή εενιόηδηαξ ηαηά ηδ γύιςζδ. 

Δίκαζ παναηηδνζζηζηό ημ βεβμκόξ όηζ μνζζιέκα ζηεθέπδ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

είδμοξ δζαηδνμύκ ηδ γςηζηόηδηά ημοξ ηαζ ζοκεπίγμοκ ηδ γύµςζδ αηόια ηαζ 

όηακ δ εενµμηναζία πθδζζάγεζ ζημοξ 38oC εκώ μζ πενζζζόηενμζ 

ιζηνμμνβακζζιμί αδοκαημύκ κα επζαζώζμοκ ζε εενιμηναζίεξ πμο λεπενκμύκ 

ημοξ 25 oC (Μπέθηα, 2007). 

 

1.4  Δλδνθπηηάξηα δξαζηεξηόηεηα ηνπ 

Saccharomycescerevisiaeππό ζπλζήθεο ζηξεο.-Οη MSN2/4 θαη ν 

ξόινο ηνπο 

 

Ο Saccharomycescerevisiae ιπμνεί κα ιεηααμθίζεζ ζάηπανα όπςξ δ 

βθοηόγδ, είηε ελ‟ μθμηθήνμο ζε CO2 ηαζ κενό πανμοζία μλοβόκμο 

(αενμαίςζδ), είηε ζε αζεακόθδ ηαζ CO2 απμοζία μλοβόκμο (ακαενμαίςζδ). Ζ 

πμνεία δ μπμία πνδζζιμπμζείηαζ από ημ ηύηηανμ είκαζ αοηή ηδξ βθοηόθοζδξ 

(Embden-Meyerhoff) ηαηά ηδκ μπμία ηα ζάηπανα όπςξ δ βθοηόγδ 

ιεηαηνέπμκηαζ ζε πονμζηαθοθζηό μλύ. ηδ ζοκέπεζα ημ πονμζηαθοθζηό μλύ 

οπό ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ απμηαναμλοθζώκεηαζ εκγοιζηά από ηδκ 
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απμηαναμλοθάζδ ημο πονμζηαθοθζημύ ηαζ ιεηαηνέπεηαζ ζε αηεηαθδεΰδδ ηαζ 

αημθμύεςξ ακάβεηαζ ζε αζεακόθδ ιε ηδ δνάζδ ηδξ αθημμθζηήξ 

αθοδνμβμκάζδξ (π. 1.1). 

 

ρήκα 1.1:Μζα επζζηόπδζδ ηδξ βθοηόθοζδξ. Έκα ιόνζμ βθοηόγδξ μλεζδώκεηαζ πνμξ 

δύμ ιόνζα πονμζηαθοθζημύ μλέμξ. Σμ πονμζηαθοθζηό μλύ ιπμνεί ζηδ ζοκέπεζα κα 

απμηαναμλοθζςεεί ηαζ κα ζπδιαηίζεζ αηεηαθδεΰδδ, δ μπμία ιπμνεί κα δνάζεζ ςξ ηενιαηζηόξ 

δέηηδξ δθεηηνμκίςκ οπό ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ ζημκ S. cerevisiae βζα ηδκ παναβςβή 

αζεακόθδξ (Baietal., 2008). 
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 C6H12O6           2C2H5OH       +         2CO2 

        Γιπθόδε     


 αηζπιηθή αιθνόιε        +      δηνμείδην ηνπ άλζξαθα 

ρήκα1.2:Ακηίδναζδ βθοηόθοζδξ: 1 ιόνζμ βθοηόγδξ απμδίδεζ 2 ιόνζα αζεακόθδξ ηαζ 2 

ιόνζα CO2 

 

Όηακ μζ ζοκεήηεξ ημο πενζαάθθμκημξ είκαζ ηαθέξ ή αηόιδ ηαθύηενα, μζ 

αέθηζζηεξ, δ ηοηηανζηή ακάπηολδ ανίζηεηαζ ζημκ ιέβζζημ νοειό ηδξ. Όηακ 

όιςξ δεκ είκαζ, ηόηε εκενβμπμζμύκηαζ ιδπακζζιμί πμο μνβακώκμοκ ηζξ 

θεζημονβίεξ ημο ηοηηάνμο έηζζ ώζηε κα ακηαπμηνζεεί ζηζξ ζοκεήηεξ stress. Οζ 

ιδπακζζιμί ακηζιεηώπζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ πενζθαιαάκμοκ αζζεδηήνεξ ηαζ 

ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ ζδιάηςκ από ημ πενζαάθθμκ, πμο μδδβμύκ ζε 

ζδιακηζηέξ αθθαβέξ ζηδκ βμκζδζαηή έηθναζδ. Ζ επαβςβή ή δ ηαηαζημθή ηδξ 

βμκζδζαηήξ έηθναζδξ ηάης από ζοκεήηεξ stress επζηνέπεζ ηδ βνήβμνδ 

πνμζανιμβή ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ, ιε απμηέθεζια ηδκ αύλδζδ ηδξ 

“θοζζηήξ ηαηάζηαζδξ” ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ επζαίςζή ημοξ (Gasch et al., 

2000). ηδ γύιδ, έπμοκ ηαοημπμζδεεί δζάθμνμζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ 

(TFs) πμο πνμςεμύκ ηδ ιεηαβναθή ηςκ εηαημκηάδςκ δζαθμνεηζηώκ βμκζδίςκ 

ζε απόηνζζδ ζε πμζηίθεξ ζοκεήηεξ stress (Estruch, 2000). Δκώ μνζζιέκμζ 

ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ πνμςεμύκ ηδκ ιεηαβναθή ζοβηεηνζιέκςκ μιάδςκ 

βμκζδίςκ, επζηνέπμκηαξ έηζζ ηδκ πνμζανιμβή ζε ζοβηεηνζιέκεξ 

ηαηαπμκήζεζξ, άθθμζ πνμςεμύκ ηδκ ιεηαβναθή πμθθώκ βμκζδίςκ ζε 

απόηνζζδ ζε ιία εονεία πμζηζθία πενζααθθμκηζηώκ ηαηαπμκήζεςκ (Estruch, 

2000). 

Όηακμ S.cerevisiae ανεεεί ζε πενζαάθθμκ πθμύζζμ ζε ζάηπανα, όπςξ 

βθοηόγδ, θνμοηηόγδ ηθπ, αθεκόξ ηα ζάηπανα αοηά εζζένπμκηαζ ζημ ηύηηανμ 

πνμηεζιέκμο κα απμδμιδεμύκ ηαζ κα παναπεεί εκένβεζα, αθεηένμο ηα ίδζα ηα 

ιόνζα ηςκ ζαηπάνςκ ηαηέπμοκ ηονίανπμ νόθμ ζηδκ εκενβμπμίδζδ 

εκδμηοηηάνζςκ ιμκμπαηζώκ ιμνζαηήξ ζδιαημδόηδζδξ δνώκηαξ ςξ πνμζδέηεξ 

(ligand). Ζ νύειζζδ ηδξ δναζηδνζόηδηαξ ημο ιμκμπαηζμύ ηδξ cAMP (ηοηθζηή 
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ιμκμθςζθμνζηή αδεκμζίκδ) /PKA (πνςηεσκζηή ηζκάζδ A) παίγεζ ζδιακηζηό 

νόθμ ζημκ έθεβπμ ημο ιεηααμθζζιμύ ηαζ ημο πμθθαπθαζζαζιμύ ηοηηάνςκ 

γύιδξ, πμο ζοκδέεηαζ ηαηά ηύνζμ θόβμ ιε ηδ δζαεέζζιδ πδβή άκεναηα. 

Ζ ΡΚΑ ιπμνεί κα εκενβμπμζδεεί ζε απόηνζζδ ζηδκ βθοηόγδ από δύμ 

πανάθθδθα ιμκμπάηζα ζδιαημδόηδζδξ. Σμ πνώημ ειπθέηεζ ηζξ Ras1 ηαζ Ras2 

ιζηνέξ GTPάζεξ, μζ μπμίεξ εκενβμπμζμύκηαζ από ηδκ πνόζθδρδ βθοηόγδξ ηαζ 

ηδκ εκ ζοκεπεία θςζθμνοθίςζδ ημοξ. Σμ δεύηενμ ιμκμπάηζ πενζθαιαάκεζ ηδκ 

Gpr1 (έκαξ οπμδμπέαξ ζογεοβιέκμξ ιε G-πνςηεΐκεξ) ηαζ ηδκ Ga πνςηεΐκδ 

ημο Gpa2. Καζ ηα δύμ αοηά ιμκμπάηζα ζοβηθίκμοκ πνμξ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

αδεκοθζηήξ ηοηθάζδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ημο ηοηθζημύ 

AMP(cAMP) (Thevelein ηαζ Winde, 1999; Santangelo, 2006; Gancedo, 2008). 

Ζ εκενβμπμίδζδ ηδξ PKA έπεζ ζδιακηζηή επίδναζδ ζηδ βμκζδζαηή 

έηθναζδ. οκεπώξ, ανηεημί ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ απμηεθμύκ 

εκδμηοηηάνζμοξ ζηόπμοξ ηδξ PKA (π. 1.2). Γύμ από αοημύξ είκαζ μζ 

ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ MSN2 ηαζ MSN4, μζ μπμίμζνοειίγμοκ ηδ ιεηαβναθή 

ηςκ θεβόιεκςκ STRE (ζημζπείμ απόηνζζδξ ζημ stress) εθεβπόιεκςκ 

βμκζδίςκ(Estruch ηαζ Carlson, 1993; Martinez-Pastoretal., 1996; Schmitt ηαζ 

McEntee, 1996). 

Ωξ STRE μνίγμκηαζ ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ DNA πμο ανίζημκηαζ 

ζημοξ πνμαβςβείξ ηςκ βμκζδίςκ ζηόπςκ ηαζ μζ αθθδθμοπίεξ αοηέξ 

ακαβκςνίγμκηαζ από ημοξ MSN2 ηαζ MSN4 ιεηαβναθζημύξ πανάβμκηεξ, 

δεζιεύμκηαζ πάκς ζε αοηέξ ηαζ νοειίγμοκ ηδκ ιεηαβναθή ηςκ βμκζδίςκ 

ζηόπςκ. Οζ MSN2 ηαζ MSN4 είκαζ δύμ μιόθμβεξ, ηύνζεξ νοειζζηζηέξ 

πνςηεΐκεξ πμο δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηό νόθμ ζηδ βεκζηή απόηνζζδ ζε 

ζοκεήηεξ stress, ιεηαβνάθμκηαξ εηαημκηάδεξ βμκίδζα ιεηά από έηεεζδ ζε 

πμζηίθεξ ζοκεήηεξ (Boy-Marcotte et al., 1998; Görner et al., 2002;. Hasanet 

al., 2002; Kandror et al., 2004). Οζ MSN2/4 ανίζημκηαζ ζηδκ ηανδζά εκόξ 

πνςηεσκζημύ δζηηύμο πμο πενζθαιαάκεζ πμθθέξ θοζζηέξ ηαζ βεκεηζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ιε δζάθμνεξ ηζκάζεξ, θςζθαηάζεξ, ιεηαθμνείξ ηαζ 

ακαδζαιμνθςηέξ πνςιαηίκδξ. 
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ρήκα 1.2. πδιαηζηό δζάβναιια πμο δείπκεζ ηα ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ 

ζδιάηςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απόηνζζδ ζε ζοκεήηεξ stress θόβς ηδξ βθοηόγδξ, 

ηδξ αζεακόθδξ ηαζ ηςκ βεκζηώκ πενζααθθμκηζηώκ ζοκεδηώκ ζημ S. cerevisiae. 

ηζαζιέκμζ είκαζ μζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ. Οζ βναιιέξ πμο ηαηαθήβμοκ ιε έκα 

αέθμξ δείπκμοκ εεηζηή αθθδθεπίδναζδ, ηαζ αοηέξ πμο ηαηαθήβμοκ ιε ιία ηάεεηδ 

πνμξ ημ αέθμξ βναιιή, δείπκμοκ ανκδηζηή αθθδθεπίδναζδ. Αοηό ημ δζάβναιια 

πνμζανιόγεηαζ ιε αάζδ ημοξ Colombo et al. (1998), Estruch (2000), Costa ηαζ 

Moradas-Ferreira (2001), Hohmann (2002), Müller et al. (2003), ηαζ Nikolaou et al. 

(2009). 

Οζ MSN2/4 εκενβμπμζμύκηαζ ιεηά ηδκ έηεεζδ ηδξ γύιδξ ζε ιζα εονεία 

πμζηζθία από πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ, όπςξ πανμοζία αγώημο ή έθθεζρδ 

άκεναηα, ςζιςηζηή πίεζδ, πανάβμκηεξ πμο πνμζαάθμοκ ημ DNA 

δδιζμονβώκηαξ ηάπμζα ιεηαθθαβή ζε ιζα αάζδ ημο, αζεακόθδ ηαζ εενιζηή 
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ηαηαπόκδζδ (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001). Γζαθμνεηζημί 

ηοηηανζημί αζζεδηήνεξ παναημθμοεμύκ ημκ ελςηοηηάνζμ πώνμ, ηαεώξ ηαζ ημ 

εκδμηοηηανζηό πενζαάθθμκ ημο γοιμιύηδηα, πμο μδδβεί ζηδκ ελανηώιεκδ από 

ημ stress εκενβμπμίδζδ ηδξ ιεηαβναθζηήξ δναζηδνζόηδηαξ ηςκ MSN2/4. Ζ 

δναζηδνζόηδηα ηςκ MSN2/4 πνμζηαηεύεζ ηα ηύηηανα γύιδξ από ηζξ δοζιεκείξ 

επζπηώζεζξ ηςκ αηναίςκ ζοκεδηώκ stress (Martinez-Pastor et al., 1996). ημ 

πανεθεόκ έπεζ απμδεζπεεί όηζ ηαηά ηδκ δζπθή δζαβναθή ηςκ MSN2 ηαζ MSN4, 

δ επζαίςζδ ηδξ γύιδξ ιεζώκεηαζ ζδιακηζηά ιεηά από ηδκ έηεεζδ ηδξ ζε 

πμζηίθεξ ζοκεήηεξ stress (Martinez-Pastor et al., 1996; Hasan et al., 2002; 

Kandror et al., 2004). 

 

1.5 ηξεζνγόλεο θαηαζηάζεηο νθεηιόκελεο ζην πεξηβάιινλ. 

 

Έκαξ πανάβμκηαξ εεςνείηαζ ζηνεζμβόκμξ όηακ επζδνά ανκδηζηά ζηδκ 

απόδμζδ ηαζ ηδ θεζημονβζηόηδηα ηςκ ηοηηάνςκ. Οζ πανάβμκηεξ αοημί εα 

µπμνμύζακ κα δζαπςνζζημύκ ζηζξ παναηάης ηαηδβμνίεξ. 

 

1. Φοζζημίπανάβμκηεξ 

ε αοημύ πενζθαµαάκμκηαζ δ ορδθή εενµμηναζία, δ μζµςηζηή πίεζδ, 

μζ ορδθή οδνμζηαηζηή ηαζ αηµμζθαζνζηή πίεζδ, δ έθθεζρδ κενμύ ηαζ μζ 

δζάθμνεξ αηηζκμαμθίεξ. 

2. Υδµζημίπανάβμκηεξ 

ηδκ ηαηδβμνία αοηή ακήημοκ δζάθμνεξ  πδµζηέξ εκώζεζξ, όπςξ είκαζ  δ 

αζεακόθδ ηαζ  άθθμζ µεηααμθίηεξ, μζ μπμίμζ ιπμνμύκ κα δνάζμοκ ανκδηζηά επί 

ηςκ ηοηηάνςκ, δ έθθεζρδ ενεπηζηώκ ζοζηαηζηώκ, ημ pH ηαζ ηα πδµζηά 

µεηαθθαλζμβόκα. 

3. Βζμθμβζημίπανάβμκηεξ 

ηδκ ηαηδβμνία αοηή ακήημοκ δζάθμνα θαζκόµεκα, όπςξ δ βήνακζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ, μ ακηαβςκζζµόξ από άθθμοξ µζηνμμνβακζζµμύξ, μζ 

βεκμηοπζηέξ αθθαβέξ η.α. 

 

Από ημοξ παναπάκς πανάβμκηεξ, αοημί πμο έπμοκ µεθεηδεεί 



14 
 

εηηεκέζηενα ηαζ εεςνμύκηαζ μζ πζμ ζδµακηζημί είκαζ δ πανμοζία ηδξ 

αζεακόθδξ ζημ µέζμ ηαζ δ μζµςηζηή πίεζδ . 

 

1.5.1 Ζ επίδξαζε ηεο αηζαλόιεο. 

 

Ζ αζεακόθδ εεςνείηαζ ςξ ιζα άηνςξ ημλζηή μοζία βζα ηα ηύηηανα. 

Έηζζ, όηακ ζοβηεκηνώκεηαζ ζημ ενεπηζηό οθζηό, δνα ςξ πδµζηόξ ζηνεζμβόκμξ 

πανάβμκηαξ. Οζ ζοβηεκηνώζεζξ πμο έπμοκ απμδεζπεεί ημλζηέξ βζα ηα ηύηηανα 

ηςκ γοµώκ είκαζ 8-18% ακαθόβςξ ημ ζηέθεπμξ ηδξ γύµδξ ηαζ ηδ µεηααμθζηή 

ηαηάζηαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ. ε ζοβηέκηνςζδ 2% ανπίγεζ δ ηαηαζημθή ηδξ 

πνόζθδρδξ βθοηόγδξ, 

εκώζεµεβαθύηενεξζοβηεκηνώζεζξµεζώκεηαζηαζδµεηαηίκδζδαµµςκζαηώκζόκης

κηαεώξηαζ µενζηώκ αµζκμλέςκ. ε ζοβηεκηνώζεζξ 11% πενίπμο, δ γύµςζδ 

ηαηαζηέθθεηαζ πθήνςξ (GlazerandNikaido, 1995). 

Ζ ακαζηαθηζηή δνάζδ ηδξ αζεακόθδξ εκζζπύεηαζ από ηδκ ορδθή 

εενµμηναζία ηαζ από ηδκ έθθεζρδ ενεπηζηώκ μοζζώκ, ηονίςξ ζόκηςκ Mg2+, 

ηαεώξ ηαζ άθθςκ µεηααμθζηώκ παναπνμσόκηςκ, όπςξ είκαζ μζ δζάθμνεξ 

αθημόθεξ, μζ εζηένεξ, ηα θζπανά μλέα, μζ αθδεΰδεξ, δζάθμνα μνβακζηά μλέα, μζ 

ηαναμκοθζηέξ ηαζ μζ θαζκμθζηέξ εκώζεζξ (Jackson, 1994; Walker, 1998). Οζ 

ακώηενεξ αθημόθεξ είκαζ πζμ ακαζηαθηζηέξ από ηδκ αζεακόθδ, ςζηόζμ δ 

ημλζηόηδηά ημοξ πενζμνίγεηαζ από ηζξ παµδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ ημοξ ζημ µέζμ. 

Ζ ηονζόηενδ ίζςξ ανκδηζηή επίδναζδ ηδξ αζεακόθδξ είκαζ δ 

ηαηάννεοζδ ηδξ δµίννεοζηδξ ηαηάζηαζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ µεµανάκδξ, ηαεώξ 

δ αζεακόθδ εζζένπεηαζ ζ‟ αοηή ηαζ δζαζπά ημο δεζµμύξ πνςηεσκώκ ηαζ 

θζπζδίςκ. Αοηό έπεζ ζακ απμηέθεζµα ηδκ όθμ ηαζ µεβαθύηενδ δζαπεναηόηδηα 

ηδξ µεµανάκδξ. Ζ ζμκηζηή δζααάεµζζδ πμο απμηεθεί ηδκ πνςημκζαηή ηζκδηήνζα 

δύκαµδ δζαµέζμο ηδξ µεµανάκδξ, ηαηαννέεζ ζζβά-ζζβά ηαζ µζηνά µόνζα 

δζαννέμοκ από ημ ηύηηανμ ζημ πενζαάθθμκ µε ηεθζηό απμηέθεζµα ημ εάκαημ 

ημο ηοηηάνμο (Jackson, 1994). 

Έπεζ ανεεεί πςξ δ ακεεηηζηόηδηα ηςκ δζάθμνςκ ζηεθεπώκ γοµώκ ζηδκ 

αζεακόθδ ζπεηίγεηαζ µε ορδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ αηόνεζηςκ θζπανώκ μλέςκ 

ζηδκ ηοηηανζηή µεµανάκδ (Youetal., 2003). Ζ ηοηηανζηή µεµανάκδ είκαζ ίζςξ 

μ ζδµακηζηόηενμξ ζηόπμξ ηδξ αζεακόθδξ ζηα δζάθμνα ζηεθέπδ ημο 
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S.Cerevisiae, πςνίξ ςζηόζμ κα είκαζ μ µμκαδζηόξ. ημ παναηάης ζπήια 

πανμοζζάγμκηαζ ιενζημί πζεακμί ζηόπμζ ηδξ αζεακόθδξ ζημ γοιμιύηδηα.  

 

 

ρήκα 1.3 : Πζεακμί ζηόπμζ ηδξ αζεακόθδξ ζημκ S. cerevisiae (Walker, 1998). 

 

1.5.2 Δπίδξαζε ηεο σζκσηηθήο πίεζεο. 

 

Έπεζ παναηδνδεεί (Walker, 1998)όηζ δ ζηακόηδηα ηςκ ζηεθεπώκ ημο 

S.cerevisiae κα πναβµαημπμζμύκ αθημμθζηή γύµςζδ παναµέκεζ ορδθή αηόµα 

ηαζ ζε µεβάθεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ. Ζ ζηακόηδηα αοηή είκαζ ακηζζηνόθςξ 

ακάθμβδ ηδξ εκενβόηδηαξ ηδξ ζµαενηάζδξ, εκόξ εκγύµμο πμο εηηνίκεζ μ 

ζαηπανμµύηδηαξ βζα κα οδνμθύζεζ ηδκ ζαηπανόγδ. Με ηδ δζάζπαζδ ηδξ 

ζαηπανόγδξ ζε βθοηόγδ ηαζ θνμοηηόγδ, δ ςζµςηζηή πίεζδ αολάκεηαζ ηαζ ςξ 

εη ημύημο πανμοζζάγμκηαζ δοζημθίεξ ζηδκ έηααζδ ηδξ αθημμθζηήξ γύµςζδξ.  

Ζ έηεεζδ ηςκ ζηεθεπώκ ημο S. cerevisiae ζε ορδθέξ ςζµςηζηέξ 

πζέζεζξ έπεζ ζακ απμηέθεζµα ηδ βνήβμνδ εθάηηςζδ ημο εκδμηοηηανζημύ 

όβημο, θόβς εηνμήξ κενμύ. Σμ θαζκόµεκμ αοηό απμηεθεί µένμξ εκόξ ζοκόθμο 

πμθύπθμηςκ ακηζδνάζεςκ (Marechal and  Gervais, 1994; Meikle et al., 1988). 

Ωζηόζμ, δ πανμοζία ηδξ βθοηενόθδξ ζημ µέζμ, µζαξ μοζίαξ πμο πανάβεηαζ 

θοζζηά ςξ δεοηενεύμκ πνμσόκ ηδξ αθημμθζηήξ γοµώζεςξ, ελζζμννμπεί ηδκ 

ςζµςηζηή πίεζδ ζε έκα ααεµό. ε πενζπηώζεζξ αολδµέκδξ ςζµςηζηήξ 

πίεζδξ, επάβεηαζ δ έηθναζδ μνζζµέκςκ βμκζδίςκ πμο δίκμοκ ζήµα βζα ηδ 

αζμζύκεεζδ ηςκ εκγύµςκ πμο ζοµµεηέπμοκ ζηδ βθοηενμπονμζηαθοθζηή 

γύµςζδ (Brewster et al., 1993; Schuller et al., 1994; Hirayama et al., 1995).  
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1.6 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain 

Reaction (PCR)) 

 

1.6.1 Αξρή ιεηηνπξγίαο αληίδξαζεο PCR 

H αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ(PolymeraseChainReaction -

PCR) είκαζ ιία απθή, ακέλμδδ ηαζ βνήβμνδ invitro ιέεμδμξ πμο επζηνέπεζ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιό ιζαξ πνμεπζθεβιέκδξ αθθδθμοπίαξ DNA ζε πμθθά 

ακηίβναθα ζε ζύκημιμ πνόκμ. Απμηεθεί µζα κέα ηεπκζηή ηδξ µμνζαηήξ 

αζμθμβίαξ πμο εθανµόγεηαζ εηηεκώξ ηόζμ ζημ πώνμ ηδξ µμνζαηήξ αζμθμβίαξ 

όζμ ηαζ ηδξ ζαηνζηήξ. Δθεονέηδξ ηδξ µεεόδμο αοηήξ είκαζ μ Κerry Mullis, μ 

μπμίμξ ακαημίκςζε ηδκ εθεονεζή ημο ημ 1984 ηαζ ηζµήεδηε βζ‟αοηήκ µε 

ανααείμ Νόµπεθ ημ 1993 (Βεναενίδδξ, 2003). 

 

Πζμ ζοβηεηνζµέκα, δ ιέεμδμξ ηδξ PCR ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζοκεπή 

επακάθδρδ εκόξ ηύηθμο πμο απμηεθείηαζ από ηνία δζαδμπζηά ζηάδζα. ε ηάεε 

ζηάδζμ βίκεηαζ επώαζδ ημο δείβιαημξ ζε δζαθμνεηζηή ηάεε θμνά εενµμηναζία, 

µε ηδκ αμήεεζα εκόξ εζδζημύ ιδπακήιαημξ, ημο εενµζημύ ηοηθμπμζδηή (thermal 

cycler). Ο ηοηθμπμζδηήξ έπεζ ηδκ δοκαηόηδηα κα εενµάκεζ ηαζ κα ρύπεζ ηα 

δείβιαηα ζε ζύκημιμ πνόκμ (Βεναενίδδξ, 2003). 

 

 

Δηθόλα 1.1:Θενιζηόξ ηοηθμπμζδηήξ (thermalcycler) 
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Σα ζηάδζα εκόξ πθήνμοξ ηύηθμο PCRείκαζ 

1. Απμδζάηαλδ ημο DNA (denaturation): 

Σμ εηιαβείμ οπμαάθθεηαζ ζε εενµμηναζία ημοθάπζζημκ 94°C 

πνμηεζµέκμο κα επζηεοπεεί μ δζαπςνζζµόξ ηςκ αθοζίδςκ ημο 

δίηθςκμο αοημύ DNA. 

2. Πνμζανιμβή ηςκ εηηζκδηώκ ζημ DNA εηιαβείμ (annealing): 

δ εενµμηναζία µεζώκεηαζ ζημοξ 50-60°C ηαζ έηζζ επζηοβπάκεηαζ δ 

οανζδμπμίδζδ ηςκ εηηζκδηώκ µε ηζξ ζοµπθδνςµαηζηέξ αθθδθμοπίεξ 

ημο DNA ζε ηάεε αθοζίδα. 

3. Δπζιήηοκζδ (extension): 

δ εενµμηναζία αολάκεηαζ ζημοξ 72°C ηαζ µε ηδκ αμήεεζα ηδξ DNA 

πμθοµενάζδξ, πμο πνμζεέηεζ ηα κμοηθεμηίδζα (dNTP‟s) ζημ 3΄ 

άηνμ ηςκ εηηζκδηώκ, επζηοβπάκεηαζ δ ζύκεεζδ ηςκ κέςκ 

ζοµπθδνςµαηζηώκ αθοζίδςκ DNA.Ζ ζύκεεζδ ηςκ ακηζβνάθςκ 

βίκεηαζ από ηδκ DNA πμθοµενάζδ πάκηα µε ηαηεύεοκζδ 5‟ πνμξ 3‟. 

ρήκα 1.4: πδιαηζηή απεζηόκζζδ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ. Όθα 

ηα ζηάδζα επακαθαιαάκμκηαζ ζε ηάεε ηύηθμ, δίκμκηαξ ημκ ανζειό ηςκ ακηζβνάθςκ 

πμο επζεοιμύιε. 

1.6.2 Δθθηλεηέο θαη DNA Πνιπµεξάζε 
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Φοζζηά, πένακ ηςκ εενιμηναζζώκ ηαζ ημο ανπζημύ ιμνίμο DNA, πμθύ 

ζδιακηζηό νόθμ παίγμοκ ηαζ μζ εηηζκδηέξ ηαζ δ πμθοιενάζδ. Οζ εηηζκδηέξ 

(primers) είκαζ μθζβμκμοηθεμηίδζα ηαζ έπμοκ ζοκήεςξ µήημξ 15-20 

κμοηθεμηζδίςκ μ ηαεέκαξ. Πνέπεζ κα είκαζ ζοµπθδνςµαηζημί ζηζξ αθοζίδεξ ημο 

DNA, αθμνμύκ ηζξ πενζμπέξ από όπμο ανπίγεζ ημ έκγοµμ DNA πμθοµενάζδξ 

ηδκ ζύκεεζδ ηδξ δζπθήξ αθοζίδαξ ημο επζεοµδημύ DNA πνμσόκημξ ηαζ έπμοκ 

ηδκ ίδζα εενµμηναζία οανζδμπμίδζδξ. Ζ DNA πμθοµενάζδ είκαζ έκγοµμ πμο 

αμδεάεζ ζηδκ ζύκεεζδ ηδξ πμθοκμοηθεμηζδζηήξ αθοζίδαξ πμο εα είκαζ 

ζοµπθδνςµαηζηή ηδξ πνμεπζθεβµέκδξ αθθδθμοπίαξ DNA µέζς ηδξ 

πνμζεήηδξ κμοηθεμηζδίςκ. Σα κμοηθεμηίδζα ζπδµαηίγμοκ γεοβάνζα αάζεςκ µε 

ηα κμοηθεμηίδζα από ηδκ ανπζηή αθθδθμοπία DNA ηαζ δ DNA πμθοµενάζδ 

δδµζμονβεί ημοξ δεζµμύξ πμο ηα εκώκεζ µεηαλύ ημοξ. 

Ζ πνώηδ DNA πμθοµενάζδ απμµμκώεδηε από ημ εενµόθζθμ ααηηήνζμ 

Thermus aquaticus ηαζ πανμοζζάγεζ µεβάθδ ακημπή ζε ορδθέξ εενµμηναζίεξ 

72- 80°C, δζαηδνώκηαξ επανηή εκγοµζηή δναζηζηόηδηα ζηζξ ζοκεήηεξ ηδξ 

ακηίδναζδξ. ήµενα µε ηδκ αμήεεζα µεεμδμθμβζώκ ηδξ Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ 

ηαζ Βζμηεπκμθμβίαξ έπμοκ ακαπηοπεεί δζάθμνα πανάβςβα ηδξ Taq 

πμθοµενάζδξ µε αεθηζςµέκα παναηηδνζζηζηά ηαζ µεβαθύηενδ ελεζδίηεοζδ. 

Ονζζµέκα από ηα πανάβςβα ηδξ Taq πμθοµενάζδξπμο πνδζζιμπμζμύκηαζ 

ζηδκ PCR είκαζ δ fast start polymerase, δ pfu DNA polymerase, δ Vent 

Polymerase δ HiFi polymerase. Αοηέξ μζ πμθοµενάζεξ ειθακίγμοκ ιζηνόηενδ 

ζοπκόηδηα εκζςιάηςζδξ εζθαθιέκδξ αάζδξ (ειθακίγμοκ ιεβαθύηενδ 

πζζηόηδηα) ηαηά ηδκ ζύκεεζδ ημο DNA, ελαζηίαξ ηδξ 3‟ πνμξ 5‟ επζδζμνεςηζηήξ 

ζηακόηδηαξ (proofreading activity) πμο έπμοκ. Ζ Taq πμθοµενάζδ δεκ 

πανμοζζάγεζ ηέημζα ζηακόηδηα ηαζ βζ‟αοηό οπάνπεζ αολδιέκδ πζεακόηδηα 

παναβςβήξ πνμσόκηςκ µε ηοπαίεξ ημπμεεηήζεζξ κμοηθεμηζδίςκ ζηζξ κέεξ 

αθοζίδεξ DNA (Berg et al., 2002). 

Μέζα ζημ δζάθοια πμο θαιαάκεζ πώνα δ PCR, εηηόξ ημο εηιαβείμο, 

ηςκ εηηζκδηώκ ηαζ ηδξ πμθοιενάζδξ, πνεζάγμκηαζ αηόιδ ηάπμζα απαναίηδηα 

ζοζηαηζηά βζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ: ηα dNTP‟s ηνζθςζθμνζηά 

δεμλονζαμκμοηθεμηίδζα (Deoxynucleotide triphosphates) πμο είκαζ απαναίηδηα 

βζα ηδ ζύκεεζδ ηςκ ζοιπθδνςιαηζηώκ ηθώκςκ, ηα ζόκηα ιαβκδζίμο (Mg2+) 

πμο απαζημύκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ εκγοµζηήξ δναζηζηόηδηαξ ηδξ DNA 
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πμθοµενάζδξ ηαζ έκα νοεµζζηζηό δζάθοµα (buffer) βζα ηδκ δζαηήνδζδ ημο pH 

ζηζξ ηζµέξ 7.5-8.0 (Βανγάηαξ ηαζ Αναακζημβζάκκδξ, 2006). ε ηάεε ηύηθμ 

δζπθαζζάγεηαζ μ ανζειόξ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο ανπζημύ ηµήµαημξ DNA ηαζ ηα 

ακηίβναθα πμο πνμηύπημοκ πνδζζιμπμζμύκηαζ ςξ εηµαβεία βζα ημκ επόµεκμ 

ηύηθμ (Λαγακάηδ 2010). 

Σέθμξ, βζα ηδκ επαθήεεοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ πναβιαημπμζείηαζ 

δθεηηνμθόνδζδ ζε πδηηή αβανόγδξ, πανμοζία δείηηδ (ιάνηοναξ) ιε βκςζηά 

ιμνζαηά αάνδ. Με αοηόκ ημκ ηνόπμ δζαπζζηώκμοιε ακ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ 

PCR είκαζ ηα ακαιεκόιεκα. Σα πνμσόκηα ηδξ PCR βίκμκηαζ μναηά µε ηδκ ααθή 

ημοξ ιε GelRed ή ιε Βνςµζμύπμ αζείδζμ (Ethidium bromide) ηα μπμία 

θεμνίγμοκ έκημκα ύζηενα από έηεεζδ ημοξ ζε οπενζώδεζξ αηηίκεξ UV.(Hunt, 

2006).  
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1.7 Μεηαιιαμηγέλεζε κέζσ PCR 

 

1.7.1 Μεζνδνινγία Μέγα-Δθθηλεηή (MEGAPRIMER) 

 

Ζ μθζβμκμοηθεμηζδζηή ηαηεοεοκόιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ πνδζζιμπμζείηαζ 

ζοκήεςξ βζα κα εζζαπεμύκ επζεοιδηέξ ιεηαθθάλεζξ ζε ζημπεοιέκεξ 

αθθδθμοπίεξ DNA. Μζα πμζηζθία πνςημηόθθςκ έπμοκ ηαεζενςεεί βζα κα 

επζηεοπεεί απμηεθεζιαηζηή ιεηαθθαλζβέκεζδ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ανηεηώκ 

πμο πνδζζιμπμζμύκ ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) (Saiki 

etal., 1985). Μεηαλύ ηςκ πνςηόημθθςκ ιε αάζδ ηδκ PCR, δ ιέεμδμξ 

«megaprimer» πμο εζζήβαβακ μζ Kammann et al. (Kammannetal., 1989), ηαζ 

ηνμπμπμζήεδηε ιεηαβεκέζηενα από ημοξ Sarkar ηαζ Sommer (Sarkar ηαζ 

Sommer 1990, 1992) ηαζ Landt et al. (Landt et al., 1990), θαίκεηαζ κα είκαζ 

ζδζαίηενα απθή ηαζ απμδμηζηή. Αοηή δ ιέεμδμξ πενζθαιαάκεζ δύμ βύνμοξ PCR 

πμο πνδζζιμπμζμύκ δύμ “ζοκμδεοηζημύξ (ή πθεονζημύξ)” εηηζκδηέξ μζ μπμίμζ 

δεζιεύμκηαζ ζημ 5΄ηαζ 3΄άηνμ ημο πνμξ ιεηάθθαλδ βμκζδίμο ηαζ έκακ 

εζςηενζηό ιεηαθθαλζβόκμ εηηζκδηή πμο πενζέπεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ 

οπμηαεζζηώκηαξ ηζξ απαναίηδηεξ αάζεζξ. Ζ πνώηδ PCR πναβιαημπμζείηαζ ιε 

ηδ πνήζδ ημο ιεηαθθαλζβόκμο εζςηενζημύ εηηζκδηή ηαζ ημκ πνώημ 

ζοκμδεοηζηό εηηζκδηή. Σμ πνμσόκ αοηήξ ηδξ πνώηδξ PCR είκαζ μ θέβόιεκμξ 

“Μεβα-εηηζκδηήξ (megaprimer)”, ηαεανίγεηαζ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ εηηζκδηήξ 

ζηδ δεύηενδ PCR ιαγί ιε ημκ δεύηενμ ζοκμδεοηζηό εηηζκδηή. Σμ ηεθζηό πνμσόκ 

ηδξ PCR πενζέπεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ζε ιία ζοβηεηνζιέκδ αθθδθμοπία 

DNA. 
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ρήκα 1.5: Καηεοεοκόιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ ιέζς ηδξ ιεεόδμο Megaprimer. Οζ 

εηηζκδηέξ Α, Β, Μ1 ηαζ Μ2 (όπςξ ηαζ δ εηηζκδηήνζα βναιιή ημο megaprimer Α-Μ1) 

ζοιαμθίγμκηαζ από ιμκέξ βναιιέξ πμο ηαηαθήβμοκ ζε αέθμξ. Οζ δζπθέξ βναιιέξ 

ακηζπνμζςπεύμοκ ημ εηιαβείμ. Οζ ηεθείεξ ζημ Μ ηαζ Μ2 οπμδδθώκμοκ ηζξ επζεοιδηέξ 

ιεηαθθάλεζξ (ακηζηαηάζηαζδ, εζζαβςβή, δζαβναθή) πμο εα εζζαπεμύκ ζημ πνμσόκ 

ιέζς ημο megaprimer (Site-DirectedMutagenesisInVitrobyMegaprimer). 
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1.7.2 Μέζνδνο ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR 

1.7.2.1 PCR 1 

H πνώηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ βμκίδζμ ζημ 

μπμίμ είκαζ επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ. Ωξ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ 

(forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημ μπμίμ θένεζ ηδκ 

επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ (reverseprimer) 

πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ πμο οανζδμπμζείηαζ ζημ ηέθμξ ημο 

βμκζδίμο ζηόπμο ηαζ θένεζ ηαεμδζηά ζημ 3΄ άηνμ ημο ηδκ ηαηάθθδθδ 

αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ από πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ηδκ 

ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο βμκζδίμο(PCRPrimer- 

Alaboratorymanual). 

 

 

ρήκα 1.6: Πενζβναθή ηδξ PCR1 ηαζ PCR2. ηδκ PCR1 μ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ 

πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ έπεζ ηόηηζκμ άηνμ, εκώ μ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ 

έπεζ ιςα άηνμ. ηδκ PCR2 μ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ έπεζ ιςα άηνμ, εκώ μ 

ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ έπεζ βαθάγζμ άηνμ. 
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1.7.2.2 PCR 2 

H δέοηενδ PCR (π. 1.6) βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ 

βμκίδζμ ζημ μπμίμ είκαζ επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ. Ωξ 

ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ (reverseprimer) πνδζζιμπμζείηαζ μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημ 

μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Ωξ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ 

(forwardprimer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ πμο οανζδμπμζείηαζ 

ζηδκανπή ημο βμκζδίμο ζηόπμο ηαζ θένεζ ακμδζηάζημ 5΄ άηνμ ημο ηαηάθθδθδ 

αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ από πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα 

ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο βμκζδίμο (PCRPrimer- 

Alaboratorymanual). 

1.7.2.3 PCR 3 

Ζ ηνίηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσόκηα ηδξ 

πνώηδξ ηαζ ηδξ δεύηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμύκηαζ μζ 

πνμακαθενεέκηεξ πμο θένμοκ εέζεζξ ακαβκώνζζδξ πενζμνζζηζηώκ 

εκδμκμοηθεαζώκ.  

Καηά ηδκ δζάνηεζα ημο πνώημο ηύηθμο ηδξ ηνίηδξ PCR, ανπζηά ζημοξ 

95μC ηα δίηθςκα πνμσόκηα ηςκ δομ πνμδβμύιεκςκ PCR απμδζαηάζζμκηαζ. 

ηδ ζοκέπεζα ζε παιδθόηενδ εενιμηναζία επζηοβπάκεηαζ δ οανζδμπμίδζδ. 

Από ημοξ δομ δοκαημύξ ζοκδοαζιμύξ ιόκμ μ έκαξ είκαζ δοκαηόκ κα 

ζοκεπίζεζ. Αοηό ζοιααίκεζ δζόηζ δ DNA πμθοιενάζδ ιπμνεί ηαζ δζααάγεζ ιόκμ 

ιε ηαηεύεοκζδ 3‟5‟ ηαζ ζοκεέηεζ ιε ηαηεύεοκζδ 5‟3‟. Έηζζ δ επζιήηοκζδ 

ζε εενιμηναζία 72μC ζοιααίκεζ ιόκμ βζα ηδκ πενίπηςζδ πμο πενζβνάθεηαζ 

ζημ π. 1.7. Σμ απμηέθεζια ηδξ επζιήηοκζδξ είκαζ δ δδιζμονβία εηιαβείμο 

πμο εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Οζ επόιεκμζ ηύηθμζ ηδξ PCR εα 

πμθθαπθαζζάζμοκ ημ εηιαβείμ αοηό (PCRPrimer- Alaboratorymanual). 
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ρήκα 1.7: Ζ ηνίηδ PCR ηαηά ηδκ μπμία ζοκηίεεηαζ ημ πνμσόκ πμο θένεζ ηδκ 

επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. 

 

1.7.3 Δηζαγσγή ηεο κεηάιιαμεο ζηε δύκε- Μέζνδνο κε ηε ρξήζε 

ηνπ ελδύκνπ DpnI. 

 

            Σμ έκγοιμDpnI ακαβκςνίγεζ ηαζ πέπηεζ πθήνςξ ιεεοθζςιέκμ ηιήια 

DNA αθήκμκηαξ πανάθθδθα ακέπαθμ ημ ιδ-ιεεοθζςιέκμ DNA. Με αάζδ 

αοηή ηδκ πνμζέββζζδ, ακαπηύπεδηε ιία ιέεμδμξ ηαπείαξ ιεηαθαλζβέκεζδξ 

πνδζζιμπμζώκηαξ ιζα δζπθή έθζηα DNA ςξ εηιαβείμ πμο απμιμκώεδηε από 

ααηηδνζαηά ηύηηανα ηαζ πέρδ ιε ημ έκγοιμ DpnI. Αοηή δ ιέεμδμξ ζοβηνίκεηαζ 

εοκμσηά ςξ ιζα απμδμηζηή ηνέπμοζα ιέεμδμξ ηαζ ανηεηά απθμοζηεοιέκδ δζόηζ 

δεκ απαζηείηαζ δ πνήζδ ιμκόηθςκςκ ηιδιάηςκ εηιαβείςκ ή θμνείξ θάβςκ. 

(Jing et al., 2007). 

Μέζς ηδξ ιεεόδμο ιε ηδκ πνήζδ ημο εκγύιμο DpnIακαθόβςξ ιε ημ επζεοιδηό 

απμηέθεζια ηα ζηάδζα πμο αημθμοεμύκηαζ ιε αοηή ηδκ ιέεμδμ είκαζ ηα ελήξ 

(π. 1.8, 1.9): 

A. Γζαβναθή αθθδθμοπίαξ. Ζ αθθδθμοπία ζηόπμξ βζα δζαβναθή 

ζοιαμθίγεηαζ ιε βηνί ηαεώξ μζ πθεονζηέξ πενζμπέξ ζοιαμθίγμκηαζ ιε 

ακμζπηό ηαθέ ηαζ ηόηηζκμ. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηώκ πμο 

οανζδμπμζμύκ ηδκ ηάεε αθοζίδα ημο ηθώκμο ώζηε κα δζαβνάρμοκ ηδκ 

αθθδθμοπία ζηόπμ ζοιαμθίγμκηαζ ιε αέθδ ζημ ζπήια 1.7. Γεηαπέκηε 

κμοηθεμηίδζα ιε 5‟ άηνμ ςξ πνμξ ηδκ αθθδθμοπία ζηόπμο πνμξ 
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δζαβναθή ζοιαμθίγμκηαζ ιε «a-b» ηαζ εα πνέπεζ κα πενζέπμκηαζ ζημκ 

primerF, ακηίζημζπα.  

Βήμα 1-Ενίστσση της αλληλοστίας μεPCR και πέυη με DnpI:Σμ 

πνμσόκ ηδξ PCR είκαζ έκα ακμζηηό πθαζιίδζμ από ημ μπμίμ θείπεζ δ 

πενζόπδ πμο είκαζ επζεοιδηό κα δζαβναθεί. Αημθμύεςξ οπμαάθθεηαζ 

ζε πέρδ ιε ηδκ πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ DnpI. Σμ έκγοιμ αοηό 

δνα ιόκμ ζε ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ μζ μπμίεξ είκαζ ιεεοθζςιέκεξ. 

Σέημζεξ αθθδθμοπίεξ θένεζ ιόκμ ημ DNAεηιαβείμ πμο πνμένπεηαζ από 

ηα ααηηδνζαηά ηύηηανα ηαζ όπζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR. Με αοηή ηδ πέρδ 

ημ εηιαβείμ ηαηαηενιαηίγεηαζ ηαζ μοζζαζηζηά παύεζ κα οθίζηαηαζ ςξ 

πθαζιίδζμ εκηόξ ημο ιείβιαημξ. 

Βήμα 2- Μεταστηματισμός: Σμ ακμζηηό πθαζιίδζμ πμο δδιζμονβήεδηε 

ςξ πνμζόκ ηδξ PCRπνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ 

E.coli. (πήια 1.8) 

 

ρήκα 1.8 : πδιαηζηή απεζηόκζζδ ηδξ ιεεόδμο ιεηαθθαλεβέκεζδξ βία δζαβναθή 

ηιήιαημξ ημο ηθςκμπμζδιέκμο  βμκζδίμο ιε πέρδ ημο πνμζόκημξ ηδξPCRιε ημ 

έκγοιμ DpnIηαζ εζζαβςβή ημοζε ααηηδνζαηά ηύηηανα E.coli. 

 

B. Δζζαβςβή αθθδθμοπίαξ ζηόπμο. Γζα απθμπμίδζδ ιόκμ μζ ανπζηέξ 

αημθμοείεξ ηαζ ηα ηεθζηά πνμζόκηα εζζαβςβήξ απεζημκίγμκηαζ. Ζ 
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αθθδθμοπία εζζαβςβήξ ζοιαμθίγεηαζ από έκα ηόηηζκμ ηαζ πνάζζκμ 

μνεμβώκζμ (πήια 1.8). Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ primers πμο θένμοκ ηδκ 

επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ηαζ εα οανζδμπμζήζμοκ ηδκ ηάεε αθοζίδα 

ανίζημκηαζ ζηδκ εέζδ πνόζδεζδξ ημοξ ακηίζημζπα. Ζ αθθδθμοπία πμο 

επνόηεζημ κα εζζαπεεί είκαζ εκζςιαηςιέκδ ζημ 5‟ άηνμ ημο εηηζκδηή F. 

Ο primerR πενζέπεζ ζημ 5‟ άηνμ ζοιπθδνςιαηζηό ςξ πνμξ 15 

κμοηθεμηίδζα ημο primerF. ημ ζπήια 1.8 οπμδεζηκύεηαζ απμ ηδκ 

ηόηηζκδ βναιιή. Σμ ηεθζηό πνμζμκ ιε ηδκ εζζαβώιεκδ ιεηάθθαλδ 

ζοιαμθίγεηαζ ιε πνάζζκα ηαζ ηόηηζκα μνεμβώκζα δ μπμία 

δδιζμονβήεδηε ύζηενα ημο ιεηαζπδιαηζζιμύ.  

C. διεζαηή ιεηάθθαλδ. Μόκμ μζ ανπζηέξ εέζεζξ πνόζδεζδξ ηςκ 

εηηζκδηώκ πανμοζζάγμκηαζ. Ζ πενζμπή πμο επνόηεζημ κα ιεηαθθαπηεί 

ζοιαμθίγεηαζ ιε έκα ηόηηζκμ μνεμβώκζμ ηαεώξ ηαζ δ εέζδ-ζηόπμξ 

ζοιαμθίγεηαζ ιε αζηενίζημ. Σέθμξ ηα επζεοιδηά κμοηθεμηίδζα πμο 

πνόηεζηαζ κα εζζαπεμύκ, ζοιαμθίγμκηαζ ιε ιαύνεξ ημοηίδεξ, 

εκζςιαηώκμκηαζ ζηδκ επζηαθοπηόιεκδ πενζμπή ηςκ εηηζκδηώκ. Σα 

πνμζόκηα πμο θένμοκ ηδκ ιεηάθθαλδ έπμοκ δδιζμονβδεεί ιέζς 

εκζζποιέκδξ PCR ιε ηδκ δζαβναθή ηδξ αθθδθμοπίαξ-ζηόπμο.   

 

 

ρήκα 1.9 :πδιαηζηή απεζηόκζζδ ιε ημκ ηνόπμ πμο βίκεηαζ δ εζζαβςβή ηδξ 

ιεηάθθαλδξ ιε ηδκ δζαβναθή ηδξ αθθδθμοπίαξ ζηόπμο (Jingetal., 2007). 
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2.ΚΟΠΟ ΜΔΛΔΣΖ 

 

Ο γοιμιύηδηαξ όπςξ ηαζ ηάεε άθθμξ γςκηακόξ μνβακζζιόξ έπεζ ηδκ 

ζηακόηδηα κα πνμζανιόγεζ ηζξ θεζημονβίεξ ημο ακάθμβα ιε ημ πενζαάθθμκ ζημ 

μπμίμ ανίζηεηαζ. Γεκζηά, ηάεε ζοκεήηδ δ μπμία απμηθίκεζ από ηζξ αέθηζζηεξ 

ζοκεήηεξ επζαίςζδξ ηαζ ακάπηολδξ ημο γοιμιύηδηα, παναηηδνίγεηαζ ςξ 

ακηίλμδ ζοκεήηδ ή ζοκεήηδ stress. Ζ ιεηααμθή ημο pH, ηδξ εενιμηναζίαξ, 

ηδξ ςζιςηζηήξ πίεζδξ, δ πανμοζία αζεακόθδξ είκαζ μζ πζμ ζοκήεεζξ ακηίλμεξ 

ζοκεήηεξ ζηζξ μπμίεξ μ γοιμιύηδηαξ ηαθείηαζ κα επζαζώζεζ ηαζ κα 

θεζημονβήζεζ. Δζδζηά δ πανμοζία ηδξ αζεακόθδξ ηαζ δ απόηνζζδ ηδξ γύιδξ ζε 

αοηή είκαζ ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηζξ εθανιμβέξ ζηζξ μπμίεξ 

πνδζζιμπμζείηαζ. 

Ζ πνςηεΐκδ MSN4 όπμο είκαζ έκαξ ιεηαβναθζηόξ πανάβμκηαξ, ηαηέπεζ 

ελέπμκηα νόθμ ζηδκ απόηνζζδ ημο γοιμιύηδηα ζε ζοκεήηεξ stress. Ζ είζμδμξ 

ηδξ ζημκ πονήκα είκαζ έκα ζδιείμ εθέβπμο ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ. Ο έθεβπμξ 

ηδξ εζζόδμο ηδξ MSN4 ζημκ πονήκα βίκεηαζ ιέζς θςζθμνοθζώζεςκ 

ζοβηεηνζιέκςκ αιζκμλέςκ ζενίκδξ ζηδκ πενζμπή ζδιαημδόηδζδξ ηδξ 

πονδκζηήξ ιεηακάζηεοζδξ (NuclearLocalizationSignal (NLS)). Ζ 

θςζθμνοθίςζδ αοηώκ ηςκ αιζκμλέςκ ακαζηέθθεζ ηδκ είζμδό ηδξ ζημκ 

πονήκα. Σμ αιζκμλύ Ser533 είκαζ πζεακώξ έκα από αοηά ηα αιζκμλέα πμο 

θςζθμνοθζώκμκηαζ ηαζ ειπμδίγμοκ ηδκ είζμδμ ηδξ MSN4 ζημκ πονήκα. 

ηόπμξ ηδξ πανμύζαξ πηοπζαηήξ ενβαζίαξ είκαζ δ δδιζμονβία ηδξ 

ιεηάθθαλδξ Ser533Ala επί ημο βμκζδίμο MSN4 ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ 

ηαηεοεοκόιεκδξ ιεηαθθαλζβέκεζδξ ιέζς PCR, δ εζζαβςβή ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ 

ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο MSN4 βμκζδίμο ζηα ηύηηανα ημο γοιμιύηδηα ηαζ δ 

πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ ζηακόηδηαξ ακάπηολδξ ηςκ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ 

ηοηηάνςκ ζε αολδιέκεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ ηαζ αζεακόθδξ πνμηεζιέκμο 

κα δζαπζζηςεεί πζεακή αεθηίςζδ ηδξ απόηνζζήξ ημοξ ζε ακηίλμεξ ζοκεήηεξ. 

Ζ δδιζμονβία ζηεθεπώκ γύιδξ ακεεηηζηώκ αθ‟ εκόξ ζηδκ αζεακόθδ, αθ‟ 

εηένμο έκακηζ ζοκεδηώκ βεκζημύ ζηνεξ ακαιέκεηαζ κα ζοιαάθεζ ζηδκ 

απμηεθεζιαηζηόηενδ αλζμπμίδζδ ηςκ πνδζζιμπμζμύιεκςκ οπμζηνςιάηςκ βζα 
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παναβςβή αζεακόθδξ. Ζ ηαοηόπνμκδ αύλδζδ ηδξ απόδμζδξ ηςκ ζηεθεπώκ 

αοηώκ εα ιπμνμύζε κα είκαζ έκα ιεηέπεζηα πζεακό εέια ιεθέηδξ. 
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3.ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

3.1 Τιηθά 

 

Όθα ηα ακηζδναζηήνζα ηα μπμία πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ 

πεζναιάηςκ ανίζημκηαζ ζημκ Πίκ. 3.1, εκώ όθμζ μζ εηηζκδηέξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηςκ PCR ανίζημκηαζ ζημκ Πίκ. 3.2. 

 

Πίλαθαο 3.1: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηζξ Πεζναιαηζηέξ Πμνείεξ. 

 Ακηζδναζηήνζα Δηαζνία Κςδζηόξ 

1 Gel red Biotium 41003 

2 Αβανόγδ Nippon 

genetics 

AG02 

3 Αζεακόθδ 100% Sigma-

Aldrich 

24194-2.5L-

R 

4 Ολζηόθίεζμ (Lithium Acetate 

dihydrate) 

AppliChem A3478 

5 Tris ultrapure Duchefa 

Biochemie 

T1501.1000 

6 Ολζηόμλύ (Glacial Acetic Acid) Penta 607002006 

7 Δηπύθζζια γύιδξ (Yeast Extract) Lab M MC001 

8 Bacto Peptone   

9 Γθοηόγδ (Glucose) Sigma-

Aldrich 

G7021 

10 Agar Agar Serva 11392 

11 Yeast Nitrogen Base w/o Amino 

Acids 

Sigma-

Aldrich 

Y0626-250G 

12 Αζπαναβίκδ AppliChem A3721 

13 Γθμοηαιζκζηό μλύ AppliChem A3712 

14 Λεοηίκδ AppliChem A3496 

15 Σονμζίκδ Sigma- T3379 
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Aldrich 

16 Βαθίκδ Merk 1084950100 

17 Φαζκοθαθακίκδ Serva 32191 

18 Αζπαναβζκζηό μλύ AppliChem A3715 

19 Ανβζκίκδ AppliChem A3709 

20 Αδεκίκδ AppliChem A0939 

21 Ηζμθεοηίκδ AppliChem A3677 

22 Θνεμκίκδ AppliChem A3946 

23 Κοζηεΐκδ AppliChem A3694 

24 Πνμθίκδ Sigma-

Aldrich 

81710 

25 Σνοπημθάκδ Sigma-

Aldrich 

T8941 

26 Λοζίκδ Sigma-

Aldrich 

L9037 

27 Μεεεζμκίκδ Sigma-

Aldrich 

M5308 

28 Γθμοηαιίκδ AppliChem A3734 

29 Αθακίκδ Serva 11482 

30 ενίκδ Sigma-

Aldrich 

84960 

31 Ηζηζδίκδ AppliChem A3719 

32 Γθοηίκδ Serva 56406 

33 Σνοπηόκδ Lab M MC005 

34 Οοναηίθδ AppliChem A0667 

35 Υθςνζμύπμ Νάηνζμ   

36 Τδνμλείδζμ ημο Ναηνίμο   

37 Αζεοθεκ-δζ-αιζκμ-ηεηναμλζηό μλύ 

(EDTA) 

  

38 Σriton Υ-100   

39 RNAάζδ   

40 Ηζμπνμπακόθδ Penta 603117000 

41 Kapa HiFi HotStart ReadyMix Kapa KK2601 
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Biosystems 

42 Taq polymerase ReadyMix Kapa 

Biosystems 

KK1006 

43 MgCl2   

44 Dntps   

45 Αιπζηζθίκδ (Ampicillin sodium 

salt) 

Biochemica A0839 

46 Nucleospin PCRClean-up & Gel 

Extraction kit 

Macherey-

Nagel 

740609.50 

47 Nucleospin Plasmid kit Macherey-

Nagel 

740588.50 

48 Πενζμνζζηζηή Δκδμκμοηθεάζδ 

PstI 

Takara 1073Α 

49 Πενζμνζζηζηή Δκδμκμοηθεάζδ 

EcoRI 

Takara 1040Α 

50 Πενζμνζζηζηή Δκδμκμοηθεάζδ 

BamHI 

Takara 1010A 

51 Πενζμνζζηζηή Δκδμκμοηθεάζδ 

HindIII 

Takara 1060AH 

52 DpnI  BioLabs R0176S 

53 5-FOA (5-FluorooroticAcid) (5-

θεόνμ-μνμηζηόμλύ) 

Thermo 

Scientific 

R0811 

54 SDS (Μεηά καηνίμο άθαξ ημο 

Θεζσημύ Γςδεηαηοηθίμο) 

Sigma-

Aldrich 

L3771 

55 Πμθοαζεοθεκμβθοηόθδ (PEG 

4000) 

AppliChem A1249 

56 Carrier DNA (Salmon Sperm)  A2160,0001 

57 T4 DNA θζβάζδ Takara 2011Α 

58 10X Loading buffer Takara  

59 Γθοηενόθδ Fisher 

Scientific 

BP229 

60 IPTG (isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside) 
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61 X-gal(5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-beta-D-galacto-

pyranoside) 

  

62 pUC19 plasmid   

63 W303-1a Yeast Strain   

64 MOPS Sigma-

Aldrich 

M1254 

65 RbCl2 Sigma-

Aldrich 

R2252 

66 CaCl2   

67 MnCl   

68 CH3COOK   

69 Λοζμγύιδ   

70 BSA   

71 Lambda DNA/EcoRI/HindIII 

Digest 

Sigma-

Aldrich 

D9281 

72 1 kb DNA Ladder RTU Nippon 

Genetics 

MWD-1 

73 CutSmart BioLabs B7204S 
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ρήκα 3.1:Lambda DNA/EcoRI/HindIII Digest 

 

ρήκα 3.2: 1 kbDNALadderRTU
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Πίλαθαο 3.2: Δηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδκ δζελαβςβή ηςκ PCR, 

ζοκμδεοόιεκμζ από ηζξ αθθδθμοπίεξ ημοξ ηαζ από ηζξ εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζήξ 

ημοξ. 

 Δθθηλεηέο 

(Primers) 

Αιιεινπρίεο εθθηλεηώλ Θεξκνθξαζίεο 

Τβξηδνπνίεζεο 

1 MSN4 
Forward(pstI) 

5‟AAAACTGCAGATGCTAGTCTTCGGA
CCTAA 3‟ 

Tm=58  

2 MSN4 
Reverse(BamHI) 

5‟CGGGATCCAAAATCACCGTGCTTTT
TGTG 3‟ 

Tm=58  

3 MSN4 (Ser533Ala) 
Forward 

5‟ AGAAAGTCGTCAGCTGTTAC 3‟ Tm=50 

4 MSN4 (Ser533Ala) 
Reverse 

5‟ GTAACAGCTGACGACTTTCT Tm=50  

5 Forward MSN4
  

5‟CAGTTCGGCTTTTTTTTCTTTTCTTC
TTATTAAAAACAATATA3‟ 

Tm=58  

6 
Reverse MSN4 

5‟CCGTAGCTTGTCTTGCTTTTATTTGC
TTTTGACCTTATTTTTT 3‟ 

Tm=54 

  

7 MSN4 (Ser533Ala) 

–New Forward 

5‟GAAGAAGAAAGTCGTCAGCTGTTAC

TTTAAGTCCAAC3’ 

Tm=58  

8 MSN4 (Ser533Ala) 

–NewReverse 

5‟GTTGGACTTAAAGTAACAGCTGACG

ACTTTCTTCTTC3‟ 

Tm=58  
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3.1.1Παξαζθεπή ζξεπηηθώλ ππνζηξσκάησλ 

 

Αημθμοεεί ακαθμνά ζηα οθζηά ηαζ ηζξ πμζόηδηεξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή όθςκ ηςκ ενεπηζηώκ οπμζηνςιάηςκ. 

Ζ πνμζεήηδ άβαν βίκεηαζ ιόκμ ηαηά ηδκ δδιζμονβία ζηενεώκ οπμζηνςιάηςκ 

ζε ηνοαθίαpetriιε ηα ακηίζημζπα ενεπηζηά. 

 

3.1.1.1. YEP 

 

Πίλαθαο 3.3 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο 

YEP.  

Yeastextract 10g 

BactoPeptone 20g 

Glucose 20g 

Agar 20g 

Απζμκζζιέκμ Ζ2Ο Μέπνζ όβημο 1L 

 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζε αοηόηαοζημ. 

 

3.1.1.2SC 

Πίλαθαο 3.4: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο 

SC. 

 

YeastNitrogenBase 6,7g 

Glucose 20g 

SyntheticComplete (-U) 2g 

Agar 20g 

Απζμκζζιέκμ Ζ2Ο Μέπνζ όβημο 1L 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζημκ αοηόηαοζημ. 
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3.1.1.3 LB 

Πίλαθαο 3.5 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο 

LB. 

Tryptone 10g 

Yeast extract 5g 

NaCl 5g 

NaOH 1M 1ml 

Agar 20g 

Απζμκζζιέκμ H2O Μέπνζ όβημο 1L 

 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζημ αοηόηαοζημ. 
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3.1.1.4  Synthetic Complete (-U): 

Πίλαθαο 3.6 :Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο 

SyntheticComplete (-U). 

 

Αζπαναβίκδ (Asparagine): 2g 

Γθμοηαιζκζηόμλύ (Glutamate): 2g 

Λεοηίκδ (Leucine): 4g 

Σονμζίκδ (Tyrosine): 2g 

Βαθίκδ (Valine): 2g 

Φαζκζθαθακίκδ (Phenylalanine): 2g 

Αζπαναβζκζηό μλύ(Aspartate): 2g 

Ανβζκίκδ (Arginine): 2g 

Αδεκίκδ (Adenine): 1g 

Ηζμθεοηίκδ (Isoleucine): 2g 

Θνεμκίκδ (Threonine): 2g 

Κοζηεΐκδ (Cysteine): 2g 

Πνμθίκδ (Proline): 2g 

Σνοπημθάκδ (Tryptophan): 2g 

Λοζίκδ (Lysine): 2g 

Μεεζμκίκδ (Methionine): 2g 

Γθμοηαιίκδ (Glutamine): 2g 

Αθακίκδ (Alanine): 2g 

ενίκδ (Serine): 2g 

Ηζηζδίκδ (Histidine): 2g 

Γθοηίκδ (Glycine): 2g 
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3.1.1.5 SC+URA+5-FOA 

1. Πνμζηίεεκηαζ 10 g αβαν ζε 300 ml Ζ2Ο ζε ηςκζηή θζάθδ ημο 1 L ιε 

ιαβκήηδ  ηαζ απμζηείνςζδ. 

2. ε πμηήνζ γέζεςξ πμο πενζέπεζ 195 ml Ζ2Ο αηνζαώξ Πνμζηίεεκηαζ ηα 

αηόθμοεα: 

 3.35 g Yeast Nitrogen base without amino acids 

 10 g Glucose 

 1.15 g Amino Acids mix (w/o uracil) 

 0.5 g 5-FOA 

3. Θένιακζδ ημο ιείβιαημξ ιε ημ 5-FOA πάκς ζε εενιακηζηή πθάηα 

ζημοξ 55-65oC, ιέπνζ κα δζαθοεμύκ όθα ηα ζοζηαηζηά πθήνςξ 

(πενίπμο 1 h). 

4. ηδ ζοκέπεζα απμζηεζνώκεηαζ ιε θζθηνάνζζια ιέζς θίθηνμο πόνμο 

0,22 ιm ηαζ ημ θζθηνανζζιέκμ οθζηό ζοθθέβεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε 

οδαηόθμοηνμ ζημοξ 60oC. 

5. Σμπμεέηδζδ ηδξ ηςκζηήξ θζάθδξ ιε ημ απμζηεζνςιέκμ άβαν πάκς ζε 

ιαβκδηζηό ακαδεοηήνα ηαζ ακάδεοζδ έςξ όημο δ εενιμηναζία ημο 

ιεζςεεί έςξ ημοξ 65oC. 

6. Πνμζεήηδ ημο απμζηεζνςιέκμο ιείβιαημξ 5-FOA ηαεώξ ηαζ 5 ml από 

ημ απμζηεζνςιέκμ δζάθοια 100 Υ μοναηίθδξ (2 mg/ml). Όθεξ αοηέξ μζ 

ιεηαββίζεζξ οβνώκ ζηδκ ηςκζηή βίκμκηαζ οπό ζηείνεξ ζοκεήηεξ. 

7. Αημθμοεεί ιμίναζια ημο οθζημύ ζε ηνοαθία petri. 

Γζα ηδκ παναζηεοή οβνώκ ενεπηζηώκ οπμζηνςιάηςκ δεκ πνμζηίεεηαζ agar. 
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3.1.1.6 Παρασκεσή 50xTAE 

Πίλαθαο 3.7 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ Παναζηεοή ημο 50xTAE 

Trisma base 242 g 

Glacial acetic 

acid 

57,1 ml 

EDTA 18,6 g 

Απζμκζζιέκμ 

H2O 

Πνμζεήηδ ιέπνζ 

1L 

 

3.1.1.7 Παρασκεσή 1xTAE  

Πνμζεήηδ 20 ml 50xTAE  buffer ηαζ 980 ml απζμκζζιέκμο κενμύ ηα μπμία  ζε 

Duran ημο 1L. Αημθμοεεί ηαθή ακάδεοζδ. 

  



40 
 

3.2 Πεηξακαηηθέο Πνξείεο 

 

3.2.1 Απνκόλσζε γελνκηθνύ DNA από θύηηαξα δύκεο 

1. Λήρδ ιζαξ ιμκήνμοξ απμζηίαξ από ηνοαθίμpetri ή θοβμηέκηνζζδ 200ιl 

οβνήξ ηαθθζένβεζαξ ζηα 15.000 xg βζα 3 min, απμιαηνύκμκηαξ ζηδ ζοκέπεζα 

ημ οπενηείιεκμ οβνό (O.D.600≈0.4). 

2. Δπακαδζάθοζδ ηοηηάνςκ ζε 100ιl δζαθύιαημξ (200mM LiOAc, 1% SDS). 

3. Δπώαζδ βζα 5 min ζημοξ 70μC. 

4. Πνμζεήηδ 300ιl απόθοηδξ Αζεακόθδξ ηαζ ζζπονή ακάδεοζδ (vortex). 

5. Φοβμηέκηνζζδ ημο DNA ηαζ ηςκ ηοηηανζηώκ οπμθεζιιάηςκ ζηα 15000xg βζα 

3min. 

6. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο οβνμύ ηαζ πνμζεήηδ 200ιl 70% αζεακόθδξ 

βζα έηπθοζδ ζγήιαημξ. 

7. Φοβμηέκηνζζδ βζα 2 min ζηα 15.000xg. Απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμο. 

8. ηέβκςια ζγήιαημξ βζα 2 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζεήηδ 100ιl Ζ2Ο ηαζ 

επακαδζάθοζδ ζγήιαημξ. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 15.000xg βζα 15 sec ώζηε κα απμιαηνοκεμύκ ηα 

ηοηηανζηά οπμθείιιαηα. 

10. Μεηαθμνά οπενηείιεκμο ζε κέμ eppendorf ηαζ θύθαλδ αοημύ ζημοξ -20μC. 

11. 1-4 ιl πνδζζιμπμζείηαζ ζε ακηίδναζδ PCR. 
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3.2.2 Παξαζθεπή κάξηπξα 

Πέρδ ημο θ DNA ιε πενζμνζζηζηά έκγοια EcoRI ηαζ HindIII, 37μC βζα 

3h. 

Πίλαθαο 3.3: Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ παναζηεοή ημο ιάνηονα. 

ι DNA (60 κg) 200 ιl 

10x buffer (M) 40ιl 

EcoRI 12ιl 

HindIII 16ιl 

H20 132ιl 

ύλνιν 400ιl 

Αημθμοεεί πνμζεήηδ 140 ιl Ζ2Ο ηαζ 60 ιl 10 xloadingbuffer. Φοθάζζεηαζ 

ζημοξ -20μC. 

3.2.3 Παξαζθεπή gel αγαξόδεο 1%w/v – Γηαδηθαζία ειεθηξνθόξεζεο θαη 

εκθάληζε απνηειεζκάησλ. 

 

1. Ανπζηα βίκεηαζ δζάθοζδ ζε ηςκζηή θζάθδ  0,5 g αβανόγδξ ιε 50 ml 

1xTAE ηαζ εενιαίκεηαζ ιέπνζ αναζιό ημο πδηηώιαημξ. Αθμο ανάζεζ ημ 

δζάθοια ιαξ πνμζεέημοιε 2,5 ιl gel red ηαζ ακαηζκμύιε . 

2. Ύζηενα ημπμεεηείηαζ ζημ θμοηνό δθεηηνμθόνδζδξ ηαζ ημπμεεηείηαζ μ 

ηαηάθθδθμξ applicator βζα ηδκ δζάκμζλδ ιζηνώκ μπώκ-πδβαδζώκ επάκς 

ζημ gel αβανόγδξ.  Αθμύ ζηενεμπμζδεεί ημ πήηηςιά ιαξ ηόηε είκαζ 

έημζιμ βζα πνήζδ. 

3. Σμπμεεηείηαζ ιζηνή πμζόηδηα δείβιαημξ μνμύ (10 ιl), ζηα μπμία έπεζ 

πνμζηεεεί δ πνςζηζηή μοζία, ζε ηάεε μπή ημο πδηηώιαημξ αθμύ 

πνώηα βίκεζ απόποζδ 1xTAE ιέπνζ κα ηαθοθεεί ημ gel . Ακηίζημζπα 

ημπμεεηείηαζ ηαζ μ ιάνηοναξ.  

4. Ζ ζοζηεοή ζοκδέεηαζ ιε ημ ηνμθμδμηζηό ηαζ αημθμοεεί δ ακάπηολδ ηδξ 

δθεηηνμθόνδζδξ οπό ζηαεενή έκηαζδ νεύιαημξ πενίπμο 60 mA. 

5. Έπεζηα απμ 30 θεπηά ηαηα ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δθεηηνμθόνδζδξ 

αθαζνείηαζ ημ πήηηςια ηαζ ημπμεεηείηαζ ζηδ ζοζηεοή απεζηόκζζδξ, δ 
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μπμία απμηεζθείηαζ από ιία πδβή UV αηηζκμαμθίαξ ηαζ θςημβναθζηή 

ιδπακή ηαζ ζοκδέεηαζ ιε οπμθμβζζηή, έηζζ ώζηε κα ιαξ δώζεζ ηα ηεθζηά 

απμηεθέζιαηα δδθαδή ημκ πνμζδζμνζζιό ημο ιεβέεμοξ ηςκ δεζβιάηςκ 

πμο οπμθμβίγεηαζ ιε ζύβηνζζδ ημο ζοκηεθεζηή επζανάδοκζδξ αοηώκ ζε 

ζπέζδ ιε ηα ηιδιάηςκ DNA ημο ιάνηονα. 

 

3.2.4 Nucleospin gel extraction and PCR clean-up kit 

3.2.4.1 PCR Clean-up 

1. Ρύειζζδ όβημο ιε H2O έςξ 100ιl. Πνμζεήηδ ζημ δείβια δζπθάζζμο 

όβημο δζαθύιαημξ ΝΣΗ. (100ιlδείβια  200ιl ΝΣΗ) 

2. Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηόξ ηςκ ζηδθώκ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 30 

s ζηζξ 11.000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. 

3. Πνμζεήηδ 700ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s ζηζξ 11.000 x g.Απόννζρδ δζδεήιαημξ. 

Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ ιε 200ιl δζαθύιαημξ NT3. 

4. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5min ζηα 11.000 xg 

βζα ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδημο δζαθύιαημξ ΝΣ3.  

5. Έηθμοζδ DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

ιζηνμθοβμηέκηνμο (eppendorf) ηςκ 1,5ml. Πνμζεήηδ 15-30ιl 

νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

(18-25 °C) βζα 1min. Φοβμηέκηνδζδ βζα 1min ζηα 11.000 x g. 

 

3.2.4.2 Απνκόλσζε DNA από πεθηώκαηα αγαξόδεο 

1. Απμημπή ηιήιαημξ πδηηώιαημξ πμο πενζέπεζ ημ DNA ηαεμνζζιόξ ημο 

αάνμοξ ημο ηιήιαημξ ηδξ πδηηήξ ηαζ ιεηαθμνά ζε ηαεανό 

eppendorf.Γζα ηάεε 100mg πδηηώιαημξ αβανόγδξ <2% w/v 

πνμζηίεεκηαζ 200ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ NTI. Αημθμοεεί επώαζδ 

δείβιαημξ βζα 5-10min ζημοξ 50μC. Ακαηίκδζδ δείβιαημξ ιε vortex 

ηάεε 2-3min ιέπνζξ όημο ημ ηιήια ημο πδηηώιαημξ δζαθοεεί πθήνςξ. 
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2. Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηόξ ηςκ ζηδθώκ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 30 

s ζηζξ 11.000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. Ζ δζαδζηαζία 

επακαθαιαάκεηαζ ιέπνζ κα δζδεδεεί όθμξ μ όβημξ ημο δείβιαημξ. 

3. Πνμζεήηδ 700ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s ζηζξ 11.000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. 

Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ ιε 200ιl δζαθύιαημξ NT3. 

4. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5minζηα 11.000 xg 

βζα ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδημο δζαθύιαημξ ΝΣ3.  

5. Έηθμοζδ DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

ιζηνμθοβμηέκηνμο (eppendorf) ηςκ 1,5ml. Πνμζεήηδ 15-30ιl 

νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

(18-25°C) βζα 1min. Φοβμηέκηνδζδ βζα 1min ζηα 11.000 x g. 
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3.2.5NucleospinPlasmidkit 

1. οθθέβμκηαζ 1-5mlιίαξ πθήνμοξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνζαηώκ ηοηηάνςκ 

E. Coliζε ενεπηζηό ιέζμ LB ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 11.000 xg βζα 

30s.ηαζ πθήνδξ απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο  

2. Πνμζεήηδ 250ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α1.ηαζ πθήνδξ επακαζώνδζδ 

ημο ηοηηανζημύ ζγήιαημξ ιε ακάδεοζδ (vortex) ή ιε πνήζδ ηδξ πζπέηαξ. 

3. Πνμζεήηδ 250ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α2. Ήπζα ακάιζλδ ιε 

ακαζηνμθή ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ. Δπώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

έςξ 5min ή ιέπνζ ημ θύια κα βίκεζ δζαοβέξ 

4. Πνμζεήηδ 300ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α3. Πμθύ ηαθή ακάδεοζδ ιε 

ακαζηνμθή ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ.  

5. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5min ζηα 11.000 xg ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ 

ιεηάββζζδ οπενηεζιέκμο ζηδ ζηήθδ NucleospinPlasmid. 

6. Φοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηα 11.000 xg. Απόννζρδ δζδεήιαημξηαζ 

επακάθδρδ αοημύ ημο αήιαημξ, εάκ απαζηείηαζ, βζα ημ οπόθμζπμ ημο 

πνμσόκημξ θύζδξ. 

7. Πνμζεήηδ 600ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α4 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 

1min ζηα 11.000 xg. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ 

ιε 200ιl δζαθύιαημξ NT3. 

8. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5min ζηα 11.000 xg 

βζα ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθύιαημξ ΝΣ3.  

9. Έηθμοζδ DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

ιζηνμθοβμηέκηνμο (eppendorf) ηςκ 1,5ml. Πνμζεήηδ 50ιl νοειζζηζημύ 

δζαθύιαημξ ΑΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (18-25°C) βζα 

1min. Φοβμηέκηνδζδ βζα 1min ζηα 11.000 x g. 
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3.2.6 Παξαζθεπή βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ γηα κεηαζρεκαηηζκό 

1. Ακάπηολδ ηαθθζένβεζαξ 100ml ζε LB ιέπνζ OD550nm 0,55. Υνήζδ 

ηςκζηήξ θζάθδξ 2L βζα ηαθή ακάδεοζδ. 

2. Φοβμηέκηνζζδ βζα ζοθθμβή ηοηηάνςκ 3000xg, 10min ζημοξ 4oC. 

3. Δπακαδζάθοζδ ζε 28ml δζαθύιαημξ Tfb1 (Πίκ. 3.8) ηαζ αθήκμοιε βζα 

25min ζημοξ 4oC. 

4. οθθμβή ηοηηάνςκ ιε θοβμηέκηνζζδ 2500xgβζα 10min ηαζ 

επακαδζάθοζδ ζε 6ml δζαθύιαημξ Tfb2(Πίκ. 3.9). 

5. Μμίναζια ζε ηθάζιαηα ηςκ 400ιl (βζα δομ ιεηαζπδιαηζζιμύξ) ηαζ ηα 

θύθαλδ ζημοξ –70μC. 

 

Πίλαθαο 3.8:Παναζηεοή δζαθύιαημξ Tfb1. 

100mM RbCl2 

pH: 5,8 

Πνμζανιόζηε ημ 

δζάθοια ιε 

0,2MCH3COOH 

50mM MnCl2 

30mM CH3COOK 

10mM CaCl2 

15% Glycerol 

 

Πίλαθαο 3.9:Παναζηεοή δζαθύιαημξ Tfb2. 

10mM MOPS pH:7 

pH: 7  

ακ όπζ πνμζανιόζηε 

ημ δζάθοια ιεKOH 

10mM RbCl2 

80mM CaCl2 

15% Glycerol 

Γεκ απμζηεζνώκεηαζ ζε αοηόηαοζημ. 

Απμζηεζνώκεηαζ ιε πνήζδ θίθηνμο 0,22ιm. 
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3.2.7 Μεηαζρεκαηηζκόο Βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

1. Ξεπάβςια ηςκ competentcells ζημκ πάβμ ηαζ αημθμοεεί ιμίναζια 

ημοξ ζε δομ eppendorf.  

2. Πνμζεήηδ <100ngDNA ηαζ επώαζδ ζημκ πάβμ βζα 20-40min. 

3. Σα ηύηηανα οπμαάθθμκηαζ ζε εενιζηό ζμη (Heatshock) βζα 90sec ζημοξ 

42oC. 

4. Σμπμεέηδζδηςκ ηοηηάνςκ βζα 1min ζημκ πάβμ, πνμζεήηδ 1ml 

ενεπηζημύ ιέζμο LB ηαζ επώαζδ ζημοξ 37μC βζα 1h. 

5. οθθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ιε θοβμηέκηνζζδ βζα 30sec ζηζξ 10.000 xg ηαζ 

αθαίνεζδ 1ml ημο οπενηείιεκμο οβνμύ.  

6. Δπακαδζάθοζδ ηοηηάνςκ ζηα οπμθεζπόιεκα 200ιl, ηαζ ημπμεέηδζή 

ημοξ επί ενεπηζημύ ιέζμο LB πμο πενζέπεζ ημ ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηό 

(αιπζηζθίκδ). 

 

3.2.8 Μηθξήο θιίκαθαο απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηε κέζνδν ηνπ 

βξαζκνύ 

1. Διαμθζαζιόξ 5ml ενεπηζημύ ιέζμο ιε ιμκήνδ απμζηία ηαζ μθμκύηηζα 

επώαζδ. 

2. Φοβμηέκηνζζδ 1,5ml ηαθθζένβεζαξ 10.000rpm, 1min, RT. 

3. Πθήνδξ απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο οβνμύ. 

4. Δπακαδζάθοζδ ζε 0,7ml δζαθύιαημξ STET (Πίκ. 3.10). 

5. Έκημκδ ακάδεοζδ. 

6. Πνμζεήηδ 10ιlθοζμγύιδξ 1mg/ml. 

7. Σμπμεέηδζδ eppendorfs ζημοξ 100oC βζα 1min. 

8. Φοβμηέκηνζζδ ζηα 10.000rpm βζα 10min ή θζβόηενμ ζε RT. 

9. Μεηαθμνά 430ιlημο οπενηεζιέκμο ζε κέα eppendorfs. 

10. Πνμζεήηδ 400ιl ζζμπνμπακόθδξ. 

11. Σμπμεέηδζδ ηςκ eppendorfs ζημοξ –80oC βζα 10min. 

12. Φοβμηέκηνζζδ ζε 10.000rpm βζα 30min ζημοξ 4oC. 

13. Πθήνδξ απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμοηαζ πθύζζιμ ζγήιαημξ ιε 70% 

Ethanol. 

14. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5min. 
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15. ηέβκςια ζγήιαημξ ηαζ πνμζεήηδ 20ιl (Ζ2Ο + RNAse (100ng/ιl)). 

16. Δπώαζδ ζε RT βζα 5-10min. 

Lysozyme Stock 

10mg/ml in 10mM Tris-HCl pH:8 

 

Πίλαθαο 3.10:Παναζηεοή STET buffer. 

100mM NaCl 

10mM Tris-HCl pH:8 

1mM EDTA pH :8 

5% Triton X-100 

 

3.2.9Τςειήοαπόδνζεοκεηαζρεκαηηζκόοθπηηάξσλδύκεο 

(Highefficiencytransformationofyeastcells). 

1. Διαμθζαζιόξ 50ml ηαθθζένβεζαξ γύιδξ ανβά ημ απόβεοια (βζα 5 

ιεηαζπδιαηζζιμύξ). 

2. Δπόιεκμ πνςί όηακ OD600=0.4-0.6 ~107cells/ml-5*108cells/ml 

θοβμηέκηνζζδ ζε 2.000 rpm βζα 5min ζημοξ 4oC. 

3. Δπακαδζάθοζδ ζε 25ml απμζηεζνςιέκμ Ζ2Ο ηαζ θοβμηέκηνζζδ ζημοξ 

4oC. 

4. Δπακαδζάθοζδ ζε 1ml 10mMLiOAc (Ολζηό Λίεζμ), ζημκ πάβμ. 

5. Μεηαθμνά ζεeppendorf. 

6. Φοβμηέκηνζζδ ζηζξ 4.000rpm βζα 30sec-1min ζημοξ 4oC. 

7. Δπακαδζάθοζδ ζε 100mM LiOAc Σεθζηόξ όβημξ=500 ιl 

(ηύηηανα+δζάθοια). 

8. Μμίναζια ζε 5 eppendorfs (100ιl). 

9. ύκημιδ θοβμηέκηνζζδ (4-5sec). 

10. Δπακαδζάθοζδ ζγήιαημξζε: 

a. 240ιlPEG(4000) 50%,  

b. 36ιl 1MLiOAc, 

c. 10ιlcarrierDNA (10 ιg/ιl), 

d. 74ιlH2O+DNA (0.1-1ιg). 

11. Vortex 1min. 

12. Δπώαζδ ζημοξ 30oC βζα 30 min. 
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13. Δπώαζδ ζημοξ 42oC βζα 15min. 

14. Φοβηέκηνζζδ ζηζξ 2.000rpm βζα 1min. 

15. Πνμζεήηδ 200ιlαπμζηεζνςιέκμοΖ2Οηαζ ήπζα επακαδζάθοζδ. 

16. Σμπμεέηδζδ επί ηαηάθθδθμο ζηενεμύ ενεπηζημύ ιέζμο ζε ηνοαθίαpetri  

3.2.10 Γεκηνπξγία stock ζε θαιιηέξγεηεο δύκεο θαη βαθηεξίσλ 

ε έκα eppendorf βίκεηαζ πνμζεήηδ 800ιl από ηδκ ηαθθζένβεζα γύιδξ ή 

ααηηδνίςκ ηαζ 200ιl βθοηενόθδξ. Αημθμοεεί ακάδεοζδ ιε vortex ηαζ θύθαλδ 

ζημοξ -80μC. 

 

3.3Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο 

 

 

3.3.1Έιεγρνο θαζαξόηεηαο αλεπηπγκέλσλ θαιιηεξγεηώλ 

 

Με ηδκ πνήζδ ιζηνμζημπίμο ιπμνμύιε κα δζαπζζηώζμοιε ηδκ ηαεανόηδηα 

ηςκ ακεπηοβιέκςκ ηαθθζενβεζώκ. Τπό αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ θαιαάκεηαζ ιζα 

ιζηνή πμζόηδηαοβνήξ ηαθθζένβεζαξ ηαζ εθέβπεηαζ ιε ημ ιζηνμζηόπζμ. Αοηό πμο 

επζεοιμύιε κα δζαηνίκμοιε ζημ ιζηνμζηόπζμ είκαζ ιζηνή ακάπηολδ, δδθαδή 

ιεηνήζζιμ  ανζειώκ ηοηηάνςκ ηαεώξ ηαζ ηδκ ύπανλδ ηδξ επζεοιδηήξ γύιδξ 

ηαζ όπζ άθθςκ ιζηνμμνβακζζιώκ (επζιόθοκζδ ηαθθζένβεζαξ).  

3.3.2 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο ζε δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξώζεηο γιπθόδεο 

 

Σμ ιδπάκδια ζημ μπμίμ εα ημπμεεηδεμύκ ηα δείβιαηα  ηαζ εα απμδμεμύκ ηα 

απμηεθέζιαηα ηςκ ηαιποθώκ πμο επζεοιμύιε, μκμιάγεηαζ ELIZAREADER. 

Οζ ζοβηεκηνώζεζξ όπμο δμηζιάγμκηαζ βζα ηδκ ακάπηολδ ημοξ ηα δζάθμνα 

ζηεθέπδ γύιδξ , είκαζ μζ ελήξ : 2%, 15%.  

ε  Eppendorf ηςκ 2 ml ημπμεεημύκηαζ 2ml ενεπηζημύ ιέζμο δζαθμνεηζηώκ 

ζοβηεκηνώζεςκ βθοηόγδξ ηαζ πνμζηίεεηαζ δ ηαηάθθδθδ πμζόηδηα 
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θνεζημακεπηοβιέκδξ ηαθθζένβεζαξ από ηα πνμξ ελέηαζδ ζηεθέπδ έηζζ ώζηε δ 

απμννόθδζδ ηςκ δεζβιάηςκ κα έπεζ ηζιή ιζηνόηενδ από 0,001. 

Μεηαθένμκηαζ 100 ιl από ημ ηάεε δείβια ζε ημοθαπζζηόκ 2 εέζεζξ ημο πζάημο. 

3.3.3 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο ζε δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξώζεηο αηζαλόιεο 

 

Γζα ηδκ ηάεε ζοβηέκηνςζδ αζεακόθδξ πμο πνδζζιμπμζμύκηαζ ζηζξ παναηάης 

πεζναιαηζηέξ πμνείεξ πνδζζιμπμζμύκηαζ ηαζ δζαθμνεηζηέξ πμζόηδηεξ. Γζα ηδκ 

δδιζμονβία ηςκ δζαθοιάηςκ πνδζζιμπμζείηαζ ενεπηζηό οθζηό, Yep ηαζ ηαεανή 

αζεακόθδ 100%. Οζ ζοβηεκηνώζεζξ όπμο επελενβαγόιαζηε ηα δείβιαηα, είκαζ 

μζ ελήξ : 3%, 6%, 9%. 

Ζ δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζείηαζ είκαζ δ ελήξ : 

ε ηςκζηέξ θζάθεξ ηςκ 100ml ημπμεεηείηαζ ενεπηζηό ιέζμ δζαθόνςκ 

ζοβηεκηνώζεςκ αζεακόθδξ. Οζ ηςκζηέξ ειαμθζάγμκηαζ ιε ηαηάθθδθδ πμζόηδηα 

ηςκ ζηεθεπώκ ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 300C οπό ακάδεοζδ. Πνμηεζιέκμο κα 

ηαηαβναθεί δ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνόκμο θαιαάκεηαζ 

ηαζ ηαηαβνάθεηαζ ακά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα ιέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ 

απμννόθδζδξ ζε ιήημξ ηύιαημξ 600nm. 

Γζα ημκ ειαμθζαζιό πνδζζιμπμζμύκηαζ ηύηηανα αβνίμο ηύπμο (W303-

1a) ηαζ ηύηηανα πμο θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser533Ala ηδξ πνςηεΐκδξ msn4 

(W303-1a_MSN4_Ser533Ala). 
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4.ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 

Πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ Ser533Ala ζηδκ 

πνςηεΐκδMSN4, απαζηείηαζ δ ηνμπμπμίδζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδίμο 

MSN4 ηνμπμπμζώκηαξ ηδκ ηνζπθέηα πμο ακηζζημζπεί ζημ αιζκμλύ Ser533. 

 

4.1 Δηζαγσγή κεηάιιαμεο 

 

4.1.1 1εκέζνδνο- κέζνδνο “Mega-primer” 

 

Ανπζηά έβζκε πνμζπάεεζα εζζαβςβήξ ηδξ εκ θόβς ιεηάθθαλδξ ιε ηδκ 

ιέεμδμ ημο Mega-Primer. Υνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ ημ πθαζιίδζμ 

pUC19-MSN4 ζημ μπμίμ ανίζηεηαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ αβνίμο ηύπμο βμκίδζμ 

MSN4 ηαζ εθανιόζηδηε PCR πνδζζιμπμζώκηαξ ημοξ ηαηάθθδθμοξ εηηζκδηέξιε 

ζημπό ηδκ δδιζμονβία εκόξ ιζηνόξ ηιήιαημξ ημ μπμίμ εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ. Μζα εκδεζηηζηή PCR1 ηαζ ημ ακηίζημζπμ πνόβναιια πμο ηέεδηε  

ανίζηεηαζ ζημοξ παναηάης πίκαηεξ. 

 

Πίλαθαο 4.1 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR1  

pUC19- MSN4 for pcr 2ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

Primer MSN4-Ser-533-Ala F 1ιl 

Primer BamHI- MSN4- R 1ιl 

H2O  6ιl 

ύλνιν 20ιl 

 

Πνόβναιια βζα PCR1 :  

1. 95      3min 

2. 98     20sec 

3.5015sec 

4. 72     1min30sec        Βήια 2, #30 

5. 72     5min 

6. 4       ∞ 
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ηόπμξ ηδξ 1δξ PCR είκαζ κα παναπεεί έκα εναύζια ιε ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ πμο εζζάβεηαζ, πνδζζιμπμζώκηαξ έκακ από ημοξ πθεονζημύξ 

εηηζκδηέξ reverseprimer (BamHI-MSN4-R) ηαζ έκακ από ημκ ιεηαθθαβιέκμ 

εηηζκδηή  forwardprimer (MSN4_Ser-533-Ala-F). 

H ηνζπθέηα πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλύ ζενίκδ ζηδ εέζδ 533 είκαζ δ 

AGT. Ο εηηζκδηήξ MSN4_Ser-533-Ala έπεζ ζπεδζαζηεί έηζζ ώζηε κα 

επζηοβπάκεηαζ δ ακηζηαηάζηαζδ ηδξ ηνζπθέηαξ πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλύ 

ζενίκδ, ζηδκ ηνζπθέηα πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλύ αθακίκδ GCT. 

 

Σμ πνμσόκ ηδξ PCR1 είκαζ έκα ιζηνό ηιήια DNA ιεβέεμοξ ~300 

γεοβώκ αάζεςκ ημ μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ (εζη. 4.1). 

Αημθμύεδζε δθεηηνμθόνδζδ ημο δείβιαημξ ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%, ώζηε 

κα εθεβπεεί δ επζηοπία ηδξ PCR1(εζη. 4.1). 

 

 

Δηθόλα 4.1: Ζθεηηνμθόνδζδημο πνμσόκημξ ηδξ PCR1 ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR1. 

 

Αημθμύεδζε μ ηαεανζζιόξ  ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR1 ιε ηδ 

πνήζδ ημο Νucleospin PCR clean up kit ηαζ εθέβπεδηε δ ηαεανόηδηά ημο ιε 

κέα δθεηηνμθόνδζδ. 
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ηδ ζοκέπεζα, πνδζζιμπμζώκηαξ ημ ηιήια DNA πμο πνμέηορε από ηδκ 

πνώηδ PCR, ςξ ημκ έκακ εηηζκδηή “megaprimer”, έβζκε πνμζπάεεζα θήρδξ 

μθόηθδνμο ημο βμκζδίμο MSN4.  

 Έηζζ θμζπόκ, βζα ηδ δεύηενδ PCR πνδζζιμπμζμύιε πάθζ ςξ εηιαβείμ ημ 

πθαζιίδζμ pUC19- MSN4 όπμο ανίζηεηαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ αβνίμο ηύπμο 

βμκίδζμ MSN4 ηαζ εθανιόγμοιε PCR πνδζζιμπμζώκηαξ ημοξ ηαηάθθδθμοξ 

εηηζκδηέξ. ημκ παναηάης πίκαηα πανμοζζάγεηαζ ιζα εκδεζηηζηή PCR2 (πίκ. 

4.2).  

 

Πίλαθαο 4.2 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR2  

pUC19- MSN4 for PCR1 2ιl 

MSN4-PCR1- R 2ιl 

pstI- MSN4- F 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 5ιl 

ύλνιν 20ιl 

 

Πνόβναιια PCR2 : 

1. 98      3min 

2. 98     20sec 

3. 58     15sec 

4. 72     1min30sec     Βήια 2, #25 

5. 72     5min 

6. 4∞ 

 

Σμ πνμσόκ ηδξ PCR2 είκαζ έκα ηιήια DNA ιεβέεμοξ ~1900 γεοβώκ 

αάζεςκ ημ μπμίμ εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδηαζ ακηζζημζπεί ζε όθμ ημ 

βμκίδζμ MSN4. 

Πανόθμ πμο έβζκακ πμθθέξ πνμζπάεεζεξ δμηζιάγμκηαξ δζαθμνεηζηέξ 

ηάεε θμνά ζοβηεκηνώζεζξ εηιαβείμο, εηηζκδηώκ, ηαεώξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ 

ζοκεήηεξ (εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ, πνόκμζ οανζδμπμίδζδξ, πνόκμζ 

επζιήηοκζδξ), δεκ ηαηέζηεζ δοκαηή δ θήρδ ημο επζεοιδημύ πνμσόκημξ ηδξ 

PCR2. ηδκ Δζη.4.2, 4.3πανμοζζάγεηαζ εκδεζηηζηή εζηόκα δθεηηνμθόνδζδξ ημο 

πνμσόκημξ ηδξ PCR2. 
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Δηθόλα 4.2 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR2 (ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ 

εενιμηναζίαξ οανζδμπμίδζδξ) ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ 

ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2-6 ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR2 ιε ηζξ αηόθμοεεξ 

εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ ( 53, 54, 55, 56, 57) . 

 

Δηθόλα 4.3 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR2 (ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ 

εενιμηναζίαξ οανζδμπμίδζδξ) ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ 

ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2,3 ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR2 ιε ηζξ αηόθμοεεξ 

εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ ( 58, 59) . 
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4.1.2 2ε κέζνδνο- κέζνδνο ησλ ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR 

 

Λόβς απμηοπίαξ ηδξ δδιζμονβίαξ ημο ιεηαθθαβιέκμο MSN4 ιε ηδ 

ιέεμδμ ημο Mega-primer έβζκε πνμζπάεεζα δδιζμονβίαξ ημο ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ 

ηνζώκ δζαδμπζηώκ PCR. ε αοηή ηδ πενίπηςζδ δ ιεεμδμθμβία θήρδξ ηδξ 

πνώηδξ PCR ηαεώξ ηαζ ημ πνμσόκ ηδξ παναιέκεζ ςξ έπεζ (πίκαηαξ 4.1). H 

δεύηενδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ βμκίδζμ ζημ μπμίμ είκαζ 

επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ (MSN4). ηδκ πνμηεζιέκδ πενίπηςζδ, 

ςξ εηιαβείμ πνδζζιμπμζήεδηε ημ pUC19-MSN4. Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ 

(reverse primer) πνδζζιμπμζείηαζ μθζβμκμοηθεμηίδζμ MSN4-Ser-533-Ala-R ημ 

μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Ωξ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ (forward 

primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ MSN4_EGFP_F ημ μπμίμ 

οανζδμπμζείηαζ ζηδκ ανπή ημο βμκζδίμο ζηόπμο ηαζ θένεζ ακμδζηά ζημ 5΄άηνμ 

ημο ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ από ηδκ ζοβηεηνζιέκδ 

πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ 

ιμνθήξ ημο βμκζδίμο (Πζκ. 4.3). 

 

Πίλαθαο 4.3: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ PCR2 

pUC19-MSN4 2ιl 

Primer MSN4_EGFP_Forward 1ιl 

Primer 

MSN4_Ser532Ala_Reverse 

1ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

ύλνιν: 20ιl 

 

Πνόβναιια PCR2: 

1. 95      3min 

2. 98     10sec 

3. 56     10sec 

4. 72     1min20sec     Βήια 2, #30 

5. 72     5min 

6. 4∞ 
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Σμ απμηέθεζια από ηδκ παναπάκς δζαδζηαζία είκαζ δ δδιζμονβία εκόξ 

δεύηενμο ηιήιαημξιεβέεμοξ ~1600 γεοβώκ αάζεςκ, ημο οπμθμίπμο, ηδξ 

MSN4 ημ μπμίμ επίζδξ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. 

Ζ επζηοπία ηδξ θήρδξ ημο ζοβηεηνζιέκμο ηιήιαημξ εθέβπεδηε ιε 

δθεηηνμθόνδζδ ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%, (εζη. 4.4). 

 

 

Δηθόλα 4.4 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. 

ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηδκ εέζδ 2,3  ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR2. 

 

Αημθμύεδζε μ ηαεανζζιόξ ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR2 ιε ηδ 

πνήζδ ημο Nucleospin PCR clean up kit ηαζ εθέβπεδηε δ ηαεανόηδηά ημο ιε 

κέα δθεηηνμθόνδζδ, (εζη. 4.5). 
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Δηθόλα 4.5 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. 

ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηδκ εέζδ 2,3  ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR2 

ύζηενα ημο ηαεανζζιμύ. 

 

Πνμηεζιέκμο κα θδθεεί μθόηθδνμ ημ βμκίδζμ ηδξ MSN4 ημ μπμίμ κα 

θένεζ ηδ ιεηάθθαλδ Ser533Ala, (MSN4-Ser533Ala) εθανιόζηδηε ηνίηδ PCR 

πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσόκηα ηδξ πνώηδξ ηαζ ηδξ δεύηενδξ 

PCR. Ζ ηνίηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσόκηα ηδξ 

πνώηδξ ηαζ ηδξ δεύηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμύκηαζ μζ 

πνμακαθενεέκηεξ πμο θένμοκ εέζεζξ ακαβκώνζζδξ πενζμνζζηζηώκ 

εκδμκμοηθεαζώκ.  

Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ MSN4_EGFP_F ηαζ MSN4-R μζ 

μπμίμζ οανζδμπμζμύκηαζ ζηα άηνα ημο βμκζδίμο ηδξ MSN4 ηαζ θένμοκ εέζεζξ 

ακαβκώνζζδξ ηςκ ακηίζημζπςκ πενζμνζζηζηώκ εκδμκμοηθεαζώκ (πίκαηαξ 4.4).  

 

Πίλαθαο 4.4 :Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR3 

DNA 1 (πξνηόλ PCR1) 1ιl 

DNA 2 (πξνηόλ PCR2) 1ιl 

PrimerMSN4_Reverse 1ιl 

PrimerMSN4_EGFP_Forward 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

ύλνιν: 20ιl 

 

ΠνόβναιιαPCR3: 

1. 95       3min 

2. 98      10sec 

3. 60      10sec 

4. 72      2min 

5. 98      10sec 

6. 60      10sec 

7. 72      2minΒήια 5, #4 

8. 98      10sec 
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9. 64      10sec 

10. 72    2min   Βήια 8, #25 

11. 72    5min 

12. 4      ∞ 

 

 

*Οζ primers δεκ πνμζηίεεκηαζ από ηδκ ανπή, αθθά ιεηά ημ πέναξ ημο 

αήιαημξ 7 ζημ ηέθμξ ημο πέιπημο ηύηθμο ςξ primersmix. 

 

ηδκ 3δ PCR ζοκηίεεηαζ ημ MSN4 θένμκηαξ ηδκ ιεηάθθαλδ 

Ser_533_Ala.Σμ πνμσόκ ηδξ PCR3 δθεηηνμθμνείηαζ ζε πήηηςια αβανόγδξ 

πνμηεζιέκμο κα θακεί δ μνεόηδηά ημο αθμύ ακαιέκεηαζ ημ ιεβεεόξ ημο κα 

είκαζ ~1900bp (Δζη. 4.6). 

 

Δηθόλα 4.6 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR3 ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. 

ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηδκ εέζδ 2  ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ ηδξ PCR3. 

Αημθμύεδζε ηαεανζζιόξ  ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR3 ιε ηδ 

πνήζδ ημοNucleospinPCRcleanupkitηαζ δθεηηνμθόνδζδ ημο ηαεανζζιέκμο 

πθέμκβμκζδίμο MSN4-Ser533Ala πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ηαεανόηδηα ημο. 

Ζ αηεναζόηδηα ηςκ πνμσόκηςκεθέβπεδηε πςνίξ όιςξ κα πάνμοιε ημ 

επζεοιδηό απμηέθεζια.  

Πανόθμ πμο έβζκακ πμθθέξ πνμζπάεεζεξ δμηζιάγμκηαξ δζαθμνεηζηέξ 

ηάεε θμνά ζοβηεκηνώζεζξ εηιαβείμο, εηηζκδηώκ, ηαεώξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ 

ζοκεήηεξ (εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ, πνόκμζ οανζδμπμίδζδξ, πνόκμζ 



58 
 

επζιήηοκζδξ), δεκ ηαηέζηεζ δοκαηή δ θήρδ ημο επζεοιδημύ πνμσόκημξ ηδξ 

PCR3. 

 

4.1.3 3ε κέζνδνο- πεςεο κε ην έλδπκν DpnI. 

 

Αθμύ έβζκακ πνμζπάεεζεξ ηαηαζηεοήξ ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο ιε 

ηδκ ιέεμδμ ημο Mέβα-εηηζκδηή ηαζ ηςκ ηνζώκ δζαδμπζηώκ PCR αθθά πςνίξ κα 

επζηεοπεμύκ ηα επζεοιδηά απμηεθέζιαηα αημθμοεήζαιε ιζα ηνίηδ ιέεμδμ 

ιέζς ηδξ πέρδξ ιε ημ έκγοιμ DpnI βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο ιεηαθθαβιέκμο 

βμκζδίμο. 

Ανπζηά ημ απμιμκςεέκ πθαζιίδζμ pUC19_MSN4 πνδζζιμπμζείηαζ ςξ 

εηιαβείμ βζα ηδκ δδιζμονβία ημο πθαζιζδίμοpUC19_MSN4_533 ιε PCR. 

Xνδζζιμπμζμύκηαζ ςξ εηηζκδηέξ μζ MSN4_533_F ηαζ MSN4_533_R (πίκαηαξ 

3.2). Σμ πνμσόκ ηδξ PCR ακαιέκεηαζ κα έπεζ ιέβεεμξ ~4200bp. 

Πίλαθαο 4.5 :Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR 

pUC19_MSN4 4ιl 

Primer MSN4_533_F 1ιl 

Primer MSN4_533_R 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 4ιl 

ύλνιν : 20ιl 

 

Πνόβναιια PCR : 

1.95    3min 

2.98   15sec 

3.64   10sec 

4.72   2min15sec,      Βήια 2,#25 

5.72   4min 

6.4    ∞ 

 

Σμ πνμσόκ ηδξ PCR δθεηηνμθμνείηαζ ζε gel αβανόγδξ 1%, πνμηεζιέκμο 

κα εθεβπεεί δ επζηοπία ηδξ PCR.   
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Δηθόλα 4.7 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCR ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2 ημ πνμζόκ ηδξ PCR. 

 

 

ρήκα 4.1 :Πθαζιζδζαηόξ πάνηδξ ημο pUC-19_MSN4ηαζ μζ εέζεζξ πέρδξ ημο 

εκγύιμο DpnI. 

 

Από ημ πνμσόκ αοηό ηδξ PCR 15ιl εα οπμαθδεμύκ ζε πέρδ ιε ημ 

έκγοιμ DpnI(πίκαηαξ 4.6).  



60 
 

 

Πίλαθαο 4.6 : Σμ πνμσόκ ηδξ PCR οπμαάθθεηαζ ζε πέρδ ιε ηδκ πενζμνζζηζηή 

εκδμκμοηθεάζδ DpnI. Δπώαζδ ζημοξ 37oC βζα 1 h. 

Πξνηόλ PCR 15ιl 

DpnI  1ιl 

 

ημ εηιαβείμ πμο πνδζζιμπμζμύιε (PUC19_MSN4) οπάνπμοκ 

ηάπμζεξDpnIεέζεζξ ζηζξ μπμίεξ οπάνπμοκ ιεεοθζώζεζξ δζόηζ ημ πθαζιίδζμ 

αοηό έπεζ απμιμκςεεί από ααηηήνζα. Σμ πνμσόκ ηδξ παναπάκς PCR, πανόθμ 

πμο θένεζ αηνζαώξ ηζξ ίδζεξ εέζεζξ δνάζδξ ημο εκγύιμο DpnIδεκ οπάνπμοκ 

ιεεοθζώζεζξ δζόηζ ηαηά ηδκ PCR αοηέξ δεκ θαιαάκμοκ πώνα.  

ΖDpnIδνα ιόκμ ζε ιεεοθζςιέκμ DNA εκώ ημ αιεεοθίςημ ιέκεζ 

ακέπαθμ. Σμ απμηέθεζια εζκαζ ημ εηιαβείμ DNA πμο δεκ θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ 

κα ηαηαζηναθεί εκώ ημ πνμζόκ πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ κα αθήκεηαζ ακέπαθμ 

δζόηζ δεκ είκαζ ιεεοθζςιέκμ. 

Ζ αηεναζόηδηα ηςκ πνμσόκηςκ ηδξ πέρδξ εθέβπεδηε ιε ηδκ 

δθεηηνμθόνδζή ημοξ ζε πήηηςια αβανόγδξ (εζηόκα 4.9). 
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Δηθόλα 4.8 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2  ημ πθαζιίδζμ pUC19-MSN4 ηαζ ζηδκ εέζδ 2 ημ 

πνμζόκ ηδξ PCR ύζηενα από πέρδ. 

 

Αημθμύεδζειεηαζπδιαηζζιόξ competent ααηηδνζαηώκ ηοηηάνςκ 2 ιl 

ημο πνμσόκημξ ηδξ ακηίδναζδξ ηαζ αημθμύεδζε ημπμεέηδζδ αοηώκ ζε 

ενεπηζηό ιέζμ LB πανμοζία ημο ακηζαζμηζημύ αιπζηζθθίκδ (100 ιg/ml)  βζα κα 

επζηεοπεεί δζαπςνζζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ 

pUC19_MSN4_Ser533Ala  από εηείκα πμο δεκ ιεηαζπδιαηίζηδηακ. Ο 

ιεηαζπδιαηζζιόξ έβζκε πνδζζιμπμζώκηαξ έκα δείβια control εηιαβείμο ηαζ ηδκ 

πνήζδ ημοDpnI (πίκ. 4.7) ημ μπμίμ δεκ ιαξ έδςζε απμζηίεξ ηαηά ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιό.  

 

Πίλαθαο 4.7 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ δδιζμονβία δείβιαημξ control (εηιαβεζμο + 

DpnI) ηαζ επώαζδ βζα 2ώνεξ ζημοξ 37. 

pUC19_MSN4 1ιl 

DpnI 1ιl 

CutSmart Buffer 2ιl 

H2O 16ιl 

ύλνιν : 20ιl 

 

Μζηνόξ ανζειόξ άζπνςκ απμζηζώκ πνδζζιμπμζμύκηαζ βζα ημκ 

ειαμθζαζιό οβνμύ ενεπηζημύ ιέζμο LB ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 37μC οπό 

ακάδεοζδ. Σδκ επόιεκδ διένα αημθμοεεί δ απμιόκςζδ ημο πθαζιζδζαημύ 

DNA από ηζξ οβνέξ ηαθθζένβεζεξ ιε ηδ ιέεμδμ αναζιμύ. 

Ύζηενα πνεζάζηδηε κα βίκεζ πμθθαπθαζζαζιόξ ημο ιεηαθθαβιέκμο 

βμκζδίμο ηδξ MSN4 πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ ιέζς ηδξ παναηάης 

PCR(πίκαηαξ 4.8). Πνμηεζιέκμο ημ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ MSN4 κα απμηηήζεζ 

ηζξ ηαηάθθδθεξ αθθδθμοπίεξ ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά, έηζζ ώζηε κα ηαηαζηεί 

δοκαηή δ εζζαβςβή ημο ζημ βεκμιζηό DNA ηδξ γύιδξ ιέζς ημο μιόθμβμο 

ακαζοκδοαζιμύ, έθααε πώνα ιζα αηόια ακηίδναζδ PCR. Ωξ εηιαβείμ 
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πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pUC19_MSN4_Ser533Ala ηαζ ςξ εηηζκδηέξ μζ 

MSN4-EGFP-F ηαζ MSN4-R (πίκ. 4.8). Ωξ απμηέθεζια θαιαάκεηαζ ημ 

ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ ηδξ MSN4 ημ μπμίμ έπεζ ίδζα άηνα ιε ηδκ πενζμπή πμο 

εκημπίγεηαζ ζημ βεκμιζηό DNA ηδξ γύιδξ (αβνίμο ηύπμο). 

 

Πίλαθαο 4.8 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιό 

ημο βμκζίμοMSN4 πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ. 

DNA (pUC19_MSN4_Ser533Ala) 2ιl 

Primer MSN4_EGFP_F 1ιl 

Primer MSN4_R 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

ύλνιν : 20ιl 

 

Πνόβναιια PCR :  

1. 95    3min 

2. 98   10sec 

3. 5610sec 

4. 72   1min20sec,      Βήια 2, #25 

5. 72   5min 

6. 4    ∞ 

 

Αημθμύεδζε ηαεανζζιόξ ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR ιε ηδ 

πνήζδ ημοNucleospinPCRcleanupkitηαζ δθεηηνμθόνδζδ ημο ηαεανζζιέκμο 

πθέμκβμκζδίμο MSN4-Ser533Ala πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ηαεανόηδηα ημο.  
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πήια 4.2 : Πθαζιζδζαηόξ πάνηδξ ημο pUC-19_MSN4 ιε ηδκ ιεηάθθαλδ Ser533Ala. 

 

Δηθόλα 4.9 : Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2, 3 ημ ηαεανό πνμζόκ ηδξ PCR.  
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Σμ πνμζόκ αοημ εα πνδζζιμπμζδεεί βζα ιεηαζπδιαηζζιό ζηα ηύηηανα 

γύιδξ ώζηε κα πνμηύρεζ ημ ζηέθεπμξ W303-1a ιε ηδκ ιεηάθθαλδ 

Ser_533_Ala ηδξ πνςηεΐκδξMSN4. 
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4.2 Απαινηθή MSN4 αγξίνπ ηύπνπ από θύηηαξα δύκεο. 

Ζ ιεεμδμθμβία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ ακηζηαηάζηαζδ εκόξ βμκζδίμο 

ζημ βεκμιζηό DNA ηδξ γύιδξ απαζηεί ηδκ ηέθεζδ δομ δζαδμπζηώκ 

ιεηαζπδιαηζζιώκ ηαζ μιόθμβςκ ακαζοκδοαζιώκ. Καηά ημκ πνώημ 

ιεηαζπδιαηζζιό ηα ηύηηανα γύιδξ ημο ζηεθέπμοξ W303-1a, ηα μπμία δεκ 

έπμοκ θεζημονβζηό βμκίδζμ URA3, ιεηαζπδιαηίγμκηαζ ιε αβνίμο ηύπμο βμκίδζμ 

URA3 ημ μπμίμ θένεζ ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά αθθδθμοπίεξ όιμζεξ ιε αοηέξ πμο 

οπάνπμοκ ζηα ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά ημο βμκζδίμο πμο επζεοιείηαζ δ 

απμιάηνοκζή ημο (URA3_MSN4). Απαζηείηαζ θμζπόκ δ εκίζποζδ ημο αβνίμο 

ηύπμο βμκζδίμο URA3 ιε ηδκ πνήζδ ηςκ ηαηάθθδθςκ εηηζκδηώκ (Πίκ. 4.7). Ωξ 

εηιαβείμ πνδζζιμπμζείηαζ ημ πθαζιίδζμ pUC19-URA3. Σμ πνμσόκ ηδξ PCR 

εθέβπεδηε βζα ηδκ μνεόηδηα ημο ιε δθέηηνμθόνδζδ ζε πήηηςια αβανόγδξ 

1%, απμιμκώεδηε δ πενζμπή ημο πδηηώιαημξ όπμο εκημπίγεηαζ ημ πνμσόκ 

ηδξ PCR ηαζ ηαεανίζηδηε ιε ημ Nucleospin pcr clean up gel extraction kit ηαζ 

δθεηηνμθμνήεδηε λακά βζα ημκ έθεβπμ ηδξ ηαεανόηδηάξ ημο (π. 4.12).  

οκεήηεξ PCR URA3: 

1. 95oC  3 min 

2. 95oC  20 sec 

3. 58oC  15 sec 

4. 72oC  1 min   αήια 2, #30 θμνέξ 

5. 72oC  5 min 

6. 4oC  ∞ 
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Πίλαθαο 4.7: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ 

PCRURA3: 

Genomic DNA από ζηέιερνο κε 

ιεηηνπξγηθό ην URA3 γνλίδην 

3 ιl 

Primer MSN4_URA3_Forward (10 

pg/κl) 

1,5 ιl 

Primer MSN4_URA3_Reverse (10 

pg/κl) 

1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 19 ιl 

ύλνιν: 50 ιl 

 

 

Δηθόλα 4.10:Ζθεηηνμθόνδζδ ημο πνμσόκημξ ηδξ PCRURA3 ζε πήηηςια αβανόγδξ 

1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηζξ εέζεζξ 2 έςξ 4 ανίζηεηαζ ημ πνμσόκ 

ηδξ PCRURA3 πςνζζιέκμ ζε ηνία ίζα ιένδ. 
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Δηθόλα4.11: Ζθεηηνμθόνδζδ ημο ηαεανμύ πνμσόκημξ ηδξ PCRURA3 ζε πήηηςια 

αβανόγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκώ ζηδ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ ηαεανό 

πνμσόκ ηδξ PCRURA3. 

 

Σμ ηαεανζζιέκμ πθέμκ βμκίδζμ URA3_MSN4 πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημ 

ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ γύιδξ W303-1a. Σα ηύηηανα πμο οπεαθήεδζακ 

ζηδκ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμύ, ανπζηά ακαπηύπεδηακ επί 

πενζμνζζηζημύ ενεπηζημύ ιέζμο από ημ μπμίμ απμοζίαγε ημ αιζκμλύ μοναηίθδ 

(Synthetic Complete – Uracil (SC-U)) ζε εενιμηναζία 300C. Σα ηύηηανα πμο 

ακαπηύπεδηακ επί ημο πενζμνζζηζημύ ενεπηζημύ ιέζμο πζεακόκ κα είκαζ αοηά 

πμο έπεζ βίκεζ δ ακηζηαηάζηαζδ ημο αβνίμο ηύπμο MSN4 από ημ URA3. 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ επζηοπία ημο ιεηαζπδιαηζζιμύ ηαζ ημο 

μιόθμβμο ακαζοκδοαζιμύ απμζηίεξ από ημ ζηενεό ενεπηζηό ιέζμ 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ ειαμθζαζιό οβνμύ ενεπηζημύ ιέζμο SC-U ηαζ 

επςάζηδηακ ζημοξ 30μC οπό ακάδεοζδ. Από ηζξ ηαθθζένβεζεξ αοηέξ έβζκε 

απμιόκςζδ ημο βεκμιζημύ DNA ιε ηδ ιέεμδμ απμιόκςζδξ βεκμιζημύ DNA 

από ηύηηανα γύιδξ. Ο έθεβπμξ ηδξ επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμύ έβζκε ζηα 

δείβιαηα DNA πμο απμιμκώεδηακ, ιέζς δομ ακηζδνάζεςκ PCR, 

πνδζζιμπμζώκηαξ ηδκ Taq polymerase, όπςξ έπεζ πενζβναθεί ζηζξ 

πεζναιαηζηέξ ιεεόδμοξ. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πνώηδ PCR μζ 

PstI_MSN2_Forward ηαζ BamHI_MSN2_Reverse ηαζ ζηδ δεύηενδ μζ 

PstI_MSN4_Forward ηαζ BamHI_MSN4_Reverse. Καηά ηδκ δεύηενδ PCR 

ακαιέκεηαζ κα ειθακίζμοκ πνμσόκ όθα ηα δείβιαηα ζε ιέβεεμξ ~1900bp, ηαζ 
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ιε αοηό ημκ ηνόπμ πζζημπμζείηαζ δ επζηοπήξ απμιόκςζδ ημο βεκμιζημύ DNA 

από ηα ηύηηανα γύιδξ, εκώ ηαηά ηδκ πνώηδ PCR ακαιέκεηαζ κα ειθακίζεζ 

πνμσόκ ιόκμ ημ δείβια W303-1a ημ μπμίμ δεκ έπεζ οπμζηεί ιεηαζπδιαηζζιό 

ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ ιάνηοναξ όηζ επζηεθέζηδηε ζςζηά δ PCR. Ζ απμοζία 

πνμσόκημξ από ηα πνμξ ελέηαζδ δείβιαηα οπμδδθώκεζ ηδκ απμοζία ημο MSN4 

βμκζδίμο άνα ηδκ επζηοπία ηδξ δζαβναθήξ ημο. Ο νόθμξ ηδξ δεύηενδξ PCR 

είκαζ κα ελαζθαθίζεζ όηζ από ηα πνμξ ελέηαζδ δείβιαηα έβζκε ζςζηά δ 

απμιόκςζδ ημο βεκμιζημύ DNA. Σα απμηεθέζιαηα βίκμκηαζ ειθακή ζηδκ 

δθεηηνμθόνδζδ ζε gel αβανόγδξ. Σα ηύηηανα από ηα μπμία έπεζ απαθδθεεί ημ 

MSN4 βμκίδζμ αβνίμο ηύπμο θοθάζζμκηαζ ςξ stock ζημοξ -80μC. 

 

Δηθόλα 4.12: Ζθεηηνμθόνδζδ πνμσόκηςκ PCR ιε Taqpolymerase, ιε MSN2 

εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1μο ιεηαζπδιαηζζιμύ ηοηηάνςκ γύιδξ. 

Από ηα ανζζηενά πνμξ ηα δελζά έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1μ δείβια βεκμιζημύ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 2μ δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 3μ 

δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 4μ δείβια βεκμιζημύ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 5μ δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 

ιάνηοναξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηό DNA γύιδξ W303-1a). 
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Δηθόλα 4.13: Ζθεηηνμθόνδζδ πνμσόκηςκ PCR ιε Taqpolymerase, ιε MSN4 

εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1μο ιεηαζπδιαηζζιμύ ηοηηάνςκ γύιδξ. 

Από ηα ανζζηενά πνμξ ηα δελζά έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1μ δείβια βεκμιζημύ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 2μ δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 3μ 

δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 4μ δείβια βεκμιζημύ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 5μ δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, 

ιάνηοναξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηό DNA γύιδξ αβνίμο ηύπμο). 

 

Καηά ημ δεύηενμ ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ γύιδξ πμο αημθμοεεί, πμο 

έπεζ ςξ ηεθζηό απμηέθεζια ηδκ εζζαβςβή ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο MSN4-

Ser-533-Ala ζηδ γύιδ, δ δζαδζηαζία είκαζ αηνζαώξ δ ίδζα ιε ημκ πνώημ 

ιεηαζπδιαηζζιό, ιόκμ πμο ζακ DNA αοηή ηδ θμνά πνδζζιμπμζείηαζ ημ 

MSN4_Ser533Ala ηαζ ημ ζηενεό ενεπηζηό ιέζμ όπμο βίκεηαζ δ επίζηνςζδ 

είκαζ ημ SC+URA+5-FOA. Ζ επώαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30μC. Αθμύ δ ακάπηολδ 

ηςκ απμζηζώκ ηδξ ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ είκαζ επανηήξ ζηα ηνοαθία, 

βίκεηαζ ιεηαθμνά ηςκ απμζηζώκ ηαζ ηαθθζένβεζα αοηώκ ζε οβνό ενεπηζηό ιέζμ 

SC+URA+5-FOA. Ζ επώαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30μC οπό ακάδεοζδ. Από ηζξ 

ηαθθζένβεζεξ αοηέξ βίκεηαζ απμιόκςζδ ημο βεκμιζημύ DNA ημοξ ιε ηδ ιέεμδμ 

απμιόκςζδξ βεκμιζημύ DNA από ηύηηανα γύιδξ. Ο έθεβπμξ ηδξ επζηοπίαξ 

ημο ιεηαζπδιαηζζιμύ αοημύ βίκεηαζ ζηα δείβιαηα DNA πμο απμιμκώεδηακ ιε 

ημκ ίδζμ αηνζαώξ ηνόπμ πμο εθέβπεδηε ηαζ δ επζηοπία ημο πνώημο 

ιεηαζπδιαηζζιμύ. Σα απμηεθέζιαηα βίκμκηαζ ειθακή ζηδκ δθεηηνμθόνδζδ ζε 

gel αβανόγδξ (Δη. 4.11). ε αοηή ηδκ PCR ακαιέκεηαζ κα ειθακίζμοκ πνμσόκ 

ιόκμ ημ δείβια εθέβπμο (βεκμιζηό DNA γύιδξ αβνίμο ηύπμο) πμο πενζέπεζ ημ 

βμκίδζμ MSN4 ηαζ ηα δείβιαηα εθέβπμο, ζηα μπμία έπεζ πεηύπεζ μ μιόθμβμξ 
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ακαζοκδοαζιόξ ηαζ δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ URA3 πθέμκ, αθθά ημ βμκίδζμ 

MSN4_Ser533Ala.Σμ ιόκμ δείβια πμο δεκ ειθακίγεζ πνμσόκ ζηδκ 

δθεηηνμθόνδζδ είκαζ αοηό πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN4 

εκηόξ ημο βμκζδζώιαημξ ηδξ γύιδξ (Δζη. 4.12). Σα δείβιαηα ηα μπμία έπμοκ 

δεπεεί ημ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ MSN4_Ser533Ala βίκμκηαζ stock ηαζ 

θοθάζζμκηαζ ζημοξ -80μC. 

 

Δηθόλα 4.14 : Ζθεηηνμθόνδζδ πνμσόκηςκ PCR, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ 

ηδξ επζηοπίαξ ημο 2μο ιεηαζπδιαηζζιμύ ηοηηάνςκ γύιδξ.ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ 

βεκμιζηό DNAγύιδξ αβνίμο ηύπμο (δείβια  εθέβπμο), ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ 1μ 

δείβια βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, ζηδκ εέζδ 3 ανίζηεηαζ 2μ δείβια 

βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ, ζηδκ εέζδ 4 ανίζηεηαζ 3μ δείβια 

βεκμιζημύ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ. 
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Δηθόλα 4.15 : Ζθεηηνμθόνδζδ πνμσόκηςκ PCR, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ 

ηδξ επζηοπίαξ ημο 2μο ιεηαζπδιαηζζιμύ ηοηηάνςκ γύιδξ.ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ 

βεκμιζηό DNAγύιδξ αβνίμο ηύπμο (δείβια  εθέβπμο), ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ 

βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN4 εκηόξ ημο βμκζδζώιαημξ ηδξ γύιδξ ηαζ ζηδκ εέζδ 3 

ανίζηεηαζ ημ επζηοπέξ βεκμιζηό DNAιεηαζπδιαηζζιέκδξ γύιδξ. 

 

4.3 Μειέηε ηεο ηθαλόηεηαο αλάπηπμεο ζε ζπλζήθεο stress. 

 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο 

ζηεθέπμοξ γύιδξ πμο ηαηαζηεοάζηδηε (W303-1a-MSN4_533) ζε ζοκεήηεξ 

stress, επζθέπεδηακ ςξ πανάβμκηεξ ιεθέηδξ δ ορδθή ζοβηέκηνςζδ βθοηόγδξ 

ηαεώξ ηαζ δ πανμοζία ηδξ αζεακόθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο ζαηπανμιύηδηα. 

 

4.3.1 Τςειή ζπγθέληξσζε γιπθόδεο 

 

Μεθεηήεδηε δ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ 

έκακηζ ημο αβνίμο ηύπμο ηαζ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπύθεξ ακάπηολδξ (π. 

4.2, 4.3). Από ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ δ ιεηάθθαλδ Ser533Ala επί ηδξ 

πνςηεΐκδξ MSN4 ημο γοιμιύηδηα, ιεηααάθεζ ηδκ ζηακόηδηα ακάπηολήξ ημο 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ θακεάκμοζαξ ηαζ εηεεηζηήξ θάζδξ, ηαεώξ παναηδνείηαζ 

ηαπύηενδ απόηνζζδ ηαζ ακάπηολδ αθθά ηαζ ιεβαθύηενδ δζάνηεζα ηδξ εηεεηζηήξ 

θάζδξδζαθμνμπμίδζδ ηαηά ημ ηέθμξ ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ ηαεώξ ηαζ ζηδκ 

ζηαηζηή θάζδ ςξ πνμξ ημκ ανζειό ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ αβνίμο ηύπμο 

ζηέθεπμξ κα οζηενεί ζημ θοζζμθμβζηό ενεπηζηό ιέζμ. (πήια 4.2) 

Ακηίεεηα, ζημ ενεπηζηό οθζηό  ιε ορδθό πμζμζηό ζοβηέκηνςζδξ 

βθοηόγδξ, παναηδνμύιε ηάπμζα ηαεοζηένδζδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ 

ζηδκ εζζαβςβή ζηδκ εηεεηζηή θάζδαθθά ηαιία άθθδ δζαθμνά ζημκ νοειό 

ακάπηολδξ ηαζ ζημκ ανζειό ηςκ ηοηηάνςκ ζε ηάεε θάζδ ακάπηολδξ. (πήια 

4.3)  

 



72 
 

 

ρήκα 4.3: ηαιπύθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae , αβνίμο ηύπμο ηαζ ιεηαθθαβιέκμο, 

πανμοζία 2% w/v βθοηόγδξ. 

 

 

ρήκα 4.4: ηαιπύθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae , αβνίμο ηύπμο ηαζ ιεηαθθαβιέκμο, 

πανμοζία 15% w/v βθοηόγδξ. 
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4.3.2 Παξνπζία αηζαλόιεο 

 

Μεηά από ιεθέηδ πμο έβζκε βζα ηδκ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ηςκ 

ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπύθεξ ακάπηολδξ 

πανμοζία αζεακόθδξ. Από ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ δ ιεηάθθαλδ 

Ser533Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ MSN4 ημο γοιμιύηδηα ιεηααάθεζ ηδκ ζηακόηδηα 

ακάπηολήξ ημο ζηα δζάθμναεπίπεδα ζοβηέκηνςζδξ  αζεακόθδξ. ε παιδθά 

επίπεδα αζεακόθδξ (3%), δ ζοβηεηνζιέκδ ιεηάθθαλδ πανμοζζάγεζ εθαθνά 

ηαθύηενδ ακάπηολδ ηαεώξ ζε όθα ηα ζηάδζά ηδξ, παναηδνείηαζ έκα ιζηνό 

πνμαάδζζια ςξ πνμξ ημκ ανζειό ηοηηάνςκ ζημκ ίδζμ πνόκμ(π. 4.5). ε 

ορδθόηενα επίπεδα αζεακόθδξ (6%), εκώ ζηδκ ανπή δζαηνίκεηαζιζηνή 

ηαεοζηένδζδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ ζηδκ είζμδμ ζηδκ εηεεηζηή θάζδ, 

αοηή ηαηαθήβεζ κα βίκεηαζ ζε πζμ βνήβμνμ νοειό ηαζ πζμ απμδμηζηά από ημ 

αβνίμο ηύπμο ζηέθεπμξ, ηαεώξ από ηδκ εηεεηζηή θάζδ ηαζ ιεηά παναηδνείηαζ 

ζηαεενά ιεβαθύηενμξ ανζειόξ ηοηηάνςκ (π. 4.6). 

 

 

ρήκα 4.5: Καιπύθδ ακάπηολδξ ημο S. Cerevisiae ζε ενεπηζηό ιέζμ πανμοζία 3% 

v/v αζεακόθδξ. 
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ρήκα 4.6 : Καιπύθδ ακάπηολδξ ημο S. Cerevisiae ζε ενεπηζηό ιέζμ πανμοζία 6% 

v/v αζεακόθδξ. 
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5.ΤΕΖΣΖΖ – ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 
 

Ζ αεθηίςζδ ηδξ απόδμζδξ ηδξ αθημμθζηήξ γύιςζδξ έζκαζ έκα από ηα 

ηνίζζια γδηήιαηα πμο αθμνά ηόζμ ημκ ημιέα ηδξ αζμιδπακίαξ ηνμθίιςκ ηαζ 

πμηώκ, όζμ ηαζ ημκ ημιέα ηδξ πενζααθθμκηζηήξ δζαπείνζζδξ απμαθήηςκ ηαζ 

πμθθώκ άθθςκ. Σμ ζοβηεηνζιέκμ βεβμκόξ θμζπόκ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ 

έκαοζια βζα ηδκ δδιζμονβία ηαζ ιεθέηδ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ ζηεθεπώκ 

ημο γοιμιύηδηαSaccharomycescerevisiae. Πνςηανπζηόξ ζηόπμξ ηδξ 

πανμύζαξ πηοπζαηήξ ενβαζίαξ ήηακ δ δδιζμονβία ηδξ ιεηάθθαλδξ Ser533Ala 

επί ημο βμκζδίμο MSN4, δ ακηζηαηάζηαζδ ημο αβνίμο ηύπμο βμκζδίμο ηςκ 

ηοηηάνςκ γύιδξ, ιε αοηό πμο θένεζ ηδ ιεηάθθαλδ, ηαζ δ πνςηανπζηή ιεθέηδ 

ηδξ ζηακόηδηαξ ακάπηολδξ ηςκ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ζε 

δζάθμνεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ ηαζ αζεακόθδξ. Ζ ζύβηνζζδ ηςκ θδθεέκηςκ 

απμηεθεζιάηςκ έβζκε έκακηζ ηςκ ιδηνζηώκ ηοηηάνςκ αβνίμο ηύπμο, 

πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί πζεακή αεθηίςζδ ηδξ απόηνζζήξ ημοξ ζε ακηίλμεξ 

ζοκεήηεξ. 

Ανπζηά εζζήπεδ δ ιεηάθθαλδ AG1610GCεπζ ημο βμκζδίμο MSN4 πμο 

έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο αιζκμλέμξ ζενίκδ ζε αθακίκδ ζηδ 

εέζδ 533(Ser533Ala), αημθμοεώκηαξ ηδκ ιέεμδμ πέρδξ ιε ημ έκγοιμ DpnI. 

Καηόπζκ, δ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο βμκζδίμο ηδξ MSN4εκζζπύεδηε ιε PCR 

ηαζ εζζήπεδ ζε ηύηηανα γύιδξ W303-1a_ΓMSN4::URA3 από ηα μπμίαείπε 

απαθδθεεί ημ αβνίμο ηύπμο βμκίδζμ ηδξ MSN4. Αημθμύεςξ ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμύ ηαζ ημο αημθμοεμύιεκμο μιμθόβμο ακαζοκδοαζιμύ, ημ 

ζηέθεπμξ πμο πνμέηορε είκαζ ημ W303-1a_MSN4_533. 

Σμ θδθεέκ ζηέθεπμξ οπμαθήεδηε ζε δμηζιαζίεξ ακάπηολδξ πανμοζία 

ορδθώκ δζαθμνεηζηώκ ζοβηεκηνώζεςκ βθοηόγδξ ηαζ αζεακόθδξ.Ζ πανμοζία 

ορδθώκ ζοβηεκηνώζεςκ βθοηόγδξ ζημ πενζαάθθμκ ακάπηολδξ ημο 

ζαηπανμιύηδηα δδιζμονβεί έκα πενζαάθθμκ ςζιςηζημύ stress ζημ μπμίμ μ 

γοιμιύηδηαξ ηαθείηαζ κα λεηζκήζεζ ηδκ γύιςζδ. Όπςξ απμδείπεδηε δ 

ζηακόηδηα ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ ημο ζαηπανμιύηδηα ηαηά 

ηδ δζάνηεζα ηδξ θακεάκμοζαξ ηαζ εηεεηζηήξ θάζδξ δζαθένεζ εθαθνά από αοηή 

ημο θοζζμθμβζημύ ζηεθέπμοξ, ηόζμ ζε αέθηζζημ ενεπηζηό ιέζμ (2% w/v) όζμ 

ηαζ ζε ενεπηζηό ιε αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ βθοηόγδξ (15% w/v), ιε ημκ 
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ιύηδηα κα ακηζδνά δζαθμνεηζηά ηαζ ζηζξ δύμ πενζπηώζεζξ: ζηδκ πνώηδ, δ 

ιεηάθθαλδ επέδναζε εεηζηά εκώ ζηδ δεύηενδ ανκδηζηά ζηδκ ηαπύηδηα ηδξ 

ακάπηολδξ ζοβηνζηζηά ιε ημ ιδηνζηό ζηέθεπμξ. Γεκ παναηδνείηαζ θμζπόκ 

δζαθμνά ζηδκ ζηακόηδηα ακάπηολδξ πανμοζία αολδιέκςκ επζπέδςκ βθοηόγδξ 

βεβμκόξ πμο οπμδδθώκεζ όηζ δ ζοβηεηνζιέκδ ιεηάθθαλδ δεκ δζαδναιαηίγεζ 

ζδιακηζηό νόθμ ζηδκ απόηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζία ορδθώκ επζπέδςκ 

ζαηπάνμο, αθθά αεθηζζημπμζεί ηαηά έκα ααειό ηδκ απόηνζζδ ζε ενεπηζηό ιε 

θοζζμθμβζηή ζοβηέκηνςζδ βθοηόγδξ. 

Από ηδκ άθθδ, δ πανμοζία δζαθόνςκ ζοβηεκηνώζεςκ αζεακόθδξ 

θαίκεηαζ κα επζδνά εεηζηά ζημ νοειό ακάπηολδξ. οβηεηνζιέκα, ζε ενεπηζηό 

ιέζμ ιε ζπεηζηά παιδθή ζοβηέκηνςζδ αζεακόθδξ (3% v/v) παναηδνείηαζ όηζ δ 

ηοηηανζηή ακάπηολδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζαηπανμιύηδηα δζαθένεζ ιε αοηή ημο 

αβνίμο ηύπμο δζόηζ οπάνπεζ αολδιέκμξ νοειόξ ακάπηολδξ,πανόθμ πμο ςξ ηαζ 

ηδ θακεάκμοζα θάζδ δ ακάπηολδ είκαζ ημζκή ηαζ ζηα δύμ ζηεθέπδ. Όζμκ 

αθμνά ηδκ ιεθέηδ ηδξ ζηακόηδηαξ ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο 

ζαηπανμιύηδηα ζε πενζαάθθμκ ιε ορδθή ζοβηέκηνςζδ αζεακόθδξ (6% v/v) 

παναηδνείηαζ επίζδξ αολδιέκμξ νοειόξ ακάπηολδξ, ζδζαίηενα αζζεδηόξέκακηζ 

ημο αβνίμο ηύπμο ζηεθέπμοξ, ιεηά από ιία ηαεοζηένδζδ ζηδκ εζζαβςβή ζηδκ 

εηεεηζηή θάζδ. 

οκμρίγμκηαξ, παναηδνείηαζ όηζ δ ιεηάθθαλδ πμο ιεθεηήεδηε επδνεάγεζ 

ιενζηώξ ηδκ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ημο γοιμιύηδηα ζε πενζαάθθμκ ορδθήξ 

ζοβηέκηνςζδξ ζαηπάνμο, εκώ δ πανμοζία αζεακόθδξ ζημ ενεπηζηό 

ιέζμπαναηδνείηαζ όηζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αεθηίςζδ ηδξ ακάπηολδξζε 

ιέηνζα ζοβηέκηνςζδ αζεακόθδξ. Αοηό ηαηά ακάβηδ δεκ ζδιαίκεζ όηζ δ 

ιεηάθθαλδ Ser533Alaεπί ηδξ MSN4 πνςηεΐκδξ ηαεζζηά ηα ηύηηανα πζμ 

ακεεηηζηά δζόηζ αθεκόξ μ γοιμιύηδηαξ πανάβεζ αζεακόθδ οπό ακαενόαζεξ 

ζοκεήηεξ όπμο μοζζαζηζηά δ ακάπηολδ ημο είκαζ πμθύ ιζηνή, ηαζ αθεηένμο 

από ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηό όηζ ιζα εη ηςκ δνάζεςκ ηδξ εζζόδμο ημο 

ιεηαβναθζημύ πανάβμκηα MSN4 ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο ζε ηαηαζηάζεζξ 

ηοηηανζημύ ζηνεξ είκαζ δ ιενζηή ακαζημθή ηδξ ακάπηολδξ πνμηείιεκμο ημ 

ηύηηανό κα ιπμνέζεζ κα ακηαπμηνζεεί ζημ δοζιεκέξ πενζαάθθμκ. 

Πνμηεζιέκμο, θμζπόκ κα απμηαθοθεεί πθήνςξ ηαηά ημ δοκαηόκ μ νόθμξ ημο 

αιζκμλέμξ ζενίκδ ζηδ εέζδ 533 ηδξ MSN4 απαζηείηαζ πεναζηένς ιεθέηδ ηόζμ 
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ηδξ ζηακόηδηαξ γύιςζδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ όζμ ηαζ ηδξ ιεηααμθήξ 

ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ. 
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