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4 

 

ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Οζ γφιεξ είκαζ ζδιακηζηέξ ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ ιε ζδιακηζηυηενδ 

μζημκμιζηά εθανιμβή αοηή ημο Saccharomyces cerevisiae επεζδή πνδζδιμπμζείηαζ 

εονέςξ ηονίςξ ζηδκ πμημπμζία αθθά ηαζ απμηεθεί εδχ ηαζ πνυκζα ιμκηέθμ βζα ηδκ 

ένεοκα ιμνζαηήξ αζμθμβίαξ ηαζ βεκεηζηήξ. Ο γοιμιφηδηαξ αοηυξ πνδζζιμπμζείηαζ 

εονέςξ ζηζξ ακηζδνάζεζξ αθημμθζηήξ γφιςζδξ βζα ηδκ παναβςβή αθημμθμφπςκ 

πμηχκ ηαζ ηδκ παναβςβή δζαθυνςκ άθθςκ πνμζυκηςκ υπςξ εκγφιςκ, αζηαιζκχκ 

η.α. Σα ααζζηυηενα πνήζζια παναηηδνζζηζηά ημο S.cerevisiae είκαζ ηαπεία 

ακάπηολδ ζε αενυαζεξ ηαζ ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ, απμηεθεζιαηζηή παναβςβή 

δζμλεζδίμο ημο άκεναηα ηαζ αζεακυθδξ ηαζ ιδ παναβςβή ακεπζεφιδηςκ ανςιάηςκ 

ηαζ βεφζεςκ.  

Έηζζ δ αεθηίςζδ ηδξ απυδμζδξ ηςκ γοιχζεςκ απμηεθεί ζδιακηζηυ 

ακηζηείιεκμ ένεοκαξ ιέζς ηδξ δδιζμονβίαξ εκυξ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκμο 

ζηεθέπμοξ γφιδξ πμο εα ειθάκζγε ηαθφηενα παναηηδνζζηζηά ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

γφιςζδξ ηαζ εα ήηακ ακεεηηζηυηενμ ζηδκ αζεακυθδ, ηαεχξ ηαζ ζε άθθεξ ακηίλμεξ 

ζοκεήηεξ πμο επζηναημφκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ γφιςζδξ. 

Όηακ ημ ηφηηανμ ανεεεί ζε ηαηάζηαζδ stress μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ 

msn4 εκενβμπμζείηαζ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ απυ δζάθμνεξ πνςηεσκζηέξ ηζκάζεξ 

χζηε κα εζζέθεεζ ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο, υπμο ηαζ εθέβπεζ ηδκ έηθναζδ 

βμκζδίςκ πμο αμδεμφκ ημ ηφηηανμ κα απμηνζεεί ζημ δοζιεκέξ πενζαάθθμκ. 

Σαοηυπνμκα υιςξ μ έθεβπμξ ηδξ εζζυδμο ηδξ msn4 ζημ πονήκα εθέβπεηαζ ιέζς 

θςζθμνοθζχζεςκ απυ ημ ζφιπθεβια ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ Α 

(PKA). ΢οβηεηνζιέκα, δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ msn4 πνςηεΐκδξ απυ ηδκ PKA έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ εζζυδμο ηδξ ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο. 

Μέζς ακάθοζδξ ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ ηδξ msn4 ιε ηαηάθθδθμ 

θμβζζιζηυ απμηαθφθεδηε υηζ ιζα πζεακή εέζδ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ msn4 απυ ηδκ 

PKA είκαζ ημ αιζκμλφ Ser ζηδ εέζδ 532. 

΢πμπυξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ είκαζ δ δδιζμονβία ζηεθέπμοξ γφιδξ ηα 

μπμία θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser532Ala επί ημο βμκζδίμο MSN4 ηαζ δ ιεηέπεζηα 

ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ ηδξ ιεηάθθαλδξ, ζε ζφβηνζζδ ιε ημο αβνίμο ηφπμο, ζηδκ 
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απυηνζζδ ημο γοιμιφηδηα ζε ζοκεήηεξ stress μπςξ δ πανμοζία δζάθμνςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ αζεακυθδξ ή βθοηυγδξ πνμηεζιέκμο κα ηαηαζηεί δοκαηή δ 

απμηάθορδ ημο νυθμο ημο αιζκμλέμξ ζηδ ζοβηεηνζιέκδ εέζδ 

 

Λέμεηο θιεηδηά : Εφιδ, Saccharomyces cerevisiae, msn4, ηαηεοεοκυιεκδ 

ιεηαθθαλζβέκεζδ, αθημμθζηή γφιςζδ, PCR, απάκηδζδ ζημ stress, ιεηαβναθζηυξ 

πανάβμκηαξ 
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ABSTRACT 

Yeasts are important in the food industry with major economic 

implementation of Saccharomyces cerevisiae because it has long used in distillery 

and also been a model for the molecular biology and genetic research. Τeast is 

widely used in fermentation reactions for the production of alcoholic beverages and 

the production of several other products such as enzymes, vitamins etc. The main 

useful features S.cerevisiae is rapid growth in aerobic and anaerobic conditions, 

efficient production of carbon dioxide and ethanol and non-production of 

undesirable aromas and flavors. 

Thus, improving the efficiency of fermentation is an important research field. 

One approach to this goal is the creation of genetically modified yeast strains that 

would show better characteristics during fermentation and would be resistant to 

ethanol and other adverse conditions during the fermentation.  

When the cell exposed to stress conditions, transcription factor msn4 is 

activated via phosphorylation by various protein kinases in order to enter the cell 

nucleus, where it controls the expression of genes that help cell to respond stress. At 

the same time the translocation of msn4 to nucleous is also controlled and inhibited 

by protein kinase A (PKA) phosphorylation.  

In silico protein sequence analysis of msn4 revealed that a potential crusial 

site of phosphorylation by PKA of msn4 is the amino acid residue Serine at position 

532. 

The purpose of this work is to create yeast strain which carry the mutation 

Ser532Ala on MSN4 gene and subsequent study of the effect of this mutation, in 

yeast response to stress conditions such as the presence of various ethanol or 

glucose concentrations. 

 

Key words: Yeast, Saccharomyces cerevisiae, msn4, site-directed mutagenesis, alcohol 

fermentation, PCR, stress response, transcription factor 
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1.ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ – ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

1.1 Λίγα ιόγηα γηα ηηο δύκεο. 

Οζ γφιεξ είκαζ ιία μιάδα ιμκμηφηηανςκ ιοηήηςκ πμο πμζηίθμοκ ζηδκ 

θοζζμθμβία ηαζ ζηδκ δμιή. Πμθθαπθαζζάγμκηαζ ηαπφηαηα ηάης απυ αενυαζεξ 

ζοκεήηεξ, εκχ απμοζία μλοβυκμο ιεηαηνέπμοκ ηδ βθοηυγδ ζε αζεοθζηή αθημυθδ. 

Απμηεθμφκ ηδκ πζμ ζδιακηζηή ηαζ εονφηενα πνδζζιμπμζμφιεκδ ηαηδβμνία 

ιζηνμμνβακζζιχκ ζημκ ηθάδμ ηνμθίιςκ ηαζ πμηχκ θαιαάκμκηαξ ιένμξ ζε 

δζάθμνεξ δζενβαζίεξ. Δίκαζ ζδιακηζημί ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ ςξ ηνυθζια ηαζ 

θυβς ηδξ ζηακυηδηαξ ημοξ κα ιεηαζπδιαηίγμοκ ημζκά ηνυθζια, ιέζς γοιχζεςκ, ζε 

πνμζυκηα ορδθήξ πνμζηζεέιεκδξ αλίαξ. Καθθζενβμφκηαζ ιε ζημπυ ηδκ παναβςβή 

γφιδξ ανημπμζίαξ (ιαβζά), ηδ πνήζδ ημοξ ζηζξ ακηζδνάζεζξ αθημμθζηήξ γφιςζδξ ηαζ 

ηδκ παναβςβή δζάθμνςκ πνμσυκηςκ υπςξ μζ αζηαιίκεξ C ηαζ D. Μζα απυ ηζξ πζμ 

βκςζηέξ ηαζ εονφηαηα δζαδεδμιέκδ εθανιμβή απμ ηδκ ανπαία Δθθάδα εζκαζ αοηή 

ηδξ αθημμθζηήξ γφιςζδξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ παναβςβή μίκμο ηαζ άθθςκ 

αθημμθμφπςκ πμηχκ εκχ ηα ηεθεοηαία πνυκζα δ ακάπηολδ ηδξ επζζηήιδξ ηαζ ηδξ 

ηεπκμθμβίαξ επζηνέπεζ ηδκ πνήζδ ηδξ βζα ηδκ παναβςβή αζμαζεακυθδξ. 

Ο ιζηνμμβνακζζιυξ πμο δζαδναιαηίγεζ ηονίανπμ νυθμ ηαηά ηδκ αθημμθζηή 

γφιςζδ εζκαζ μ Saccharomyces cerevisiae, είκαζ μ πζμ ηαθά ιεθεηδιέκμξ ηαζ 

παναηηδνζζιέκμξ εοηανοςηζηυξ μνβακζζιυξ (Μπαηνίκμο, 2011). 

 

1.2 Tν γέλνο Saccharomyces cerevisiae θαη ε επηθξάηεζε ηνπ. 

Ζ μκμιαζία "Saccharomyces Cerevisiae", ιπμνεί κα δζαζπαζηεί ζε δφμ 

θαηζκζηέξ θέλεζξ, "Saccharo", πμο ζδιαίκεζ γάπανδ ηαζ " myces", πμο ζδιαίκεζ 

ιφηδηαξ, εκχ "Cerevisiae", ζδιαίκεζ ιπφνα, επμιέκςξ, ιπμνεί κα ιεηαθναζηεί ςξ 

μ "ζαηπανμφπμξ ιφηδηαξ ηδξ ιπφναξ" (VandenLangernberg, 2012). 
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Πνυηεζηαζ βζα ηδκ πζμ βκςζηή ηαζ ιε ηζξ πενζζζυηενεξ εθανιμβέξ γφιδ, ηαζ 

απμηεθεί ημκ ιζηνμμνβακζζιυ ιεθέηδξ ζηδκ πανμφζα ενβαζία. Δίκαζ ιμκμηφηηανμξ 

ηαζ ιμκμπφνδκμξ μνβακζζιυξ, ιε ιήημξ ηοηηάνμο απυ 5-10 ιm.  

Ζ ζοζηδιαηζηή ηαηάηαλδ ημο Saccharomyces Cerevisiae (Παπακζημθάμο, 

2006) είκαζ: 

Βαζίθεζμ: Μφηδηεξ 

Φφθθμ: Μοηυθοηα 

Κθάζδ: Αζημιφηδηεξ 

Οζημβέκεζα: Saccharomycetaceae 

Δίδμξ: Saccharomyces Cerevisiae 

 

Tμ βέκμξ S.cerevisiae, υπςξ πνμακαθένεδηε, είκαζ μ ηφνζμξ 

µζηνμμνβακζζµυξ πμο πένκεζ ιένμξ ζηζξ ακηζδνάζεζξ αθημμθζηήξ γφµςζδξ. ΢ηδκ 

επζηνάηδζή ημο αοηή ζοκεζζθένμοκ πμθθμί πανάβμκηεξ. Ζ ηαπεία παναβςβή 

αζεακυθδξ, δ μπμία είκαζ µζα ζζπονά ημλζηή μοζία βζα ανηεημφξ µζηνμμνβακζζµμφξ, 

είκαζ ίζςξ ημ ζδµακηζηυηενμ πθεμκέηηδµα ημο ζοβηεηνζµέκμο  γοµμµφηδηα.  

Δηηυξ απυ ηδκ ζηακυηδηα ηαπείαξ παναβςβήξ αζεακυθδξ ζε µεβάθεξ 

πμζυηδηεξ, ηα είδδ ημο βέκμοξ Saccharomyces πανμοζζάγμοκ ορδθή ακεεηηζηυηδηα 

ζε ορδθέξ εενµμηναζίεξ πμο είκαζ δοκαηυκ κα δδµζμονβδεμφκ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηδξ αθημμθζηήξ γφµςζδξ. Ζ άκμδμξ ηδξ εενµμηναζίαξ είκαζ απμηέθεζµα ηδξ 

παναβςβή εκένβεζαξ ζε µμνθή εενµυηδηαξ ηαηά ηδ γφµςζδ. Δίκαζ παναηηδνζζηζηυ 

ημ βεβμκυξ υηζ μνζζµέκα ζηεθέπδ ημο ζοβηεηνζµέκμο είδμοξ δζαηδνμφκ ηδ 

γςηζηυηδηά ημοξ ηαζ ζοκεπίγμοκ ηδ γφµςζδ αηυµα ηαζ υηακ δ εενµμηναζία 

πθδζζάγεζ ζημοξ 38 
o
C εκχ μζ πενζζζυηενμζ µζηνμμνβακζζµμί αδοκαημφκ κα 

επζαζχζμοκ ζε εενµμηναζίεξ πμο λεπενκμφκ ημοξ 25 
o
C (Μπέθηα, 2007). 
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 1.3 Πξνζαξκνγή ηνπ Saccharomyces Cerevisiae ζην εθάζηνηε πεξηβάιινλ. 

Ζ αφλδζδ ηςκ γοµχκ είκαζ άννδηηα ζοκδεδεµέκδ µε ηζξ ζοκεήηεξ πμο 

επζηναημφκ ζημκ πενζαάθθμκηα πχνμ. Έηζζ, ακάθμβα µε ηζξ ελςηοηηανζηέξ 

ζοκεήηεξ, μζ γφµεξ, ζακ πνμαζνεηζηά ακαενυαζμζ µζηνμμνβακζζµμί, µπμνμφκ κα 

απμηηήζμοκ ηδκ απαναίηδηδ βζα ηδκ αφλδζή ημοξ εκένβεζα µέζς δφμ µεηααμθζηχκ 

µμκμπαηζχκ. Μπμνμφκ κα αημθμοεήζμοκ ημ µμκμπάηζ ηδξ ακαπκμήξ, ημ μπμίμ 

λεηζκάεζ µε ηδ βθοηυθοζδ ηαζ ηαηαθήβεζ ζηδκ μλεζδςηζηή θςζθμνοθίςζδ, είηε ημ 

µμκμπάηζ ηδξ αθημμθζηήξ γφµςζδξ, ημ μπμίμ λεηζκάεζ µε ηδ µεηααμθζηή μδυ ηδξ 

βθοηυθοζδξ ηαζ ηαηαθήβεζ ζηδκ αθημμθζηή γφµςζδ. Ο πανάβςκ πμο εα ηνίκεζ ημ 

πζμ απυ ηα δφμ µμκμπάηζα εα αημθμοεήζεζ μ µζηνμμνβακζζµυξ είκαζ δ πανμοζία ή 

υπζ μλοβυκμο ζημ µέζμ (Carlile et al., 2001).  

Με ημκ υνμ βθοηυθοζδ εκκμμφιε ηδκ αθθδθμοπία ηςκ ακηζδνάζεςκ δ μπμία 

ιεηαηνέπεζ ηδ βθοηυγδ ζε πονμζηαθοθζηυ ιε ηαοηυπνμκδ παναβςβή ΑΣΡ. Ζ 

πμνεία αοηή είκαζ υιμζα ζε αενυαζεξ ηαζ ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ ηαζ βίκεηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια. ΢ηδκ πναβιαηζηυηδηα, δ ιμκαδζηή δζαθμνά ιεηαλφ αενυαζαξ ηαζ 

ακαενυαζαξ δζάζπαζδξ ηδξ βθοηυγδξ ανίζηεηαζ ζηδκ παναπένα ηφπδ ημο 

πονμζηαθοθζημφ. 

Καη' ανπάξ δ βθοηυγδ θςζθμνοθζχκεηαζ πνμξ 6-θςζθμνζηή βθοηυγδ ηαζ, 

ιέζς ηςκ εκδζάιεζςκ 1,6-δζθςζθμνζηή βθοηυγδ, 3-θςζθμνζηή βθοηενζκαθδεΰδδ 

ηαζ θςζθμεκμθμπονμζηαθοθζηυ, απμζημδμιείηαζ ζε πονμζηαθοθζηυ. Σμ ηαεανυ 

εκενβεζαηυ ηένδμξ αοηήξ ηδξ πμνείαξ είκαζ δφμ ιυνζα ΑΣΡ βζα ηάεε ιυνζμ 

βθοηυγδξ πμο δζαζπάηαζ. Πενζθαιαάκεζ ιία ιυκμ μλεζδμακαβςβζηή ακηίδναζδ, 

ηαηά ηδκ μπμία δδιζμονβμφκηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηά ιυνζα NADH. Ζ ακηίδναζδ 

αοηή είκαζ δ ιεηαηνμπή ηδξ 3-θςζθμνζηήξ βθοηενζκαθδετδδξ ζε 1,3-δζθςζθμ-

βθοηενζηυ. Δπμιέκςξ απυ έκα ιυνζμ βθοηυγδξ πανάβμκηαζ δομ ιυνζα NADH ή 

δζαθμνεηζηά ηαηακαθχκμκηαζ δομ ιυνζα NAD
+
. 

΢ημοξ αενυαζμοξ μνβακζζιμφξ ημ NADH πμο ζπδιαηίγεηαζ ηαηά ηδκ 

βθοηυθοζδ ιεηαθένεζ ηα δθεηηνυκζά ημο ζημ Ο2 ιέζς ηδξ αθοζίδαξ ιεηαθμνάξ 

δθεηηνμκίςκ ηαζ ιε ημκ ηνυπμ αοηυ ακαβεκκάηαζ ημ NAD
+
. Κάης απυ ακαενυαζεξ 
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ζοκεήηεξ ημ NAD
+
 ακαβεκκάηαζ ηαηά ηδ ζφκεεζδ ημο βαθαηηζημφ μλέμξ ή ηδξ 

αζεακυθδξ απυ ημ πονμζηαθοθζηυ (΢πήια 1.1). Αοηέξ μζ δφμ δζενβαζίεξ 

μκμιάγμκηαζ γοιχζεζξ ηαζ ζοκηεθμφκηαζ ζε ιενζημφξ ιζηνμμνβακζζιμφξ 

(Μπαιπίθδξ ηαζ Οζημκυιμο, 2001). 

 

΢ρεκα 1.1: Γεκζηή απεζηυκζζδ ηδξ βθοηυθζζδξ.  

Καηά ηδκ αθημμθζηή γφιςζδ ημ πονμζηαθοθζηυ πμο πανάβεηαζ ηαηά ηδκ 

ακαενυαζα δζάζπαζδ ηδξ βθοηυγδξ ιεηαηνέπεηαζ, ζημοξ γοιμιφηδηεξ ηαζ ιενζημφξ 

άθθμοξ ιζηνμμνβακζζιμφξ, ζε αζεακυθδ. Σμ πνχημ ζηάδζμ αοηήξ ηδξ δζενβαζίαξ 

είκαζ δ απμηαναμλοθίςζδ ημο πονμζηαθοθζημφ μλέμξ, μπυηε πανάβεηαζ 

αηεηαθδετδδ, δ μπμία ζηδ ζοκέπεζα ακάβεηαζ ζε αζεακυθδ ιε ηαοηυπνμκδ 

επακμλείδςζδ ημο NADH ζε NAD
+
. Με ημκ ηνυπμ αοηυ ακαβεκκάηαζ ημ NAD

+
 ηαζ 

ελαζθαθίγεηαζ δ ζοκεπήξ θεζημονβία ηδξ βθοημθοηζηήξ πμνείαξ (΢πήια 1.2). 

. 

 

΢ρήκα 1.2 : ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ αθημμθζηήξ γφιςζδξ (Μπαιπίθδξ ηαζ Οζημκυιμο, 2001). 
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1.4 Δλδνθπηηάξηα δξαζηεξηόηεηα ηνπ Saccharomyces Cerevisiae ππό ζπλζήθεο 

ζηξεο. 

Όθα ηα ηφηηανα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ακηαπμηνίκμκηαζ ζε αηναίεξ 

αθθαβέξ πενζααθθμκηζηχκ ζοκεδηχκ υηακ πνυηεζηαζ κα απεζθδεεί δ αζςζζιυηδηά 

ημοξ. Οζ ιδπακζζιμί ακηζιεηχπζζδξ ηςκ αθθαβχκ αοηχκ απυ ηα ηφηηανα, 

πενζθαιαάκμοκ αζζεδηήνεξ ηαζ ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ ζδιάηςκ, πμο μδδβμφκ ζε 

ζδιακηζηέξ αθθαβέξ ζηδκ βμκζδζαηή έηθναζδ. Κάης απυ αηναίεξ ηέημζεξ αθθαβέξ, 

ζοκεήηεξ ζηνεξ, ηα ηφηηανα πνμζπαεμφκ κα πνμζανιμζημφκ βνήβμνα ηάεε θμνά 

ζημ εηάζημηε πενζαάθθμκ ημοξ (Gasch et al., 2000). ΢ηδ γφιδ, έπμοκ ηαοημπμζδεεί 

δζάθμνμζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ πμο πνμςεμφκ ηδ ιεηαβναθή εηαημκηάδςκ 

δζαθμνεηζηχκ βμκζδίςκ ζε απυηνζζδ ημοξ ζε πμζηίθεξ ζοκεήηεξ stress (Estruch, 

2000). 

Όηακ μ S.cerevisiae ανεεεί ζε πενζαάθθμκ πθμφζζμ ζε ζάηπανα, υπςξ 

βθοηυγδ, θνμοηηυγδ ηθπ, αθ’ εκυξ ηα ζάηπανα αοηά εζζένπμκηαζ ζημ ηφηηανμ 

πνμηεζιέκμο κα απμδμιδεμφκ ηαζ κα παναπεεί εκένβεζα, αθ’εηένμο ηα ίδζα ηα 

ιυνζα ηςκ ζαηπάνςκ ηαηέπμοκ ηονίανπμ νυθμ ζηδκ εκενβμπμίδζδ εκδμηοηηάνζςκ 

ιμκμπαηζχκ ιμνζαηήξ ζδιαημδυηδζδξ δνχκηαξ ςξ πνμζδέηεξ (ligand). Ζ νφειζζδ 

ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ cAMP (ηοηθζηή ιμκμθςζθμνζηή 

αδεκμζίκδ) /PKA (πνςηεσκζηή ηζκάζδ A) παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζημκ έθεβπμ ημο 

ιεηααμθζζιμφ ηαζ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ, πμο ζοκδέεηαζ ηαηά 

ηφνζμ θυβμ ιε ηδ δζαεέζζιδ πδβή άκεναηα. 

Ζ ΡΚΑ ιπμνεί κα εκενβμπμζδεεί ζε απυηνζζδ ζηδκ βθοηυγδ απυ δφμ 

πανάθθδθα ιμκμπάηζα ζδιαημδυηδζδξ. Σμ πνχημ ειπθέηεζ ηζξ Ras1 ηαζ Ras2 

ιζηνέξ GTPases, μζ μπμίεξ εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηδκ πνυζθδρδ βθοηυγδξ ηαζ ηδκ εκ 

ζοκεπεία θςζθμνοθίςζδ ημοξ. Σμ δεφηενμ ιμκμπάηζ πενζθαιαάκεζ ηδκ Gpr1 (έκαξ 

οπμδμπέαξ ζογεοβιέκμξ ιε G-πνςηεΐκεξ) ηαζ ηδκ Gα πνςηεΐκδ ημο Gpa2. Καζ ηα 

δφμ αοηά ιμκμπάηζα ζοβηθίκμοκ πνμξ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ αδεκοθζηήξ ηοηθάζδξ, 

ιε απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ημο ηοηθζημφ AMP (cAMP) (Thevelein ηαζ Winde, 

1999; Santangelo, 2006; Gancedo, 2008). 
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Ζ παναβςβή cAMP έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ PKA. Ζ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ PKA έπεζ ζδιακηζηή επίδναζδ ζηδ βμκζδζαηή έηθναζδ 

θςζθμνοθζχκμκηαξ ηζξ πνςηεΐκεξ ζηυπμοξ ηδξ. ΢οκεπχξ, ανηεημί ιεηαβναθζημί 

πανάβμκηεξ απμηεθμφκ εκδμηοηηάνζμοξ ζηυπμοξ ηδξ PKA. Γφμ απυ αοημφξ είκαζ μζ 

ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ msn2 ηαζ msn4, μζ μπμίμζ νοειίγμοκ ηδ ιεηαβναθή ηςκ 

θεβυιεκςκ STRE (ζημζπείμ απυηνζζδξ ζημ stress) εθεβπυιεκςκ βμκζδίςκ (Estruch 

and Carlson, 1993; Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt and McEntee, 1996). Ωξ 

STRE μνίγμκηαζ ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ DNA πμο ανίζημκηαζ ζημοξ 

πνμαβςβείξ ηςκ βμκζδίςκ ζηυπςκ ηαζ μζ αθθδθμοπίεξ αοηέξ ακαβκςνίγμκηαζ απυ 

ημοξ msn2 ηαζ msn4 ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, δεζιεφμκηαζ πάκς ζε αοηέξ ηαζ 

νοειίγμοκ ηδκ ιεηαβναθή ηςκ βμκζδίςκ ζηυπςκ.  

Οζ msn2 ηαζ msn4 είκαζ δφμ μιυθμβεξ, ηφνζεξ νοειζζηζηέξ πνςηεΐκεξ πμο 

δζαδναιαηίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ βεκζηή απυηνζζδ ζε ζοκεήηεξ stress, 

ιεηαβνάθμκηαξ εηαημκηάδεξ βμκίδζα ιεηά απυ έηεεζδ ζε πμζηίθεξ ζοκεήηεξ (Boy-

Marcotte et al., 1998; Görner et al., 2002;. Hasan et al., 2002; Kandror et al., 2004). 

Ζ εκενβμπμίδζδ ημοξ ζοιααίκεζ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ απυ δζάθμνεξ 

πνςηεσκζηέξ ηζκάζεξ. Σαοηυπνμκα υιςξ ηαζ μ έθεβπμξ ηδξ εζζυδμο ημοξ ζημ πονήκα 

εθέβπεηαζ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ απυ ημ ζφιπθεβια ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ 

πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ Α (PKA). ΢οβηεηνζιέκα, δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ msn4 

πνςηεΐκδξ απυ ηδκ PKA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ εζζυδμο ηδξ 

msn4 ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο. Όηακ ημ ηφηηανμ ανεεεί ζε ζοκεήηεξ ζηνεξ ηυηε 

ακαζηέθθεηαζ δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ msn4 απυ ηδκ PKA. Αοηυ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ είζμδυ ηδξ ζημ πονήκα ημο ηοηηάνμο ηαζ ηαη’ επέηηαζδ ηδκ 

νφειζζδ ηδξ έηθναζδ βμκζδίςκ απαναίηδηςκ βζα ηδκ επζαίςζδ ημο ηοηηάνμο ζε 

ζοκεήηεξ ζηνεξ. 

Γζαθαίκεηαζ θμζπυκ υηζ δ δνάζδ ημο ιμκμπαηζμφ cAMP/PKA είκαζ 

ηαηαζηαθηζηή έκακηζ ηςκ δναζηδνζμηήηςκ ηςκ msn2/4 (Boy-Marcotte et al., 1998; 

Görner et al., 1998; Smith et al., 1998; Lee et al.,2008). 
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Πνμηεζιέκμο κα εκημπζζημφκ πζεακά ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ επί ηδξ 

πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ ηδξ MSN4 ηα μπμία θςζθμνοθζχκμκηαζ απυ ηδκ ΡΚΑ, 

δζελήπεδ ακάθοζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ ιε ηαηάθθδθμ θμβζζιζηυ ηαζ 

απμηαθφθεδηε υηζ ιζα πζεακή εέζδ θςζθμνοθίςζδξ ηδξ msn4 απυ ηδκ PKA είκαζ 

ημ αιζκμλφ Ser ζηδ εέζδ 532. 

1.5 ΢ηξεζνγόλεο θαηαζηάζεηο νθεηιόκελεο ζην πεξηβάιινλ. 

Έκαξ πανάβμκηαξ εεςνείηαζ ζηνεζμβυκμξ υηακ επζδνά ανκδηζηά ζηδκ 

απυδμζδ ηαζ ηδ θεζημονβζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ. Οζ πανάβμκηεξ αοημί εα 

µπμνμφζακ κα δζαπςνζζημφκ ζηζξ παναηάης ηαηδβμνίεξ. 

1. Φοζζημί πανάβμκηεξ 

΢ε αοημφξ πενζθαµαάκμκηαζ δ ορδθή εενµμηναζία, δ μζµςηζηή πίεζδ, μζ 

ορδθή οδνμζηαηζηή ηαζ αηµμζθαζνζηή πίεζδ, δ έθθεζρδ κενμφ ηαζ μζ δζάθμνεξ 

αηηζκμαμθίεξ. 

2. Υδµζημί πανάβμκηεξ 

΢ηδκ ηαηδβμνία αοηή ακήημοκ δζάθμνεξ  πδµζηέξ εκχζεζξ, υπςξ είκαζ  δ 

αζεακυθδ ηαζ  άθθμζ µεηααμθίηεξ, μζ μπμίμζ µπμνμφκ κα δνάζμοκ ανκδηζηά επί ηςκ 

ηοηηάνςκ, δ έθθεζρδ ενεπηζηχκ ζοζηαηζηχκ, ημ pH ηαζ ηα πδµζηά 

µεηαθθαλζμβυκα. 

3. Βζμθμβζημί πανάβμκηεξ 

΢ηδκ ηαηδβμνία αοηή ακήημοκ δζάθμνα θαζκυµεκα, υπςξ δ βήνακζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ, μ ακηαβςκζζµυξ απυ άθθμοξ µζηνμμνβακζζµμφξ, μζ βεκμηοπζηέξ 

αθθαβέξ η.α. 

Απυ ημοξ παναπάκς πανάβμκηεξ, αοημί πμο έπμοκ µεθεηδεεί εηηεκέζηενα 

ηαζ εεςνμφκηαζ μζ πζμ ζδµακηζημί είκαζ δ πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ µέζμ ηαζ 

δ μζµςηζηή πίεζδ . 
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1.5.1 Ζ επίδξαζε ηεο αηζαλόιεο. 

Ζ αζεακυθδ εεςνείηαζ ςξ ιζα άηνςξ ημλζηή μοζία βζα ηα ηφηηανα. Έηζζ, 

υηακ ζοβηεκηνχκεηαζ ζημ µέζμ, δνα ςξ πδµζηυξ ζηνεζμβυκμξ πανάβμκηαξ. Οζ 

ζοβηεκηνχζεζξ πμο έπμοκ απμδεζπεεί ημλζηέξ βζα ηα ηφηηανα ηςκ γοµχκ είκαζ 8-

18% ακαθυβςξ ημ ζηέθεπμξ ηδξ γφµδξ ηαζ ηδ µεηααμθζηή ηαηάζηαζδ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ. ΢ε ζοβηέκηνςζδ 2% ανπίγεζ δ ηαηαζημθή ηδξ πνυζθδρδξ βθοηυγδξ, 

εκχ ζε µεβαθφηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ µεζχκεηαζ ηαζ δ µεηαηίκδζδ αµµςκζαηχκ 

ζυκηςκ ηαεχξ ηαζ µενζηχκ αµζκμλέςκ. ΢ε ζοβηεκηνχζεζξ 11% πενίπμο, δ γφµςζδ 

ηαηαζηέθθεηαζ πθήνςξ (Glazer and Nikaido, 1995). 

Ζ ακαζηαθηζηή δνάζδ ηδξ αζεακυθδξ εκζζπφεηαζ απυ ηδκ ορδθή 

εενµμηναζία ηαζ απυ ηδκ έθθεζρδ ενεπηζηχκ μοζζχκ, ηονίςξ ζυκηςκ Mg
2+

, ηαεχξ 

ηαζ άθθςκ µεηααμθζηχκ παναπνμσυκηςκ, υπςξ είκαζ μζ δζάθμνεξ αθημυθεξ, μζ 

εζηένεξ, ηα θζπανά μλέα, μζ αθδεΰδεξ, δζάθμνα μνβακζηά μλέα, μζ ηαναμκοθζηέξ ηαζ 

μζ θαζκμθζηέξ εκχζεζξ (Jackson, 1994; Walker, 1998). Οζ ακχηενεξ αθημυθεξ είκαζ 

πζμ ακαζηαθηζηέξ απυ ηδκ αζεακυθδ, ςζηυζμ δ ημλζηυηδηά ημοξ πενζμνίγεηαζ απυ 

ηζξ παµδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημοξ ζημ µέζμ. 

Ζ ηονζυηενδ ίζςξ ανκδηζηή επίδναζδ ηδξ αζεακυθδξ είκαζ δ ηαηάννεοζδ 

ηδξ δµίννεοζηδξ ηαηάζηαζδξ ηδξ ηοηηανζηήξ µεµανάκδξ, ηαεχξ δ αζεακυθδ 

εζζένπεηαζ ζ’ αοηή ηαζ δζαζπά ημο δεζµμφξ πνςηεσκχκ ηαζ θζπζδίςκ. Αοηυ έπεζ 

ζακ απμηέθεζµα ηδκ υθμ ηαζ µεβαθφηενδ δζαπεναηυηδηα ηδξ µεµανάκδξ. Ζ 

ζμκηζηή δζααάεµζζδ πμο απμηεθεί ηδκ πνςημκζαηή ηζκδηήνζα δφκαµδ δζαµέζμο ηδξ 

µεµανάκδξ, ηαηαννέεζ ζζβά-ζζβά ηαζ µζηνά µυνζα δζαννέμοκ απυ ημ ηφηηανμ ζημ 

πενζαάθθμκ µε ηεθζηυ απμηέθεζµα ημ εάκαημ ημο ηοηηάνμο (Jackson, 1994). 

Έπεζ ανεεεί πςξ δ ακεεηηζηυηδηα ηςκ δζάθμνςκ ζηεθεπχκ γοµχκ ζηδκ 

αζεακυθδ ζπεηίγεηαζ µε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ αηυνεζηςκ θζπανχκ μλέςκ ζηδκ 

ηοηηανζηή µεµανάκδ (You et al., 2003). Ζ ηοηηανζηή µεµανάκδ είκαζ ίζςξ μ 

ζδµακηζηυηενμξ ζηυπμξ ηδξ αζεακυθδξ ζηα δζάθμνα ζηεθέπδ ημο S.Cerevisiae, 

πςνίξ ςζηυζμ κα είκαζ μ µμκαδζηυξ. ΢ημ παναηάης ζπήια πανμοζζάγμκηαζ ιενζημί 

πζεακμί ζηυπμζ ηδξ αζεακυθδξ ζημ γοιμιφηδηα.  
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΢ρήκα 1.3: Πηζαλνί ζηόρνη ηεο αηζαλόιεο ζηνλ S. cerevisiae (Walker, 1998). 

 

1.5.2 Δπίδξαζε ηεο σζκσηηθήο πίεζεο. 

Έπεζ παναηδνδεεί (Walker, 1998) υηζ δ ζηακυηδηα ηςκ ζηεθεπχκ ημο S. 

cerevisiae κα πναβµαημπμζμφκ αθημμθζηή γφµςζδ παναµέκεζ ορδθή αηυµα ηαζ ζε 

µεβάθεξ ζοβηεκηνχζεζξ βθοηυγδξ. Ζ ζηακυηδηα αοηή είκαζ ακηζζηνυθςξ ακάθμβδ 

ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ ζµαενηάζδξ, εκυξ εκγφµμο πμο εηηνίκεζ μ ζαηπανμµφηδηαξ βζα 

κα οδνμθφζεζ ηδκ ζαηπανυγδ. Με ηδ δζάζπαζδ ηδξ ζαηπανυγδξ ζε βθοηυγδ ηαζ 

θνμοηηυγδ, δ ςζµςηζηή πίεζδ αολάκεηαζ ηαζ ςξ εη ημφημο πανμοζζάγμκηαζ 

δοζημθίεξ ζηδκ έηααζδ ηδξ αθημμθζηήξ γφµςζδξ.  

Ζ έηεεζδ ηςκ ζηεθεπχκ ημο S. cerevisiae ζε ορδθέξ ςζµςηζηέξ πζέζεζξ έπεζ 

ζακ απμηέθεζµα ηδ βνήβμνδ εθάηηςζδ ημο εκδμηοηηανζημφ υβημο, θυβς εηνμήξ 

κενμφ. Σμ θαζκυµεκμ αοηυ απμηεθεί µένμξ εκυξ ζοκυθμο πμθφπθμηςκ ακηζδνάζεςκ 

(Marechal and Gervais, 1994; Meikle et al., 1988). Ωζηυζμ, δ πανμοζία ηδξ 

βθοηενυθδξ ζημ µέζμ, µζαξ μοζίαξ πμο πανάβεηαζ θοζζηά ςξ δεοηενεφμκ πνμσυκ 

ηδξ αθημμθζηήξ γοµχζεςξ, ελζζμννμπεί ηδκ ςζµςηζηή πίεζδ ζε έκα ααεµυ. ΢ε 

πενζπηχζεζξ αολδµέκδξ ςζµςηζηήξ πίεζδξ, επάβεηαζ δ έηθναζδ μνζζµέκςκ 

βμκζδίςκ πμο δίκμοκ ζήµα βζα ηδ αζμζφκεεζδ ηςκ εκγφµςκ πμο ζοµµεηέπμοκ ζηδ 

βθοηενμπονμζηαθοθζηή γφµςζδ (Brewster et al., 1993; Schuller et al., 1994; 

Hirayama et al., 1995). 
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1.6 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζε (Polymerase Chain Reaction (PCR)) : 

1.6.1 Αξρέο Λεηηνπξγείαο ηεο Αιπζηδσηήο Αληίδξαζεο ηεο Πνιπκεξάζεο. 

Ζ Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοµενάζδξ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

είκαζ µζα in vitro µέεμδμξ πμο επζηνέπεζ ημκ πμθθαπθαζζαζµυ πνμεπζθεβµέκδξ 

αθθδθμοπίαξ DNA ζε πμθθά ακηίβναθα ζε ζφκημµμ πνυκμ. Ζ PCR απμηεθεί µζα 

κέα ηεπκζηή ηδξ µμνζαηήξ αζμθμβίαξ πμο εθανµυγεηαζ εηηεκχξ ηυζμ ζημ πχνμ ηδξ 

µμνζαηήξ αζμθμβίαξ υζμ ηαζ ηδξ ζαηνζηήξ. Δθεονέηδξ ηδξ µεευδμο αοηήξ είκαζ μ 

Κerry Mullis, μ μπμίμξ ακαημίκςζε ηδκ εθεονεζή ημο ημ 1984 ηαζ ηζµήεδηε 

βζ’αοηήκ µε ανααείμ Νυµπεθ ημ 1993 (Βεναενίδδξ, 2003). 

Πζμ ζοβηεηνζµέκα δ µέεμδμξ ηδξ PCR ζηδνίγεηαζ ζηδκ ζοκεπή επακάθδρδ 

εκυξ ηφηθμο πμο απμηεθείηαζ απυ ηνία δζαδμπζηά ζηάδζα. ΢ε ηάεε ζηάδζμ βίκεηαζ 

επχαζδ ημο δείβµαημξ ζε δζαθμνεηζηή ηάεε θμνά εενµμηναζία, µε ηδκ αμήεεζα 

έκμξ εζδζημφ µδπακήµαημξ, ημο εενµζημφ ηοηθμπμζδηή (thermal cycler). Ο 

ηοηθμπμζδηήξ έπεζ ηδκ δοκαηυηδηα κα εενµάκεζ ηαζ κα ρφπεζ ηα δείβµαηα ζε 

ζφκημµμ πνυκμ (Βεναενίδδξ, 2003). 

 

Σα ζηάδζα πμο απμηεθμφκ ημκ επακαθαµαακυµεκμ ηφηθμ είκαζ ηα ελήξ: 

1)Απμδζάηαλδ ημο δίηθςκμο DNA (denaturation),  

2)Τανζδμπμίδζδ εηηζκδηχκ (primer annealing) ζηζξ αθθδθμοπίεξ ημο DNA-

ζηυπμο 

3) Δπζµήηοκζδ εηηζκδηχκ (extension). 

Καηά ηδκ δζάνηεζα ημο πνχημο ζηαδίμο ημ ηµήµα DNA πμο µαξ εκδζαθένεζ 

οπμαάθθεηαζ ζε εενµμηναζία 94°C πνμηεζµέκμο κα επζηεοπεεί μ δζαπςνζζµυξ 

ηςκ αθοζίδςκ ημο δίηθςκμο αοημφ DNA (απμδζάηαλδ/denaturation, Δζη.1.1). 

΢ημ δεφηενμ ζηάδζμ δ εενµμηναζία µεζχκεηαζ ζημοξ 50-60°C ηαζ έηζζ 

επζηοβπάκεηαζ δ οανζδμπμίδζδ ηςκ εηηζκδηχκ µε ηζξ ζοµπθδνςµαηζηέξ 
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αθθδθμοπίεξ ημο DNA ζε ηάεε αθοζίδα (οανζδμπμίδζδ εηηζκδηχκ/primer 

annealing, Δζη. 1.1).  

΢ημ ηνίημ ηαζ ηεθεοηαίμ ζηάδζμ δ εενµμηναζία αολάκεηαζ ζημοξ 72°C υπμο 

είκαζ δ αεθηζζηδ εενιμηναζία θεζημονβίαξ ηδξ DNA πμθοµενάζδξ, πμο 

πνμζεέηεζ ηα κμοηθεμηίδζα (dNTP’s) ζημ 3΄ άηνμ ηςκ εηηζκδηχκ, επζηοβπάκεηαζ δ 

ζφκεεζδ ηςκ κέςκ ζοµπθδνςµαηζηχκ αθοζίδςκ DNA.  

Ζ ζφκεεζδ ηςκ ακηζβνάθςκ βίκεηαζ απυ ηδκ DNA πμθοµενάζδ πάκηα µε 

ηαηεφεοκζδ 5’ πνμξ 3’ (Δζη. 1.1). 

 

Δηθόλα 1.1: Σα ααζζηά ζηάδζα ηδξ Αθοζζδςηήξ Ακηίδναζδξ Πμθοµενάζδξ (PCR). ΢ηάδζμ 1 

(Step 1): Απμδζάηαλδ ηδξ δζπθήξ αθοζίδαξ ημο ηµήµαημξ DNA (denaturation), ΢ηάδζμ 2 (Step 

2): Έκςζδ ηςκ εηηζκδηχκ ζε ηάεε αθοζίδα (annealing), ΢ηάδζμ 3 (Step 3): ΢φκεεζδ ηςκ κέςκ 

µμνίςκ DNA (extension) (Λαγακάηδ, 2010). 

 

1.6.1.1 Δκκινητέρ και DNA πολςμεπάση 

Μεβάθδ ζδµαζία ζηδκ επζηοπία ηδξ PCR έπμοκ μζ εηηζκδηέξ ηαζ δ DNA 

πμθοµενάζδ. Οζ εηηζκδηέξ (primers) είκαζ μθζβμκμοηθεμηίδζα ηαζ έπμοκ ζοκήεςξ 
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µήημξ 15-20 κμοηθεμηζδίςκ μ ηαεέκαξ. Πνέπεζ κα είκαζ ζοµπθδνςµαηζημί ζηζξ 

αθοζίδεξ ημο DNA, αθμνμφκ ηζξ πενζμπέξ απυ υπμο ανπίγεζ ημ έκγοµμ DNA 

πμθοµενάζδξ ηδκ ζφκεεζδ ηδξ δζπθήξ αθοζίδαξ ημο επζεοµδημφ DNA πνμσυκημξ 

ηαζ έπμοκ ηδκ ίδζα εενµμηναζία απμδζάηαλδξ (melting temperature, Tm). 

Ζ DNA πνιπµεξάζε (Taq polymerase) είκαζ ημ έκγοµμ πμο ζοκεέηεζ ηδκ 

πμθοκμοηθεμηζδζηή αθοζίδα πμο εα είκαζ ζοµπθδνςµαηζηή ηδξ πνμεπζθεβµέκδξ 

αθθδθμοπίαξ DNA µέζς ηδξ πνμζεήηδξ κμοηθεμηζδίςκ. Σα κμοηθεμηίδζα 

ζπδµαηίγμοκ γεοβάνζα αάζεςκ µε ηα κμοηθεμηίδζα απυ ηδκ ανπζηή αθθδθμοπία 

DNA ηαζ δ DNA πμθοµενάζδ δδµζμονβεί ημοξ δεζµμφξ πμο ηα εκχκεζ µεηαλφ 

ημοξ. Ζ πνμζεήηδ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ βίκεηαζ απυ ημ 3΄ άηνμ ημο εηηζκδηή (Berg 

et al, 2002). Ζ DNA πμθοµενάζδ απμµμκχκεηαζ απυ ημ εενµυθζθμ ααηηήνζμ 

Thermus aquaticus ηαζ πανμοζζάγεζ µεβάθδ ακημπή ζε ορδθέξ εενµμηναζίεξ  72- 

80 °C, δζαηδνχκηαξ επανηή εκγοµαηζηή δναζηζημηδηά ζηζξ ζοκεήηεξ ηδξ 

ακηίδναζδξ. ΢ήµενα µε ηδκ αμήεεζα µεεμδμθμβζχκ ηδξ Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ ηαζ 

Βζμηεπκμθμβίαξ έπμοκ ακαπηοπεεί δζάθμνα πανάβςβα ηδξ Taq πμθοµενάζδξ µε 

αεθηζςµέκα παναηηδνζζηζηά ηαζ µεβαθφηενδ πζζηυηδηα. Αοηέξ μζ πμθοµενάζεξ 

δεκ επζηνέπμοκ ηδκ θάεμξ ημπμεέηδζδ αάζεςκ ηαηά ηδκ ζφκεεζδ ημο DNA, 

ελαζηίαξ ηδξ 3’ πνμξ 5’ επζδζμνεςηζηήξ ζηακυηδηαξ (proofreading activity) πμο 

έπμοκ. Ζ Taq πμθοµενάζδ δεκ πανμοζζάγεζ ηέημζα ζηακυηδηα ηαζ βζ’αοηυ οπάνπεζ 

πζεακυηδηα κα έπμοµε παναβςβή πνμσυκηςκ µε ηοπαίεξ ημπμεεηήζεζξ 

κμοηθεμηζδίςκ ζηζξ κέεξ αθοζίδεξ DNA (µε µζηνή ζοπκυηδηα) (Berg et al, 2002) 

Σμ δζάθοµα ηδξ ακηίδναζδξ ηδξ PCR εηηυξ ηςκ άθθςκ πενζέπεζ επίζδξ ηαζ: 

ηα dNTP’s ηξηθσζθνξηθά δεζνμπξηβνλνπθιενηίδηα (Deoxynucleotide 

triphosphates) πμο είκαζ απαναίηδηα κμοηθεμηίδζα (ATP, TTP, CTP ηαζ GTP) 

βζα ηδ ζφκεεζδ ηςκ ζοµπθδνςµαηζηχκ ηθχκςκ, ηα ηόληα µαγλεζίνπ (Mg
2+

) πμο 

απαζημφκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ ηδξ εκγοµζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ DNA 

πμθοµενάζδξ ηαζ έλα ξπζµηζηηθό δηάιπµα (buffer) βζα ηδκ δζαηήνδζδ ημο pH 

ζηζξ ηζµέξ 7.5-8.0 (Βανγάηαξ ηαζ Αναακζημβζάκκδξ, 2006). 
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Ζ δζαδζηάζζα ηδξ PCR µπμνεί κα μθμηθδνςεεί ζε ανηεημφξ ηφηθμοξ, 

ζοκήεςξ υµςξ 30 µε 40 ηφηθμζ είκαζ ανηεημί βζα κα ζοκηεεμφκ εηαημµµφνζα 

ακηίβναθα ημο ανπζημφ ηµήµαημξ DNA. ΢ε ηάεε ηφηθμ πναβµαημπμζείηαζ 

δζπθαζζαζµυξ ημο ανζεµμφ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο ανπζημφ ηµήµαημξ DNA ηαζ ηα 

ακηίβναθα πμο πνμηφπημοκ πνδζζµμπμζμφκηαζ ςξ εηµαβεία βζα ημκ επυµεκμ 

ηφηθμ. 

1.6.1.2 Ηλεκτπουόπηση σε πηκτή αγαπόζηρ 

Γζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηςκ απμηεθεζµάηςκ ηδξ PCR, δδθαδή ηςκ 

πνμσυκηςκ εθανµυγεηαζ δ δζαδζηαζία δθεηηνμθυνδζδξ ζε πδηηή αβανυγδξ 

µαγί µε µμνζαημφξ δείηηεξ ηςκ μπμίςκ ηα µεβέεδ εα είκαζ βκςζηά (molecular 

markers). Έηζζ µπμνμφµε κα δζαπζζηχζμοµε ακ ημ πνμζυκ ηδξ PCR έπεζ ημ 

ακαµεκυµεκμ µέβεεμξ. Σα πνμζυκηα ηδξ PCR βίκμκηαζ μναηά µε ηδκ ααθή ημο 

Βνςµζμφπμο αζεζδίμο (Ethidium bromide) ημ μπμίμ θεμνίγεζ έκημκα ηάης απυ 

οπενζχδεζξ αηηίκεξ UV υηακ δεζιεφεηαζ ιε ημ DNA (Hunt, 2006). Σμ 

ανςµζμφπμ αζείδζμ µπμνεί κα εκζςµαηςεεί ζηδ πδηηή αβανυγδξ πνζκ ηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ. 

Ζ δζαδζηαζία ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ααζίγεηαζ ζηδ ηίκδζδ ημο DNA, 

πμο είκαζ έκα ανκδηζηά θμνηζζιέκμ ιυνζμ οπυ ηδκ επίδναζδ δθεηηνζημφ 

πεδίμο, ζε πήηηςια αβανυγδξ. Όθα ηα ιυνζα ημο DNA ηζκμφκηαζ πνμξ ηδκ 

άκμδμ δδθαδή ημκ εεηζηυ πυθμ. Ο δζαπςνζζιυξ επζηοβπάκεηαζ αάζδ ηδξ 

δοζημθίαξ πμο έπμοκ ηα ιυνζα κα ηζκδεμφκ ιέζα ζημ πήηηςια ηδξ αβανυγδξ.  

Όζμ πζμ ιεβάθμ είκαζ ημ ιυνζμ ηυζμ πζμ πμθφ δοζημθεφεηαζ κα ηζκδεεί , μπυηε 

ηυζμ πζμ ανβά ηζκείηαζ. 
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1.7 Μεηαιιαμηγέλεζε κέζσ PCR 

1.7.1 Μεζνδνινγία Μέγα-Δθθηλεηή (MEGAPRIMER) 

Ζ μθζβμκμοηθεμηζδζηή ηαηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ πνδζζιμπμζείηαζ 

ζοκήεςξ βζα κα εζζαπεμφκ επζεοιδηέξ ιεηαθθάλεζξ ζε ζημπεοιέκεξ αθθδθμοπίεξ 

DNA. Μζα πμζηζθία πνςημηυθθςκ έπμοκ ηαεζενςεεί βζα κα επζηεοπεεί 

απμηεθεζιαηζηή ιεηαθθαλζβέκεζδ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ανηεηχκ πμο 

πνδζζιμπμζμφκ ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) (Saiki et al., 1985). 

Μεηαλφ ηςκ πνςηυημθθςκ ιε αάζδ ηδκ PCR, δ ιέεμδμξ <<megaprimer>> πμο 

εζζήβαβακ μζ Kammann et al. (Kammann et al., 1989), ηαζ ηνμπμπμζήεδηε 

ιεηαβεκέζηενα απυ ημοξ Sarkar ηαζ Sommer (Sarkar and Sommer 1990, 1992) ηαζ 

Landt et al. (Landt et al., 1990), θαίκεηαζ κα είκαζ ζδζαίηενα απθή ηαζ απμδμηζηή.   

Αοηή δ ιέεμδμξ πενζθαιαάκεζ δφμ βφνμοξ PCR πμο πνδζζιμπμζμφκ δφμ 

“ζοκμδεοηζημφξ ή πθεονζημφξ” εηηζκδηέξ μζ μπμίμζ δεζιεφμκηαζ ζημ 5΄ηαζ 3΄ άηνμ 

ημο πνμξ ιεηάθθαλδ βμκζδίμο ηαζ έκακ εζςηενζηυ ιεηαθθαλζβυκμ εηηζκδηή πμο 

πενζέπεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ οπμηαεζζηχκηαξ ηζξ απαναίηδηεξ αάζεζξ. Ζ 

πνχηδ PCR πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο ιεηαθθαλζβυκμο εζςηενζημφ 

εηηζκδηή ηαζ ημκ πνχημ ζοκμδεοηζηυ εηηζκδηή. Σμ πνμσυκ αοηήξ ηδξ πνχηδξ PCR 

είκαζ μ θεβυιεκμξ “Μεβα-εηηζκδηήξ-(megaprimer)”, ηαεανίγεηαζ ηαζ 

πνδζζιμπμζείηαζ ςξ εηηζκδηήξ ζηδ δεφηενδ PCR ιαγί ιε ημκ δεφηενμ ζοκμδεοηζηυ 

εηηζκδηή. Σμ ηεθζηυ πνμσυκ ηδξ PCR πενζέπεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ζε ιία 

ζοβηεηνζιέκδ αθθδθμοπία DNA (΢π. 1.4). 
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΢ρήκα 1.4: Καηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ ιέζς ηδξ ιεευδμο Megaprimer. Οζ εηηζκδηέξ Α, 

Β, Μ1 ηαζ Μ2 (υπςξ ηαζ δ εηηζκδηήνζα βναιιή ημο megaprimerΑ-Μ1) ζοιαμθίγμκηαζ απυ 

ιμκέξ βναιιέξ πμο ηαηαθήβμοκ ζε αέθμξ. Οζ δζπθέξ βναιιέξ ακηζπνμζςπεφμοκ ημ εηιαβείμ. Οζ 

ηεθείεξ ζημ Μ ηαζ Μ2 οπμδδθχκμοκ ηζξ επζεοιδηέξ ιεηαθθάλεζξ (ακηζηαηάζηαζδ, εζζαβςβή, 

δζαβναθή) πμο εα εζζαπεμφκ ζημ πνμσυκ ιέζς ημο megaprimer (Site-Directed Mutagenesis In 

Vitro by Megaprimer PCR – In vitro mutagenesis protocols (1996), Series 57, pp203-215 – 

Methods in Molecular Biology). 

 

1.7.2 Μέζνδνο ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR. 

1.7.2.1 PCR 1 

Ζ πνχηδ PCR (΢π.1.5) βίκεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ βμκίδζμ ζημ 

μπμίμ είκαζ επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ. Ωξ ειπνυζεζμξ εηηζκδηήξ 

(forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημ μπμίμ θένεζ ηδκ 

επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ (reverse primer) πνδζζιμπμζείηαζ 

ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ πμο οανζδμπμζείηαζ ζημ ηέθμξ ημο βμκζδίμο ζηυπμο ηαζ θένεζ 

ηαεμδζηά ζημ 3΄ άηνμ ημο ηδκ ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ απυ 
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πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ηδκ ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ 

ιμνθήξ ημο βμκζδίμο (PCR Primer- A laboratory manual. (1995)). 

 

΢ρήκα 1.5 : Πενζβναθή ηδξ PCR1 ηαζ PCR2. ΢ηδκ PCR1 μ ειπνυζεζμξ εηηζκδηήξ πμο θένεζ ηδκ 

επζεοιδηή ιεηάθθαλδ έπεζ ηυηηζκμ άηνμ, εκχ μ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ έπεζ ιςα άηνμ. ΢ηδκ PCR2 

μ ειπνυζεζμξ εηηζκδηήξ έπεζ ιςα άηνμ, εκχ μ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ έπεζ βαθάγζμ άηνμ. 

 

1.7.2.2 PCR 2 

Ζ δέοηενδ PCR (΢π. 1.6) βίκεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ βμκίδζμ 

ζημ μπμίμ είκαζ επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ. Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ 

(reverse primer) πνδζζιμπμζείηαζ μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημ μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ. Ωξ ειπνυζεζμξ εηηζκδηήξ (forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ οανζδμπμζείηαζ ζηδκανπή ημο βμκζδίμο ζηυπμο ηαζ θένεζ 

ακμδζηάζημ 5΄ άηνμ ημο ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ απυ 

πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ 

ιμνθήξ ημο βμκζδίμο (PCR Primer- A laboratory manual. (1995)). 
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1.7.2.3 PCR 3 

Ζ ηνίηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσυκηα ηδξ πνχηδξ 

ηαζ ηδξ δεφηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμφκηαζ μζ πνμακαθενεέκηεξ πμο 

θένμοκ εέζεζξ ακαβκχνζζδξ πενζμνζζηζηχκ εκδμκμοηθεαζχκ.  

Καηά ηδκ δζάνηεζα ημο πνχημο ηφηθμο ηδξ ηνίηδξ PCR, ανπζηά ζημοξ 95 
μ
C 

ηα δίηθςκα πνμσυκηα ηςκ δομ πνμδβμφιεκςκ PCR απμδζαηάζζμκηαζ. ΢ηδ ζοκέπεζα 

ζε παιδθυηενδ εενιμηναζία επζηοβπάκεηαζ δ οανζδμπμίδζδ. Απυ ημοξ δομ 

δοκαημφξ ζοκδοαζιμφξ ιυκμ μ έκαξ είκαζ δοκαηυκ κα ζοκεπίζεζ. Αοηυ ζοιααίκεζ 

δζυηζ δ DNA πμθοιενάζδ ιπμνεί ηαζ δζααάγεζ ιυκμ ιε ηαηεφεοκζδ 3’5’ ηαζ 

ζοκεέηεζ ιε ηαηεφεοκζδ 5’3’. Έηζζ δ επζιήηοκζδ ζε εενιμηναζία 72 
μ
C 

ζοιααίκεζ ιυκμ βζα ηδκ πενίπηςζδ πμο πενζβνάθεηαζ ζημ ΢π. 1.6. Σμ απμηέθεζια 

ηδξ επζιήηοκζδξ είκαζ δ δδιζμονβία εηιαβείμο πμο εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ. Οζ επυιεκμζ ηφηθμζ ηδξ PCR εα πμθθαπθαζζάζμοκ ημ εηιαβείμ αοηυ 

(PCR Primer- A laboratory manual. (1995)). 

 

΢ρήκα 1.6 : Ζ ηνίηδ PCR ηαηά ηδκ μπμία ζοκηίεεηαζ ημ πνμσυκ πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ. 
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1.7.3 Μέζνδνο κε ηε ρξήζε ηνπ ελδύκνπ DpnI. 

Σμ έκγοιμ DpnI ακαβκςνίγεζ ηαζ πέπηεζ πθήνςξ ιεεοθζςιέκμ ηιήια DNA 

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

πνμζέββζζδ, ακαπηφπεδηε ιία ιέεμδμξ ηαπείαξ ιεηαθαλεβέκεζδξ πνδζζιμπμζχκηαξ 

ιζα δζπθή έθζηα DNA ςξ εηιαβείμ πμο απμιμκχεδηε απυ ααηηδνζαηά ηφηηανα ηαζ 

πέρδ ιε ημ έκγοιμ DpnI. Αοηή δ ιέεμδμξ ζοβηνίκεηαζ εοκμζηά ςξ ιζα απμδμηζηή 

ηνέπμοζα ιέεμδμξ ηαζ ανηεηά απθμοζηεοιέκδ δζυηζ δεκ απαζηείηαζ δ πνήζδ 

ιμκυηθςκςκ ηιδιάηςκ εηιαβείςκ ή θμνείξ θάβςκ (Jing et al., 2007). 

Μέζς ηδξ ιεευδμο ιε ηδκ πνήζδ ημο εκγφιμο DpnI ακαθυβςξ ιε ημ επζεοιδηυ 

απμηέθεζια ηα ζηάδζα πμο αημθμοεμφκηαζ ιε αοηή ηδκ ιέεμδμ είκαζ ηα ελήξ (΢π. 

1.7, 1.8): 

A. Γιαγπαυή αλληλοςσίαρ. Ζ αθθδθμοπία ζηυπμξ βζα δζαβναθή ζοιαμθίγεηαζ ιε 

βηνί ηαεχξ μζ πθεονζηέξ πενζμπέξ ζοιαμθίγμκηαζ ιε ακμζπηυ ηαθέ ηαζ 

ηυηηζκμ. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο οανζδμπμζμφκ ηδκ ηάεε 

αθοζίδα ημο ηθχκμο χζηε κα δζαβνάρμοκ ηδκ αθθδθμοπία ζηυπμ 

ζοιαμθίγμκηαζ ιε αέθδ ζημ ΢πήια 1.7. Γεηαπέκηε κμοηθεμηίδζα ιε 5’ άηνμ 

ςξ πνμξ ηδκ αθθδθμοπία ζηυπμο πνμξ δζαβναθή ζοιαμθίγμκηαζ ιε ab ηαζ εα 

πνέπεζ κα πενζέπμκηαζ ζημκ primer F, ακηίζημζπα.  

Βήμα 1-Δνίσσςση τηρ αλληλοςσίαρ με PCR και πέτη με DnpI: Σμ πνμσυκ ηδξ 

PCR είκαζ έκα ακμζηηυ πθαζιίδζμ απυ ημ μπμίμ θείπεζ δ πενζυπδ πμο είκαζ 

επζεοιδηυ κα δζαβναθεί. Αημθμφεςξ οπμαάθθεηαζ ζε πέρδ ιε ηδκ 

πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ DnpI. Σμ έκγοιμ αοηυ δνα ιυκμ ζε 

ζοβηεηνζιέκεξ αθθδθμοπίεξ μζ μπμίεξ είκαζ ιεεοθζςιέκεξ. Σέημζεξ 

αθθδθμοπίεξ θένεζ ιυκμ ημ DNA εηιαβείμ πμο πνμένπεηαζ απυ ηα 

ααηηδνζαηά ηφηηανα ηαζ υπζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR. Με αοηή ηδ πέρδ ημ 

εηιαβείμ ηαηαηενιαηίγεηαζ ηαζ μοζζαζηζηά παφεζ κα οθίζηαηαζ ςξ πθαζιίδζμ 

εκηυξ ημο ιείβιαημξ. 
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Βήμα 2- Μετασσηματισμόρ: Σμ ακμζηηυ πθαζιίδζμ πμο δδιζμονβήεδηε ςξ 

πνμζυκ ηδξ PCR πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ηοηηάνςκ E.coli. 

(΢πήια 1.7) 

 

΢ρήκα 1.7 : ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ιεευδμο ιεηαθθαλεβέκεζδξ βία δζαβναθή ηιήιαημξ ημο 

ηθςκμπμζδιέκμο  βμκζδίμο ιε πέρδ ημο πνμζυκημξ ηδξ PCR ιε ημ έκγοιμ DpnI ηαζ εζζαβςβή ημο 

ζε ααηηδνζαηά ηφηηανα E.coli. 

 

B. Δισαγυγή αλληλοςσίαρ στόσος. Γζα απθμπμίδζδ ιυκμ μζ ανπζηέξ αημθμοείεξ 

ηαζ ηα ηεθζηά πνμζυκηα εζζαβςβήξ απεζημκίγμκηαζ. Ζ αθθδθμοπία εζζαβςβήξ 

ζοιαμθίγεηαζ απυ έκα ηυηηζκμ ηαζ πνάζζκμ μνεμβχκζμ (΢πήια 1.8). Οζ 

αθθδθμοπίεξ ηςκ primers πμο θένμοκ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ηαζ εα 

οανζδμπμζήζμοκ ηδκ ηάεε αθοζίδα ανίζημκηαζ ζηδκ εέζδ πνυζδεζδξ ημοξ 

ακηίζημζπα. Ζ αθθδθμοπία πμο επνυηεζημ κα εζζαπεεί είκαζ εκζςιαηςιέκδ 

ζημ 5’ άηνμ ημο εηηζκδηή F. Ο primer R πενζέπεζ ζημ 5’ άηνμ 

ζοιπθδνςιαηζηυ ςξ πνμξ 15 κμοηθεμηίδζα ημο primer F. ΢ημ ΢πήια 1.8 

οπμδεζηκφεηαζ απμ ηδκ ηυηηζκδ βναιιή. Σμ ηεθζηυ πνμζυκ ιε ηδκ 

εζζαβχιεκδ ιεηάθθαλδ ζοιαμθίγεηαζ ιε πνάζζκα ηαζ ηυηηζκα μνεμβχκζα δ 

μπμία δδιζμονβήεδηε φζηενα ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ.  
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C. Σημειακή μετάλλαξη. Μυκμ μζ ανπζηέξ εέζεζξ πνυζδεζδξ ηςκ εηηζκδηχκ 

πανμοζζάγμκηαζ. Ζ πενζμπή πμο επνυηεζημ κα ιεηαθθαπηεί ζοιαμθίγεηαζ ιε 

έκα ηυηηζκμ μνεμβχκζμ ηαεχξ ηαζ δ εέζδ-ζηυπμξ ζοιαμθίγεηαζ ιε 

αζηενίζημ. Σέθμξ ηα επζεοιδηά κμοηθεμηίδζα πμο πνυηεζηαζ κα εζζαπεμφκ, 

ζοιαμθίγμκηαζ ιε ιαφνεξ ημοηίδεξ, εκζςιαηχκμκηαζ ζηδκ επζηαθοπηυιεκδ 

πενζμπή ηςκ εηηζκδηχκ. Σα πνμζυκηα πμο θένμοκ ηδκ ιεηάθθαλδ έπμοκ 

δδιζμονβδεεί ιέζς εκζζποιέκδξ PCR ιε ηδκ δζαβναθή ηδξ αθθδθμοπίαξ-

ζηυπμο.   

 

 

΢ρήκα 1.8 : ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ιε ημκ ηνυπμ πμο βίκεηαζ δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ 

ιε ηδκ δζαβναθή ηδξ αθθδθμοπίαξ ζηυπμο (Jing et al., 2007). 
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2.΢ΚΟΠΟ΢ 

Ο γοιμιφηδηαξ υπςξ ηαζ ηάεε άθθμξ γςκηακυξ μνβακζζιυξ έπεζ ηδκ 

ζηακυηδηα κα πνμζανιυγεζ ηζξ θεζημονβίεξ ημο ακάθμβα ιε ημ πενζαάθθμκ ζημ μπμίμ 

ανίζηεηαζ. Γεκζηά, ηάεε ζοκεήηδ δ μπμία απμηθίκεζ απυ ηζξ αέθηζζηεξ ζοκεήηεξ 

επζαίςζδξ ηαζ ακάπηολδξ ημο γοιμιφηδηα, παναηηδνίγεηαζ ςξ ακηίλμδ ζοκεήηδ ή 

ζοκεήηδ stress. Ζ ιεηααμθή ημο pH, ηδξ εενιμηναζίαξ, ηδξ ςζιςηζηήξ πίεζδξ, δ 

πανμοζία αζεακυθδξ είκαζ μζ πζμ ζοκήεδξ ακηίλμεξ ζοκεήηεξ ζηζξ μπμίεξ μ 

γοιμιφηδηαξ ηαθείηαζ κα επζαζχζεζ ηαζ κα θεζημονβήζεζ. Δζδζηά δ πανμοζία ηδξ 

αζεακυθδξ ηαζ δ απυηνζζδ ηδξ γφιδξ ζε αοηή είκαζ ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηζξ 

εθανιμβέξ ζηζξ μπμίεξ πνδζζιμπμζείηαζ. 

Ζ πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο γοιμιφηδηα απμηεθεί έκα 

πανάβμκηα ηοηηανζημφ ζηνεξ, υιςξ δ εκδμηοηηάνζα ζδιαημδυηδζδ ηδξ αζεακυθδξ 

έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ αδεκοθζηήξ ηοηθάζδξ ηαζ ηεθζηά ηδξ 

PKA ιέζς ηςκ Ras1/2 πνςηεσκχκ. Γίκεηαζ ακηζθδπηυ θμζπυκ, υηζ πνμηεζιέκμο κα 

επζηεοπεεί ιεβαθφηενδ παναβςβή αζεακυθδξ απυ ημκ S.cerevisiae πνδζζιμπμζχκηαξ 

δζάθμνα οπμζηνχιαηα εα ήηακ πνήζζιμ κα επζηεοπεμφκ ηαηάθθδθεξ βεκεηζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ ιε ζημπυ ηδκ απμηνμπή ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ msn2/4 

απυ ηδκ PKA. Λυβς ημο ελέπμκημξ νυθμο ηδξ PKA ζηδκ εκδμηοηηάνζα 

ζδιαημδυηδζδ είκαζ εα ήηακ ακμφζζα μπμζαδήπμηε ηνμπμπμίδζή ημο.  

Δίκαζ θμζπυκ ηφνζμξ ζηυπμξ δ βεκεηζηή ηνμπμπμίδζδ ημο βμκζδίμο MSN4. H 

ηνμπμπμίδζδ αοηή έπεζ ςξ ζηυπμ ηδκ ακηζηαηάζηαζδ εκυξ ηαηαθμίπμο ζενίκδξ ιε 

ημ αιζκμλφ Αθακίκδ (Ser532Ala) ζηδκ πενζμπή ζδιαημδυηδζδξ ηδξ πονδκζηήξ 

ιεηακάζηεοζδξ (Nuclear Localization Signal (NLS)) πνμηεζιέκμο κα ηαηαζηαθεί μ 

έθεβπμξ ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα msn4, απυ ηδκ PKA ηαζ 

κα επζηεοπεεί δζανηήξ εκημπζζιυξ ηδξ ζημκ πονήκα.  

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ πηοπζαηήξ ενβαζίαξ είκαζ δ δδιζμονβία ηδξ 

ιεηάθθαλδξ Ser532Ala επί ημο βμκζδίμο MSN4 ιέζς ηδξ πέρδξ ιε ημ έκγοιμ DpnI, 

δ εζζαβςβή ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο MSN4 βμκζδίμο ζηα 

ηφηηανα ημο γοιμιφηδηα ηαζ δ πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ ζηακυηδηαξ ακάπηολδξ ηαζ 

επζαίςζδξ ηςκ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ 
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βθοηυγδξ ηαζ αζεακυθδξ ζε ζφβηνζζδ πάκηα ιε αοηά πμο δεκ έπμοκ δεηηεί ηάπμζα 

βεκεηζηή ηνμπμπμίδζδ πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί πζεακή αεθηίςζδ ηδξ απυηνζζήξ 

ημοξ ζε ακηίλμεξ ζοκεήηεξ. 

Ζ δδιζμονβία ζηεθεπχκ γφιδξ ακεεηηζηχκ αθ’ εκυξ ζηδκ αζεακυθδ, αθ’ 

εηένμο έκακηζ ζοκεδηχκ βεκζημφ ζηνεξ ακαιέκεηαζ κα ζοιαάθεζ ζηδκ 

απμηεθεζιαηζηυηενδ αλζμπμίδζδ ηςκ πνδζζιμπμζμφιεκςκ οπμζηνςιάηςκ βζα 

παναβςβή αζεακυθδξ. Ζ ηαοηυπνμκδ αφλδζδ ηδξ απυδμζδξ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ εα 

ήηακ έκα ιεηέπεζηα πζεακυ εέια ιεθέηδξ 

.   



31 

 

 3. ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ – ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

3.1 Τιηθά 

Όθα ηα ακηζδναζηήνζα ηα μπμία πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ 

πεζναιάηςκ ανίζημκηαζ ζημκ Πίκ. 3.1, εκχ υθμζ μζ εηηζκδηέξ πμο 

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

Πίλαθαο 3.1: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηζξ Πεζναιαηζηέξ Πμνείεξ. 

 Αληηδξαζηήξηα Δηαηξία Κσδηθόο 

1 Gel red Biotium 41003 

2 Αβανυγδ Nippon genetics AG02 

3 Αζεακυθδ 100% Sigma-Aldrich 24194-2.5L-R 

4 Ολζηυ θίεζμ (Lithium Acetate 

dihydrate) 

AppliChem A3478 

5 Tris ultrapure Duchefa Biochemie T1501.1000 

6 Ολζηυ μλφ (Glacial Acetic Acid) Penta 607002006 

7 Δηπφθζζια γφιδξ (Yeast Extract) Lab M MC001 

8 Bacto Peptone   

9 Γθοηυγδ (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 Γθμοηαιζκζηυ μλφ AppliChem A3712 

14 Λεοηίκδ AppliChem A3496 

15 Σονμζίκδ Sigma-Aldrich T3379 

16 Βαθίκδ Merk 1084950100 

17 Φαζκζθαθακίκδ Serva 32191 

18 Αζπαναβζκζηυ μλφ AppliChem A3715 

19 Ανβζκίκδ AppliChem A3709 

20 Αδεκίκδ AppliChem A0939 

21 Ηζμθεοηίκδ AppliChem A3677 
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22 Θνεμκίκδ AppliChem A3946 

23 Κοζηεΐκδ AppliChem A3694 

24 Πνμθίκδ Sigma-Aldrich 81710 

25 Σνοπημθάκδ Sigma-Aldrich T8941 

26 Λοζίκδ Sigma-Aldrich L9037 

27 Μεεζμκίκδ 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 Σνοπηυκδ Lab M MC005 

34 Οοναηίθδ AppliChem A0667 

35 Υθςνζμφπμ Νάηνζμ   

36 Τδνμλείδζμ ημο Ναηνίμο   

37 Αζεοθεκ-δζ-αιζκμ-ηεηναμλζηυ μλφ 

(EDTA) 

  

38 Σriton Υ-100   

39 RNAse   

40 Ηζμπνμπακυθδ Penta 603117000 

41 Kapa HiFi HotStart ReadyMix Kapa Biosystems KK2601 

42 Taq polymerase ReadyMix Kapa Biosystems KK1006 

43 MgCl2   

44 Dntps   

45 Αιπζηζθίκδ (Ampicillin sodium salt) Biochemica A0839 

46 Nucleospin PCR Clean-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 
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52 DpnI  BioLabs R0176S 

53 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid) (5-

θευνμ-μνμηζηυ μλφ) 

Thermo Scientific R0811 

54 SDS (Μεηά καηνίμο άθαξ ημο Θεζσημφ 

Γςδεηαηοηθίμο) 

Sigma-Aldrich L3771 

55 Πμθοαζεοθεκμβθοηυθδ (PEG 4000) AppliChem A1249 

56 Carrier dna (Salmon Sperm)  A2160,0001 

57 T4 DNA θζβάζδ Takara 2011Α 

58 10X Loading buffer Takara  

59 Γθοηενυθδ Fisher Scientific BP229 

60 IPTG (isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside) 

  

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 Λοζμγφιδ   

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 kb DNA Ladder RTU 

Πίλαθαο 3.2: Δηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδκ δζελαβςβή ηςκ PCR, ζοκμδεουιεκμζ 

απυ ηζξ αθθδθμοπίεξ ημοξ ηαζ απυ ηζξ εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζήξ ημοξ. 

 Δθθηλεηέο (primers) Αιιεινπρία εθθηλεηώλ 
Θεξκνθξαζίεο 

Τβξηδνπνίεζεο 

1 MSN4 Forward(pstI) 5’ AAAACTGCAGATGCTAGTCTTCGGACCTAA 3’ Tm=58  

2 MSN4 Reverse(BamHI) 5’ CGGGATCCAAAATCACCGTGCTTTTTGTG 3’ Tm=58  

3 MSN4 (Ser532Ala)For 5’ AGAAAGTCGGCAAGTGTTAC 3’    Tm=58  

4 MSN4 (Ser532Ala) Rev. 5’ GTAACACTTGCCGACTTTCT 3’  

5 Forward_MSN4  5’ CAGTTCGGCTTTTTTTTCTTTTCTTCTTATTAAAAACAATATA 3’ Tm=58 

6 Reverse_MSN4 5’ CCGTAGCTTGTCTTGCTTTTATTTGCTTTTGACCTTATTTTTT 3’ Tm=54 
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3.1.1 Παξαζθεπή ζξεπηηθώλ ππνζηξσκάησλ 

Παναηάης ακαθένμκηαζ ηα οθζηά ηαζ μζ πμζυηδηεξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ 

βζα ηδκ δδιζμονβία ηςκ ενεπηζηχκ οθζηχκ. Ζ πνμζεήηδ άβαν βίκεηαζ ιυκμ ηαηά 

ηδκ δδιζμονβία ηνοαθίςκ ιε ηα ακηίζημζπα ενεπηζηά. 

3.1.1.1. YEP  

Πίλαθαο 3.3 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ Παναζηεοή ημο YEP.  

Yeast extract 10g 

Bacto Peptone 20g 

Glucose 20g 

Agar 20g 

Απζμκζζιέκμ Ζ2Ο Μέπνζ υβημο 1L 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζε αοηυηαοζημ. 

 

3.1.1.2  SC 

Πίλαθαο 3.4 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο SC. 

 

Yeast Nitrogen Base 6,7g 

Glucose 20g 

Synthetic Complete (-U) 2g 

Agar 20g 

Απζμκζζιέκμ Ζ2Ο Μέπνζ υβημο 1L 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζημκ αοηυηαοζημ. 
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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 υβημο 1L 

Πναβιαημπμζείηαζ οβνή απμζηείνςζδ ζημκ αοηυηαοζημ. 

3.1.1.4  Synthetic Complete (-U): 

Πίλαθαο 3.6 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο Synthetic 

Complete (-U).  

Αζπαπαγίνη (Asparagine): 2 g 

Γλουηαμινικό οξύ (Glutamate): 2 g 

Λευκίνη (Leucine): 4 g 

Τυποζίνη (Tyrosine): 2 g 

Βαλίνη (Valine): 2 g 

Φαινιλαλανίνη (Phenylalanine): 2 g 

Αζπαπαγινικό οξύ(Aspartate): 2 g 

Απγινίνη (Arginine): 2 g 

Αδενίνη (Adenine): 1 g 

Ιζολευκίνη (Isoleucine): 2 g 

Θπεονίνη (Threonine): 2 g 

Κυζηεΐνη (Cysteine): 2 g 

Ππολίνη (Proline): 2 g 

Τπυπηοθάνη (Tryptophan): 2 g 

Λυζίνη (Lysine): 2 g 

Μεθιονίνη (Methionine): 2 g 

Γλουηαμίνη (Glutamine): 2 g 

Αλανίνη (Alanine): 2 g 

Σεπίνη (Serine): 2 g 

Ιζηιδίνη (Histidine): 2 g 

Γλυκίνη (Glycine): 2 g 
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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 αηνζαχξ Πνμζηίεεκηαζ ηα 

αηυθμοεα: 

 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-

65
o
C, ιέπνζ κα δζαθοεμφκ υθα ηα ζοζηαηζηά πθήνςξ (πενίπμο 1 h). 

4. ΢ηδ ζοκέπεζα απμζηεζνχκεηαζ ιε θζθηνάνζζια ιέζς θίθηνμο πυνμο 0,22 ιm 

ηαζ ημ θζθηνανζζιέκμ οθζηυ ζοθθέβεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε οδαηυθμοηνμ 

ζημοξ 60
o
C. 

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

ιαβκδηζηυ ακαδεοηήνα ηαζ ακάδεοζδ έςξ υημο δ εενιμηναζία ημο ιεζςεεί 

έςξ ημοξ 65
o
C. 

6. Πνμζεήηδ ημο απμζηεζνςιέκμο ιείβιαημξ 5-FOA ηαεχξ ηαζ 5 ml απυ ημ 

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

ιεηαββίζεζξ οβνχκ ζηδκ ηςκζηή βίκμκηαζ οπυ ζηείνεξ ζοκεήηεξ. 

7. Αημθμοεεί ιμίναζια ημο οθζημφ ζε ηνοαθία petri. 

Γζα ηδκ παναζηεοή οβνχκ ενεπηζηχκ οπμζηνςιάηςκ δεκ πνμζηίεεηαζ agar. 
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3.1.1.6 Παπασκεςή 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 Παπασκεςή 1xTAE  

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

Duran ημο 1L. Αημθμοεεί ηαθή ακάδεοζδ. 

 

3.2 Πεηξακαηηθέο Πνξείεο 

3.2.1. Απνκόλσζε γελνκηθνύ DNA από θύηηαξα δύκεο 

1. Λήρδ ιζαξ ιμκήνμοξ απμζηίαξ απυ ηνοαθίμ petri ή θοβμηέκηνζζδ 200 ιl οβνήξ 

ηαθθζένβεζαξ ζηα 15.000 x g βζα 3 min, απμιαηνφκμκηαξ ζηδ ζοκέπεζα ημ 

οπενηείιεκμ οβνυ (O.D.600≈0.4). 

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

3. Δπχαζδ βζα 5 min ζημοξ 70μC. 

4. Πνμζεήηδ 300 ιl απυθοηδξ Αζεακυθδξ ηαζ ζζπονή ακάδεοζδ (vortex). 

5. Φοβμηέκηνζζδ ημο DNA ηαζ ηςκ ηοηηανζηχκ οπμθεζιιάηςκ ζηα 15000 x g βζα 3 

min. 

6. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο οβνμφ ηαζ πνμζεήηδ 200 ιl 70% αζεακυθδξ βζα 

έηπθοζδ ζγήιαημξ. 

7. Φοβμηέκηνζζδ βζα 2 min ζηα 15.000 x g. Απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμο. 
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8. ΢ηέβκςια ζγήιαημξ βζα 2 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζεήηδ 100 ιl Ζ2Ο ηαζ 

επακαδζάθοζδ ζγήιαημξ. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 15.000 x g βζα 15 sec χζηε κα απμιαηνοκεμφκ ηα ηοηηανζηά 

οπμθείιιαηα. 

10. Μεηαθμνά οπενηείιεκμο ζε κέμ eppendorf ηαζ θφθαλδ αοημφ ζημοξ -20μC. 

11. 1-4 ιl πνδζζιμπμζείηαζ ζε ακηίδναζδ PCR. 

 

3.2.2 Καζαξηζκόο πξντόλησλ PCR κε ην kit Gel & PCR clean up  

3.2.2.1  PCR Clean-up 

1. Πνμζεήηδ δζπθάζζμο υβημο ημο δείβιαημξ απυ ημ buffer NTI. (π.π. βζα 

100ιl δείβιαημξ PCR πνμζεέημοιε 200ιl buffer NTI).  

2. Σμπμεέηδζδ ιζαξ ζηήθδξ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column  

ζε έκα Collection Tube (2 mL) ηαζ ιεηαθμνά 700ιl ακηίδναζδξ pcr. 

Φοβμηέκηνζζδ δείβιαημξ βζα 30sec ζηζξ 11000x g. ( εάκ μ υβημξ ημο 

δείβιαημξ λεπενκάεζ ηα 700ιl επακαθαιαάκμοιε ηδ δζαδζηαζία ιε ημ 

οπυθμζπμ δείβια ακηίδναζδξ).  

3. Πνμζεήηδ 700ιl buffer NT3 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 30sec ζηζξ 11000x g.  

4. Φοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηζξ 11000x g βζα απμιάηνοκζδ οπμθεζιιάηςκ 

buffer NT3.  

5. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column ζε 

κέμ Eppendorf (1,5ml). Πνμζεήηδ 15-30ιl buffer NE. Αθήκμοιε ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1min. Φοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηζξ 11000xg.  
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3.2.2.2 Απομόνυση DNA από πηκτώματα αγαπόζηρ 

1. Πνμζεήηδ 200ιl buffer NTI βζα ηάεε 100mg πδηηήξ αβανυγδξ <2% ηαζ  

εένιακζδ ημο δείβιαημξ βζα 5-10min ζημοξ 50
μ
C. Vortex έςξ υημο δ πδηηή 

αβανυγδξ δζαθοεεί πθήνςξ.  

2. Σμπμεέηδζδ ιζαξ ζηήθδξ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column  

ζε έκα Collection Tube (2 mL) ) ηαζ ιεηαθμνά 700ιl ακηίδναζδξ pcr. 

Φοβμηέκηνζζδ δείβιαημξ βζα 30sec ζηζξ 11000x g. ( εάκ μ υβημξ ημο 

δείβιαημξ λεπενκάεζ ηα 700ιl επακαθαιαάκμοιε ηδ δζαδζηαζία ιε ημ 

οπυθμζπμ δείβια ακηίδναζδξ).  

3. Πνμζεήηδ 700ιl buffer NT3 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 30sec ζηζξ 11000x g.  

4. Φοβμηέκηνζζδ 1min, 11000x g βζα απμιάηνοκζδ οπμθεζιιάηςκ buffer NT3.  

5. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column ζε 

κέμ Eppendorf (1,5ml). Πνμζεήηδ 15-30ιl buffer NE. Αθήκμοιε ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1min. Φοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηζξ 11000xg.  

 

3.2.3 Απνκόλσζε Πιαζκηδηαθνύ DNA από θύηηαξα E. Coli κε ην kit Nucleospin 

plasmid  

1. Φοβμηέκηνζζδ 1-5 ml ηαθθζένβεζαξ E.coli ζε ενεπηζηυ LB βζα 30s ζηζξ 

11000x g. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο.  

2. Πνμζεήηδ 250ιl buffer A1 ηαζ vortex.  

3. Πνμζεήηδ 250ιl buffer A2 ηαζ ήπζα ακάδεοζδ 6-8 θμνέξ. Αθήκμοιε ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5min.  

4. Πνμζεήηδ 300ιl buffer A3 ηαζ ήπζα ακάδεοζδ 6-8 θμνέξ.  

5. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5min ζηζξ 11000x g ζε εενιμηναζία 
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δςιαηίμο.(επακαθαιαάκμοιε εάκ ημ οπενηείιεκμ δεκ είκαζ ηαεανυ).  

6. Σμπμεεημφιε ιζα ζηήθδ NucleoSpin® Plasmid ζε έκα Collection Tube (2 

mL) ηαζ ιεηαθένμοιε ημ οπενηείιεκμ απυ ημ αήια 3. Φοβμηέκηνζζδ βζα 

1min ζηζξ 11000x g. (εάκ μ υβημξ ημο οπενηείιεκμο λεπενκάεζ ηα 750ιl 

επακαθαιαάκμοιε ηδ δζαδζηαζία ιε ημ οπυθμζπμ δείβια).  

7. Πνμζεήηδ 500ιl buffer AW (πνμεένιακζδ ζημοξ 50
μ
C) ηαζ θοβμηέκηνζζδ 

βζα 1min ζηζξ 11000x g.  

8. Πνμζεήηδ 600ιl buffer A4 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηζξ 11000x g.  

9. Φοβμηέκηνζζδ βζα 2min ζηζξ 11000x g βζα απμιάηνοκζδ οπμθεζιιάηςκ. 

10.Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ NucleoSpin® Plasmid ζε κέμ Eppendorf ηαζ 

πνμζεήηδ 50ιl buffer AE. Δπχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1min.  

11.Φοβμηέκηνζζδ βζα 1min ζηζξ 11000x g.  

 

3.2.4 Παξαζθεπή βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ ηθαλώλ γηα κεηαζρεκαηηζκό 

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

θζάθδξ 2 L βζα ηαθή ακάδεοζδ. 

2. Φοβμηέκηνζζδ βζα ζοθθμβή ηοηηάνςκ 3000 x g, 10 min ζημοξ 4
o
C. 

3. Δπακαδζάθοζδ ζε 28ml δζαθφιαημξ Tfb1 (Πίκ. 3.8) ηαζ αθήκμοιε βζα 25 min 

ζημοξ 4
o
C. 

4. ΢οθθμβή ηοηηάνςκ ιε θοβμηέκηνζζδ 2500 x g βζα 10 min ηαζ επακαδζάθοζδ 

ζε 6 ml δζαθφιαημξ Tfb2 (Πίκ. 3.9). 

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

θφθαλδ ζημοξ –70
μ
C. 
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Πίλαθαο 3.8 : Παναζηεοή δζαθφιαημξ Tfb1*. 

100 mM RbCl2 

pH: 5,8 

Ροειζζδ pH ιε 0,2M 

CH3COOH 

50 mM MnCl2 

30 mM CH3COOK 

10 mM CaCl2 

15% Glycerol 

 

Πίλαθαο 3.9 : Παναζηεοή δζαθφιαημξ Tfb2*. 

10 mM MOPS pH:7 

pH: 7  

ακ υπζ πνμζανιυζηε ημ 

δζάθοια ιε KOH 

10 mM RbCl2 

80 mM CaCl2 

15% Glycerol 

*Γεκ απμζηεζνχκεηαζ ζε αοηυηαοζημ.Απμζηεζνχκεηαζ ιε πνήζδ θίθηνμο 0,22 ιm. 

 

3.2.5 Μεηαζρεκαηηζκόο Βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

1. Ξεπάβςια ηςκ competent cells ζημκ πάβμ ηαζ αημθμοεεί ιμίναζια ημοξ ζε 

δομ eppendorf.  

2. Πνμζεήηδ <100 ng DNA ηαζ επχαζδ ζημκ πάβμ βζα 20-40 min. 

3. Σα ηφηηανα οπμαάθθμκηαζ ζε εενιζηυ ζμη (Heat shock) βζα 90 sec ζημοξ 

42
o
C. 

4. Σμπμεέηδζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 1 min ζημκ πάβμ, πνμζεήηδ 1 ml ενεπηζημφ 

ιέζμο LB ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
μ
C βζα 1h. 

5. ΢οθθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ιε θοβμηέκηνζζδ βζα 30 sec ζηζξ 10.000 x g ηαζ 

αθαίνεζδ 1 ml ημο οπενηείιεκμο οβνμφ.  
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6. Δπακαδζάθοζδ ηοηηάνςκ ζηα οπμθεζπυιεκα 200 ιl, ηαζ ημπμεέηδζή ημοξ επί 

ενεπηζημφ ιέζμο LB πμο πενζέπεζ ημ ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηυ (αιπζηζθίκδ). 

 

3.1.6 Μηθξήο θιίκαθαο απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηε κέζνδν βξαζκνύ 

1. Διαμθζαζιυξ 5 ml ενεπηζημφ ιέζμο ιε ιμκήνδ απμζηία ηαζ μθμκφηηζα 

επχαζδ. 

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

3. Πθήνδξ απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο οβνμφ. 

4. Δπακαδζάθοζδ ζε 0,7 ml δζαθφιαημξ STET  

5. Έκημκδ ακάδεοζδ. 

6. Πνμζεήηδ 10 ιl θοζμγφιδξ 1 mg/ml. 

7. Σμπμεέηδζδ eppendorfs ζημοξ 100
o
C βζα 1 min. 

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

9. Μεηαθμνά 430 ιl ημο οπενηεζιέκμο ζε κέα eppendorfs. 

10. Πνμζεήηδ 400 ιl ζζμπνμπακυθδξ. 

11. Σμπμεέηδζδ ηςκ eppendorfs ζημοξ –80
o
C βζα 10 min. 

12. Φοβμηέκηνζζδ ζε 10.000 rpm βζα 30 min ζημοξ 4
o
C. 

13. Πθήνδξ απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμοηαζ πθφζζιμ ζγήιαημξ ιε 70% Ethanol. 

14. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5 min. 

15. ΢ηέβκςια ζγήιαημξ ηαζ πνμζεήηδ 20 ιl (Ζ2Ο + RNAse (100 ng/ιl)). 

16. Δπχαζδ ζε RT βζα 5-10 min. 

 

 Lysozyme Stock 

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

  



44 

 

Πίλαθαο 3.10: Παναζηεοή STET buffer. 

NaCl 100 mM 

Tris-HCl pH:8  10 mM  

EDTA pH :8 1 mM  

Triton X-100 5% 

 

3.2.7 Τςειήο απόδνζεο κεηαζρεκαηηζκόο θπηηάξσλ δύκεο (High efficiency 

transformation of yeast cells). 

1. Διαμθζαζιυξ 50 ml ηαθθζένβεζαξ γφιδξ ανβά ημ απυβεοια (βζα 5 

ιεηαζπδιαηζζιμφξ). 

2. Δπυιεκμ πνςί υηακ OD600=0.4-0.6 ~10
7
cells/ml-5*10

8
cells/ml θοβμηέκηνζζδ 

ζε 2.000 rpm βζα 5 min ζημοξ 4
o
C. 

3. Δπακαδζάθοζδ ζε 25 ml απμζηεζνςιέκμ Ζ2Ο ηαζ θοβμηέκηνζζδ ζημοξ 4
o
C. 

4. Δπακαδζάθοζδ ζε 1 ml 10 mM LiOAc (Ολζηυ Λίεζμ), ζημκ πάβμ. 

5. Μεηαθμνά ζε eppendorf. 

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

7. Δπακαδζάθοζδ ζε 100 mM LiOAc Σεθζηυξ υβημξ=500 ιl 

(ηφηηανα+δζάθοια). 

8. Μμίναζια ζε 5 eppendorfs (100 ιl). 

9. ΢φκημιδ θοβμηέκηνζζδ (4-5 sec). 

10. Δπακαδζάθοζδ ζγήιαημξ ζε: 

a. 240 ιl PEG(4000) 50%,  

b. 36 ιl 1M LiOAc, 

c. 10 ιl carrier DNA (10 ιg/ιl), 

d. 74 ιl H2O+DNA (0.1-1 ιg). 

11. Vortex 1 min. 

12. Δπχαζδ ζημοξ 30
o
C βζα 30 min. 

13. Δπχαζδ ζημοξ 42
o
C βζα 15 min. 

14. Φοβηέκηνζζδ ζηζξ 2.000 rpm βζα 1 min. 

15. Πνμζεήηδ 200 ιl απμζηεζνςιέκμο Ζ2Ο ηαζ ήπζα επακαδζάθοζδ. 
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16. Σμπμεέηδζδ επί ηαηάθθδθμο ζηενεμφ ενεπηζημφ ιέζμο ζε ηνοαθία petri  

 

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

απνηειεζκάησλ. 

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

ηαζ εενιαίκεηαζ ιέπνζ αναζιυ ημο πδηηχιαημξ. Αθμο ανάζεζ ημ δζάθοια 

ιαξ πνμζεέημοιε 2,5 ιl gel red ηαζ ακαηζκμφιε . 

2. Ύζηενα ημπμεεηείηαζ ζημ θμοηνυ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ ημπμεεηείηαζ μ 

ηαηάθθδθμξ applicator βζα ηδκ δζάκμζλδ ιζηνχκ μπχκ-πδβαδζχκ επάκς ζημ 

gel αβανυγδξ.  Αθμφ ζηενεμπμζδεεί ημ πήηηςιά ιαξ ημηε είκαζ έημζιμ βζα 

πνήζδ. 

3. Σμπμεεηείηαζ ιζηνή πμζυηδηα δείβιαημξ μνμφ (10 ιl), ζηα μπμία έπεζ 

πνμζηεεεί δ πνςζηζηή μοζία, ζε ηάεε μπή ημο πδηηχιαημξ αθμφ πνχηα 

βίκεζ απυποζδ 1xTAE ιέπνζ κα ηαθοθεεί ημ gel . Ακηίζημζπα ημπμεεηείηαζ 

ηαζ μ ιάνηοναξ.  

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

δθεηηνμθυνδζδξ οπυ ζηαεενή έκηαζδ νεφιαημξ πενίπμο 60 mA. 

5. Έπεζηα απμ 30 θεπηά ηαηα ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ αθαζνείηαζ 

ημ πήηηςια ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημ ακηίζημζπμ ιδπάκδια ημ μπμίμ εηπέιπεζ 

UV αηηζκμαμθία ηαζ ιαξ δίκεζ ηα ηεθζηά απμηεθέζιαηα δδθαδή ημκ 

πνμζδζμνζζιυ ημο ιεβέεμοξ ηςκ δεζβιάηςκ πμο οπμθμβίγεηαζ ιε ζφβηνζζδ 

ημο ζοκηεθεζηή επζανάδοκζδξ αοημφ ζε ζπέζδ ιε ηςκ ηιδιάηςκ DNA ημο 

ιάνηονα. 

 

3.2.9 Μεηαθνξά απνηθίσλ κε ηελ δηαδηθαζία replica. 

΢ημ ηνζαθίμ LB-U φζηενα απμ ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ ααηηδνζαηχκ 

ηοηηάνςκ, θμβς ηδκ ιδ ακάπηολδ δζαοβχκ απμζηζχκ, πνεζάζηδηε κα  βίκεζ 

ακηζβναθή ζε ηνοαθίμ SC+U+5FOA ιε ηδκ πνήζδ εκυξ ηεηνάβςκμο ημιιαηίμο 

οθάζιαημξ απμ αεθμφδμ. 
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Σμ ημιιάηζ οθάζιαημξ, ημπμεεηήεδηε ζηδκ επζθάκεζα ιε ηδκ ακαπηοβιέκδ πενζμπή 

(πζάημ LB-U), ηαζ ηαηεοεείακ εθανιυζηδηε πάκς ζημ ηνοαθίμ, ζηδκ πενζυπδ υπμο 

οπήνπε ενεπηζηυ οθζηυ (πζάημ SC+U+5FOA). 

3.2.10 Γεκηνπξγία stock ζε θαιιηέξγεηεο δύκεο θαη βαθηεξίσλ 

΢ε έκα eppendorf βίκεηαζ πνμζεήηδ 800 ιl απυ ηδκ ηαθθζένβεζα γφιδξ ή 

ααηηδνίςκ ηαζ 200 ιl βθοηενυθδξ. Αημθμοεεί ακάδεοζδ ιε vortex ηαζ θφθαλδ 

ζημοξ -80μC.Ζ παναπάκς δζαδζηαζίεξ  πναβιαημπμζήεδηακ οπμ αζδπηζηέξ 

ζοκεήηεξ.  

 

3.3 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο 

3.3.1 Έιεγρνο θαζαξόηεηαο αλεπηπγκέλσλ θαιιηεξγεηώλ  

Με ηδκ πνήζδ ιζηνμζηυπζμφ ιπμνμφιε κα δζαπζζηχζμοιε ηδκ ηαεανυηδηα 

ηςκ ακεπηοβιέκςκ ηαθθζενβεζχκ. Τπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ θαιαάκεηαζ ιζα ιζηνή 

πμζυηδηα ηαθθζένβεζαξ ηαζ εθέβπεηαζ ιε ημ ιζηνμζηυπζμ. Αοηυ πμο επζεοιμφιε κα 

δζαηνίκμοιε ζημ ιζηνμζηυπζμ είκαζ ιζηνή ακάπηολδ, δδθαδή ιεηνήζζιςκ  ανζειχκ 

ηοηηάνςκ ηαεχξ ηαζ ηδκ φπανλδ ηδξ επζεοιδηήξ γφιδξ ηαζ μπζ άθθςκ 

ιζηνμμνβακζζιχκ.  

3.3.2 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο γιπθόδεο 

Ζ θήρδ ηςκ ηαιποθχκ ακάπηολδξ πανμοζία δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ 

βθοηυγδξ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο μνβάκμο ELIZA READER. 

Σμ ζοβηεηνζιέκμ υνβακμ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα πανέπεζ ζοκεπή ακάδεοζδ 

οπυ ζηαεενή εενιμηναζία ηαζ κα θαιαάκεζ ιεηνήζεζξ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ 

ζημ επζεοιδηυ ιήημξ ηφιαημξ (600nm) ζε ηάηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα.  

Τβνά ενεπηζηά οθζηά δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ βθοηυγδξ 

παναζηεοάζηδηακ (2%w/v, 5%w/v, 10%w/v, 12%w/v, 15%w/v), ειαμθζάζηδηακ 
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ιε ίδζμ ανζειυ ηοηηάνςκ ηαζ 100ιl αοηχκ, ημπμεεηήεδηακ εζξ δζπθμφκ ζηδκ πθάηα 

πμθοζηονεκίμο 96 εέζεςκ. 

3.3.3 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο 

αηζαλόιεο 

Γζα ηδκ ηάεε ζοβηέκηνςζδ αζεακυθδξ πμο ελεηάζηδηε, πνδζζιμπμζείηαζ 

ενεπηζηυ οθζηυ, yep ηαζ απυθοηδ αζεακυθδ. Οζ ζοβηεκηνχζεζξ υπμο οπεαθήεδζακ 

ηα ηφηηανα κα ακαπηοπεμφκ, είκαζ μζ ελήξ : 3%v/v, 6%v/v, 9%v/v, 12%v/v . 

Ζ δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζείηαζ είκαζ δ ελήξ : 

΢ε ηςκζηέξ θζάθεξ ηςκ 100ml ημπμεεηείηαζ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθυνςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ αζεακυθδξ. Οζ ηςκζηέξ ειαμθζάγμκηαζ ιε ηαηάθθδθδ πμζυηδηα ηςκ 

ζηεθεπχκ ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 30
0
C οπυ ακάδεοζδ. Πνμηεζιέκμο κα ηαηαβναθεί 

δ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πάνμδμ ημο πνυκμο θαιαάκεηαζ ηαζ ηαηαβνάθεηαζ 

ακά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα ιέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600nm. 

Γζα ημκ ειαμθζαζιυ πνδζζιμπμζμφκηαζ ηφηηανα αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ηαζ 

ηφηηανα πμο θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser532Ala ηδξ πνςηεΐκδξ msn4 (W303-

1a_MSN4_Ser532Ala). 
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4.ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

Πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ Ser532Ala ζηδκ 

msn4 πνςηεΐκδ, απαζηείηαζ δ ηνμπμπμίδζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδίμο MSN4 

ηνμπμζχκηαξ ηδκ ηνζπθέηα πμο ακηζζημζπεί ζημ αιζκμλφ Ser532Ala. 

 

4.1 Δηζαγσγή κεηάιιαμεο 

4.1.1 1
ε
 κέζνδνο- κέζνδνο “Megaprimer” 

Ανπζηά έβζκε πνμζπάεεζα εζζαβςβήξ ηδξ εκ θυβς ιεηάθθαλδξ ιε ηδκ ιέεμδμ 

ημο Mega-Primer. Υνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ ημ πθαζιίδζμ pUC19-MSN4 ζημ 

μπμίμ ανίζηεηαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ αβνίμο ηφπμο βμκίδζμ MSN4 ηαζ εθανιυζηδηε 

PCR πνδζζιμπμζχκηαξ ημοξ ηαηάθθδθμοξ εηηζκδηέξ ιε ζημπυ ηδκ δδιζμονβία εκυξ 

ιζηνυξ ηιήιαημξ ημ μπμίμ εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Μζα εκδεζηηζηή 

PCR1 ηαζ ημ ακηίζημζπμ πνυβναιια πμο ηέεδηε  ανίζηεηαζ ζημοξ παναηάης 

πζκαηεξ. 

 

Πίλαθαο 4.1 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR1  

pUC19- MSN4 for PCR 2ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

Primer MSN4-Ser-532-Ala-F 1ιl 

Primer BamHI- MSN4- R 1ιl 

H2O  6ιl 

΢φκμθμ 20ιl 

 

Πνυβναιια βζα PCR1 :  

1. 95      3min 

2. 98     20sec 

3. 58     15sec 

4. 72     1min30sec        Βήια 2, #30 
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5. 72     5min 

6. 4       ∞ 

΢ηυπμξ ηδξ 1δξ PCR είκαζ κα παναπεεί έκα εναφζια ιε ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ πμο εζζάβεηαζ, πνδζζιμπμζχκηαξ έκακ απυ ημοξ πθεονζημφξ εηηζκδηέξ 

reverse primer (BamHI-MSN4-R) ηαζ έκακ απυ ημκ ιεηαθθαβιέκμ εηηζκδηή  

forward primer (MSN4_Ser-532-Ala-F). 

Ζ ηνζπθέηα πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλφ ζενίκδ 532 είκαζ δ TCA. Ο 

εηηζκδηήξ MSN4-Ser-532-Ala έπεζ ζπεδζαζηεί έηζζ χζηε κα επζηοβπάκεηαζ δ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ ηνζπθέηαξ πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλφ ζενίκδ, ζηδκ ηνζπθέηα 

πμο ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλφ αθακίκδ GCA. 

Σμ πνμσυκ ηδξ PCR1 είκαζ έκα ιζηνυ ηιήια DNA ιεβέεμοξ ~300 γεφβδ 

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

δθεηηνμθυνδζδ ημο δείβιαημξ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%, χζηε κα εθεβπεεί δ 

επζηοπία ηδξ PCR1 (εζη. 4.1). 

 

Δηθόλα 4.1 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR1 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR1. 

 

Αημθμφεδζε μ ηαεανζζιυξ  ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR1 ιε ηδ πνήζδ ημο 

Νucleospin PCR cleanup gel extraction kit ηαζ εθέβπεδηε δ ηαεανυηδηά ημο ιε κέα 

δθεηηνμθυνδζδ. 



50 

 

΢ηδ ζοκέπεζα, πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ηιήια DNA πμο πνμέηορε, απυ ηδκ 

πνχηδ PCR, ςξ ημκ έκακ εηηζκδηή <<megaprimer>> έβζκε πνμζπάεεζα θήρδξ 

μθυηθδνμο ημο βμκζδίμο MSN4.  

  Έηζζ θμζπυκ, βζα ηδ δεφηενδ PCR πνδζζιμπμζμφιε πάθζ ςξ εηιαβείμ ημ 

πθαζιίδζμ pUC19- MSN4 υπμο ανίζηεηαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ αβνίμο ηφπμο βμκίδζμ 

MSN4 ηαζ εθανιυγμοιε PCR πνδζζιμπμζχκηαξ 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 

΢φκμθμ 20ιl 

 

Πνυβναιια PCR2 : 

1. 98      3min 

2. 98     20sec 

3. 58     15sec 

4. 72     1min30sec     Βήια 2, #25 

5. 72     5min 

6. 4       ∞ 
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Σμ πνμσυκ ηδξ PCR2 είκαζ έκα ηιήια DNA ιεβέεμοξ ~1900 γεφβδ αάζεςκ 

ημ μπμίμ εα θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ ηαζ ακηζζημζπεί ζε υθμ ημ βμκίδζμ 

MSN4. 

Πανυθμ πμο έβζκακ πμθθέξ πνμζπάεeζεξ δμηζιάγμκηαξ δζαθμνεηζηέξ ηάεε 

θμνά ζοβηεκηνχζεζξ εηιαβείμο, εηηζκδηχκ, ηαεχξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ 

(εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ, πνυκμζ οανζδμπμίδζδξ, πνυκμζ επζιήηοκζδξ), δεκ 

ηαηέζηεζ δοκαηή δ θήρδ ημο επζεοιδημφ πνμσυκημξ ηδξ PCR2. ΢ηδκ Δζη.4.2, 4.3 

πανμοζζάγεηαζ εκδεζηηζηή εζηυκα δθεηηνμθυνδζδξ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2. 

 

Δηθόλα 4.2 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2 (ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ εενιμηναζίαξ 

οανζδμπμίδζδξ) ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2-6 

ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR2 ιε ηζξ αηυθμοεεξ εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ ( 53, 54, 55, 56, 57) 

. 

 

Δηθόλα 4.3 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2 (ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ εενιμηναζίαξ 

οανζδμπμίδζδξ) ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2,3 

ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR2 ιε ηζξ αηυθμοεεξ εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ ( 58, 59) . 
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4.1.2 2
ε
 κέζνδνο- κέζνδνο ησλ ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR 

Λυβς απμηοπίαξ ηδξ δδιζμονβίαξ ημο ιεηαθθαβιέκμο MSN4 ιε ηδ ιέεμδμ 

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

δζαδμπζηχκ PCR. ΢ε αοηή ηδ πενίπηςζδ δ ιεεμδμθμβία θήρδξ ηδξ πνχηδξ PCR 

ηαεχξ ηαζ ημ πνμσυκ ηδξ παναιέκεζ ςξ έπεζ (πίκαηαξ 4.1). H δεφηενδ PCR βίκεηαζ 

πνδζζιμπμζχκηαξ 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-532-Ala-R ημ μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. 

Ωξ ειπνυζεζμξ εηηζκδηήξ (forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ 

MSN4_Egfd_F ημ μπμίμ οανζδμπμζείηαζ ζηδκ ανπή ημο βμκζδίμο ζηυπμο ηαζ θένεζ 

ακμδζηά ζημ 5΄άηνμ ημο ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ απυ 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_Egfd_Forward 1ιl 

Primer MSN4_Ser532Ala_Reverse 1ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

΢φκμθμ: 20ιl 

 

Πνυβναιια 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 απυ ηδκ παναπάκς δζαδζηαζία είκαζ δ δδιζμονβία εκυξ 

δεφηενμο ηιήιαημξ ιεβέεμοξ ~1600 γεοβχκ αάζεςκ, ημο οπμθμίπμο, ηδξ MSN4 ημ 

μπμίμ επίζδξ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. 

Ζ επζηοπία ηδξ θήρδξ ημο ζοβηεηνζιέκμο ηιήιαημξ εθέβπεδηε ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%, (εζη. 4.4). 

 

Δηθόλα 4.4 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδκ εέζδ 2,3  ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR2. 

Αημθμφεδζε μ ηαεανζζιυξ ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR2 ιε ηδ 

πνήζδ ημο Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit ηαζ εθέβπεδηε δ ηαεανυηδηά 

ημο ιε κέα δθεηηνμθυνδζδ (εζη. 4.5). 

 

Δηθόλα 4.5 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδκ εέζδ 2,3  ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR2 φζηενα ημο ηαεανζζιμφ. 
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Πνμηεζιέκμο κα θδθεεί μθυηθδνμ ημ βμκίδζμ ηδξ MSN4 ημ μπμίμ κα θένεζ 

ηδ ιεηάθθαλδ Ser532Ala, (MSN4-Ser532Ala) εθανιυζηδηε ηνίηδ PCR 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσυκηα ηδξ πνχηδξ ηαζ ηδξ δεφηενδξ PCR. Ζ 

ηνίηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσυκηα ηδξ πνχηδξ ηαζ ηδξ 

δεφηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμφκηαζ μζ πνμακαθενεέκηεξ πμο θένμοκ 

εέζεζξ ακαβκχνζζδξ πενζμνζζηζηχκ εκδμκμοηθεαζχκ.  

Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ MSN4_Egfd_F ηαζ MSN4-R μζ μπμίμζ 

οανζδμπμζμφκηαζ ζηα άηνα ημο βμκζδίμο ηδξ MSN4 ηαζ θένμοκ εέζεζξ ακαβκχνζζδξ 

ηςκ ακηίζημζπςκ πενζμνζζηζηχκ εκδμκμοηθεαζχκ (πίκαηαξ 4.4).  

 

Πίλαθαο 4.4 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR3 

DNA 1 (πνμζυκ PCR1) 1ιl 

DNA 2 (πνμζυκ PCR2) 1ιl 

Primer MSN4_Reverse 1ιl 

Primer MSN4_Egfd_Forward 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

΢φκμθμ: 20ιl 

 

Πνυβναιια PCR3: 

1. 95       3min 

2. 98      10sec 

3. 60      10sec 

4. 72      2min 

5. 98      10sec 

6. 60      10sec 

7. 72      2min    Βήια 5, #4 

8. 98      10sec 

9. 64      10sec 
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10. 72    2min   Βήια 8, #25 

11. 72    5min 

12. 4      ∞ 

 

*Οζ primers δεκ πνμζηίεεκηαζ απυ ηδκ ανπή, αθθά ιεηά ημ πέναξ ημο αήιαημξ 7 ζημ ηέθμξ 

ημο πέιπημο ηφηθμο ςξ primersmix. 

 

΢ηδκ 3
δ
 PCR ζοκηίεεηαζ ημ MSN4 θένμκηαξ ηδκ ιεηάθθαλδ Ser_532_Ala. 

Σμ πνμσυκ ηδξ PCR3 δθεηηνμθμνείηαζ ζε πήηηςια αβανυγδξ πνμηεζιέκμο κα θακεί 

δ μνευηδηά ημο αθμφ ακαιέκεηαζ ημ ιεβεευξ ημο κα είκαζ ~1900bp (Δζη. 4.6). 

 

Δηθόλα 4.6 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR3 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδκ εέζδ 2  ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR3. 

Αημθμφεδζε ηαεανζζιυξ  ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR3 ιε ηδ πνήζδ 

ημο Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit ηαζ δθεηηνμθυνδζδ ημο 

ηαεανζζιέκμο πθέμκ βμκζδίμο MSN4-Ser532Ala πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ 

ηαεανυηδηα ημο.  

Ζ αηεναζυηδηα ηςκ πνμσυκηςκ εθέβπεδηε πςνίξ υιςξ κα πάνμοιε ημ 

επζεοιδηυ απμηέθεζια.  
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Πανυθμ πμο έβζκακ πμθθέξ πνμζπάεζεξ δμηζιάγμκηαξ δζαθμνεηζηέξ ηάεε 

θμνά ζοβηεκηνχζεζξ εηιαβείμο, εηηζκδηχκ, ηαεχξ ηαζ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ 

(εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζδξ, πνυκμζ οανζδμπμίδζδξ, πνυκμζ επζιήηοκζδξ), δεκ 

ηαηέζηεζ δοκαηή δ θήρδ ημο επζεοιδημφ πνμσυκημξ ηδξ PCR3. ΢ηδκ Δζη.4.6 

πανμοζζάγεηαζ δ εκδεζηηζηή εζηυκα δθεηηνμθυνδζδξ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR3. 

 

4.1.3 3
ε
 κέζνδνο- πεςε κε ην έλδπκν DpnI. 

Αθμφ έβζκακ πνμζπάεεζεξ ηαηαζηεοήξ ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο ιε ηδκ 

ιέεμδμ ημο Mέβα-εηηζκδηή ηαζ ηςκ ηνζχκ δζαδμπζηχκ PCR αθθά πςνίξ κα 

επζηεοπεμφκ 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 πθαζιζδίμο pUC19_MSN4_532 ιε PCR. 

Xνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ εηηζκδηέξ μζ MSN4_532_F ηαζ MSN4_532_R (πίκαηαξ 4.5). 

Σμ πνμσυκ ηδξ PCR ακαιέκεηαζ κα έπεζ ιέβεεμξ ~4200bp. 

Πίλαθαο 4.5 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ PCR 

pUC19_MSN4 4ιl 

Primer MSN4_532_F 1ιl 

Primer MSN4_532_R 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 4ιl 

΢φκμθμ : 20ιl 

 

Πνυβναιια PCR : 

1. 95    3min 

2. 98   15sec 

3. 64   10sec 

4. 72   2min15sec,      Βήια 2, #25 
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5. 72   4min 

6. 4    ∞ 

 

Σμ πνμσυκ ηδξ PCR δθεηηνμθμνείηαζ ζε gel αβανυγδξ 1%, πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί 

δ επζηοπία ηδξ PCR.   

 

Δηθόλα 4.7 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 

ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2 ημ πνμζυκ ηδξ PCR. 

 

 

΢ρήκα 4.1 : Πθαζιζδζαηυξ πάνηδξ ημο pUC-19_MSN4 ηαζ μζ εέζεζξ πέρδξ ημο εκγφιμο DpnI. 
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Απυ ημ πνμζυκ αοηυ ηδξ PCR 15ιl εα οπμαθδεμφκ ζε πέρδ ιε ημ έκγοιμ DpnI 

(πίκαηαξ 4.6).  

 

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

DpnI. Δπχαζδ ζημοξ 37
 o
C βζα 1 h. 

Πνμζυκ PCR  15ιl 

DpnI  1ιl 

΢ημ εηιαβείμ πμο πνδζζιμπμζμφιε pUC19_MSN4 οπάνπμοκ ηάπμζεξ DpnI 

εέζεζξ ζηζξ μπμίεξ οπάνπμοκ ιεεοθζχζεζξ δζυηζ ημ πθαζιίδζμ αοηυ έπεζ απμιμκςεεί 

απμ ααηηήνζα. Σμ πνμσυκ ηδξ παναπάκς PCR πανυθμ πμο θένεζ αηνζαχξ ηζξ ίδζεξ 

εέζεζξ δνάζδξ ημο εκγφιμο DpnI δεκ οπάνπμοκ ιεεοθζχζεζξ δζυηζ ηαηά ηδκ PCR 

δεκ ζοιααίκμοκ ιεεοθζχζεζξ.  

Ζ DpnI δνά ιυκμ ζε ιεεοθζςιέκμ DNA εκχ ημ αιεεοθίςημ ιέκεζ ακέπαθμ. 

Σμ απμηέθεζια εζκαζ ημ εηιαβείμ DNA πμο δεκ θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ κα 

ηαηαζηναθεί εκχ ημ πνμζυκ πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ κα αθήκεηαζ ακέπαθμ δυηζ 

δεκ εζκαζ ιεεοθζςιέκμ. 

Ζ αηεναζυηδηα ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ πέρδξ εθέβπεδηε ιε ηδκ δθεηηνμθυνδζή 

ημοξ ζε πήηηςια αβανυγδξ (εζηυκα 4.8). 
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Δηθόλα 4.8 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ 

ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2  ημ πθαζιίδζμ pUC19-MSN4 ηαζ ζηδκ εέζδ 2 ημ πνμζυκ ηδξ PCR φζηενα 

απυ πέρδ. 

 

Αημθμφεδζε ιεηαζπδιαηζζιυξ competent ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ 2 ιl ημο 

πνμσυκημξ ηδξ ακηίδναζδξ ηαζ αημθμφεδζε ημπμεέηδζδ αοηχκ ζε ενεπηζηυ ιέζμ 

LB πανμοζία ημο ακηζαζμηζημφ αιπζηζθθίκδ (100 ιg/ml)  βζα κα επζηεοπεεί 

δζαπςνζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ 

pUC19_MSN4_Ser_532_Ala  απυ εηείκα πμο δεκ ιεηαζπδιαηίζηδηακ. Ο 

ιεηαζπδιαηζζιυξ έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ έκα δείβια control εηιαβείμο ηαζ ηδκ 

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

ιεηαζπδιαηζζιυ.  

 

Πίλαθαο 4.7 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ δδιζμονβία δείβιαημξ control (εηιαβείμο + DpnI) ηαζ 

επχαζδ βζα 2χνεξ ζημοξ 37. 

pUC19_MSN4 1ιl 

DpnI 1ιl 

CutSmart Buffer 2ιl 

H2O 16ιl 

΢φκμθμ : 20ιl 
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Μζηνυξ ανζειυξ άζπνςκ απμζηζχκ πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ημκ ειαμθζαζιυ 

οβνμφ ενεπηζημφ ιέζμο LB ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 37 μC οπυ ακάδεοζδ. Σδκ 

επυιεκδ διένα αημθμοεεί δ απμιυκςζδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA απυ ηζξ οβνέξ 

ηαθθζένβεζεξ ιε ηδ ιέεμδμ αναζιμφ. 

Ύζηενα πνεζάζηδηε κα βίκεζ πμθθαπθαζζαζιυξ 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 χζηε κα ηαηαζηεί δοκαηή δ εζζαβςβή ημο 

ζημ βεκμιζηυ DNA ηδξ γφιδξ ιέζς ημο μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ, έθααε πχνα 

ιζα αηυια ακηίδναζδ PCR. Ωξ εηιαβείμ πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ 

pUC19_MSN4_532 ηαζ ςξ εηηζκδηέξ μζ MSN4-Egfd-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 βεκμιζηυ DNA ηδξ γφιδξ (αβνίμο ηφπμο). 

 

 Πίλαθαο 4.8 : Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο βμκζδίμο 

MSN4 πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ. 

DNA (pUC19_MSN4_532) 2ιl 

Primer MSN4_Egfd_F 1ιl 

Primer MSN4_R 1ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 10ιl 

H2O 6ιl 

΢φκμθμ : 20ιl 

 

Πνυβναιια PCR :  

1. 95    3min 

2. 98   10sec 

3. 56   10sec 

4. 72   1min20sec,      Βήια 2, #25 

5. 72   5min 

6. 4    ∞ 
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Αημθμφεδζε ηαεανζζιυξ ημο ιείβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR ιε ηδ πνήζδ 

ημο Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit ηαζ δθεηηνμθυνδζδ ημο 

ηαεανζζιέκμο πθέμκ βμκζδίμο MSN4-Ser532Ala πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ 

ηαεανυηδηα ημο.  

 

 

΢ρήκα 4.2 : Πθαζιζδζαηυξ πάνηδξ ημο pUC-19_MSN4 ιε ηδκ ιεηάθθαλδ Ser532Ala. 

 

Δηθόλα 4.9 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ 

ιάνηοναξ ζηδκ εέζδ 2, 3 ημ ηαεανυ πνμζυκ ηδξ PCR.  

 

Σμ πνμζυκ αοημ εα πνδζζιμπμζδεεί βζα ιεηαζπδιαηζζιυ ζηα ηφηηανα γφιδξ 

ςζηε κα πνμηφρεζ ημ ζηέθεπμξ W303-1a ιε ηδκ ιεηάθθαλδ Ser_532_Ala ηδξ 

πνςηείκδξ msn4. 
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4.2 Απαινηθή MSN4 αγξίνπ ηύπνπ από θύηηαξα δύκεο. 

Ζ ιεεμδμθμβία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ ακηζηαηάζηαζδ εκυξ βμκζδίμο ζημ 

βεκμιζηυ DNA ηδξ γφιδξ απαζηεί ηδκ ηέθεζδ δομ δζαδμπζηχκ ιεηαζπδιαηζζιχκ ηαζ 

μιυθμβςκ ακαζοκδοαζιχκ. Καηά ημκ πνχημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηα ηφηηανα γφιδξ 

ημο ζηεθέπμοξ W303-1a, ηα μπμία δεκ έπμοκ θεζημονβζηυ βμκίδζμ URA3, 

ιεηαζπδιαηίγμκηαζ ιε αβνίμο ηφπμο βμκίδζμ URA3 ημ μπμίμ θένεζ ακμδζηά ηαζ 

ηαεμδζηά αθθδθμοπίεξ υιμζεξ ιε αοηέξ πμο οπάνπμοκ ζηα ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά 

ημο βμκζδίμο πμο επζεοιείηαζ δ απμιάηνοκζή ημο (URA3_MSN4). Απαζηείηαζ 

θμζπυκ δ εκίζποζδ ημο αβνίμο ηφπμο βμκζδίμο URA3 ιε ηδκ πνήζδ ηςκ 

ηαηάθθδθςκ εηηζκδηχκ (Πίκ. 4.9). Ωξ εηιαβείμ πνδζζιμπμζείηαζ ημ πθαζιίδζμ 

pUC19-URA3. Σμ πνμσυκ ηδξ PCR εθέβπεδηε βζα ηδκ μνευηδηα ημο ιε 

δθέηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%, απμιμκχεδηε δ πενζμπή ημο 

πδηηχιαημξ υπμο εκημπίγεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR ηαζ ηαεανίζηδηε ιε ημ 

Nucleospin pcr clean up gel extraction kit ηαζ δθεηηνμθμνήεδηε λακά βζα ημκ 

έθεβπμ ηδξ ηαεανυηδηάξ ημο (Δζη. 4.10).  

΢οκεήηεξ PCR URA3: 

1. 95
o
C  3 min 

2. 95
o
C  20 sec 

3. 58
o
C  15 sec 

4. 72
o
C  1 min   αήια 2, #30 θμνέξ 

5. 72
o
C  5 min 

6. 4
o
C  ∞ 
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Πίλαθαο 4.9 : Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR URA3: 

Genomic DNA απυ ζηέθεπμξ ιε θεζημονβζηυ 

ημ URA3 βμκίδζμ 

3 ιl 

Primer MSN4_URA3_Forward (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

Primer MSN4_URA3_Reverse (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 19 ιl 

΢φκμθμ: 50 ιl 

 

 

Δηθόλα 4.10 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR URA3 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ΢ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηζξ εέζεζξ 2 έςξ 4 ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR URA3 

πςνζζιέκμ ζε ηνία ίζα ιένδ. 
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Δηθόλα 4.11 : Ζθεηηνμθυνδζδ ημο ηαεανμφ πνμσυκημξ ηδξ PCR URA3 ζε πήηηςια αβανυγδξ 

1%. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ ηαεανυ πνμσυκ ηδξ PCR 

URA3.  

 

Σμ ηαεανζζιέκμ πθέμκ βμκίδζμ URA3_MSN4 πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηοηηάνςκ γφιδξ W303-1a. Σα ηφηηανα πμο οπεαθήεδζακ ζηδκ 

δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ, ανπζηά ακαπηφπεδηακ επί πενζμνζζηζημφ 

ενεπηζημφ ιέζμο απυ ημ μπμίμ απμοζίαγε ημ αιζκμλφ μοναηίθδ (Synthetic 

Complete – Uracil (SC-U)) ζε εενιμηναζία 30 
0
C. Σα ηφηηανα πμο ακαπηφπεδηακ 

επί ημο πενζμνζζηζημφ ενεπηζημφ ιέζμο πζεακυκ κα είκαζ αοηά πμο έπεζ βίκεζ δ 

ακηζηαηάζηαζδ ημο αβνίμο ηφπμο MSN4 απυ ημ URA3. 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ επζηοπία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ημο 

μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ απμζηίεξ απυ ημ ζηενευ ενεπηζηυ ιέζμ 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ ειαμθζαζιυ οβνμφ ενεπηζημφ ιέζμο SC-U ηαζ 

επςάζηδηακ ζημοξ 30 
μ
C οπυ ακάδεοζδ. Απυ ηζξ ηαθθζένβεζεξ αοηέξ έβζκε 

απμιυκςζδ ημο βεκμιζημφ DNA ιε ηδ ιέεμδμ απμιυκςζδξ βεκμιζημφ DNA απυ 

ηφηηανα γφιδξ. Ο έθεβπμξ ηδξ επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ έβζκε ζηα δείβιαηα 

DNA πμο απμιμκχεδηακ, ιέζς δομ ακηζδνάζεςκ PCR, πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ Taq 

polymerase, υπςξ έπεζ πενζβναθεί ζηζξ πεζναιαηζηέξ ιεευδμοξ. Ωξ εηηζκδηέξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πνχηδ PCR μζ PstI_MSN2_Forward ηαζ 

BamHI_MSN2_Reverse ηαζ ζηδ δεφηενδ μζ PstI_MSN4_Forward ηαζ 
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BamHI_MSN4_Reverse. Καηά ηδκ δεφηενδ PCR ακαιέκεηαζ κα ειθακίζμοκ πνμσυκ 

υθα ηα δείβιαηα ζε ιέβεεμξ ~1900bp, ηαζ ιε αοηυ ημκ ηνυπμ πζζημπμζείηαζ δ 

επζηοπήξ απμιυκςζδ ημο βεκμιζημφ DNA απυ ηα ηφηηανα γφιδξ, εκχ ηαηά ηδκ 

πνχηδ PCR ακαιέκεηαζ κα ειθακίζεζ πνμσυκ ιυκμ ημ δείβια W303-1a ημ μπμίμ δεκ 

έπεζ οπμζηεί ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ ιάνηοναξ υηζ επζηεθέζηδηε 

ζςζηά δ PCR. Ζ απμοζία πνμσυκημξ απυ ηα πνμξ ελέηαζδ δείβιαηα οπμδδθχκεζ 

ηδκ απμοζία ημο MSN4 βμκζδίμο άνα ηδκ επζηοπία ηδξ δζαβναθήξ ημο. Ο νυθμξ ηδξ 

δεφηενδξ PCR είκαζ κα ελαζθαθίζεζ υηζ απυ ηα πνμξ ελέηαζδ δείβιαηα έβζκε ζςζηά 

δ απμιυκςζδ ημο βεκμιζημφ DNA. Σα απμηεθέζιαηα βίκμκηαζ ειθακή ζηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ ζε gel αβανυγδξ. Σα ηφηηανα απυ ηα μπμία έπεζ απαθδθεεί ημ 

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

 

Δηθόλα 4.12 : Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ιε Taq polymerase, ιε MSN2 εηηζκδηέξ, βζα ημκ 

έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1
μο

 ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. Απυ ηα ανζζηενά πνμξ ηα δελζά 

έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 2

μ
 δείβια βεκμιζημφ 

DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 3
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 4

μ
 δείβια 

βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 5
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 

ιάνηοναξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ DNA γφιδξ W303-1a). 
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Δηθόλα 4.13 : Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ιε Taq polymerase, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, βζα ημκ 

έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1
μο

 ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. Απυ ηα ανζζηενά πνμξ ηα δελζά 

έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 2

μ
 δείβια βεκμιζημφ 

DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 3
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 4

μ
 δείβια 

βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 5
μ
 δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 

ιάνηοναξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο ηφπμο). 

 

Καηά ημ δεφηενμ ιεηαζπδιαηζζιυ ηοηηάνςκ γφιδξ πμο αημθμοεεί, πμο έπεζ 

ςξ ηεθζηυ απμηέθεζια ηδκ εζζαβςβή ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο MSN4-Ser-532-

Ala ζηδ γφιδ, δ δζαδζηαζία είκαζ αηνζαχξ δ ίδζα ιε ημκ πνχημ ιεηαζπδιαηζζιυ, 

ιυκμ πμο ζακ DNA αοηή ηδ θμνά πνδζζιμπμζείηαζ ημ MSN4_Ser532Ala ηαζ ημ 

ζηενευ ενεπηζηυ ιέζμ υπμο βίκεηαζ δ επίζηνςζδ είκαζ ημ SC+URA+5-FOA. Ζ 

επχαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30 
μ
C. Αθμφ δ ακάπηολδ ηςκ απμζηζχκ ηδξ 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ είκαζ επανηήξ ζηα ηνοαθία, βίκεηαζ ιεηαθμνά ηςκ 

απμζηζχκ ηαζ ηαθθζένβεζα αοηχκ ζε οβνυ ενεπηζηυ ιέζμ SC+URA+5-FOA. Ζ 

επχαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30 
μ
C οπυ ακάδεοζδ. Απυ ηζξ ηαθθζένβεζεξ αοηέξ βίκεηαζ 

απμιυκςζδ ημο βεκμιζημφ DNA ημοξ ιε ηδ ιέεμδμ απμιυκςζδξ βεκμιζημφ DNA 

απυ ηφηηανα γφιδξ. Ο έθεβπμξ ηδξ επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ αοημφ βίκεηαζ 

ζηα δείβιαηα DNA πμο απμιμκχεδηακ ιε ημκ ίδζμ αηνζαχξ ηνυπμ πμο εθέβπεδηε 

ηαζ δ επζηοπία ημο πνχημο ιεηαζπδιαηζζιμφ. Σα απμηεθέζιαηα βίκμκηαζ ειθακή 

ζηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε gel αβανυγδξ (Δη. 4.14). ΢ε αοηή ηδκ PCR ακαιέκεηαζ κα 

ειθακίζμοκ πνμσυκ ιυκμ ημ δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο ηφπμο) 

πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ MSN4 ηαζ ηα δείβιαηα εθέβπμο, ζηα μπμία έπεζ πεηφπεζ μ 
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μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ ηαζ δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ URA3 πθέμκ, αθθά ημ 

βμκίδζμ MSN4_Ser532Ala. Σμ ιυκμ δείβια πμο δεκ ειθακίγεζ πνμσυκ ζηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ είκαζ αοηυ πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN4 

εκηυξ ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ γφιδξ (Δζη. 4.15). Σα δείβιαηα ηα μπμία έπμοκ δεπεεί 

ημ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ MSN4_Ser532Ala βίκμκηαζ stock ηαζ θοθάζζμκηαζ ζημοξ 

-80μC. 

 

Δηθόλα 4.14 : Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ 

ημο 2μο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο 

ηφπμο (δείβια  εθέβπμο),  ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ 1μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

γφιδξ, ζηδκ εέζδ 3 ανίζηεηαζ 2μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, ζηδκ εεζδ 4 

ανίζηεηαζ 3μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ 
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Δηθόλα 4.15 : Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ 

ημο 2μο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο 

ηφπμο (δείβια  εθέβπμο), ζηδκ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN4 εκηυξ ημο 

βμκζδζχιαημξ ηδξ γφιδξ ηαζ ζηδκ εέζδ 3 ανίζηεηαζ ημ επζηοπέξ βεκμιζηυ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

γφιδξ. 

 

4.3 Μειέηε ηεο ηθαλόηεηαο αλάπηπμεο ζε ζπλζήθεο stress.  

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο 

ζηεθέπμοξ γφιδξ πμο ηαηαζηεοάζηδηε (W303-1a-MSN4_532) ζε ζοκεήηεξ stress, 

επζθέπεδηακ ςξ πανάβμκηεξ ιεθέηδξ δ ορδθή ζοβηέκηνςζδ βθοηυγδξ ηαεχξ ηαζ δ 

πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο ζαηπανμιφηδηα. 

 

4.3.1 Τςειή ζπγθέληξσζε γιπθόδεο 

Μεθεηήεδηε δ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ έκακηζ 

ημο αβνίμο ηφπμο ηαζ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπφθεξ ακάπηολδξ (΢π. 4.3, 4.4). Απυ 

ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ υηζ δ ιεηάθθαλδ Ser532Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ msn4 ημο 

γοιμιφηδηα, δεκ ιεηααάθεζ ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημο ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

θακεάκμοζαξ ηαζ εηεεηζηήξ θάζδξ αθθά παναηδνείηαζ δζαθμνμπμίδζδ ηαηά ημ 

ηέθμξ ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ ηαεχξ ηαζ ζηδκ ζηαηζηή θάζδ ςξ πνμξ ημκ ανζειυ ηςκ 



69 

 

ηοηηάνςκ ιε ημ ιεηαθθαβιέκμ ζηέθεπμξ κα οζηενεί ζημ θοζζμθμβζηυ ενεπηζηυ ιέζμ 

(΢πήια 4.3). 

Ακηίζημζπα ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ιε ορδθυ πμζμζηυ ζοβηέηνςζδξ βθοηυγδξ δεκ 

παναηδνμφιε ηάπμζα ζδιακηζηή δζαθμνμπμίδζδ πένα απυ ημ ηέθμξ ηδξ εηεεηζηήξ 

θάζδξ πμο δζαηνίκεηαζ ιζα εθάπζζηδ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ δφμ ηαιποθχκ (΢πήια 

4.4). 

 

΢ρήκα 4.3 : ηαιπφθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae , αβνίμο ηφπμο ηαζ ιεηαθθαβιέκμο, πανμοζία 

2% w/v βθοηυγδξ. 
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΢ρήκα 4.4 : ηαιπφθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae , αβνίμο ηφπμο ηαζ ιεηαθθαβιέκμο, πανμοζία 

15% w/v βθοηυγδξ. 

 

4.3.2 Παξνπζία αηζαλόιεο 

Μεηά απυ ιεθέηδ πμο έβζκε βζα ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ηςκ 

ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπφθεξ ακάπηολδξ πανμοζία 

αζεακυθδξ. Απυ ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ υηζ δ ιεηάθθαλδ Ser532Ala επί ηδξ 

πνςηεΐκδξ msn4 ημο γοιμιφηδηα ιεηααάθεζ ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημο ζηα 

δζάθμνα επίπεδα ζοβηέκηνςζδξ  αζεακυθδξ. ΢ε παιδθά επίπεδα αζεακυθδξ (3%) δ 

ζοβηεηνζιέκδ ιεηάθθαλδ πανμοζζάγεζ ιζηνυηενδ ακάπηολδ ηαεχξ επίζδξ 

παναηδνείηαζ ηαζ ηαεοζηένδζδ ςξ πνμξ αοηήκ (΢π. 4.5). ΢ε ορδθυηενα επίπεδα 

αζεακυθδξ (6%) επίζδξ δζαηνίκεηαζ ηαεοζηένδζδ ακάπηολδξ αθθά μ ηεθζηυξ 

ανζειυξ ηςκ ακεπηοβιέκςκ ηοηηάνςκ εζκαζ ίδζμξ ιε αοημφ ημο αβνίμο ηφπμο. (΢π. 

4.6). Σέθμξ ζε αηυια πζμ ορδθά επίπεδα αζεακυθδξ (9%) δεκ έπμοιε ακάπηολδ (΢π. 

4.6). 
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΢ρήκα 4.5 : ηαιπφθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae ζε ενεπηζηυ ιέζμ πανμοζία 3% v/v αζεακυθδξ. 

 

 

΢ρήκα 4.6 : ηαιπφθδ ακάπηολδξ ημο S.cerevisiae ζε ενεπηζηυ ιέζμ πανμοζία 6% ηαζ 9% v/v 

αζεακυθδξ. 

 

  

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

0 20 40 60 80 100

Α
6

0
0

n
m

 

Χρόνος (h) 

w303-1a_6% Αιθανόλη 

w303-1a_MSN4_532_6% Αιθανόλη 

w303-1a_9% Αιθανόλη 

w303-1a_MSN4_532_9% Αιθανόλη 



72 

 

5.΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ – ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

Ζ αεθηίςζδ ηδξ απυδμζδξ ηδξ αθημμθζηήξ γφιςζδξ έζκαζ έκα απυ ηα 

ηνίζζια γδηήιαηα πμο αθμνά ηυζμ ημκ ημιέα ηδξ αζμιδπακίαξ ηνμθίιςκ ηαζ πμηχκ, 

υζμ ηαζ ημ ημιέα ηδξ πενζαακημθμβζηήξ δζαπείνδζδξ απμαθήηςκ. Σμ ζοβηεηνζιέκμ 

βεβμκυξ θμζπυκ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ έκαοζια βζα ηδκ δδιζμονβία ηαζ ιεθέηδ 

βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ ζηεθεπχκ ημο γοιμιήηδηα Saccharomyces cerevisiae. 

Πνςηανπζηυξ ζηυπμξ ηδξ πανμφζαξ πηοπζαηήξ ενβαζίαξ ήηακ δ δδιζμονβία ηδξ 

ιεηάθθαλδξ Ser532Ala επί ημο βμκζδίμο MSN4, δ ακηζηαηάζηαζδ ημο αβνίμο ηφπμο 

βμκζδίμο ηςκ ηοηηάνςκ γφιδξ, ιε αοηυ πμο θένεζ ηδ ιεηάθθαλδ, ηαζ δ πνςηανπζηή 

ιεθέηδ ηδξ ζηακυηδηαξ ακάπηολδξ ηςκ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ζε 

δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ βθοηυγδξ ηαζ αζεακυθδξ. Ζ ζφβηνζζδ ηςκ θδθεέκηςκ 

απμηεθεζιάηςκ έβζκε έκακηζ ηςκ ιδηνζηχκ ηοηηάνςκ αβνίμο ηφπμο, πνμηεζιέκμο 

κα δζαπζζηςεεί πζεακή αεθηίςζδ ηδξ απυηνζζήξ ημοξ ζε ακηίλμεξ ζοκεήηεξ. 

Ανπζηά εζζήπεδ δ ιεηάθθαλδ T1607G επζ ημο βμκζδίμο MSN4 πμο έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο αιζκμλέμξ ζενίκδ ζε αθακίκδ ζηδ εέζδ 532 

(Ser532Ala), αημθμοεχκηαξ ηδκ ιεευδμ πέρδξ ιε ημ έκγοιμ DpnI. Καηυπζκ, δ 

ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο βμκζδίμο ηδξ MSN4 εκζζπφεδηε ιε PCR ηαζ εζζήπεδ ζε 

ηφηηανα γφιδξ W303-1a_ΓMSN4::URA3 απυ ηα μπμία έπεζ απαθδθεεί ημ αβνίμο 

ηφπμο βμκίδζμ ηδξ MSN4. Αημθμοεςξ ημο ιεηαζπδιαηζζιυο ηαζ ημο 

αημθμοεμφιεκμο μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ, ημ ζηέθεπμξ πμο πνμέηορε είκαζ ημ 

W303-1a_MSN4_532.  

Σμ θδθεέκ ζηέθεπμξ οπμαθήεδηε ζε δμηζιαζίεξ ακάπηολδξ πανμοζία 

ορδθχκ δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ βθοηυγδξ ηαζ αζεακυθδξ. Ζ πανμοζία 

ορδθχκ ζοβηεκηνχζεςκ βθοηυγδξ ζημ πενζαάθθμκ ακάπηολδξ ημο ζαηπανμιφηδηα 

δδιζμονβεί έκα πενζαάθθμκ ςζιςηζημφ stress ζημ μπμίμ μ γοιμιφηδηαξ ηαθείηαζ κα 

λεηζκήζεζ ηδκ γφιςζδ. Όπςξ απμδείπεδηε δ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ημο 

ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ ημο ζαηπανμιφηδηα ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ θακεάκμοζαξ 

ηαζ εηεεηζηήξ θάζδξ δεκ δζαθένεζ ζδιακηζηά απυ αοηή ημο θοζζμθμβζημφ 

ζηεθέπμοξ, ηυζμ ζε αέθηζζημ ενεπηζηυ ιέζμ (2% w/v) υζμ ηαζ ζε ενεπηζηυ ιε 

αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ βθοηυγδξ (15% w/v). Ακηίεεηα, δ ηοηηανζηή ακάπηολδ ημο 
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ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ θαίκεηαζ ιεζςιέκδ ηαηά ηδ ζηαηζηή θάζδ έκακηζ αοηήξ 

ημο θοζζμθμβζημφ ηονίςξ ζηα παιδθυηενα επίπεδα βθοηυγδξ. Γεκ παναηδνείηαζ 

θμζπυκ δζαθμνά ζηδκ ζηακυηδηα ακάπηολδξ πανμοζία αολδιέκςκ επζπέδςκ 

βθοηυγδξ βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ δ ζοβηεηνζιέκδ ιεηάθθαλδ δεκ 

δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ απυηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζία ορδθχκ 

επζπέδςκ ζαηπάνμο.  

Ακηίεεηα, δ πανμοζία δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ αζεακυθδξ επζδνά 

ανκδηζηά ζημ νοειυ ακάπηολδ ηαζ υηακ ζοβηεκηνχκεηαζ ζημ µέζμ, δνα ςξ πδµζηυξ 

ζηνεζμβυκμξ πανάβμκηαξ. ΢οβηεηνζιέκα, ζε ενεπηζηυ ιέζμ ιε ζπεηζηά παιδθή 

ζοβηέκηνςζδ αζεακυθδξ (3% v/v) παναηδνείηαζ υηζ δ ηοηηανζηή ακάπηολδ ημο 

ιεηαθθαβιέκμο ζαηπανμιφηδηα δζαθένεζ αζζεδηά ιε αοηή ημο αβνίμο ηφπμο δζυηζ 

οπάνπεζ ιεζςιέκμξ νοειυξ ακάπηολδξ ηαεχξ ηαζ αολδιέκδ οζηένδζδ ζηδκ είζμδμ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ θμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ. Όζμκ αθμνά ηδκ ιεθέηδ ηδξ 

ζηακυηδηαξ ακάπηολδξ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζαηπανμιφηδηα ζε πενζαάθθμκ ιε 

ορδθή ζοβηέκηνςζδ αζεακυθδξ (6% v/v) παναηδνείηαζ επίζδξ ιεζςιέκμξ νοειυξ 

ακάπηολδξ έκακηζ ημο αβνίμο ηφπμο ζηεθέπμοξ. Σέθμξ ζε αηυια πζμ ορδθά επίπεδα 

(9% v/v) δεκ οπάνπεζ ακάπηολδ.  

΢οκμρίγμκηαξ, παναηδνείηαζ υηζ δ ιεηάθθαλδ πμο ιεθεηήεδηε δεκ επδνεάγεζ 

ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ημο γοιμιφηδηα ζε πενζαάθθμκ ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ 

ζαηπάνμο, εκχ δ ζηακυηδηα ακάπηολδξ πανμοζία αζεακυθδξ ζημ ενεπηζηυ ιεζμ 

αθέπμοιε κα έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ ηαεοζηένδζδ ηδξ ακάπηολδξ. Αοηυ ηαηά 

ακάβηδ δεκ ζδιαίκεζ υηζ δ ιεηάθθαλδ Ser532Ala επί ηδξ msn4 πνςηεΐκδξ ηαεζζηά 

ηα ηφηηανα πζμ εοάθςηα δζυηζ μ αθεκυξ μ γοιμιφηδηαξ πανάβεζ αζεακυθδ οπυ 

ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ υπμο μοζζαζηζηά δ ακάπηολδ ημο είκαζ πμθφ ιζηνή, ηαζ 

αθεηένμο απυ ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηυ υηζ ιζα εη ηςκ δνάζεςκ ηδξ εζζυδμο 

ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα msn4 ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο ζε ηαηαζηάζεζξ 

ηοηηανζημφ ζηνεξ είκαζ δ ιενζηή ακαζημθή ηδξ ακάπηολδξ πνμηείιεκμο ημ ηφηηανυ 

κα ιπμνέζεζ κα ακηαπμηνζεεί ζημ δοζιεκέξ πενζαάθθμκ. Πνμηεζιέκμο, θμζπυκ κα 

απμηαθοθεεί πθήνςξ ηαηά ημ δοκαηυκ μ νυθμξ ημο αιζκμλέμξ ζενίκδ ζηδ εέζδ 532 

ηδξ msn4 απαζηείηαζ πεναζηένς ιεθέηδ ηυζμ ηδξ ζηακυηδηαξ γφιςζδξ ημο 

ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ υζμ ηαζ ηδξ ιεηααμθήξ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ.  
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