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ΔΤΥΑΡΙΣΙΔ 

 

Με ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ πηοπζαηήξ ιμο ενβαζίαξ, δ μπμία ηεθέζηδηε ζημ 
ενβαζηήνζμ Υδιείαξ & Βζμπδιείαξ Σνμθίιςκ ημο Σιήιαημξ Σεπκμθμβίαξ 
Σνμθίιςκ, ηδξ πμθήξ Σεπκμθμβίαξ Γεςπμκίαξ, ημο Α.Σ.Δ.Ι. Πεθμπμκκήζμο, εα 
ήεεθα κα εοπανζζηήζς ημοξ ακενχπμοξ πμο ζοκέθααακ ζηδ δζεηπεναίςζδ ηδξ. 

Καηά ηφνζμ θυβμ εα ήεεθα κα εηθνάζς ηζξ εενιέξ ιμο εοπανζζηίεξ ζημκ 
επζαθέπμκηα ηαεδβδηή ιμο, η. ςηήνδ Βαιααηά βζα ηδκ ηαεμδήβδζδ ηαζ πμθφηζιδ 
αμήεεζά ημο ζηδκ εηπυκδζδ ηδξ πηοπζαηήξ ιμο ενβαζίαξ, ηυζμ ζηδκ εηηέθεζδ ημο 
πεζναιαηζημφ ηδξ ιένμοξ υζμ ηαζ ζηδ ζοββναθή ηδξ. 

Έκα ιεβάθμ εοπανζζηχ μθείθς ηαζ ζε υθα ηα άημια πμο δμφθερακ ιαγί ιμο 
ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ ζοκέααθακ χζηε κα μθμηθδνςεεί αοηή δ πηοπζαηή ιεθέηδ. 

Σέθμξ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηδκ μζημβέκεζά ιμο ηαεχξ ηαζ υθμοξ ημοξ 
θίθμοξ ιμο πμο ιε ζηήνζλακ ηαζ ιε αμήεδζακ ζημ ιέβζζημ ζε υθδ ηδ δζάνηεζα ηςκ 
ζπμοδχκ ιμο. 
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ΠΔΡΙΛΗΦΗ 

 

Οζ γφιεξ πνδζζιμπμζμφκηαζ εονέςξ βζα ηδκ παναβςβή ηνμθίιςκ ηαζ πμηχκ. 

ηζξ ιένεξ ιαξ, οπάνπεζ ιεβάθμ εκδζαθένμκ βζα ηδκ αθημμθζηή γφιςζδ πμο 

εθανιυγεηαζ βζα ηδκ παναβςβή αζμαζεακυθδξ, πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ οπμζηνχιαηα 

δζάθμνεξ πδβέξ ζαηπάνςκ. Ο Saccharomyces cerevisiae είκαζ έκαξ ελαζνεηζηυξ 

παναβςβυξ αζεακυθδξ, ιεηαλφ άθθςκ γοιςηζηχκ ιζηνμμνβακζζιχκ ηαζ έπεζ ηδκ 

ζηακυηδηα κα επζαζχκεζ ζε αενυαζεξ ηαζ ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ. Η δδιζμονβία εκυξ 

βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκμο ζηεθέπμοξ γφιδξ πμο εα ειθάκζγε ηαθφηενα 

παναηηδνζζηζηά ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ γφιςζδξ, εα ήηακ ακεεηηζηυηενμ ζηδκ 

αζεακυθδ, ηαεχξ ηαζ ζε άθθεξ ακηίλμεξ ζοκεήηεξ πμο επζηναημφκ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηδξ γφιςζδξ εα ιπμνμφζε κα απμθένεζ ηαθφηενα απμηεθέζιαηα ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηδξ αθημμθζηήξ γφιςζδξ. 

Η πνςηεΐκδ msn2 είκαζ έκαξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ μ μπμίμξ εθέβπεζ 

ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο απμηνίκμκηαζ ζε ηαηαζηάζεζξ ηοηηανζημφ stress. Η 

εκενβμπμίδζδ ημο ζοιααίκεζ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ απυ δζάθμνεξ πνςηεσκζηέξ 

ηζκάζεξ. Σαοηυπνμκα υιςξ μ έθεβπμξ ηδξ εζζυδμο ημο ζημ πονήκα εθέβπεηαζ ηαζ 

αοηυξ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ απυ ημ ζφιπθεβια ηςκ πνςηεσκχκ ηδξ 

πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ Α (PKA). οβηεηνζιέκα, δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ msn2 

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

ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο. Μέζς ακάθοζδξ ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ ηδξ 

msn2 ιε ηαηάθθδθμ θμβζζιζηυ απμηαθφθεδηε υηζ ιζα πζεακή εέζδ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ msn2 απυ ηδκ PKA είκαζ ημ αιζκμλφ Ser ζηδ εέζδ 633. 

ημπυξ ηδξ ενβαζίαξ ήηακ α) δ δδιζμονβία ζηεθέπμοξ γφιδξ ηα μπμία 

θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser633Ala επί ημο βμκζδίμο MSN2 & α) δ πνςηανπζηή ιεθέηδ 

ηδξ επίδναζδξ ηδξ ιεηάθθαλδξ ζηδκ απυηνζζδ ημο γοιμιφηδηα ζε ζοκεήηεξ 

stress, υπςξ δ πανμοζία αθημυθδξή βθοηυγδξ εκηυξ ημο ενεπηζημφ ιέζμο. 
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ABSTRACT 

 

The yeasts are widely used for food and beverage production. Nowadays, 

there is a great interestinalcoholic fermentation applied for bioethanol production, 

using as substrates various sugar sources. Saccharomyces cerevisiae is an 

excellent ethanol producer, among other fermentative microorganisms and has the 

ability to survive in aerobic and anaerobic conditions. Creation of a genetically 

modified yeast strain which could yield better results during an alcoholic 

fermentation, could be more resistant to ethanol as well as in any stress condition, 

would be more effective during ethanol fermentation, 

Msn2 protein is a transcription factor that controls the expression of genes 

that respond to cellular stress. Activation occurs through phosphorylation by 

various protein kinases. Simultaneously, however, its translocation to the nucleus 

is controlled through phosphorylation by the complex of the protein kinase A 

(PKA). Through analysis of the protein sequence of msn2 with appropriate 

software it was revealed that a potential phosphorylation site of msn2 by PKA is 

the amino acid Ser at position 633. 

The aim of the study was a) to create ayeast strain carrying the mutation 

Ser633Ala on MSN2 gene & b) the primary study of the effect of the mutation in 

yeast response to stress conditions, such as the presence of alcohol or glucose in 

the medium. 
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1.ΔΙΑΓΧΓΗ 

 

1.1 Δλδνθπηηάξηα δξαζηεξηόηεηα ηνπ Saccharomyces cerevisiae ππό 

ζπλζήθεο ζηξεο 

Οζ γφιεξ πνδζζιμπμζμφκηαζ εηηεηαιέκα ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ ηαζ 

πμηχκ. διακηζηή ένεοκα επζηεθείηαζ βζα ηδκ αεθηίςζδ ηδξ απυδμζδξ ηςκ 

γοιχζεςκ είηε ιε ηδκ ηνμπμπμίδζδ ηςκ ζοκεδηχκ είηε ιε ηδ βεκεηζηή αεθηίςζδ 

ηςκ πνδζζιμπμζμφιεκςκ ιζηνμμνβακζζιχκ. Η αθημμθζηή γφιςζδ είκαζ βκςζηή ηαζ 

εθανιυγεηαζ απυ ηδκ ανπαία Δθθάδα ιέπνζ ζήιενα βζα ηδκ παναβςβή μίκμο. Η 

ακάπηολδ ηδξ επζζηήιδξ ηαζ ηδξ ηεπκμθμβίαξ επζηνέπεζ ζήιενα ηδκ πνήζδ ηδξ 

αθημμθζηήξ γφιςζδξ βζα ηδκ παναβςβή αζμαζεακυθδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ 

οπμζηνχιαηα δζάθμνεξ πδβέξ ζαηπάνςκ υπςξ ηαθθζενβήζζια θοηά, απυαθδηα 

αζμιδπακίαξ ηνμθίιςκ η.α. Με ακακεςιέκμ εκδζαθένμκ βζα ηδκ αζεακυθδ ςξ 

αζχζζιμ ηαζ ηαεανυ ηαφζζιμ βζα ηζξ ιεηαθμνέξ ηαζ βζα ηδκ μζημκμιζηή παναβςβή 

αζεακυθδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ πνχηδ φθδ πδβέξ ηοηηανίκδξ, ημκ ηεθεοηαίμ ηαζνυ 

έπεζ βίκεζ έκα ημιαζηυ ζδιείμ ζδιακηζηήξ ένεοκαξ ηαζ πνμζπάεεζα ακάπηολδξ ζε 

παβηυζιζμ επίπεδμ (Outlaw et al., 2005; Sanchez ηαζ Cardona, 2008; Wall et al., 

2008; Vertes et al.,2010). Η παναβςβή αζεακυθδξ παιδθμφ ηυζημοξ ηαζ ορδθήξ 

πμζυηδηαξ είκαζ ζδιακηζηέξ πνμηθήζεζξ υζμκ αθμνά ηδκ ακάπηολδ ιζαξ 

αζμμζημκμιίαξ. Ο Saccharomyces cerevisiae είκαζ έκαξ εαοιάζζμξ παναβςβυξ 

αζεακυθδξ, ιεηαλφ ηςκ πμθοάνζειςκ γοιςηζηχκ ιζηνμμνβακζζιχκ (Lin ηαζ 

Tanaka, 2006; Liu et al., 2008), μ μπμίμξ ζοπκά ηαθείηαζ ςξ γφιδ ανημπμζίαξ ή ςξ 

εηαθαζηάκμοζα γφιδ, θυβς ημο ηνυπμο ιε ημ μπμίμ ακαπανάβεηαζ υπμο είκαζ δ 

εηαθάζηδζδ ηαζ μ μπμίμξ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα επζαζχκεζ ζε αενυαζεξ ηαζ 

ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ. 

Ο Saccharomyces cerevisiae ιπμνεί κα ιεηααμθίζεζ ζάηπανα υπςξ δ 

βθοηυγδ, είηε ελ‟ μθμηθήνμο ζε CO2 ηαζ κενυ πανμοζία μλοβυκμο (αενμαίςζδ), 

είηε ζε αζεακυθδ ηαζ CO2 απμοζία μλοβυκμο (ακαενμαίςζδ). Η πμνεία δ μπμία 

πνδζζιμπμζείηαζ απυ ημ ηφηηανμ είκαζ αοηή ηδξ βθοηυθοζδξ (Embden-Meyerhoff) 

ηαηά ηδκ μπμία ηα ζάηπανα υπςξ δ βθοηυγδ ιεηαηνέπμκηαζ ζε πονμζηαθοθζηυ 

μλφ. ηδ ζοκέπεζα ημ πονμζηαθοθζηυ μλφ οπυ ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ 
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απμηαναμλοθζχκεηαζ εκγοιζηά απυ ηδκ απμηαναμλοθάζδ ημο πονμζηαθοθζημφ ηαζ 

ιεηαηνέπεηαζ ζε αηεηαθδετδδ ηαζ αημθμφεςξ ακάβεηαζ ζε αζεακυθδ ιε ηδ δνάζδ 

ηδξ αθημμθζηήξ αθοδνμβμκάζδξ (π. 1.1). 

 

 

ρήκα 1.1: Μζα επζζηυπδζδ ηδξ βθοηυθοζδξ. Έκα ιυνζμ βθοηυγδξ μλεζδχκεηαζ πνμξ δφμ 

ιυνζα πονμζηαθοθζημφ μλέμξ. Σμ πονμζηαθοθζηυ μλφ ιπμνεί ζηδ ζοκέπεζα κα 

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

ηενιαηζηυξ δέηηδξ δθεηηνμκίςκ οπυ ακαενυαζεξ ζοκεήηεξ ζημκ S. cerevisiae βζα ηδκ 

παναβςβή αζεακυθδξ (Bai et al., 2008). 

 

Όθα ηα ηφηηανα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ακηαπμηνζεμφκ ζε αηναίεξ αθθαβέξ 

πενζααθθμκηζηχκ ζοκεδηχκ, ζηακχκ κα απεζθήζμοκ ηδ αζςζζιυηδηά ημοξ. Οζ 

ιδπακζζιμί ακηζιεηχπζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ πενζθαιαάκμοκ αζζεδηήνεξ ηαζ 

ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ ζδιάηςκ απυ ημ πενζαάθθμκ, πμο μδδβμφκ ζε ζδιακηζηέξ 
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αθθαβέξ ζηα πνμβνάιιαηα ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ. Η επαβςβή ή δ ηαηαζημθή 

ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ ηάης απυ ζοκεήηεξ stress επζηνέπεζ ηδ βνήβμνδ 

πνμζανιμβή ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ, ιε απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηδξ “θοζζηήξ 

ηαηάζηαζδξ” ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ επζαίςζή ημοξ (Gasch et al., 2000). ηδ γφιδ, 

έπμοκ ηαοημπμζδεεί δζάθμνμζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ (TFs) πμο πνμςεμφκ ηδ 

ιεηαβναθή ηςκ εηαημκηάδςκ δζαθμνεηζηχκ βμκζδίςκ ζε απυηνζζδ ζε πμζηίθεξ 

ζοκεήηεξ stress (Estruch, 2000). Δκχ μνζζιέκμζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ 

πνμςεμφκ ηδκ ιεηαβναθή ζοβηεηνζιέκςκ μιάδςκ βμκζδίςκ, επζηνέπμκηαξ έηζζ 

ηδκ πνμζανιμβή ζε ζοβηεηνζιέκεξ ηαηαπμκήζεζξ, άθθμζ πνμςεμφκ ηδκ 

ιεηαβναθή πμθθχκ βμκζδίςκ ζε απυηνζζδ ζε ιία εονεία πμζηζθία πενζααθθμκηζηχκ 

ηαηαπμκήζεςκ (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). Η 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. ημκ S. cerevisiae, ζε απάκηδζδ ζε 

ιζα ναβδαία γοιχζζιδ πδβή άκεναηα υπςξ είκαζ δ βθοηυγδ, ημ ιμκμπάηζ 

εκενβμπμζεί ηδκ Cyr1 (αδεκοθζηή ηοηθάζδ), δ μπμία μδδβεί ζε ιζα πανμδζηή 

αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ cAMP. Η PKA είκαζ εηενμηεηναιενέξ πμο απμηεθείηαζ 

απυ δφμ ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ ηαζ δφμ νοειζζηζηέξ οπμιμκάδεξ. Οζ 

ηαηαθοηζηέξ οπμιμκάδεξ ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ηνία βμκίδζα (ΣΡΚ1, ΣΡΚ2 ηαζ 

TPK3), εκχ μζ νοειζζηζηέξ οπμιμκάδεξ ηςδζημπμζμφκηαζ απυ έκα ιυκμ βμκίδζμ 

(BCY1). Η cAMP δνα ςξ αββεθζμθυνμ ιυνζμ απμιαηνφκμκηαξ ηζξ νοειζζηζηέξ 

οπμιμκάδεξ έπμκηαξ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ ΡΚΑ. Η 

απμηαηάζηαζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ cAMP εθέβπεηαζ απυ ηζξ θςζθμδζεζηενάζεξ 

παιδθήξ ηαζ ορδθήξ ζοββέκεζαξ, πμο ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ηζξ PDE1 ηαζ PDE2 

ακηίζημζπα, μζ μπμίεξ οδνμθφμοκ ηδκ cAMP ζε ΑΜΡ. Γζαδμπζηά, δ PKA επδνεάγεζ 

δζαθμνεηζημφξ ζηυπμοξ ζοπκά ζημ επίπεδμ ηδξ ιεηαβναθήξ βμκζδίςκ, υπςξ ηδ 

δζέβενζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ ηαζ ηδκ ελέθζλδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, ηδκ 
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επαβςβή ηδξ βθοηυθοζδξ, ηδκ ακαζημθή ηδξ βθοημκεμβέκεζδξ, ηαζ ηδκ 

ηζκδημπμίδζδ ημο βθοημβυκμο ηαζ ηδξ ηνζαθυγδξ (Thevelein ηαζ Winde, 1999; 

Santangelo, 2006; Tamaki, 2007; Gancedo, 2008; Smets et al., 2010). 

Η 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 ηδξ cAMP (Thevelein ηαζ Winde, 1999; 

Santangelo, 2006; Gancedo, 2008). 

Η εκενβμπμίδζδ ηδξ PKA έπεζ ζδιακηζηή επίδναζδ ζηδ βμκζδζαηή έηθναζδ. 

οκεπχξ, ανηεημί ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ απμηεθμφκ εκδμηοηηάνζμοξ ζηυπμοξ 

ηδξ PKA (π. 1.2). 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 ηαζ Carlson, 1993; 

Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt ηαζ 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). Οζ msn2/4 ανίζημκηαζ ζηδκ ηανδζά εκυξ 

πνςηεσκζημφ δζηηφμο πμο πενζθαιαάκεζ πμθθέξ θοζζηέξ ηαζ βεκεηζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ιε δζάθμνεξ ηζκάζεξ, θςζθαηάζεξ, ιεηαθμνείξ ηαζ 

ακαδζαιμνθςηέξ πνςιαηίκδξ. 
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ρήκα 1.2: πδιαηζηυ δζάβναιια πμο δείπκεζ ηα ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ ζδιάηςκ πμο 

ειπθέημκηαζ ζηδκ απυηνζζδ ζε ζοκεήηεξ stress θυβς ηδξ βθοηυγδξ,ηδξ αζεακυθδξ ηαζ ηςκ 

βεκζηχκ πενζααθθμκηζηχκ ζοκεδηχκ 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. Αοηυ ημ δζάβναιια πνμζανιυγεηαζ 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 εκενβμπμζμφκηαζ ιεηά ηδκ έηεεζδ ηδξ γφιδξ ζε ιζα εονεία 

πμζηζθία απυ πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ, υπςξ πανμοζία αγχημο ή έθθεζρδ 
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άκεναηα, ςζιςηζηή πίεζδ, πανάβμκηεξ πμο πνμζαάθμοκ ημ DNA δδιζμονβχκηαξ 

ηάπμζα ιεηαθθαβή ζε ιζα αάζδ ημο, αζεακυθδ ηαζ εενιζηή ηαηαπυκδζδ (Gasch et 

al., 2000; Causton et al., 2001). Γζαθμνεηζημί ηοηηανζημί αζζεδηήνεξ 

παναημθμοεμφκ ημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ, ηαεχξ ηαζ ημ εκδμηοηηανζηυ πενζαάθθμκ 

ημο γοιμιφηδηα, πμο μδδβεί ζηδκ ελανηχιεκδ απυ ημ stress εκενβμπμίδζδ ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ δναζηδνζυηδηαξ ηςκ msn2/4. Η δναζηδνζυηδηα ηςκ msn2/4 

πνμζηαηεφεζ ηα ηφηηανα γφιδξ απυ ηζξ δοζιεκείξ επζπηχζεζξ ηςκ αηναίςκ 

ζοκεδηχκ stress (Martinez-Pastor et al., 1996). ημ πανεθευκ έπεζ απμδεζπεεί υηζ 

ηαηά ηδκ δζπθή δζαβναθή ηςκ msn2 ηαζ msn4, δ επζαίςζδ ηδξ γφιδξ ιεζχκεηαζ 

ζδιακηζηά ιεηά απυ ηδκ έηεεζδ ηδξ ζε πμζηίθεξ ζοκεήηεξ stress (Martinez-Pastor 

et al., 1996; Hasan et al., 2002; Kandror et al., 2004). 

Σα STRE-νοειζγυιεκα βμκίδζα ειπθέημκηαζ ζε ζδιακηζηέξ δζενβαζίεξ υπςξ 

μ ιεηααμθζζιυξ ηςκ οδαηακενάηςκ ηαζ ηδξ νφειζζδξ ηδξ ακάπηολδξ, ηαεχξ ηαζ 

ζηδκ πνμζανιμβή ζε δζάθμνα είδδ stress, υπςξ δ εενιυηδηα, δ αθάαδ ημο DNA, 

ηαζ μζ μλεζδςηζηέξ ηαζ ςζιςηζηέξ πζέζεζξ (Mai ηαζ Breeden, 1997; Moskvina et al., 

1998; Smith et al., 1998; Gasch et al., 2000). Τπυ ζοκεήηεξ πμο πνμάβμοκ ηδκ 

ακάπηολδ (Ακάπηολδ ζε βθοηυγδ ιε απμοζία stress), μζ msn2 ηαζ msn4 

θςζθμνοθζχκμκηαζ απυ ηδκ PKA ζε ζοβηεηνζιέκεξ εέζεζξ, ηαζ δζαιέκμοκ ζημ 

ηοηηανυπθαζια. ηδκ ελάκηθδζδ ηδξ βθοηυγδξ ή άθθςκ ζοκεδηχκ stress (Gorner 

et al., 1998), απμθςζθμνοθζχκμκηαζ ηα ζοβηεηνζιέκα ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ πμο 

είπακ θςζθμνοθζςεεί απυ ηδκ PKA έπμκηαξ ςξ απμηέθεζια ιεηαηυπζζή ημοξ 

ζημκ πονήκα, υπμο επάβμοκ ηδκ έηθναζδ ηςκ STRE-εθεβπυιεκςκ βμκζδίςκ. 

Όπςξ βίκεηαζ ακηζθδπηυ, δ PKA παίγεζ έκα πμθφ ζδιακηζηυ νυθμ πανειπμδίγμκηαξ 

ηδκ ιεηακάζηεοζδ ηςκ msn2/msn4 ζημκ πονήκα, είηε ιέζς ηδξ άιεζδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ζηδκ πενζμπή ηςκ ζδιάηςκ πονδκζηήξ ιεηακάζηεοζδξ (Nuclear 

Localization Signal (NLS)) (Gorner et al., 1998; Garreau et al., 2000; Gorner et al., 

2002) είηε έιιεζα ιέζς ηςκ πνςηεσκζηχκ ηζκαζχκ ΤΑP1 ηαζ Rim15. οκεπχξ, 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). 

Μεθέηεξ έδεζλακ ηδκ ζφκδεζδ ιεηαλφ ηδξ ΡΚΑ ηαζ ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ηδξ 

msn2 απμδεζηκφμκηαξ υηζ δ ηαηάνβδζδ ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ηδξ ΡΚΑ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ msn2 ζημκ πονήκα ηαζ ηδκ αολδιέκδ 
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δναζηδνζυηδηα ηδξ (Görner et al., 1998; Smith et al., 1998). Ωζηυζμ, θίβα είκαζ 

βκςζηά βζα ημοξ νυθμοξ ηςκ εζδζηχκ ζζυιμνθςκ TPK ζηδ νφειζζδ ηδξ 

δναζηδνζυηδηα ηδξ msn2. Έπεζ δεζπεεί υηζ ηα ζηεθέπδ ιε ακεπάνηεζα ηαζ ζηζξ ηνεζξ 

ζζμιμνθέξ ηδξ TPK είκαζ ιδ αζχζζια, εκχ ζηεθέπδ πμο πενζέπμοκ ιζα 

μπμζαδήπμηε ζζυιμνθή είκαζ αζχζζια (Broach ηαζ Deschenes, 1990). Οζ Σpk1 ηαζ 

Tpk3 είκαζ μζ ηονίανπεξ οπμιμκάδεξ πμο μδδβμφκ ζε ηαηαζημθή ηδξ 

δναζηδνζυηδηαξ ηδξ msn2. ε ακηίεεζδ, δ Σpk2 θαίκεηαζ κα δνα ςξ αζεεκήξ 

εκενβμπμζδηήξ ηδξ msn2 (Sadeh et al., 2011). Τπάνπμοκ πανάθθδθεξ πμνείεξ βζα 

ημκ έθεβπμ ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ηδξ msn2 ηαζ ιζα θεπηή ζζμννμπία ζηα δζαθμνεηζηά 

πνυηοπα θςζθμνοθίςζδξ ηςκ msn2/4 επδνεάγεζ ηδκ ιεηαβναθζηή δναζηδνζυηδηά 

ημοξ. φιθςκα ιε ηδκ οπυεεζδ αοηή, είπε δεζπεεί υηζ δ msn2 

οπενθςζθμνοθζχκεηαζ ιεηά απυ έηεεζδ ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ ζηνεξ ζε 

δζαθμνεηζηέξ εέζεζξ απυ αοηέξ πμο εθέβπεζ δ PKA ηαζ υηζ ιζα ηέημζα 

οπενθςζθμνοθίςζδ είκαζ ελανηχιεκδ απυ ημ stress (Garreau et al., 2000). 

Ο S. cerevisiae ακαπηφζζεηαζ πμθφ ηαθφηενα ζε υλζκμ πανά μοδέηενμ ή 

αθηαθζηυ pH ηαζ ηαηά ζοκέπεζα, αηυιδ ηαζ ιζα ιέηνζα αφλδζδ ημο pH ζε αθηαθζηέξ 

ηζιέξ ημο ενεπηζημφ ιέζμο ακηζπνμζςπεφεζ ιζα ηαηάζηαζδ stress πμο είκαζ ζε 

εέζδ κα πνμηαθέζεζ ιζα ακηζζηαειζζηζηή πμθοπαναβμκηζηή απυηνζζδ (Arino, 

2010). Σμ stress πμο πνμηαθείηαζ απυ ημ αθηαθζηυ pH εκενβμπμζεί πμζηίθα 

ιμκμπάηζα ζδιαημδυηδζδξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ Rim101/NRG1 (Lamb et 

al., 2001; Lamb et al., 2003), ημο δζηηφμο αζαεζηίμο/calcineurin (Serrano et al., 

2002; Viladevall et al., 2004; Ruiz et al., 2008) ηαζ ηςκ Wsc1/Pkc1/Slt2, ΜΑΡΚ 

(πνςηεσκζηή ηζκάζδ εκενβμπμζδιέκδ απυ ιζημβυκμ) (Serrano et al., 2006). Σμ 

stress απυ αθηαθζηυ pH έπεζ επίζδξ ααεζά επίδναζδ ζηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο 

ηςδζημπμζμφκ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ δζαδζηαζία πνυζθδρδξ βθοηυγδξ 

απυ ημ ηφηηανμ. Η έηεεζδ θμζπυκ ζε ορδθυ pH, ιζιείηαζ ιζα ηαηάζηαζδ έθθεζρδξ 

βθοηυγδξ (Viladevall et al., 2004; Ruiz et al., 2008). Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ημκ 

ζζπονυ δεζιυ ιεηαλφ ημο ιεηααμθζζιμφ ηςκ οδαηακενάηςκ ηαζ ημο ιμκμπαηζμφ 

ηδξ PKA, ημ αθηαθζηυ stress ιπμνεί κα επζθένεζ αθθαβέξ ζηδ δναζηδνζυηδηα αοημφ 

ημο ιμκμπαηζμφ ηαζ ζοβηεηνζιέκα, δ ζςζηή πνμζανιμβή ημο ορδθμφ pH εα 

ιπμνμφζε κα επζθένεζ ιζα πανμδζηή ιείςζδ ζηα επίπεδα ηδξ cAMP ηαζ αοηή δ 

αθθαβή ιεηααάθθεζ ηδκ ακμπή ηδξ PKA βζα αθηαθζηυ pH. Αοηή δ πνμζανιμζηζηή 

απυηνζζδ ζε ορδθυ pH ειπθέηεζ ημοξ PKA-νοειζγυιεκμοξ-msn2/msn4 
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ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ ιε ηδκ ζεζνά ημοξ ιεηααάθθμοκ ηδκ βμκζδζαηή 

έηθναζδ (Casado et al., 2011). 

Ακ ηαζ είκαζ έκα παναδμζζαηυ ιζηνυαζμ παναβςβήξ αζεακυθδξ, δ γφιδ είκαζ 

επίζδξ εοαίζεδηδ ζε ορδθυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ αζεακυθδξ, εζδζηά βζα ορδθήξ 

αανφηδηαξ ή πμθφ ορδθήξ αανφηδηαξ ζοκεήηεξ γφιςζδξ. οζζχνεοζδ 

αζεακυθδξ ζε έκα ενεπηζηυ ιέζμ ακαζηέθθεζ ηδκ ηοηηανζηή ακάπηολδ ηαζ ηδ 

αζςζζιυηδηα, επδνεάγεζ δζαθμνεηζηά ιεηαθμνζηά ζοζηήιαηα, ηαζ ιεζχκεζ ηδκ 

παναβςβή αζεακυθδξ (Casey ηαζ Ingledew, 1986; D'Amore ηαζ Stewart, 1987; 

D'Amore et al., 1990; Bai et al., 2004; Pina et al., 2004). Σα ορδθά επίπεδα 

αζεακυθδξ επδνεάγμοκ ηδκ αηεναζυηδηα ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, πνμηαθμφκ 

αθάαδ δζαπεναηυηδηαξ ζε πμθθά ζμκηζηά είδδ, ιεζχκμοκ ηδκ νεοζηυηδηα ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ πμο μδδβεί ζηδκ απαβςβή ημο δζαιειανακζημφ 

δθεηηνμπδιζημφ δοκαιζημφ. (Van Uden, 1985; Salgueiro et al., 1988; Rosa ηαζ Sá-

Correia 1996; Teixeira et al., 2009). ε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ, έπεζ επίζδξ δεζπεεί 

υηζ δ αζεακυθδ δζαηανάζζεζ ηδκ ιεηαθναζηζηή ιδπακή ηςκ ηοηηάνςκ, ηα 

νζαμζχιαηα, πνμηαθχκηαξ ηδκ ιεημοζίςζή ημοξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδκ 

δοζθεζημονβία ημοξ (Millar et al., 1982; Pascual et al., 1988). 

Δπμιέκςξ, δ πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο γοιμιφηδηα 

απμηεθεί έκα πανάβμκηα ηοηηανζημφ ζηνεξ. Σμ αλζμζδιείςημ είκαζ υηζ 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 εα ήηακ ακμφζζα 

μπμζαδήπμηε ηνμπμπμίδζή ηδξ.  
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1.2 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction 

(PCR)) 

 

1.2.1 Αξρή ιεηηνπξγίαο αληίδξαζεο PCR 

Η αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοµενάζδξ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

είκαζ µζα in vitro ιέεμδμξ πμο επζηνέπεζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ιζαξ 

πνμεπζθεβιέκδξ αθθδθμοπίαξ DNA ζε πμθθά ακηίβναθα ζε ζφκημιμ πνυκμ. Η 

PCR απμηεθεί µζα κέα ηεπκζηή ηδξ µμνζαηήξ αζμθμβίαξ πμο εθανιυγεηαζ εηηεκχξ 

ηυζμ ζημ πχνμ ηδξ µμνζαηήξ αζμθμβίαξ υζμ ηαζ ηδξ ζαηνζηήξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα δ 

ιέεμδμξ 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 εκυξ εζδζημφ 

ιδπακήιαημξ, ημο εενιζημφ ηοηθμπμζδηή (thermal cycler) (π. 1.3). Ο 

ηοηθμπμζδηήξ έπεζ ηδκ δοκαηυηδηα κα επζηοβπάκεηαζ ηαπφηαηδ εκαθθαβή 

εενιμηναζζχκ (Βεναενίδδξ, 2003). 

 

 

ρήκα 1.3: Θενιζηυξ ηοηθμπμζδηήξ (thermal cycler).  



-10- 
 

1.2.2 ηάδηα Κύθινπ PCR 

Σα ζηάδζα πμο απμηεθμφκ ημκ επακαθαµαακυµεκμ ηφηθμ ηδξ ακηίδναζδξ 

PCR 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 ημοθάπζζημκ 94°C πνμηεζµέκμο κα επζηεοπεεί μ 

δζαπςνζζµυξ ηςκ αθοζίδςκ ημο δίηθςκμο αοημφ DNA (απμδζάηαλδ/denaturation, 

π. 1.4). ημ δεφηενμ ζηάδζμ δ εενµμηναζία µεζχκεηαζ ζημοξ 50-60°C ηαζ έηζζ 

επζηοβπάκεηαζ δ οανζδμπμίδζδ ηςκ εηηζκδηχκ µε ηζξ ζοµπθδνςµαηζηέξ 

αθθδθμοπίεξ ημο DNA ζε ηάεε αθοζίδα (οανζδμπμίδζδ εηηζκδηχκ/primer 

annealing, πήια 1.4). ημ ηνίημ ηαζ ηεθεοηαίμ ζηάδζμ δ εενµμηναζία αολάκεηαζ 

ζημοξ 72°C ηαζ µε ηδκ αμήεεζα ηδξ DNA πμθοµενάζδξ, πμο πνμζεέηεζ ηα 

κμοηθεμηίδζα (dNTP‟s) ζημ 3΄ άηνμ ηςκ εηηζκδηχκ, επζηοβπάκεηαζ δ ζφκεεζδ ηςκ 

κέςκ ζοµπθδνςµαηζηχκ αθοζίδςκ DNA. Η ζφκεεζδ ηςκ ακηζβνάθςκ βίκεηαζ απυ 

ηδκ DNA πμθοµενάζδ πάκηα µε ηαηεφεοκζδ 5‟ πνμξ 3‟ (π. 1.4). 
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ρήκα 1.4: Σα ααζζηά ζηάδζα ηδξ Αθοζζδςηήξ Ακηίδναζδξ Πμθοιενάζδξ (PCR). ηάδζμ1 

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

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

φκεεζδηςκ κέςκ ιμνίςκ DNA (extension). 

 

1.2.3 Δθθηλεηέο θαη DNA Πνιπµεξάζε 

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

πμθοµενάζδ. Οζ εηηζκδηέξ (primers) είκαζ μθζβμκμοηθεμηίδζα ηαζ έπμοκ ζοκήεςξ 

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 οανζδμπμίδζδξ (melting temperature, Tm). Η DNA 

πμθοµενάζδ (Taq polymerase) είκαζ έκγοµμ πμο αμδεάεζ ζηδκ ζφκεεζδ ηδξ 

πμθοκμοηθεμηζδζηήξ αθοζίδαξ 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. 

Η πνμζεήηδ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ βίκεηαζ απυ ημ 3΄ άηνμ ημο εηηζκδηή. 

Η πνχηδ DNA πμθοµενάζδ απμµμκχεδηε απυ ημ εενµυθζθμ ααηηήνζμ 

Thermus aquaticus ηαζ πανμοζζάγεζ µεβάθδ ακημπή ζε ορδθέξ εενµμηναζίεξ 72- 

80°C, δζαηδνχκηαξ επανηή εκγοµζηή δναζηζηυηδηα 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 ελεζδίηεοζδ. Ονζζµέκα απυ ηα πανάβςβα ηδξ Taq 

πμθοµενάζδξπμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδκ PCR είκαζ δ fast start polymerase, δ pfu 

DNA polymerase, δ Vent Polymerase δ HiFi polymerase. Αοηέξ μζ πμθοµενάζεξ 

ειθακίγμοκ ιζηνυηενδ ζοπκυηδηα εκζςιάηςζδξ εζθαθιέκδξ αάζδξ (ειθακίγμοκ 

ιεβαθφηενδ πζζηυηδηα) ηαηά ηδκ ζφκεεζδ ημο DNA, ελαζηίαξ ηδξ 3‟ πνμξ 5‟ 

επζδζμνεςηζηήξ ζηακυηδηαξ (proofreading activity) πμο έπμοκ. Η Taq πμθοµενάζδ 

δεκ πανμοζζάγεζ ηέημζα ζηακυηδηα ηαζ βζ‟αοηυ οπάνπεζ αολδιέκδ πζεακυηδηα 

παναβςβήξ πνμσυκηςκ µε ηοπαίεξ ημπμεεηήζεζξ κμοηθεμηζδίςκ ζηζξ κέεξ αθοζίδεξ 

DNA (Berg et al., 2002). 



-12- 
 

Μέζα ζημ δζάθοµα ηδξ ακηίδναζδξ πμο αθμνά ηδκ PCR εηηυξ απυ ημοξ 

εηηζκδηέξ, ηδκ πμθοµενάζδ ηαζ ημ ηµήµα DNA, οπάνπμοκ επίζδξ ηαζ: ηα dNTP‟s 

ηνζθςζθμνζηά δεμλονζαμκμοηθεμηίδζα (Deoxynucleotide triphosphates) πμο είκαζ 

απαναίηδηα βζα ηδ ζφκεεζδ ηςκ ζοιπθδνςιαηζηχκ ηθχκςκ, ηα ζυκηα ιαβκδζίμο 

(Mg2+) πμο απαζημφκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ εκγοµζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ DNA 

πμθοµενάζδξ ηαζ έκα νοεµζζηζηυ δζάθοµα (buffer) βζα ηδκ δζαηήνδζδ ημο pH ζηζξ 

ηζµέξ 7.5-8.0 (Βανγάηαξ ηαζ Αναακζημβζάκκδξ, 2006). Η δζαδζηαζία ηδξ PCR µπμνεί 

κα μθμηθδνςεεί ζε ανηεημφξ ηφηθμοξ, ζοκήεςξ υιςξ 30 µε 40 ηφηθμζ είκαζ 

ανηεημί βζα κα ζοκηεεμφκ εηαημµµφνζα ακηίβναθα ημο ανπζημφ ηµήµαημξ DNA. ε 

ηάεε ηφηθμ πναβιαημπμζείηαζ δζπθαζζαζµυξ ημο ανζεµμφ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο 

ανπζημφ ηµήµαημξ DNA ηαζ ηα ακηίβναθα πμο πνμηφπημοκ πνδζζµμπμζμφκηαζ ςξ 

εηµαβεία βζα ημκ επυµεκμ ηφηθμ (Λαγακάηδ 2010) (π. 1.5). 

 

 

ρήκα 1.5: Πανμοζίαζδ ημο ηνυπμο θεζημονβίαξ ηδξ ιεευδμο ηαζ εηεεηζημφ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ πνμσυκηςκ. 

 

Γζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηςκ απμηεθεζµάηςκ ηδξ PCR, δδθαδή ηςκ πνμσυκηςκ 

εθανµυγεηαζ δ δζαδζηαζία δθεηηνμθυνδζδξ ζε πδηηή αβανυγδξ µαγί µε δείηηεξ 
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µμνζαηχκ αανχκ ηςκ μπμίςκ ηα ιεβέεδ είκαζ βκςζηά (molecular markers). Έηζζ 

ιπμνεί κα δζαπζζηςεεί ακ ημ πνμσυκ ηδξ PCR έπεζ ημ ακαµεκυµεκμ µέβεεμξ. Σα 

πνμσυκηα ηδξ PCR βίκμκηαζ μναηά µε ηδκ ααθή ημοξ ιε Gel Red ή ιε Βνςµζμφπμ 

αζείδζμ (Ethidium bromide) ηα μπμία θεμνίγμοκ έκημκα φζηενα απυ έηεεζδ ημοξ ζε 

οπενζχδεζξ αηηίκεξ UV.(Hunt, 2006).   
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1.3 Μεηαιιαμηγέλεζε κέζσ PCR 

 

1.3.1 Μεζνδνινγία Μέγα-Δθθηλεηή (MEGAPRIMER) 

Η 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 ηαζ 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. Η 

πνχηδ PCR πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο ιεηαθθαλζβυκμο εζςηενζημφ 

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

είκαζ μ θέβυιεκμξ “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. 1.6). 
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ρήκα 1.6: Καηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ ιέζς ηδξ ιεευδμο Megaprimer. Οζ 

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

 

1.3.2 Μέζνδνο ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR 

 

1.3.2.1 PCR 1 

H πνχηδ PCR (π. 1.7) 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). 

 

 

ρήκα 1.7: 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. 

 

1.3.2.2 PCR 2 

H δέοηενδ PCR (π. 1.7) 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). 
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1.3.2.3 PCR 3 

Η 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 95μC 

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 72μC 

ζοιααίκεζ ιυκμ βζα ηδκ πενίπηςζδ πμο πενζβνάθεηαζ ζημ π. 1.8. 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). 

 

 

ρήκα 1.8: Η ηνίηδ PCR ηαηά ηδκ μπμία ζοκηίεεηαζ ημ πνμσυκ πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή 

ιεηάθθαλδ. 
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1.4. Δηζαγσγή ηεο κεηάιιαμεο ζηε δύκε 

Μζα ιεεμδμθμβία βζα ηδκ εζζαβςβή ιζαξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ εκυξ 

βμκζδίμο ζε ηφηηανα γοιμιφηδηα είκαζ ανπζηά δ ηαηαζηνμθή ηάπμζςκ βμκζδίςκ 

πμο ζοιιεηέπμοκ ζηζξ πμνείεξ αζμζφκεεζδξ απαναίηδηςκ μοζζχκ υπςξ 

κμοηθεμηζδίςκ ή αιζκμλέςκ. Οζ πζμ ζοκδεζζιέκεξ αζμθμβζηέξ πμνείεξ πμο 

ηνμπμπμζμφκηαζ είκαζ αοηέξ ηδξ αζμζφκεεζδξ ηςκ αιζκμλέςκ θεοηίκδ (LEU2), 

ηνοπημθάκδ (TRP1), ζζηζδίκδ (HIS3) ηαζ αγςημφπςκ αάζεςκ αδεκίκδξ (ADE2), 

μοναηίθδξ (URA3). Έπμκηαξ απεκενβμπμζδιέκεξ ηζξ ζοβηεηνζιέκεξ πμνείεξ είκαζ 

δοκαηυκ κα απαθδθεεί μπμζμδήπμηε βμκίδζμ απυ ημ βμκζδίςια ηδξ γφιδξ ηαζ κα 

ακηζηαηαζηαεεί απυ ηάπμζμ απυ ηα παναπάκς πμο έπμοκ απεκενβμπμζδεεί π.π. 

URA3, ανηεί ζημ 5΄ ηαζ 3΄ άηνμ ημο URA3 κα έπμοκ εζζαπεεί κμοηθμεμηζδζηέξ 

αθθδθμοπίεξ ~40 κμοηθεμηζδίςκ υιμζεξ ιε αοηέξ πμο εκημπίγμκηαζ ακμδζηά ηαζ 

ηαεμδζηά ημο βμκζδίμο ζηυπμο. Αοηή δ ακηζηαηάζηαζδ επακαπνμζδίδεζ ζημ 

γοιμιφηδηα ηδκ παιέκδ ζηακυηδηα κα αζμζοκεέηεζ μοναηίθδ, μπυηε κα ιπμνεί κα 

ακαπηοπεεί ζε ενεπηζηυ ιέζμ απυ ημ μπμίμ απμοζζάγεζ δ μοναηίθδ. Με ηδκ 

ακηζηαηάζηαζδ αοηή έπεζ επζηεοπεεί δ απαθμζθή ημο βμκζδίμο ζηυπμο. 

ηδ ζοκέπεζα, ημ βμκίδζμ πμο θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ εθυζμκ 

εκζζποεεί ιε PCR πνδζζιμπμζχκηαξ εηηζκδηέξ πμο οανζδμπμζμφκηαζ ζηα άηνα ημο 

βμκζδίμο ηαζ πμο θένμοκ ηζξ ίδζεξ αθθδθμοπίεξ ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά ιε αοηέξ ηδξ 

πενζμπήξ πμο έπεζ εζζαπεεί ημ URA3 ζημ πνμδβμφιεκμ αήια. Τπυζηνςια ηδξ 

πνςηεΐκδξ πμο ηςδζημπμζεί ημ βμκίδζμ URA3 είκαζ ημ ακηζδναζηήνζμ 5-θεμνμ-

μνμηζηυ μλφ (5-Fluoro-OroticAcid (5-FOA)). Η δνάζδ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ επί ημο 

5-FOA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ηδξ 5-θεμνμ-μοναηίθδξ (5-Fluoro-

Uracil (5-FU)) δ μπμία είκαζ ημλζηή βζα ηα ηφηηανα ηδξ γφιδξ ηαζ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ εακάηςζή ημοξ. Η πανμοζία θμζπυκ ημο 5-FOA ζημ ενεπηζηυ 

ιέζμ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ςξ δείηηδξ επζθμβήξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα μπμία έπεζ 

βίκεζ ιε επζηοπία μ μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ ηαζ δ ακηζηαηάζηαζδ ημο URA3 απυ 

ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο βμκζδίμο-ζηυπμο, αθμφ ιυκμ αοηά ηα ηφηηανα πμο δεκ 

θένμοκ ημ URA3 εα ηαηαθένμοκ κα επζαζχζμοκ. 
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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. Η ιεηααμθή ημο pH, ηδξ εενιμηναζίαξ, ηδξ ςζιςηζηήξ 

πίεζδξ, δ πανμοζία αζεακυθδξ είκαζ μζ πζμ ζοκήεεζξ ακηίλμεξ ζοκεήηεξ ζηζξ μπμίεξ 

μ γοιμιφηδηαξ ηαθέζηαζ 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. 

Η πνςηεΐκδ msn2 υπμο είκαζ έκαξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ, ηαηέπεζ 

ελέπμκηα νυθμ ζηδκ απυηνζζδ ημο γοιμιφηδηα ζε ζοκεήηεξ stress. Η είζμδμξ ηδξ 

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

εζζυδμο ηδξ Msn2 ζημκ πονήκα βίκεηαζ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ ζοβηεηνζιέκςκ 

αιζκμλέςκ ζενίκδξ ζηδκ πενζμπή ζδιαημδυηδζδξ ηδξ πονδκζηήξ ιεηακάζηεοζδξ 

(Nuclear Localization Signal (NLS)). Η θςζθμνοθίςζδ αοηχκ ηςκ αιζκμλέςκ 

ακαζηέθθεζ ηδκ είζμδυ ηδξ ζημκ πονήκα. Σμ αιζκμλφ Ser633 είκαζ πζεακχξ έκα 

απυ αοηά ηα αιζκμλέα πμο θςζθμνοθζχκμκηαζ ηαζ ειπμδίγμοκ ηδκ είζμδμ ηδξ 

msn2 ζημκ πονήκα. 

ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ πηοπζαηήξ ενβαζίαξ είκαζ δ δδιζμονβία ηδξ 

ιεηάθθαλδξ Ser633Ala επί ημο βμκζδίμο MSN2 ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ 

ηαηεοεοκυιεκδξ ιεηαθθαλζβέκεζδξ ιέζς PCR, δ εζζαβςβή ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ 

ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο MSN2 βμκζδίμο ζηα ηφηηανα ημο γοιμιφηδηα ηαζ δ 

πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ ζηακυηδηαξ ακάπηολδξ ηςκ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκςκ 

ηοηηάνςκ ζε αολδιέκεξ ζοβηεκηνχζεζξ βθοηυγδξ ηαζ αζεακυθδξ πνμηεζιέκμο κα 

δζαπζζηςεεί πζεακή αεθηίςζδ ηδξ απυηνζζήξ ημοξ ζε ακηίλμεξ ζοκεήηεξ. 
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3. ΤΛΙΚΑ & MEΘΟΓΟΙ 

 

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- T3379 
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Aldrich 

16 Βαθίκδ Merk 1084950100 

17 Φαζκζθαθακίκδ Serva 32191 

18 Αζπαναβζκζηυ μλφ AppliChem A3715 

19 Ανβζκίκδ AppliChem A3709 

20 Αδεκίκδ AppliChem A0939 

21 Ιζμθεοηίκδ 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 Μεεζμκίκδ Sigma-

Aldrich 

M5308 

28 Γθμοηαιίκδ AppliChem A3734 

29 Αθακίκδ Serva 11482 

30 ενίκδ Sigma-

Aldrich 

84960 

31 Ιζηζδίκδ 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 Ιζμπνμπακυθδ 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 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 

52 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid) (5-

θευνμ-μνμηζηυ μλφ) 

Thermo 

Scientific 

R0811 

53 SDS (Μεηά καηνίμο άθαξ ημο 

Θεζσημφ Γςδεηαηοηθίμο) 

Sigma-

Aldrich 

L3771 

54 Πμθοαζεοθεκμβθοηυθδ (PEG 4000) AppliChem A1249 

55 Carrier dna (Salmon Sperm)  A2160,0001 

56 T4 DNA θζβάζδ Takara 2011Α 

57 10X Loading buffer Takara  

58 Γθοηενυθδ Fisher 

Scientific 

BP229 

59 IPTG (isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside) 

  

60 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

beta-D-galacto-pyranoside) 

  

61 pUC19 plasmid   

62 W303-1a Yeast Strain   
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63 MOPS Sigma-

Aldrich 

M1254 

64 RbCl2 Sigma-

Aldrich 

R2252 

65 CaCl2   

66 MnCl   

67 CH3COOK   

68 Λοζμγφιδ   

69 BSA   

70 Lambda DNA/EcoRI/HindIII Digest Sigma-

Aldrich 

D9281 

71 1 kb DNA Ladder RTU Nippon 

Genetics 

MWD-1 

 

 

ρήκα 3.1: Lambda DNA/EcoRI/HindIII Digest 
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ρήκα 3.2: 1 kb DNA Ladder RTU 
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Πίλαθαο 3.2: Δηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδκ δζελαβςβή ηςκ PCR, 

ζοκμδεουιεκμζ απυ ηζξ αθθδθμοπίεξ ημοξ ηαζ απυ ηζξ εενιμηναζίεξ οανζδμπμίδζήξ ημοξ. 

 Δηηζκδηέξ 

(Primers) 

Αθθδθμοπίεξ εηηζκδηχκ Θενιμηναζίεξ 

Τανζδμπμίδζδξ 

1 MSN2_BamHI_Re

verse 

5‟CGGGATCCAATGTCTCCATGTT

TTTTATGAG3‟ 

Tm=60 

2 MSN2_Ser633Ala

_Forward 

5‟CCAGAAGATCAGCTGTCG3‟ Tm = 56 

3 MSN2_PstI_Forwa

rd 

5‟AAAACTGCAGATGACGGTCGAC

CATGATTTC3‟ 

Tm=62 

4 MSN2_Ser633Ala

_Reverse 

5‟CGACAGCTGATCTTCTGG3‟ Tm= 56 

5 MSN2-

rec_Forward 

5‟CTTTTTTCAACTTTTATTGCTCA

TAGAAGAACTAGATCTAAAATGA

CGGTCGACCATGATTTC3‟ 

Tm = 62 

6 MSN2-

rec_Reverse 

5‟TTATCTTATGAAGAAAGATCTAT

CGAATTAAAAAAATGGGGTCTAT

TAAATGTCTCCATGTTTTTTATGA

G3‟ 

Tm = 60 

7 MSN2_URA3_For

ward 

5‟CTTTTTTCAACTTTTATTGCTCA

TAGAAGAACTAGATCTAAAATGT

CGAAAGCTACATATAAGG3’ 

Tm=58 

8 MSN2_URA3_Rev

erse 

5‟TTATCTTATGAAGAAAGATCTAT

CGAATTAAAAAAATGGGGTCTAT

TAGTTTTGCTGGCCGCATC3‟ 

Tm=54 

 

  



-26- 
 

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. 

8. ηέβκςια ζγήιαημξ βζα 2 min ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνμζεήηδ 100 ιl Η2Ο 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. 
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3.2.2 Παξαζθεπή 50xTAE 

ε 900 ml απζμκζζιέκμ κενυ πνμζηίεεκηαζ : 

 242 g Trisma base 

 57,1 ml Glacial acetic acid 

 18,6 g EDTA 

Πνμζανιμβή ηεθζημφ υβημο ημο δζαθφιαημξ ζημ 1 L ιε επζπθέμκ πνμζεήηδ 

απζμκζζιέκμο κενμφ. 

 

3.2.3 Παξαζθεπή gel αγαξόδεο 1%w/v 

Γζάθοζδ 0,5 g αβανυγδξ ζε 50 ml 1xTAE ιε αναζιυ. Πνμζεήηδ 2,5 ιl Gel 

Red ζημ δζάθοια. Ακάδεοζδ, ρφλδ έςξ εενιμηναζία πενίπμο ζημοξ 55oC ηαζ 

απυποζδ ημο δζαθφιαημξ ζηδ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ. Σμπμεέηδζδ πηεκζμφ βζα 

ηδκ δδιζμονβία πδβαδίςκ. Αθμφ ημ δζάθοια ζηενεμπμζδεεί είκαζ έημζιμ βζα πνήζδ. 

 

3.2.4 Παξαζθεπή κάξηπξα 

Πέρδ ημο θ DNA ιε πενζμνζζηζηά έκγοια EcoRI ηαζ HindIII, 37μC βζα 3 h. 

Πίλαθαο 3.3: Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ παναζηεοή ημο ιάνηονα. 

θ DNA (60 ιg) 200 ιl 

10x buffer (M) 40 ιl 

EcoRI 12 ιl 

HindIII 16 ιl 

H20 132 ιl 

φκμθμ 400 ιl 

Αημθμοεεί πνμζεήηδ 140 ιl Η2Ο ηαζ 60 ιl 10 x loading buffer. Φοθάζζεηαζ ζημοξ -

20μC. 
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3.2.5 Γηαδηθαζία ειεθηξνθόξεζεο θαη εκθάληζε απνηειεκάησλ 

Όηακ ημ πήηηςια αβανυγδξ είκαζ πθέμκ έημζιμ, αημθμοεεί δ πνμζεήηδ 

δζαθφιαημξ 1 Υ ΣΑΔ εκηυξ ηδξ ζοζηεοήξ. Αημθμοεεί εκαπυεεζδ ηςκ πνμξ 

δθεηηνμθυνδζδ δεζβιάηςκ DNA ηαεχξ ηαζ ημο ιάνηονα εκηυξ ηςκ 

ζπδιαηζζεέκηςκ πδβαδίςκ. Η ζοζηεοή ζοκδέεηαζ ιε ημ ηνμθμδμηζηυ αημθμοεεί δ 

ακάπηολδ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ οπυ ζηαεενή έκηαζδ νεφιαημξ πενίπμο 60 mA. 

Αημθμφεςξ ηδξ ακάπηολδξ, ημ πήηηςια αβανυγδξ ημπμεεηείηαζ εκηυξ ηδξ 

ζοζηεοήξ απεζηυκζζδξ δ μπμία απμηεθείηαζ απυ πδβή UV αηηζκμαμθίαξ, 

θςημβναθζηή ιδπακή ηαζ οπμθμβζζηή, ηαζ θαιαάκμκηαζ θςημβναθίεξ ημο 

πδηηχιαημξ. Σμ ιέβεεμξ ηςκ πνμξ πνμζδζμνζζιυ δεζβιάηςκ οπμθμβίγεηαζ ιε 

ζφβηνζζδ ημο ζοκηεθεζηή επζανάδοκζδξ αοημφ ζε ζπέζδ ιε ηςκ ηιδιάηςκ DNA 

ημο ιάνηονα. 

 

3.2.6 Παξαζθεπή ζξεπηηθώλ ππνζηξσκάησλ 

Σα ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ηςκ 

ενεπηζηχκ οπμζηνςιάηςκ βίκμκηαζ ειθακή ζημοξ παναηάης πίκαηεξ (Πίκ. 3.4-

3.7). 

 

3.2.6.1 Yep 

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

Yeast extract: 10 g 

Bacto Peptone: 20 g 

Glucose: 20 g 

Agar: 20 g 

Πνμζεέης κενυ ιέπνζ ημ 1 L 

Τβνή απμζηείνςζδ 
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3.2.6.2 SC-U 

Πίλαθαο 3.5: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο SC-U. 

Yeast Nitrogen Base: 6,7 g 

Glucose: 20 g 

Synthetic Complete (-U): 2,3 g 

Agar 20 g 

Πνμζεέης κενυ ιέπνζ ημ 1L 

Τβνή απμζηείνςζδ 

 

3.2.6.3 Synthetic Complete (-U): 

Πίλαθαο 3.6: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο Synthetic 

Complete (-U). 

Αζπαναβίκδ (Asparagine): 2 g 

Γθμοηαιζκζηυ μλφ (Glutamate): 2 g 

Λεοηίκδ (Leucine): 4 g 

Σονμζίκδ (Tyrosine): 2 g 

Βαθίκδ (Valine): 2 g 

Φαζκζθαθακίκδ (Phenylalanine): 2 g 

Αζπαναβζκζηυ μλφ(Aspartate): 2 g 

Ανβζκίκδ (Arginine): 2 g 

Αδεκίκδ (Adenine): 1 g 

Ιζμθεοηίκδ (Isoleucine): 2 g 

Θνεμκίκδ (Threonine): 2 g 

Κοζηεΐκδ (Cysteine): 2 g 

Πνμθίκδ (Proline): 2 g 

Σνοπημθάκδ (Tryptophan): 2 g 

Λοζίκδ (Lysine): 2 g 

Μεεζμκίκδ (Methionine): 2 g 

Γθμοηαιίκδ (Glutamine): 2 g 

Αθακίκδ (Alanine): 2 g 

ενίκδ (Serine): 2 g 

Ιζηζδίκδ (Histidine): 2 g 

Γθοηίκδ (Glycine): 2 g 
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3.2.6.4 LB 

Πίλαθαο 3.7: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ημο LB. 

Tryptone: 10 g 

Yeast extract: 5 g 

NaCl: 5 g 

1 N NaOH: 1 ml 

Agar: 20 g 

Πνμζεέης κενυ ιέπνζ ημ 1 L 

Τβνή απμζηείνςζδ 

 

3.2.6.5 SC+URA+5-FOA 

1. Πνμζηίεεκηαζ 10 g αβαν ζε 300 ml Η2Ο ζε ηςκζηή θζάθδ ημο 1 L ιε ιαβκήηδ  

ηαζ απμζηείνςζδ. 

2. ε πμηήνζ γέζεςξ πμο πενζέπεζ 195 ml Η2Ο 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 

55-65oC, 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 60oC. 

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

ιαβκδηζηυ ακαδεοηήνα ηαζ ακάδεοζδ έςξ υημο δ εενιμηναζία ημο ιεζςεεί 

έςξ ημοξ 65oC. 

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. 



-31- 
 

Γζα ηδκ παναζηεοή οβνχκ ενεπηζηχκ οπμζηνςιάηςκ δεκ πνμζηίεεηαζ agar. 

 

3.2.7 Πέςε κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

Οζ πέρεζξ ιε ηζξ πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ βίκμκηαζ αημθμοεχκηαξ ηζξ 

μδδβίεξ πμο ηζξ ζοκμδεφμοκ. 

 

3.2.8 πξξαθή ηκήκαηνο DNA κε πιαζκηδηαθό θνξέα 

Αημθμφεςξ ηδξ πέρδξ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα (pUC19) ηαζ ημο ηιήιαημξ 

DNA πμο επζεοιείηαζ κα εζζαπεεί ζε αοηυκ (έκεεια), ιε ηδκ ηαηάθθδθδ ηάεε θμνά 

πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ ηαζ ηαεανζζιμφ αοηχκ, επζηεθείηαζ ακηίδναζδ 

ζονναθήξ ιε ηδκ πνήζδ ημο εκγφιμο T4 DNA θζβάζδ (ligase) ζφιθςκα ιε ημ 

ζοκμδεοηζηυ θοθθάδζμ ημο εκγφιμο. Καηά ηδκ ακηίδναζδ ζονναθήξ ηιδιάηςκ 

DNA πμο έπμοκ ζοιπθδνςιαηζηά άηνα απαζηείηαζ δ ακαθμβία ιμνίςκ πθαζιζδίμο : 

εκεέιαημξ κα είκαζ 1:3, εκχ υηακ ηα άηνα ηςκ ηιδιάηςκ DNA είκαζ “ηοθθά” ηυηε δ 

εκ θυβμ ακαθμβία απαζηείηαζ κα είκαζ 1:6. 

 

3.2.9 Nucleospin gel and PCR clean-up kit 

3.2.9.1 PCR Clean-up 

1. Ρφειζζδ υβημο ιε H2O έςξ 100 ιl. Πνμζεήηδ ζημ δείβια δζπθάζζμο υβημο 

δζαθφιαημξ ΝΣΙ. (100 ιl δείβια  200 ιl ΝΣΙ) 

2. Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηυξ ηςκ ζηδθχκ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s 

ζηζξ 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ. 

3. Πνμζεήηδ 700 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s ζηζξ 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ. Δπακάθδρδ 

δζαδζηαζίαξ ιε 200 ιl δζαθφιαημξ NT3. 

4. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 min ζηα 11.000 x g βζα 

ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ ΝΣ3.  

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

ιζηνμθοβμηέκηνμο (eppendorf) ηςκ 1,5 ml. Πνμζεήηδ 15-30 ιl νοειζζηζημφ 
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δζαθφιαημξ ΝΔ ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (18-25 °C) βζα 1 min. 

Φοβμηέκηνδζδ βζα 1 min ζηα 11.000 x g. 

 

3.2.9.2 Απομόνωση DNA από πηκτώματα αγαρόζης 

1. Απμημπή ηιήιαημξ πδηηχιαημξ πμο πενζέπεζ ημ DNA ηαεμνζζιυξ ημο 

αάνμοξ ημο ηιήιαημξ ηδξ πδηηήξ ηαζ ιεηαθμνά ζε ηαεανυ eppendorf. Γζα 

ηάεε 100 mg πδηηχιαημξ αβανυγδξ <2% w/v πνμζηίεεκηαζ 200 ιl 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ NTI. Αημθμοεεί επχαζδ δείβιαημξ βζα 5-10 min 

ζημοξ 50μC. Ακαηίκδζδ δείβιαημξ ιε vortex ηάεε 2-3 min ιέπνζξ υημο ημ 

ηιήια ημο πδηηχιαημξ δζαθοεεί πθήνςξ. 

2. Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηυξ ηςκ ζηδθχκ ηαζ θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s 

ζηζξ 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ. Η δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ 

ιέπνζ κα δζδεδεεί υθμξ μ υβημξ ημο δείβιαημξ. 

3. Πνμζεήηδ 700 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνδζδ βζα 30 s ζηζξ 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ. Δπακάθδρδ 

δζαδζηαζίαξ ιε 200 ιl δζαθφιαημξ NT3. 

4. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 min ζηα 11.000 x g βζα 

ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ ΝΣ3.  

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

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

δζαθφιαημξ ΝΔ ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (18-25°C) βζα 1 min. 

Φοβμηέκηνδζδ βζα 1 min ζηα 11.000 x g. 
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3.2.10 Nucleospin Plasmid kit 

1. οθθέβμκηαζ 1-5 ml ιίαξ πθήνμοξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ E. 

Coli ζε ενεπηζηυ ιέζμ LB ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 11.000 x g βζα 30 s.ηαζ 

πθήνδξ απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο  

2. Πνμζεήηδ 250 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ Α1.ηαζ πθήνδξ επακαζχνδζδ ημο 

ηοηηανζημφ ζγήιαημξ ιε ακάδεοζδ (vortex) ή ιε πνήζδ ηδξ πζπέηαξ. 

3. Πνμζεήηδ 250 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ Α2. Ήπζα ακάιζλδ ιε ακαζηνμθή 

ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ. Δπχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο έςξ 5 min ή 

ιέπνζ ημ θφια κα βίκεζ δζαοβέξ 

4. Πνμζεήηδ 300 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ Α3. Πμθφ ηαθή ακάδεοζδ ιε 

ακαζηνμθή ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ.  

5. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5 min ζηα 11.000 x g ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ 

ιεηάββζζδ οπενηεζιέκμο ζηδ ζηήθδ Nucleospin Plasmid. 

6. Φοβμηέκηνζζδ βζα 1 min ζηα 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ ηαζ 

επακάθδρδ αοημφ ημο αήιαημξ, εάκ απαζηείηαζ, βζα ημ οπυθμζπμ ημο 

πνμσυκημξ θφζδξ. 

7. Πνμζεήηδ 600 ιl νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ Α4 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 1 min 

ζηα 11.000 x g. Απυννζρδ δζδεήιαημξ. Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ ιε 200 ιl 

δζαθφιαημξ NT3. 

8. ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 min ζηα 11.000 x g βζα 

ηδκ πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ ΝΣ3.  

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

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

δζαθφιαημξ ΑΔ ηαζ επχαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (18-25°C) βζα 1 min. 

Φοβμηέκηνδζδ βζα 1 min ζηα 11.000 x g. 
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3.2.11 Παξαζθεπή βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 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 4oC. 

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

ζημοξ 4oC. 

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 –70μC. 

 

Πίλαθαο 3.8: Παναζηεοή δζαθφιαημξ Tfb1. 

100 mM RbCl2 

pH: 5,8 

Πνμζανιυζηε ημ 

δζάθοια ιε 0,2 M 

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. 
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3.2.12 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 

42oC. 

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

ιέζμο LB ηαζ επχαζδ ζημοξ 37μC βζα 1h. 

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

αθαίνεζδ 1 ml ημο οπενηείιεκμο οβνμφ.  

6. Δπακαδζάθοζδ ηοηηάνςκ ζηα οπμθεζπυιεκα 200 ιl, ηαζ ημπμεέηδζή ημοξ 

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

 

3.2.13 Μηθξήο θιίκαθαο απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηε κέζνδν ηνπ 

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 (Πίκ. 3.10). 

5. Έκημκδ ακάδεοζδ. 

6. Πνμζεήηδ 10 ιl θοζμγφιδξ 1 mg/ml. 

7. Σμπμεέηδζδ eppendorfs ζημοξ 100oC 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 –80oC βζα 10 min. 

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

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

14. Φοβμηέκηνζζδ βζα 5 min. 

15. ηέβκςια ζγήιαημξ ηαζ πνμζεήηδ 20 ιl (Η2Ο + RNAse (100 ng/ιl)). 

16. Δπχαζδ ζε RT βζα 5-10 min. 
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Lysozyme Stock 

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

 

Πίλαθαο 3.10: Παναζηεοή STET buffer. 

100 mM NaCl 

10 mM Tris-HCl pH:8 

1 mM EDTA pH :8 

5% Triton X-100 

 

3.2.14 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 ~107cells/ml-5*108cells/ml θοβμηέκηνζζδ 

ζε 2.000 rpm βζα 5 min ζημοξ 4oC. 

3. Δπακαδζάθοζδ ζε 25 ml απμζηεζνςιέκμ Η2Ο ηαζ θοβμηέκηνζζδ ζημοξ 4oC. 

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 4oC. 

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 30oC βζα 30 min. 

13. Δπχαζδ ζημοξ 42oC βζα 15 min. 

14. Φοβηέκηνζζδ ζηζξ 2.000 rpm βζα 1 min. 

15. Πνμζεήηδ 200 ιl απμζηεζνςιέκμο Η2Ο ηαζ ήπζα επακαδζάθοζδ. 

16. Σμπμεέηδζδ επί ηαηάθθδθμο ζηενεμφ ενεπηζημφ ιέζμο ζε ηνοαθία petri  
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3.2.15 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. 

 

3.2.16 Έιεγρνο επηηπρίαο κεηαζρεκαηηζκνύ θαη νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ 

κε Taq polymerase 

Γζα κα απμδεζπεεί δ επζηοπία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ μιυθμβμο 

ακαζοκδοαζιμφ ζε ηφηηανα γφιδξ, βίκεηαζ έθεβπμξ ιέζς ιζαξ PCR, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ Taq polymerase. O ζημπυξ ημο πνχημο ιεηαζπδιαηζζιμφ 

ήηακ κα ακηζηαηαζηαεεί ημ βμκίδζμ MSN2 αβνίμο ηφπμο απυ ημ βμκίδζμ URA3. 

Δθανιυγεηαζ θμζπυκ έκα πνυβναιια PCR ζηα δείβια DNA πμο απμιμκχεδηακ 

απυ ηζξ ηαθθζένβεζεξ γφιδξ ηςκ οπμρδθίςκ απμζηζχκ ιε primers ημκ 

PstI_MSN2_Forward ηαζ ημκ BamHI_MSN2_Reverse υπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκ. 

3.11. Δάκ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηαζ μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ έπεζ πεηφπεζ, ζηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ πμο αημθμοεεί ζε πήηηςια αβανυγδξ ιεηά ηδκ PCR ιε ηδκ Taq 

polymerase, ακαιέκεηαζ κα ειθακζζηεί ιπάκηα ιυκμ ζημ δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ 

DNA γφιδξ αβνίμο ηφπμο) πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ MSN2 ηαζ υπζ ζηα δείβιαηα 

DNA απυ ηα οπμρήθζα ζηεθέπδ πμο δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ MSN2, αθθά ημ 

βμκίδζμ URA3. Αημθμοεεί ηαζ ιζα PCR ιε εηηζκδηέξ ημοξ PstI_MSN4_Forward ηαζ 

BamHI_MSN4_Reverse (Πίκ. 3.11) βζα κα δζαζηαονςεεί υηζ δ ιδ ειθάκζζδ 

ιπάκηαξ ζηα δείβιαηα είκαζ απυννμζα ημο επζηοπδιέκμο μιυθμβμο 

ακαζοκδοαζιμφ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδξ δζαβναθήξ ηδξ αβνίμο ηφπμο MSN2 ηαζ υπζ 

θυβς πζεακήξ απμηοπδιέκδξ απμιυκςζδξ ημο βεκμιζημφ DNA. 
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οκεήηεξ PCR ιε Taq polymerase: 

1)95oC 5 min 

2)98oC 10 sec 

3)58oC 15 sec 

4)72oC 2 min   αήια 2, #30 θμνέξ 

5)72oC 1 min 

6)4oC  ∞ 

 

Πίλαθαο 3.11: Ακηζδναζηήνζα PCR ιε Taq polymerase. 

DΝΑ 2 ιl 

PstI_MSN2_Forward ή 

PstI_MSN4_Forward 

0,8 ιl 

BamHI_MSN2_Reverse ή 

BamHI_MSN4_Reverse 

0.8 ιl 

Taq polymerase ReadyMix 10 ιl 

H2O 6,4 ιl 

φκμθμ 20 ιl 

 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ γφιδξ, 

υπμο ηδ εέζδ ημο βμκζδίμο URA3 έπεζ πάνεζ ημ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ 

MSN2_Ser633Ala, απαζηείηαζ δ εθανιμβή εκυξ πνμβνάιιαημξ PCR 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ Taq polymerase. Ο έθεβπμξ βίκεηαζ ζηα οπμρήθζα δείβιαηα 

DNA πμο απμιμκχεδηακ απυ ηαθθζένβεζεξ γφιδξ πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εθεβηηέξ ηδξ δζαδζηαζίαξ βεκμιζηυ DNA απυ αβνίμο ηφπμο 

γφιδ ηαεχξ ηαζ γφιδξ ζηδκ μπμία ημ βμκίδζμ URA3 έπεζ ακηζηαηαζηήζεζ ημ αβνίμο 

ηφπμο MSN2 (απυ ημκ πνχημ ιεηαζπδιαηζζιυ). Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμφκηαζ μζ 

PstI_MSN2_Forward ηαζ BamHI_MSN2_Reverse υπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκ. 3.12. 
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Δάκ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηαζ μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ έπεζ πεηφπεζ, ζηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ πμο αημθμοεεί ζε πήηηςια αβανυγδξ ιεηά ηδκ PCR ιε ηδκ Taq 

polymerase, ακαιέκεηαζ κα ειθακζζηεί ιπάκηα ιυκμ ιυκμ ζημ δείβια εθέβπμο 

(βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο ηφπμο) πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ MSN2 ηαζ ζηα 

δείβιαηα DNA απυ ηα ζηεθέπδ ζηα μπμία έπεζ πεηφπεζ μ μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ 

ηαζ δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ URA3 πθέμκ, αθθά ημ βμκίδζμ MSN2_Ser633Ala. Tμ 

ιυκμ δείβια πμο δεκ εα ειθακίζεζ ιπάκηα ζηδκ δθεηηνμθυνδζδ είκαζ αοηυ πμο 

πενζέπεζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN2 εκηυξ ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ γφιδξ. 

 

οκεήηεξ PCR ιε Taq polymerase: 

1)95oC 2 min 

2)95oC 30 sec 

3)58oC 30 sec 

4)72oC 2 min 10 sec   αήια 2, #30 θμνέξ 

5)72oC 2 min 

6)4oC  ∞ 

 

Πίλαθαο 3.12: Ακηζδναζηήνζα PCR ιε Taq polymerase. 

DΝΑ 2 ιl 

PstI_MSN2_Forward 0,8 ιl 

BamHI_MSN2_Reverse 0.8 ιl 

Taq polymerase ReadyMix 10 ιl 

H2O 6,4 ιl 

φκμθμ 20 ιl 
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3.2.17 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο. 

Θνεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ βθοηυγδξ ή 

αζεακυθδξ ειαμθζάγεηαζ ιε οπυ ακάπηολδ ηφηηανα γφιδξ έηζζ χζηε δ μπηζηή 

απμννυθδζδ ζε ιήημξ ηφιαημξ 600 nm ηςκ δεζβιάηςκ κα έπεζ ηζιή πενίπμο 

0,005. Γζα ημκ ειαμθζαζιυ πνδζζιμπμζμφκηαζ ηφηηανα αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ηαζ 

ηφηηανα πμο θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser633Ala ηδξ πνςηεΐκδξ msn2 (W303-

1a_MSN2_Ser633Ala). Η ακάπηολδ ηςκ ηαθθζενβεζχκ εηηζιάηαζ ιε ηδ θήρδ 

δείβιαημξ πμο θαιαάκεηαζ ζε ηαεμνζζιέκδ πνμκζηή ζηζβιή απυ ημ πνυκμ 

ειαμθζαζιμφ ηαζ θςημιεηνείηαζ ζε ιήημξ ηφιαημξ 600 nm. 
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4. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

4.1 Καηαζθεπή κεηαιιαγκέλνπ γνληδίνπ 

 Ανπζηά έβζκε ιία πνμζπάεεζα ηαηαζηεοήξ ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο ιε 

ηδκ ιέεμδμ ημο Mέβα- εηηζκδηή, αθθά πςνίξ κα επζηεοπεμφκ ηα επζεοιδηά 

απμηεθέζιαηα. Γζα αοηυ ημ θυβμ βζα ηδκ ηαηαζηεοή ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο 

πνδζζιμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ ηςκ ηνζχκ δζαδμπζηχκ PCR. 

Πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ ιεηάθθαλδ ηδξ πνςηεΐκδξ msn2, Ser633Ala, 

απαζηείηαζ δ ιεηαθθαβή δομ αάζεςκ ημο βμκζδίμο MSN2 ζηζξ εέζεζξ 2188-2189 

απυ AG ζε GC (AG2188-2189GC). Γζα κα επζηεοπεεί πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηαηάθθδθμζ εηηζκδηέξ μζ μπμίμζ ακαθένμκηαζ ζημοξ Πίκ. 4.1, 4.2, 4.3. 

Η PCR1 πμο έβζκε είπε ςξ ζηυπμ ηδκ δδιζμονβία ημο πνμσυκημξ PCR1. Σμ 

DNA αοηυ έπεζ ιεβέεμξ ~230 γεφβδ αάζεςκ (230bp). Ο εηηζκδηήξ 

MSN2_Ser633_Ala θένεζ ηζξ απαναίηδηεξ αάζεζξ πνμηεζιέκμο ημ πνμσυκ ηδξ PCR 

(PCR1) κα θένεζ ηδκ απαζημφιεκδ ιεηάθθαλδ. Ωξ εηιαβείμ πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

πθαζιίδζμ puC19-MSN2, υπμο ανίζηεηαζ ηθςκμπμζδιέκμ ημ αβνίμο ηφπμο βμκίδζμ 

MSN2. Οιμίςξ, δδιζμονβήεδηε ηαζ ημ ηιήια PCR2 ημ ιέβεεμξ ημο μπμίμο είκαζ 

~1910bp. Οζ ζοκεήηεξ ηςκ PCR1 ηαζ PCR2 ειθακίγμκηαζ παναηάης. 

 

οκεήηεξ PCR1: 

1. 95oC  3 min 

2. 98oC  20 sec 

3. 58oC  15 sec 

4. 72oC  1 min 30 sec   αήια 2, #30 θμνέξ 

5. 72oC  5 min 

6. 4oC  ∞ 
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Πίλαθαο 4.1: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR1: 

pUC19-MSN2 (~50 pg/ιl) 1 ιl 

Primer MSN2_BamHI_Reverse (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

Primer MSN2_Ser633Ala_Forward (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 21 ιl 

φκμθμ: 50 ιl 

 

 

οκεήηεξ PCR2: 

1. 95oC  3 min 

2. 98oC  10 sec 

3. 56oC  10 sec 

4. 72oC  1 min 20 sec   αήια 2, #30 θμνέξ 

5. 72oC  5 min 

6. 4oC  ∞ 

 

Πίλαθαο 4.2: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR2. 

pUC19-MSN2 (~50 pg/ιl) 4 ιl 

Primer MSN2_PstI_Forward (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

Primer MSN2_Ser633Ala_Reverse 

(10 pg/ιl) 

1,5 ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 18 ιl 

φκμθμ: 50 ιl 

 

Η επζηοπία ηςκ παναπάκς PCR εθέβπεδηε ιε ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ημοξ ζε 

πήηηςια αβανυγδξ 1,5% ηαζ 1% ακηίζημζπα (π. 4.1, π. 4.2).  
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ρήκα 4.1: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR1 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1,5%. ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR1. 

 

 

ρήκα 4.2: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηζξ εέζεζξ 2 έςξ 4 ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR2 

πςνζζιέκμ ζε 3 ίζα ιένδ. 
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Αημθμφεδζε μ ηαεανζζιυξ ημοξ απυ ημ ιείβια ηδξ PCR ακηίδναζδξ ιε ηδ 

πνήζδ ημο Nucleospin PCR clean up gel extraction kit ηαζ εθέβπεδηε δ ηαεανυηδηά 

ημοξ ιε κέα δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ (π. 4.3, π. 4.4) 

 

ρήκα 4.3: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο ηαεανμφ πνμσυκημξ ηδξ PCR1 ζε πήηηςια αβανυγδξ 

1,5%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 ανίζηεηαζ ημ ηαεανυ πνμσυκ ηδξ 

PCR1. 
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ρήκα 4.4: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο ηαεανμφ πνμσυκημξ ηδξ PCR2 ζε πήηηςια αβανυγδξ 

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

PCR2. 

 

Σμ επυιεκμ αήια ήηακ δ δδιζμονβία ημο MSN2 βμκζδίμο πμο θένεζ ηδκ 

ιεηάθθαλδ MSN2-Ser633Ala πνδζζιμπμζχκηαξ ηα πνμακαθενεέκηα πνμσυκηα 

PCR1 ηαζ PCR2 (Πίκ. 4.3), εθανιυγμκηαξ ημ πνυβναιια PCR3 υπςξ αοηυ 

πενζβνάθεηαζ παναηάης. Σμ πνμσυκ ηδξ PCR3 δθεηηνμθμνείηαζ ζε πήηηςια 

αβανυγδξ πνμηεζιέκμο κα θακεί δ μνευηδηά ημο αθμφ ακαιέκεηαζ ημ ιεβεευξ ημο 

κα είκαζ ~2140bp (π. 4.5). Καεανίγεηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο Nucleospin PCR clean up 

gel extraction kit ηαζ δθεηηνμθμνείηαζ λακά πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ ηαεανυηδηα 

ημο (π. 4.6). 

 

οκεήηεξ PCR3: 

1. 95oC  3 min 

2. 98oC  10 sec 

3.  60oC  10 sec 

4. 72oC  2 min 

5. 98oC  10 sec 

6. 60oC  10 sec 

7. 72oC  2 min   αήια 5, #4 θμνέξ 

8.  98oC  10 sec 

9.  64oC  10 sec 

10.  72oC  2 min   αήια 8, #25 θμνέξ 

11.  72oC  5 min 

12.  4oC  ∞ 

 

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

ζημ ηέθμξ ημο πέιπημο ηφηθμο ςξ primersmix. 
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Πίλαθαο 4.3: Ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR3. 

DNA 1 (~500 pg/ιl) 1 ιl 

DNA 2 (~500 pg/ιl) 1 ιl 

MSN2_BamHI_Reverse (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

MSN2_PstI_Forward (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 20 ιl 

φκμθμ: 50 ιl 

 

Ωξ DNA 1 πνδζζιμπμζήεδηε ημ πνμσυκ ηδξ PCR 1. 

Ωξ DNA 2 πνδζζιμπμζήεδηε ημ πνμσυκ ηδξ PCR 2. 

 

 

ρήκα 4.5: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR3 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ηδ 

εέζδ 1 ανίζηεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ PCR3 εκχ ζηδ εέζδ 2 μ ιάνηοναξ. 
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ρήκα 4.6: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο ηαεανμφ πνμσυκημξ ηδξ PCR3 ζε πήηηςια αβανυγδξ 

1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 ημ ηαεανυ απυ PCR clean up 

πνμσυκ ηδξ PCR3. 

 

Μεηά ηδ δδιζμονβία ημο MSN2-Ser633Ala απυ ηδκ PCR3 ζημο μπμίμο ηα 

άηνα οπάνπμοκ μζ αθθδθμοπίεξ πμο ακαβκςνίγμκηαζ απυ ηζξ πενζμνζζηζηέξ 

εκδμκμοηθεάζεξ BamHI ηαζ PstI, αημθμοεεί πέρδ ημο ιε ηα έκγοια αοηά ζφιθςκα 

ιε ηδκ ακηίδναζδ πμο πενζβνάθεηαζ ζημκ Πίκ. 4.4. Αημθμοεεί ηαεανζζιυξ ιε ηδ 

πνήζδ ημο Nucleospin PCR clean up gel extraction kit. Η ίδζα δζαδζηαζία 

αημθμοεήεδηε ηαζ βζα ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pUC19. 

 

Πίλαθαο 4.4: Σμ πνμσυκ ηδξ PCR3 οπμαάθθεηαζ ζε πέρδ ιε ηζξ πενζμνζζηζηέξ 

εκδμκμοηθεάζεξ PstI & BamHI. Δπχαζδ ζημοξ 37oC βζα 1 h. 

PCR3 (ηαεανζζιέκμ) (1 ιg) 3 ιl 

10 xBuffer Κ 2 ιl 

10x BSA 2 ιl 

BamHI (10 units / ιl) 1 ιl 

PstI (10 units / ιl) 1 ιl 

H20 11 ιl 

φκμθμ 20 ιl 
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Η αηεναζυηδηα ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ πέρδξ εθέβπεδηε ιε ηδκ δθεηηνμθυνδζή 

ημοξ ζε πήηηςια αβανυγδξ. 

Αημθμφεδζε δ ακηίδναζδ ζονναθήξ ηςκ δομ αοηχκ ηιδιάηςκ (ligation) 

(Πίκ. 4.5). 10 ιl ημο πνμσυκημξ ηδξ ακηίδναζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ competent ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ, ηαζ αημθμφεδζε ημπμεέηδζδ 

αοηχκ ζε ενεπηζηυ ιέζμ LB πανμοζία ημο ακηζαζμηζημφ αιπζηζθθίκδ (100 ιg/ml) 

ηαεχξ ηαζ IPTG (0.1 M) ηαζ x-gal (20 mg/ml) βζα κα επζηεοπεεί δζαπςνζζιυξ ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ pUC19-MSN2_Ser633Ala (θεοηέξ 

απμζηίεξ) απυ εηείκα πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ pUC19 (ιπθε απμζηίεξ). 

 

Πίλαθαο 4.5: Ακηίδναζδ ζονναθήξ πθαζιζδζαημφ θμνέα pUC19 (PstI/BamHI). Δπχαζδ 

ζημοξ 25oC βζα 2 h. 

MSN2_633 (PstI/BamHI) (150 ng) 3 ιl 

pUC19 (PstI/BamHI) (50 ng) 2 ιl 

10x Ligation Buffer 2 ιl 

Ligase 1 ιl 

H20 12 ιl 

φκμθμ 20 ιl 

 

Μζηνυξ ανζειυξ άζπνςκ απμζηζχκ πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ημκ ειαμθζαζιυ 

οβνμφ ενεπηζημφ ιέζμο LB+Αιπζηζθίκδ (100 ιg/ml) ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 37μC 

οπυ ακάδεοζδ. Σδκ επυιεκδ διένα αημθμοεεί δ απμιυκςζδ ημο πθαζιζδζαημφ 

DNA απυ ηζξ οβνέξ ηαθθζένβεζεξ ιε ηδ ιέεμδμ ημο αναζιμφ. Σα θδθεέκηα 

οπμρήθζα DNA οπμαάθθμκηαζ ζε πέρδ ιε ηα πενζμνζζηζηά έκγοια PstI ηαζ BamHI 

ηαζ αημθμοεεί δ δθεηηνμθυνδζή ημοξ ζε πήηηςια αβανυγδξ. φιθςκα ιε ημκ 

πάνηδ ημο πθαζιζδίμο (π. 4.7) ακαιέκμοιε ηα DNA πμο ειθακίγμοκ δφμ ιπάκηεξ 

ιεβέεμοξ 2122bp γεφβςκ αάζεςκ πμο ακηζζημζπεί ζημ MSN2_Ser633Ala ηαζ 

2664bp γεφβςκ αάζεςκ πμο ακηζζημζπεί ζημ pUC19 κα είκαζ ηα μνεά. Έκα απυ ηα 

επζηοπή DNA οπμαθήεδηε λακά ζε πέρδ ιε ηζξ παναπάκς πενζμνζζηζηέξ 

εκδμκμοηθεάζεξ ηαεχξ ηαζ ιε ηδκ πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ EcoRI. Απυ ηδκ 

ηεθεοηαία πέρδ ακαιέκεηαζ δ ειθάκζζδ δομ ιπακηχκ ιεβέεμοξ 1228bp πμο 

ακηζζημζπεί ζε ηιήια ημο MSN2_633, ηαζ 3558bp πμο ακηζζημζπεί ζημ pUC19 ιαγί 

ιε ημ οπυθμζπμ ηιήια ημο MSN2_633 (π. 4.7-4.8). Σα ααηηδνζαηά ηφηηανα απυ 
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ηα μπμία πνμήθεε ημ εκ θυβμ DNA θοθάζζμκηαζ ζε 20% βθοηενυθδ ζε 

εενιμηναζία -80μC. 

 

ρήκα 4.7.: Πθαζιζδζαηυξ πάνηδξ ημο pUC-19_MSN2(633). 

 

 

ρήκα 4.8: Πέρδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA ιε πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ (PstI/BamHI) 

(εέζδ 1), Μάνηοναξ (εέζδ 2), πέρδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA ιε πενζμνζζηζηέξ 

εκδμκμοηθεάζεξ (EcoRI) (εέζδ 3). 
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Αημθμοεεί ακάπηολδ ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ πμο θένμοκ ημ πθαζιίδζμ 

pUC19-MSN2_633 ηαζ απμιυκςζδ ημο απυ ηα ηφηηανα ιε ηδ πνήζδ ημο 

Nucleospin Plasmid kit.  

Σμ απμιμκςεέκ πθαζιίδζμ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ εηιαβείμ βζα ηδκ εκίζποζδ 

ημο βμκζδίμο MSN2_633 ιε PCR. Xνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ εηηζκδηέξ μζ MSN2-rec_F 

ηαζ MSN2-rec_R (Πίκ. 4.6). Οζ εηηζκδηέξ αοημί θένμοκ ζημ 5΄ άηνμ ημοξ 

αθθδθμοπίεξ μζ μπμίεξ είκαζ ίδζεξ ιε ηζξ αθθδθμοπίεξ πμο οπάνπμοκ ζημ βεκςιζηυ 

DNA ηδξ γφιδξ ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά ημο MSN2. Η φπανλδ αοηχκ ηςκ 

αθθδθμοπζχκ απαζηείηαζ πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί δ ακηζηαηάζηαζδ ημο βμκζδίμο 

ιέζς ημο μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ. Σμ πνμσυκ ηδξ PCR δθεηηνμθμνείηαζ ζε gel 

αβανυγδξ 1%, πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ επζηοπία ηδξ PCR, ηαεανίγεηαζ ιε ημ 

Nucleospin pcr clean up gel extraction kit ηαζ δθεηηνμθμνείηαζ ημ ηαεανυ πνμσυκ 

DNA πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί δ ηαεανυηδηά ημο (π. 4.9). Σμ πνμσυκ ηδξ PCR 

ακαιέκεηαζ κα έπεζ ιέβεεμξ 2202bp. 

 

οκεήηεξ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο MSN2_633: 

1. 95oC  3 min 

2. 98oC  15 sec 

3. 66oC  10 sec 

4. 72oC  1 min   αήια 2, #30 θμνέξ 

5. 72oC  3 min 

6. 4oC  ∞ 

Πίλαθαο 4.6: Aκηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ δζελαβςβή ηδξ PCR βζα ηδκ 

εκίζποζδ ημο βμκζδίμο MSN2_633. 

pUC19-MSN2_Ser633Ala 1 ιl 

MSN2-rec_F (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

MSN2-rec_R (10 pg/ιl)   1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 21 ιl 

φκμθμ: 50 ιl 
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ρήκα 4.9: Ηθεηηνμθυνδζδ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο 

MSN2_633ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 

ημ πνμσυκ ηδξ PCR. 

 

 

ρήκα 4.10: Ηθεηηνμθυνδζδ ηαεανμφ πνμσυκημξ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο 

MSN2_633 ζε πήηηςια αβανυγδξ 1%. ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ μ ιάνηοναξ εκχ ζηδ εέζδ 2 

ανίζηεηαζ ημ ηαεανυ πνμσυκ ηδξ PCR. 
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4.2 Απαινηθή MSN2 αγξίνπ ηύπνπ από θύηηαξα δύκεο 

Η 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_MSN2). Απαζηείηαζ 

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

ηαηάθθδθςκ εηηζκδηχκ (Πίκ. 4.7). 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 (π. 4.11, 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 PCR URA3: 

Genomic DNA απυ ζηέθεπμξ ιε 

θεζημονβζηυ ημ URA3 βμκίδζμ 

3 ιl 

Primer MSN2_URA3_Forward (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

Primer MSN2_URA3_Reverse (10 pg/ιl) 1,5 ιl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 19 ιl 

φκμθμ: 50 ιl 

 

 

 

ρήκα 4.11: Ηθεηηνμθυνδζδ 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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ρήκα 4.12: Ηθεηηνμθυνδζδ 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_MSN2 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 30oC. Σα ηφηηανα πμο ακαπηφπεδηακ 

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

ακηζηαηάζηαζδ ημο αβνίμο ηφπμο MSN2 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 30μC 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 
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PstI_MSN4_Forward ηαζ 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. Η απμοζία πνμσυκημξ απυ ηα πνμξ 

ελέηαζδ δείβιαηα οπμδδθχκεζ ηδκ απμοζία ημο MSN2 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 (π. 4.13, 

4.14). Σα απμηεθέζιαηα βίκμκηαζ ειθακή ζηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε gel αβανυγδξ. 

Σα ηφηηανα απυ ηα μπμία έπεζ απαθδθεεί ημ MSN2 βμκίδζμ αβνίμο ηφπμο 

θοθάζζμκηαζ ςξ stock ζημοξ -80μC. 

 

 

ρήκα 4.13: Ηθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ιε Taq polymerase, ιε MSN2 εηηζκδηέξ, 

βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1μο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. Απυ ηα ανζζηενά 

πνμξ ηα δελζά έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

γφιδξ, 2μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 3μ δείβια βεκμιζημφ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 4μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 5μ δείβια 

βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, ιάνηοναξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ DNA 

γφιδξ W303-1a). 
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ρήκα 4.14: Ηθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ιε Taq polymerase, ιε MSN4 εηηζκδηέξ, 

βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 1μο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. Απυ ηα ανζζηενά 

πνμξ ηα δελζά έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: 1μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ 

γφιδξ, 2μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 3μ δείβια βεκμιζημφ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 4μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 5μ 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 MSN2-Ser-633-

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

ιυκμ πμο ζακ DNA αοηή ηδ θμνά πνδζζιμπμζείηαζ ημ MSN2_Ser633Ala ηαζ ημ 

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

επχαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30μC. 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. Η 

επχαζδ βίκεηαζ ζημοξ 30μC 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 (π. 4.15). ε αοηή ηδκ PCR ακαιέκεηαζ κα 

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



-57- 
 

πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ MSN2 ηαζ ηα δείβιαηα εθέβπμο, ζηα μπμία έπεζ πεηφπεζ μ 

μιυθμβμξ ακαζοκδοαζιυξ ηαζ δεκ πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ URA3 πθέμκ, αθθά ημ 

βμκίδζμ MSN2_Ser633Ala. Tμ ιυκμ δείβια πμο δεκ ειθακίγεζ πνμσυκ ζηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ είκαζ αοηυ πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN2 

εκηυξ ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ γφιδξ. Σα δείβιαηα ηα μπμία έπμοκ δεπεεί ημ 

ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ MSN2_Ser633Ala βίκμκηαζ stock ηαζ θοθάζζμκηαζ ζημοξ -

80μC. 

 

 

ρήκα 4.15: Ηθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ PCR ιε Taq polymerase, ιε MSN2 εηηζκδηέξ, 

βζα ημκ έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ημο 2μο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηοηηάνςκ γφιδξ. Απυ ηα ανζζηενά 

πνμξ ηα δελζά έπμοκ δθεηηνμθμνδεεί: ιάνηοναξ, 1μ δείβια βεκμιζημφ DNA 

ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, 2μ δείβια βεκμιζημφ DNA ιεηαζπδιαηζζιέκδξ γφιδξ, δείβια 

εθέβπμο πμο πενζέπεζ ημ βμκίδζμ URA3 ζηδ εέζδ ημο MSN2 εκηυξ ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ 

γφιδξ, δείβια εθέβπμο (βεκμιζηυ DNA γφιδξ αβνίμο ηφπμο). 
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4.3 Γνθηκαζία αλάπηπμεο κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο 

Πνμηεζιέκμο κα βίκεζ ιζα πνςηανπζηή ιεθέηδ ημο ζηεθέπμοξ γφιδξ πμο 

ηαηαζηεοάζηδηε (W303-1a_MSN2_633), ιεθεηήεδηε δ ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημοξ 

ζε δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ζοβηνίκμκηαξ ηδ ιε αοηή ηςκ αβνίμο ηφπμο ηοηηάνςκ. 

 

4.3.1 Δπίδξαζε ηεο απμεκέλεο ζπγθέληξσζεο γιπθόδεο ζηελ αλάπηπμε ησλ 

θπηηάξσλ. 

Η αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ βθοηυγδξ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ πνμζμιμζάγεζ ημ 

πενζαάθθμκ ζημ μπμίμ μ γοιμιφηδηαξ ηαθείηαζ κα λεηζκήζεζ ηδκ γφιςζδ, 

ανζζηυιεκμξ μοζζαζηζηά ζε ηαηάζηαζδ ςζιςηζημφ ζηνεξ. Έηζζ ιεθεηήεδηε δ 

ζηακυηδηα ακάπηολδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ 

ηαιπφθεξ ακάπηολδξ (π. 4.16-4.19). Απυ ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ υηζ δ 

ιεηάθθαλδ Ser633Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ msn2 ημο γοιμιφηδηα, δεκ ιεηααάθεζ ηδκ 

ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημο ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ βθοηυγδξ. 

 

 

ρήκα 4.16: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ βθοηυγδ ζε ζοβηέκηνςζδ 2%. 

ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600 nm εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h. 
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ρήκα 4.17: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ βθοηυγδ ζε ζοβηέκηνςζδ 5%. 

ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600 nm, εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h. 

 

ρήκα 4.18: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ βθοηυγδ ζε ζοβηέκηνςζδ 10%. 

ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600 nm, εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h. 
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ρήκα 4.19: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (w303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ βθοηυγδ ζε ζοβηέκηνςζδ 12%. 

ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600 nm, εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h. 

 

4.3.2 Δπίδξαζε ηεο παξνπζίαο αηζαλόιεο ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ 

Η πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ πνμζμιμζάγεζ ημ πενζαάθθμκ 

ζημ μπμίμ μ γοιμιφηδηαξ θεζημονβεί εθυζμκ έπεζ λεηζκήζεζ δ αθημμθζηή γφιςζδ. 

Έηζζ ιεθεηήεδηε δ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπφθεξ ακάπηολδξ (π. 4.20-4.21). Απυ ηα απμηεθέζιαηα 

θαίκεηαζ υηζ δ ιεηάθθαλδ Ser633Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ msn2 ημο γοιμιφηδηα, δεκ 

ιεηααάθεζ ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημο ζε παιδθά επίπεδα αζεακυθδξ (3%) (π. 

4.20). ε ορδθυηενα επίπεδα αζεακυθδξ (6%) θαίκεηαζ υηζ δ ζοβηεηνζιέκδ 

ιεηάθθαλδ υπζ ιυκμ δεκ εοκμεί ηδκ ακάπηολδ ημο γοιμιφηδηα αθθά απεκακηίαξ 

ειθακίγεζ αολδιέκδ εοαζζεδζία ζε αοηή ημοθάπζζημκ ζε επίπεδμ ακάπηολδξ (π. 

4.21). Απαζηείηαζ δ πεναζηένς δζενεφκδζδ ηδξ ζηακυηδηαξ παναβςβήξ αζεακυθδξ δ 

μπμία βίκεηαζ ακαενυαζα πνμηεζιέκμο κα θακεί δ πθήνδξ επίδναζδ ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ ιεηάθθαλδξ επί ηδξ θεζημονβίαξ ημο γοιμιφηδηα. 
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ρήκα 4.20: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ αζεακυθδ ζε ζοβηέκηνςζδ 3%. 

ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε ιήημξ 

ηφιαημξ 600 nm, εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h. 

 

ρήκα 4.21: Καιπφθεξ ακάπηολδξ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ (MSN2_633) ηαζ ηοηηάνςκ 

αβνίμο ηφπμο (W303-1a) ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζέπεζ αζεακυθδ ζε ζοβηέκηνςζδ 6% 

ηαζ 9%. ημκ ηαηαηυνοθμ άλμκα ακαβνάθεηαζ δ ιεηνμφιεκδ μπηζηή απμννυθδζδ ζε 

ιήημξ ηφιαημξ 600 nm, εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα μ πνυκμξ ζε h.  
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5. ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 

Οζ msn2/4 εκενβμπμζμφκηαζ ιεηά ηδκ έηεεζδ ηδξ γφιδξ ζε ιζα εονεία 

πμζηζθία απυ πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ, υπςξ άγςημ ή έθθεζρδ άκεναηα, 

ςζιςηζηή πίεζδ, πανάβμκηεξ πμο αθάπημοκ ημ DNA, αζεακυθδ ηαζ εενιζηή 

ηαηαπυκδζδ. 

Η γφιδ είκαζ εοαίζεδηδ ζε ορδθυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ αζεακυθδξ, εζδζηά βζα 

ορδθήξ αανφηδηαξ ή πμθφ ορδθήξ αανφηδηαξ ζοκεήηεξ γφιςζδξ. οζζχνεοζδ 

αζεακυθδξ ζε έκα ενεπηζηυ ιέζμ ακαζηέθθεζ ηδκ ηοηηανζηή ακάπηολδ ηαζ ηδ 

αζςζζιυηδηα, επδνεάγεζ δζαθμνεηζηά ιεηαθμνζηά ζοζηήιαηα, ηαζ ιεζχκεζ ηδκ 

παναβςβή αζεακυθδξ. 

Η πανμοζία ηδξ αζεακυθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο γοιμιφηδηα, υπςξ ηαζ δ 

αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ βθοηυγδξ απμηεθμφκ πανάβμκηεξ ηοηηανζημφ ζηνεξ. 

ηδκ πανμφζα ενβαζία ανπζηά δδιζμονβήεδηε δ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο 

βμκζδίμο MSN2 πμο θένεζ ηδ ιεηάθθαλδ Ser633Ala, ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ 

ηαηεοεοκυιεκδξ ιεηαθθαλζβέκεζδξ ιέζς PCR. Δκ ζοκεπεία έβζκε απαθμζθή ημο 

βμκζδίμο MSN2 ηαζ ακηζηαηάζηαζή ημο απυ ημ βμκίδζμ URA3, απυ ημ αβνίμο ηφπμο 

ζηέθεπμξ W303-1a ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ημο αηυθμοεμο 

μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ πμο ιπμνεί κα βίκεζ αοευνιδηα ζηδ γφιδ οπυ 

ζοβηεηνζιέκεξ πνμτπμεέζεζξ.. Σμ ζηέθεπμξ πμο πνμέηορε W303-1a_ΓMSN2 

ιεηαζπδιαηίζηδηε ιε ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο MSN2 βμκζδίμο (MSN2_633) ηαζ 

ιέζς ημο μιυθμβμο ακαζοκδοαζιμφ, έβζκε ακηζηαηάζηαζδ ημο URA3 βμκζδίμο πμο 

εζζήπεδ ζημ πνμδβμφιεκμ αήια. Σεθζηά εθήθεδ ημ ζηέθεπμξ γφιδξ W303-

1a_MSN2_Ser633Ala. Αημθμφεδζε ιζα πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ ζηακυηδηαξ 

ακάπηολήξ ημο ζε ζπεηζηά ορδθέξ ηζιέξ ζοβηέκηνςζδξ ζαηπάνμο ηαεχξ ηαζ ζε 

δζάθμνεξ ηζιέξ ζοβηέκηνςζδξ αζεακυθδξ. Απυ ηδ πνςηανπζηή αοηή ιεθέηδ 

πνμέηορακ ηα ελήξ: 

 Η ιεηάθθαλδ Ser633Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ msn2 ημο γοιμιφηδηα, δεκ 

ιεηααάθεζ ηδκ ζηακυηδηα ακάπηολήξ ημο ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

βθοηυγδξ. 
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 Η ιεηάθθαλδ Ser633Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ msn2 ημο γοιμιφηδηα, ηαεζζηά 

ημ γοιμιφηδηα ιδ ζηακυ κα ακαπηοπεεί ζε ζπεηζηά ορδθέξ ηζιέξ αζεακυθδξ.  

 

Οζ παναπάκς παναηδνήζεζξ μδδβμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ ημ 

ζοβηεηνζιέκμ ηαηάθμζπμ Ser πμο οπάνπεζ ζηδ θοζζμθμβζηή ιμνθή ηδξ msn2 

πνςηεΐκδξ δζαδναιαηίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ζηακυηδηα ακάπηολδξ ημο 

γοιμιφηδηα ζε αολδιέκα επίπεδα αζεακυθδξ. Πνμηεζιέκμο κα απμηαθοθεεί 

πθήνςξ μ νυθμξ ημο ζοβηεηνζιέκμο αιζκμλέμξ απαζηείηαζ δ πεναζηένς δζενεφκδζδ 

ηυζμ δζαθυνςκ άθθςκ ζοκεδηχκ πμο πζεακυκ κα επδνεάγμοκ ηδκ ακάπηολδ ημο 

γοιμιφηδηα, υζμ ηαζ ηδξ ζηακυηδηαξ γφιςζδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ζε 

ζοκεήηεξ πμο πνμζμιμζάγμοκ ημο θοζζημφ πενζαάθθμκημξ πμο βίκεηαζ δ γφιςζδ, 

ηαεχξ ηαζ δ ιεθέηδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ. 
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