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ΠΔΡΗΛΖΨΖ 

Οζ γύιεξ παναδμζζαηά αθθά ηαζ ζήιενα παίγμοκ ζπμοδαίμ νόθμ ζηζξ 

αζμιδπακζηέξ γοιώζεζξ. Ακ ηαζ ζηδ θύζδ ακεονίζημκηαζ πμθθά είδδ γοιώκ μ 

γοιμιύηδηαξ  Saccharomyces cerevisiae είκαζ οπεύεοκμξ βζα ηζξ γοιώζεζξ 

ηςκ ζαηπάνςκ, ηαζ ηδ ιεηαηνμπή  αοηώκ ζε αζεακόθδ ηαζ δζμλείδζμ ημο 

άκεναηα. ΢οβηεηνζιέκα δ βθοηόγδ ιεηαηνέπεηαζ ζε πονμζηαθοθζηό μλύ ιέζς 

ηδξ βθοηόθοζδξ , πμο είκαζ ιζα ηαεμθζηή δζενβαζία. Ζ πμνεία πμο αημθμοεεί 

ζηδκ ζοκέπεζα ελανηάηαζ από ηδκ πανμοζία μλοβόκμο  ή ηαζ απμοζία ημο. 

Καηά ηδκ αενόαζα δζενβαζία επζηναηεί δ θεζημονβία ημο ηύηθμο ημο ηζηνζημύ 

μλέμξ ηαηά ηδκ μπμία ημ πονμζηαθοθζηό ηαηααμθίγεηαζ ζε CO2 ηαζ H2O εκώ 

ηαηά ηδκ ακαενόαζα δζενβαζία ημ πονμζηαθοθζηό ιπμνεί ηαηααμθίγεηαζ ζε 

αζεακόθδ ηαηά ηδκ αθημμθζηή γύιςζδ. O δαραξνκύθεηαο εεςνείηαζ εαοιάζζμξ 

παναβςβόξ αζεακόθδξ πανμοζζάγμκηαξ όιςξ δζάθμνεξ εοαζζεδζίεξ ζε 

αηναίεξ πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ, ζε ςζιςηζηέξ πζέζεζξ η.ά. ΢ημπόξ ηδξ 

πανμύζαξ ενβαζίαξ είκαζ ανπζηά δ ηαηαζηεοή εκόξ ζηεθέπμοξ γύιδξ πμο 

θένεζ ηδ ιεηάθθαλδ Ser531Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4 πνδζζιμπμζώκηαξ ηδκ 

ηαηεοεοκόιεκδ ιεηαθαλζββέκεζδ ιέζς PCR. Σμ ιεηαθθαβιέκμ βμκίδζμ MSN4 

εκ ζοκεπεία πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ εζζαβςβή ηδξ εκ θόβς ιεηάθθαλδξ ζε 

ηύηηανα γύιδξ ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο μιόθμβμο ακαζοκδοαζιμύ. Ζ 

Ser531 εκημπίγεηαζ ζηδκ πενζμπή ζδιαημδόηδζδξ ηδξ πονδκζηήξ 

ιεηακάζηεοζδξ (Nuclear Localization Signal (NLS)). Με ηδκ ιεηάθθαλδ βίκεηαζ 

απόπεζνα απμηάθορδξ ημο νόθμο ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ΢ενίκδξ ζηδκ ηαηαζημθή 

ημο εθέβπμο ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4, από ηδκ PKA ηαεώξ ηαζ 

πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ απόηνζζδξ ζε δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ηοηηανζημύ stress. 

Σα απμηεθέζιαηα αοηήξ ηδξ ιεθέηδξ δύκαηαζ κα ζοιαάθθμοκ ζηδκ δδιζμονβία 

εκόξ ζηεθέπμοξ γύιδξ πμο εα ειθακίγεζ ηαθύηενα παναηηδνζζηζηά γύιςζδξ 

ηαζ εα ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ζηδ αζμιδπακία ηνμθίιςκ  

 

Λέμεηο θιεηδηά : Saccharomyces cerevisiae, ζοκεήηεξ ζηνεξ , Msn4, 

βμκζδζαηή έηθναζδ, πνςηεΐκδ ηζκάζδ Α (ΡΚΑ), PCR , πανάβμκηαξ 

ιεηαβναθήξ, ιεηαθθαλζβέκεζδ. 
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ABSTRACT 

 

Traditionally Yeasts play an important role in industrial fermentations. 

Although naturally found many yeast species, Saccharomyces cerevisiae is 

responsible for the fermentation of sugars, and conversion into ethanol and 

carbon dioxide. Specifically, glucose converted to pyruvate via glycolysis, 

which is a universal process. In aerobic conditions, pyruvate is used for the 

production of energy, CO2 and H2O by citric acid cycle (Krebs cycle), while in 

anaerobic condition pyruvate is decarboxylated to acetaldehyde and then 

reduced to ethanol (ethanol fermentation). Saccharomyces cerevisiae shows 

different sensitivities to extreme environmental conditions such as osmotic 

pressure, temerature, ethanol presence etc. The primary purpose of this study 

is to construct a yeast strain carrying the mutation Ser531Ala on Msn4 

protein, using PCR site-directed mutagenesis. The mutated MSN4 gene 

subsequently will be used for the introduction of mutation into yeast cells by 

homologous recombination. The Ser531 residue is located in Nuclear 

Localization Signal (NLS). By this mutation, is attempted to disclose the role 

of this Serine in controlling the migration of the Msn4 protein to the nucleus. 

The generated strain will be investigated for the ability to grow against various 

conditions of cellular stress, hoping that these results will help for the 

production of a yeast strain with better ethanol production characteristics that 

can be used in food industry. 
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1. ΔΗ΢ΑΓΩΓΖ 

 

1.1 Ζ πνξεία κεηαβνιηζκνύ ηεο γιπθόδεο 

Εύιςζδ παναηηδνίγεηαζ ηάεε ιεηααμθζηή δζενβαζία ιεηαζπδιαηζζιμύ 

μνβακζηώκ μοζζώκ ζε απθμύζηενεξ,  ιε ηαοηόπνμκδ παναβςβή εκένβεζαξ. Ζ 

γύιςζδ ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί είηε πανμοζία μλοβόκμο είηε απμοζία 

ημο. Ζ αθημμθζηή  γύιςζδ ακήηεζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ ακαενόαζςκ γοιώζεςκ. 

Με ηδκ πάνμδμ ηςκ πνόκςκ πνμηάεδηακ πμθθέξ εεςνίεξ βζα ηδκ αθημμθζηή 

γύιςζδ όιςξ αοηόξ πμο απέδεζλε πεζναιαηζηά όηζ δ αθημμθζηή γύιςζδ είκαζ 

απμηέθεζια ηδξ ακαενόαζαξ ιεηααμθζηήξ δναζηδνζόηδηαξ ηςκ γοιώκ ήηακ μ 

Luis Pasteur ημ 1864 (7). ΢οβηεηνζιέκα δ βθοηόγδ ιεηαηνέπεηαζ ζε 

πονμζηαθοθζηό μλύ ιέζς ηδξ βθοηόθοζδξ , πμο είκαζ ιζα ηαεμθζηή δζενβαζία 

(εζηόκα1).  Καηά ημκ ηαηααμθζζιό εκόξ ιμνίμο βθοηόγδξ πανάβμκηαζ 2 ιόνζα 

πονμζηαθοθζημύ μλέμξ. Ζ πμνεία πμο αημθμοεεί ζηδκ ζοκέπεζα ελανηάηαζ 

από ηδκ πανμοζία μλοβόκμο  ή ηαζ απμοζία ημο. Καηά ηδκ αενόαζα δζενβαζία 

(εζηόκα 2) επζηναηεί δ θεζημονβία ημο ηύηθμο ημο ηζηνζημύ μλέμξ ηαηά ηδκ 

μπμία ημ πονμζηαθοθζηό ηαηααμθίγεηαζ ζε CO2 ηαζ H2O  εκώ ηαηά ηδκ 

ακαενόαζα δζενβαζία ημ πονμζηαθοθζηό ιπμνεί κα ηαηααμθίγεηαζ είηε  ζε 

βαθαηηζηό μλύ ηαηά ηδκ βαθαηηζηή γύιςζδ είηε ζε αζεακόθδ ηαηά ηδκ 

αθημμθζηή γύιςζδ (1,8,4,10) 
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Εηθόλα 1 Σρεκαηηθή πνξεία γιπθόιπζεο 
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Εηθόλα 2 Σρεκαηηθή πνξεία ηνπ θύθινπ ηνπ θηηξηθνύ νμένο 
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1.2 Αλκοολική ζύμωση 

Ζ αθημμθζηή γύιςζδ εεςνείηαζ δ ζπμοδαζόηενδ ηαζ πθδνέζηενα ιεθεηδιέκδ 

γύιςζδ. Ζ ένεοκα επί ηδξ ιεηαηνμπήξ ηςκ ζαηπάνςκ ζε αζεακόθδ λεηίκδζε 

μοζζαζηζηά ημ 1897, όηακ απεδείπεδ από ημκ Buchner όηζ ημ πνμσόκ 

ζύκεθζρδξ ηςκ ηοηηάνςκ γύιδξ πνμηαθεί αθημμθζηή γύιςζδ. Ζ ένεοκα πμο 

αημθμύεδζε ήηακ επίπμκδ ηαζ ιεβάθδξ δζάνηεζαξ, απμηέθεζε δε ηδ αάζδ ηδξ 

Βζμπδιείαξ ηαζ άκμζλε ημ δνόιμ βζα ηδκ ένεοκα ηαζ ηδκ δζεοηνίκζζδ ηαζ ηςκ 

άθθςκ ζπδιάηςκ δζάζπαζδξ ηςκ ζαηπάνςκ (1,4). Οζ γύιεξ αηόια ηαζ ηάης 

από ζδεώδεζξ ζοκεήηεξ ιεηαηνέπμοκ ζε αθημόθδ ηαζ δζμλείδζμ ημο άκεναηα 

ιόκμκ ημ 95%  ημο ζαηπάνμο , ημ δε οπόθμζπμ 5 %  πνδζζιμπμζείηαζ βζα 

αζμζύκεεζδ ηοηηανζηώκ οθζηώκ. Δλαίνεζδ απμηεθμύκ ηάπμζα ήδδ ααηηδνίςκ 

πμο πναβιαημπμζμύκ ηαζ αοηά αθημμθζηή γύιςζδ. Ακάθμβα ιε ημκ 

ιζηνμμνβακζζιό πμο πναβιαημπμζεί ηάεε θμνά ηδκ αθημμθζηή γύιςζδ 

ιεηααμθίγεζ ηαζ ημ ζοβηεηνζιέκμ είδμοξ ζαηπάνμο (π.π. ημ είδμξ Zymomonas 

mobilis γοιώκεζ απμηθεζζηζηά βθοηόγδ, θνμοηηόγδ, ζαηπανόγδ ) εκώ ζηζξ 

αζμιδπακίεξ ηνμθίιςκ όπςξ ακαθέναιε πνδζζιμπμζμύκηαζ  απμηθεζζηζηά 

γύιεξ ημο βέκμοξ Saccharomyces (7). Πένα από ηδκ παναβςβή ηδξ 

αζεακόθδξ πμο είκαζ έκα επζεοιδηό πνμσόκ ηαηά ηδκ δζενβαζία ηδξ αθημμθζηήξ 

γύιςζδξ πανάβμκηαζ ηαζ δζαθόνςκ εζδώκ παναπνμσόκηα ηα μπμία είκαζ είηε 

πνμσόκηα ηδξ πμνείαξ αοηήξ είηε πνμσόκηα πανάθθδθςκ ακηζδνάζεςκ ιε αοηή 

είηε ηαζ πδιζηέξ μοζίεξ πμο πνμένπμκηαζ από ηδκ ςνίιακζδ ηςκ πνμσόκηςκ 

ηδξ γύιςζδξ. Πανάβμκηαζ ζε ιζηνμπμζόηδηεξ όπςξ είκαζ δ ιεεακόθδ, ημ 

δθεηηνζηό μλύ, μζ ακώηενεξ αθημόθεξ, δ βθοηενίκδ, αηεηαθδεύδδ, εζηένεξ, 

μλζηό μλύ, αηεηάθεξ η.ά. Ακαζηαθηζημί πανάβμκηεξ ηδξ αθημμθζηήξ γύιςζδξ 

απμηεθμύκ ηα ζάηπανα, δ αζεακόθδ, δ θμνιαθδεΰδδ μ εεζώδδξ ακοδνίηδξ ηαζ 

μνζζιέκα ιέηαθθα πμο πνέπεζ κα πνδζζιμπμζμύκηαζ ζε ζοβηεηνζιέκεξ 

ζοβηεκηνώζεζξ δζόηζ ιπμνμύκ ηαζ κα ηενιαηίζμοκ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ 

γύιςζδξ. Ζ αζεακόθδ πανμοζζάγεζ ιεβάθμ εκδζαθένμκ ςξ πδβή εκένβεζαξ, 

ζδίςξ βζα ηζξ πώνεξ πμο δεκ είκαζ εκενβεζαηά αοηάνηεζξ (1,4). 
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1.3 Εύκεο θαη Μύθεηεο  

Οζ ιύηδηεξ (fungi) απμηεθμύκ ιία ιεβάθδ ηαηδβμνία εοηανοςηζηώκ 

ιζηνμμνβακζζιώκ πμο πμζηίθμοκ ζηδκ θοζζμθμβία ηαζ ζηδ δμιή. Αολάκμκηαζ 

επί μνβακζηώκ οπμζηνςιάηςκ ηαζ ελεθζηηζηά είκαζ πενζζζόηενμ ημκηά ζηα 

ανπαία, ιε ηα μπμία έπμοκ ημζκό πνόβμκμ, πανά ζηα ααηηήνζα. Σα ηύηηανά 

ημοξ πνμζηαηεύμκηαζ από ηοηηανζηό ημίπςια ημ μπμίμ απμηεθείηαζ από πζηίκδ 

(chitin) ή άθθμοξ πμθοζαηπανίηεξ. Οζ ιύηδηεξ πανάβμοκ ελεζδζηεοιέκα 

ηύηηανα, ηα ζπόνζα ιέζς ηςκ μπμίςκ ακαπανάβμκηαζ ηαζ ηα μπμία ημοξ 

αμδεμύκ κα επζαζώκμοκ ζε πενζααθθμκηζηά ακηίλμεξ ζοκεήηεξ. Οζ ιύηδηεξ 

είκαζ δοκαηόκ κα είκαζ ιμκμηύηηανμζ (γύιεξ- yeasts) ή πμθοηύηηανμζ 

(κδιαημεζδείξ ή ιοηδθζαημί ιύηδηεξ – filamentous fungi). Οζ ιύηδηεξ ηαηά 

ηακόκα δεκ δζαεέημοκ αοηόκμιδ ηίκδζδ ηαζ ακαπηύζζμκηαζ οπό ιμνθή 

δζαηθαδζγόιεκςκ κδιαηίςκ πμο μκμιάγμκηαζ οθέξ (hyphae) μζ μπμίεξ 

δζαθμνμπμζμύκηαζ πενζμνζζιέκα ιεκ ιμνθμθμβζηά, ηαεόθμο όιςξ 

θεζημονβζηά. Μενζημί ιύηδηεξ έπμοκ πάζεζ ημ ιοηδθζαηό ηνόπμ ακάπηολδξ 

ημοξ ηαζ έπμοκ ιεηαηναπεί ζε ιμκμηύηηανμοξ μνβακζζιμύξ. Οζ μνβακζζιμί 

αοημί είκαζ βκςζημί ςξ γύιεξ. Οζ γύιεξ απμηεθμύκηαζ από ιζηνά ζε ζπήια 

αοβμύ ηύηηανα πμο πμθθαπθαζζάγμκηαζ ιε εηαθάζηδζδ. Σα εηαθαζηήιαηα 

ιεβεεύκμκηαζ ιέπνζ κα θηάζμοκ ημ ιέβεεμξ ημο ιδηνζημύ ηοηηάνμο ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα βίκεηαζ δ δζαίνεζδ ημο πονήκα ηαζ ιεηά δ δζαίνεζδ ημο 

ηοηηανμπθάζιαημξ.(5,1). Οζ γύιεξ είκαζ ιζηνμμνβακζζιμί πμο ακαπηύζζμκηαζ 

ζε πενζαάθθμκηα ορδθήξ ςζιςηζηήξ πίεζδξ. Με εθάπζζηεξ ελαζνέζεζξ είκαζ 

ζαπνόθοηα, πνμαζνεηζηά ακαενόαζα ηαζ δεκ πανάβμοκ ημλζημύξ ιεηααμθίηεξ . 

Οζ γύιεξ είκαζ ιζηνμμνβακζζιμί ιεβάθδξ ζπμοδαζόηδηαξ βζα ηδ ααζζηή 

αζμθμβζηή ένεοκα, ηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ ηαζ πμηώκ ηδκ ζαηνζηή ηαζ ηδ 

αζμηεπκμθμβία αθθά ηαζ ςξ ηνόθζια. (1) Ζ  ζδιακηζηόηενδ μζημκμιζηά 

εθανιμβή είκαζ ημο βέκμοξ Saccharomyces cerevisiae ηαεώξ ηαζ άθθςκ 

γοιώκ ηαζ κδιαηςδώκ ιοηήηςκ ζηδκ παναβςβή αθημμθμύπςκ πμηώκ (3). 

 

1.4  Σν γέλνο Saccharomyces 
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 Ο S. cerevisiae (εζηόκα 3), ακήηεζ ζηδκ ηάλδ Saccharomycetales 

(αζημζπμνζμβόκεξ γύιεξ). Δπεζδή απμηεθεί εδώ ηαζ πνόκζα ιμκηέθμ βζα ηδκ 

ένεοκα ιμνζαηήξ αζμθμβίαξ ηαζ βεκεηζηήξ, είκαζ μ πζμ ηαθά ιεθεηδιέκμξ ηαζ 

παναηηδνζζιέκμξ εοηανοςηζηόξ μνβακζζιόξ (από ηδκ επμπή ημο Luis Pasteur 

1850 έςξ ζήιενα). Σμ βεβμκόξ αοηό ηαεώξ ηαζ ημ ζζημνζηό αζθαθμύξ πνήζδξ 

ημο ( έπεζ παναηηδνζζηεί ςξ GRAS, Generally Regarded As Safe) έπεζ 

μδδβήζεζ ζε πμθοάνζειεξ εθανιμβέξ ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ. Οζ 

γοιμιύηδηεξ ηαθθζενβμύκηαζ ιε ζηόπμ ηδκ παναβςβή ηδξ γύιδξ ανημπμζίαξ, 

ηδκ πνήζδ ημοξ ζηζξ ακηζδνάζεζξ αθημμθζηήξ γύιςζδξ βζα ηδκ παναβςβή 

αθημμθμύπςκ πμηώκ ηαεώξ ηαζ ηδκ παναβςβή δζαθόνςκ άθθςκ πνμσόκηςκ 

όπςξ εκγύιςκ, αζηαιζκώκ η.ά. Σα ααζζηόηενα πνήζζια παναηηδνζζηζηά ημο S. 

cerevisiae είκαζ δ ηαπεία ακάπηολδ ζε αενόαζεξ ζοκεήηεξ ηαζ δ 

απμηεθεζιαηζηή παναβςβή δζμλεζδίμο ημο άκεναηα ηαζ αζεακόθδξ ζε 

ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ ηαεώξ ηαζ ιδ παναβςβή ακεπζεύιδηςκ ανςιάηςκ ή 

βεύζεςκ. Σα ηεθεοηαία πνόκζα, δ ένεοκα έπεζ εζηζαζηεί ζηζξ βεκεηζηέξ 

πνμζεββίζεζξ ηςκ παναηηδνζζηζηώκ ηδξ αζμιδπακζηήξ γύιδξ. Με ηδκ ακάπηολδ 

ηδξ ιμνζαηήξ αζμθμβίαξ έπμοιε ηαηαθένεζ κα απμηςδζημπμζήζμοιε ημ 

βμκζδίςια βζα 46 δζαθμνεηζηά ζηεθέπδ ημο Saccharomyces cerevisiae . Ζ 

ιμνζαηή βεκεηζηή ένεοκα έπεζ επίζδξ πενζθάαεζ ιεθέηεξ ηδξ βεκεηζηήξ 

έηθναζδξ ζηδ γύιδ ημο ηναζζμύ ηαηά ηδ γύιςζδ, όηακ αοηή 

πναβιαημπμζείηαζ ζε ηαηαζηάζεζξ ζηνεξ όπςξ ορδθή ζοβηέκηνςζδ 

ζαηπάνςκ ή ημλζηόηδηα ηδξ αζεακόθδξ ηαζ όηακ μζ γύιεξ είκαζ αθοδαηςιέκεξ ή 

εκοδαηςιέκεξ (1,4,3). 

 

Εηθόλα  3 Κύηηαξα ηνπ δαραξνκύθεηα S. cerevisiae 
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1.5 O ξόινο ηεο πξσηεΐλεο Msn2/Msn4 ζηνλ δαραξνκύθεηα S. 

cerevisiae 

Οζ γύιεξ πνδζζιμπμζμύκηαζ εηηεηαιέκα ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ ηαζ πμηώκ. 

΢διακηζηή ένεοκα επζηεθείηαζ βζα ηδκ αεθηίςζδ ηδξ απόδμζδξ ηςκ γοιώζεςκ 

είηε ιε ηδκ ηνμπμπμίδζδ ηςκ ζοκεδηώκ είηε ιε ηδ βεκεηζηή αεθηίςζδ ηςκ 

πνδζζιμπμζμύιεκςκ ιζηνμμνβακζζιώκ. Ζ αθημμθζηή γύιςζδ είκαζ βκςζηή ηαζ 

εθανιόγεηαζ από ηδκ ανπαία Δθθάδα ιέπνζ ζήιενα βζα ηδκ παναβςβή μίκμο. 

Ζ ακάπηολδ ηδξ επζζηήιδξ ηαζ ηδξ ηεπκμθμβίαξ επζηνέπεζ ζήιενα ηδκ πνήζδ 

ηδξ αθημμθζηήξ γύιςζδξ βζα ηδκ παναβςβή αζμαζεακόθδξ πνδζζιμπμζώκηαξ 

ςξ οπμζηνώιαηα δζάθμνεξ πδβέξ ζαηπάνςκ όπςξ ηαθθζενβήζζια θοηά, 

απόαθδηα αζμιδπακίαξ ηνμθίιςκ η.ά. Ο Saccharomyces cerevisiae  ιπμνεί 

κα ιεηααμθίζεζ ζάηπανα όπςξ δ βθοηόγδ, είηε ελ’ μθμηθήνμο ζε CO2 ηαζ H2O 

πανμοζία μλοβόκμο (αενμαίςζδ), είηε ζε αζεακόθδ ηαζ CO2 απμοζία 

μλοβόκμο (ακαενμαίςζδ). Ζ πμνεία δ μπμία πνδζζιμπμζείηαζ από ημ ηύηηανμ 

είκαζ αοηή ηδξ βθοηόθοζδξ ηαηά ηδκ μπμία ηα ζάηπανα όπςξ δ βθοηόγδ 

ιεηαηνέπμκηαζ ζε πονμζηαθοθζηό μλύ. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ πονμζηαθοθζηό μλύ 

οπό ακαενόαζεξ ζοκεήηεξ απμηαναμλοθώκεηαζ εκγοιζηά από ηδκ 

απμηαναμλοθάζδ ημο πονμζηαθοθζημύ ηαζ ιεηαηνέπεηαζ ζε αηεηαθδεύδδ ηαζ 

αημθμύεςξ ακάβεηαζ ζε αζεακόθδ ιε ηδ δνάζδ ηδξ αθημμθζηήξ 

αθοδνμβμκάζδξ (7). Όηακ μ S.cerevisiae ανεεεί ζε πενζαάθθμκ πθμύζζμ ζε 

ζάηπανα, όπςξ βθοηόγδ, θνμοηηόγδ αθ’ εκόξ ηα ζάηπανα αοηά εζζένπμκηαζ 

ζημ ηύηηανμ πνμηεζιέκμο κα απμδμιδεμύκ ηαζ κα παναπεεί εκένβεζα, αθ’ 

εηένμο ηα ίδζα ιόνζα ηςκ ζαηπάνςκ ηαηέπμοκ ηονίανπμ νόθμ ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ εκδμηοηηάνζςκ ιμκμπαηζώκ ιμνζαηήξ ζδιαημδόηδζδξ δνώκηαξ  

ςξ πνμζδέηεξ ( ligand). H αδεκοθζηή ηοηθάζδ Cyr1 εκενβμπμζείηαζ είηε από ημ 

ζύιπθεβια G πνςηεσκώκ πμο είκαζ δεζιεοιέκεξ ζημοξ οπμδμπείξ ζαηπάνςκ 

(Gpa1p, Gpa2p). H εκενβμπμίδζδ ηδξ αδεκοθζηή ηοηθάζδξ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ εκδμηοηηάνζα αύλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ ηοηθζηήξ 

ιμκμθςζθμνζηήξ αδεκμζίκδξ (cAMP). H πνςηεΐκδ Βcy1 δεζιεύεζ ιε ηδκ 

ιμνθή ζοιπθόημο ημ ζύιπθεβια ηςκ πνςηεσκώκ Σpk 1/2/3 πμο απμηεθμύκ 

ηδκ πνςηεσκζηή ηζκάζδ Α (PKA). H cAMP πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ Bcy1 ηαζ εκ ζοκέπεζα ηδκ απεθεοεένςζδ ηδξ εκγοιζηά 
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εκενβήξ PKA. Ζ PKA είκαζ δ θςζθμηζκάζδ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ ηαζ μζ ζηόπμζ 

ηδξ είκαζ έκαξ ηενάζηζμξ ανζειόξ πνςηεσκώκ ζοιπενζθαιαακμιέκςκ πμθθώκ 

εκγύιςκ πμο ζοιιεηέπμοκ άιεζα ή έιιεζα ζηζξ ιεηααμθζηέξ δζενβαζίεξ. 

Μεηαλύ ηςκ ιμνίςκ ζηόπςκ ηδξ PKA είκαζ ηαζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ όπςξ 

δ Μsn4 πνςηεΐκδ (14). Οζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ εκενβμπμζμύκηαζ ιέζς 

θςζθμνοθζώζεςκ από άθθεξ ηζκάζεξ όηακ ημ ηύηηανμ ανίζηεηαζ οπό 

ζοκεήηεξ ηοηηανζημύ ζηνεξ ιεηακαζηεύμκ ζημ πονήκα ιπθμηάνμοκ ημ 

ηοηηανζηό ηύηθμ ηαζ επάβμοκ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο απμηνίκμκηαζ ζημ 

ζηνεξ. Ζ θςζθμνοθίςζδ ημο Msn4 ζηδκ πενζμπή ηςκ ζδιάηςκ πονδκζηήξ 

ιεηακάζηεοζδξ (Nuclear Localization Signal) (NLS)) από ηδκ PKA έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ πανειπόδζζδ ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ηδξ ζημκ πονήκα. Ζ 

πανμοζία ηδξ αζεακόθδξ ζημ πενζαάθθμκ ημο γοιμιύηδηα απμηεθεί έκα 

πανάβμκηα ηοηηανζημύ ζηνεξ, όιςξ δ εκδμηοηηάνζα ζδιαημδόηδζδ ηδξ 

αζεακόθδξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ αδεκοθζηήξ ηοηθάζδξ 

ηαζ ηεθζηά ηδξ PKA ιέζς ηςκ Ras 1/2 πνςηεσκώκ. Γίκεηαζ ακηζθδπηό θμζπόκ, 

όηζ πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί ιεβαθύηενδ παναβςβή αζεακόθδξ από ημκ 

S.cerevisiae πνδζζιμπμζώκηαξ δζάθμνα οπμζηνώιαηα εα ήηακ πνήζζιμ κα 

επζηεοπεμύκ ηαηάθθδθεξ βεκεηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ιε ζημπό ηδκ απμηνμπή ηδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4 από ηδκ PKA (20,18,17,13,16) 
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1.6 Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain 

Reaction) 

Ζ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ είκαζ ιία ιέεμδμξ δζεεκώξ βκςζηή ςξ 

PCR από ηα ανπζηά ηςκ θέλεςκ Polymerase Chain Reaction. Πνόηεζηαζ βζα 

ιία  βνήβμνδ, μζημκμιζηή ηεπκζηή πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα κα πμθθαπθαζζάζεζ 

ιε αηνίαεζα ιζηνέξ αθθδθμοπίεξ DNA πμο οπάνπμοκ αηόιδ ηαζ ζε εθάπζζηα 

ακηίβναθα ιέζα ζε έκα δείβια, ηαεώξ επίζδξ ηαζ κα απμιμκώζεζ ιία 

αθθδθμοπία από έκα πμθύ ιζηνό δείβια. Με ημκ ηνόπμ αοηό ιπμνμύκ κα 

εκημπζζημύκ ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα πμο οπάνπμοκ ζε έκα δείβια. Πνόηεζηαζ 

βζα  ιία εκγοιζηή ιέεμδμ ζύκεεζδξ βμκζδζαημύ DNA. Βαζίγεηαζ ζε δζαδμπζημύξ 

ηύηθμοξ ακηζβναθήξ (25- 35) πμο λεηζκμύκ από ηαεμνζζιέκεξ εέζεζξ ιζαξ 

ιήηναξ DNA. Κάεε ηύηθμξ απμηεθείηαζ από ηνία ζηάδζα: 

Εηθόλα 4 Αληίδξαζε ζην ζηξεο 



16 
 

• Απμδζάηαλδ ηδξ ιήηναξ 

• Πνόζδεζδ ηςκ εηηζκδηώκ ζηζξ ζοιπθδνςιαηζηέξ πνμξ αοημύξ 

αθθδθμοπίεξ 

• Δπζιήηοκζδ ηςκ εηηζκδηώκ-ζύκεεζδ DNA ιε ηαηεύεοκζδ 5΄-3΄  

 

Ζ PCR πενζβνάθδηε ηαζ εθανιόζηδηε βζα πνώηδ θμνά ημ 1985 από ημοξ 

Saiki ηαζ ζοκενβάηεξ ημο ηαζ αεθηζώεδηε ανβόηενα από Faloona ηαζ Kary 

Mullis (μ μπμίμξ ηζιήεδηε ιε ανααείμ Νόιπεθ Υδιείαξ ημ 1993) (3). ΢ήιενα 

ακηζιεηςπίγεηαζ ζακ ιία από ηζξ πζμ ζδιακηζηέξ επζζηδιμκζηέξ ακαηαθύρεζξ 

ηδξ δεηαεηίαξ ηαζ έπεζ αθθάλεζ ιε επζζηδιμκζηό ηνόπμ ηδ ιεθέηδ ημο DNA. 

Τπάνπμοκ δζάθμνεξ παναθθαβέξ ηδξ PCR όπςξ είκαζ δ πμζμηζηή Real-Time 

PCR, Hot-start PCR, Multiplex (Πμθοζύκεεηδ) PCR , Reverse Transcriptase 

PCR (RT-PCR), Nested PCR, Intersequence specific ( ISSR) PCR, FISSR- 

PCR, Ligation- mediated PCR, Inverse PCR, Vecorette- PCR, Assembly 

PCR, Asymmetric PCR-Late PCR, Quantitative PCR, Touchdown PCR, 

Colony PCR, Race-PCR, εζδζηήξ ιεεοθίςζδξ PCR, In Situ PCR, AFLP PCR 

η.ά. .  

Ζ ιέεμδμξ αοηή πνδζζιμπμζείηαζ εονύηαηα ζηδκ ένεοκα ηαζ ηζξ εθανιμβέξ ηδξ 

Μμνζαηήξ Γεκεηζηήξ, ηαεώξ δζεοηόθοκε ζδζαίηενα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ηιδιάηςκ 

βζα ηδκ δδιζμονβία ηαηαζηεοώκ, ηδκ ιεηαθθαλζβέκεζδ, ηδκ αθθδθμύπζζδ η.ά. 

Ηδζαίηενα ζδιακηζηή ζηζξ θοθμβεκεηζηέξ ιεθέηεξ ιε δείβιαηα πμο 

απμιμκώκμκηαζ από ανπαίμοξ ζζημύξ (ανπαζμθμβζηόξ ημιέαξ), ακίπκεοζδ, 

βεκμηύπδζδ ζοβηεηνζιέκςκ ιεηαθθαβώκ ηςκ ηθδνμκμιζηώκ αζεεκεζώκ, 

ηθςκμπμίδζδ βμκζδίςκ, δμηζιή παηνόηδηαξ, βεκεηζηή δαηηοθμζμπία, ζύβηνζζδ 

ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ ηαεώξ ηαζ ζε άθθμοξ ημιείξ ηδξ Τβείαξ, ημο 

Πενζαάθθμκημξ, ηδξ Γεςνβίαξ, ηςκ Σνμθίιςκ η.ά. Απαναίηδηδ είκαζ δ 

πανμοζία εκόξ εκγύιμο πμο ζοιιεηέπεζ εκενβά ζηδκ ακηζβναθή ημο DNA, ηδξ 

πμθοιενάζδξ. ΢ηζξ πνώηεξ δδιμζζεύζεζξ βζα ηδ ακηζβναθή ημο DNA βζκόηακ 

πνήζδ ηδξ πμθοιενάζδξ Κlenow. Καεώξ ημ έκγοιμ αοηό είκαζ 

εενιμεοαίζεδημ, πνεζαγόηακ ζε ηάεε ηύηθμ ακηζβναθήξ κα πνμζηίεεηαζ κέα 

πμζόηδηα πμθοιενάζδξ, πνάβια πμο ηαεζζημύζε ηδκ όθδ δζαδζηαζία 

πμθύπθμηδ ηαζ δαπακδνή. Με ηδκ πάνμδμ ηςκ πνόκςκ απμιμκώεδηε (ημ 
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1988 πενίπμο) δ πνώηδ εενιμζηαεενή DNA πμθοιενάζδ από εενιόθζθμ 

μνβακζζιό Thermus aquaticus. Σμ βεβμκόξ αοηό έδςζε ζδζαίηενδ ώεδζδ 

ηαεώξ επέηνερε ημ ζπεδζαζιό εενιμηοηθμπμζδηώκ, ιδπακδιάηςκ δδθαδή 

πμο πνμβναιιαηίζηδηακ έηζζ ώζηε εηηεθμύκ αοηόιαηα ηζξ αθθαβέξ ηδξ 

εενιμηναζίαξ ηαζ ηςκ ηύηθςκ ζημοξ επζεοιδημύξ πνόκμοξ, μδδβώκηαξ έηζζ 

ζηδκ εονεία πνήζδ ηδξ (5). Πθέμκ μζ πενζζζόηενεξ από αοηέξ ηζξ δζαδζηαζίεξ 

ηοπμπμζμύκηαζ ζε ζοζηήιαηα ακηζδναζηδνίςκ (kit) ηα μπμία πανέπμοκ 

ζδζαίηενα ζηακμπμζδηζηή επακαθδρζιόηδηα εκώ πανέπμοκ ηδ δοκαηόηδηα 

ηαοηόπνμκμο πεζνζζιμύ πμθθώκ δεζβιάηςκ. Γζα ηδκ εηηέθεζδ ιζαξ ακηίδναζδξ 

PCR πνεζάγμκηαζ: 

• Μζα εενιμζηαεενή DNA πμθοιενάζδ. Σμ έκγοιμ αοηό ηαηαθύεζ ηδκ 

ζύκεεζδ ημο DNA. ΢ήιενα οπάνπμοκ ειπμνζηά δζαεέζζιεξ ιζα πμζηζθία 

εενιμζηαεενώκ DNA πμθοιεναζώκ από δζάθμνμοξ εενιόθζθμοξ 

μνβακζζιμύξ. 

• Έκα γεοβάνζ εηηζκδηώκ. Οζ εηηζκδηέξ είκαζ ζοκεεηζηά μθζβμκμοηθεμηίδζα 

ηα μπμία πνδζζιμπμζμύκηαζ από ηδκ πμθοιενάζδ ςξ εκανηηήνζα 

ηιήιαηα βζα ηδκ ζύκεεζδ ημο DNA. ΢πεδζάγμκηαζ ηαηά ηέημζμ ηνόπμ 

ώζηε κα οανζδμπμζμύκηαζ (πνμζδέκμκηαζ) ζηα άηνα ηδξ αθθδθμοπίαξ-

ζηόπμο ιε εθεύεενμ 3΄οδνμλύθζμ ημοξ πνμζακαημθζζιέκμ πνμξ ημ 

εζςηενζηό ημο ηιήιαημξ DNA πμο πνόηεζηαζ κα πμθθαπθαζζαζηεί ηαηά 

ηδκ ακηίδναζδ ηδξ  PCR. Ο ζςζηόξ ζπεδζαζιόξ ηςκ εηηζκδηώκ 

απμηεθεί ιζα ηνίζζιδ πανάιεηνμ βζα ηδκ επζηοπία ηδξ ακηίδναζδξ. Οζ 

δύμ εηηζκδηέξ πνέπεζ κα έπμοκ παναπθήζζα εενιμηναζία ηήλδξ (Tm) 

ώζηε κα οανζδμπμζμύκηαζ ζηα άηνα ηδξ αθθδθμοπίαξ-ζηόπμο ζηδκ ίδζα 

εενιμηναζία. 

• Σνζθςζθμνζηά δεμλονζαμκμοηθεμηίδζα (dNTPs). Σοπζηά 

πνδζζιμπμζείηαζ ηάεε dNTP ζε ζοβηέκηνςζδ 200-250 ι Μ. Ζ πμζόηδηα 

αοηή είκαζ οπενανηεηή ηαεώξ ακ αλζμπμζδεεί όθδ εα ζοκηεεμύκ 6-6.5 

ιg DNA. Δζδζηά θμζπόκ όηακ ημ πνμσόκ ηδξ ακηίδναζδξ είκαζ ζπεηζηά 

ιζηνό ( ηδξ ηάλδξ ηςκ ιενζηώκ εηαημκηάδςκ γεοβώκ αάζεςκ είκαζ 

δοκαηό κα πνδζζιμπμζδεεί παιδθόηενδ ζοβηέκηνςζδ dNTPs (100 ι Μ 

ή ηαζ ιζηνόηενδ). 
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• Γζζεεκή ηαηζόκηα. Όθεξ μζ εενιμζηαεενέξ DNA πμθοιενάζεξ πμο 

πνδζζιμπμζμύκηαζ ζηδκ PCR πνεζάγμκηαζ δζζεεκή ηαηζόκηα πνμηεζιέκμο 

κα θεζημονβήζμοκ, ζοκήεςξ Mg2+. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηςκ ζόκηςκ Mg2+  

ζοκήεςξ ηοιαίκεηαζ ιεηαλύ 1-5 Mm  ακάθμβα ιε ηδκ ακηίδναζδ. Έπεζ 

δζαπζζηςεεί πςξ ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνώζεζξ Μg2+  ιεηααάθθεηαζ δ 

ηζκδηζηή ηδξ πνόζδεζδξ ηςκ εηηζκδηώκ, ζηδ ζοιπθδνςιαηζηή πνμξ 

αοημύξ αθθδθμοπία ηδκ μπμία ακαβκςνίγμοκ. ΢πεηζηή ορδθή 

ζοβηέκηνςζδ Μg2+ ζε μνζζιέκεξ πενζπηώζεζξ έπεζ ακαθενεεί πςξ 

ιεζώκεζ ηδκ εζδζηόηδηα ηδξ πνόζδεζδξ, εκώ ζε άθθεξ πενζπηώζεζξ έπεζ 

ακαθενεεί πςξ ηδκ αολάκεζ. ΢ηδκ πνάλδ δ ζδακζηή ζοβηέκηνςζδ Μg2+  

βζα ηάεε δεδμιέκδ ακηίδναζδ PCR πνμζδζμνίγεηαζ ειπεζνζηά. 

• Ροειζζηζηό δζάθοια. ΢οκήεςξ ςξ νοειζζηζηό δζάθοια πνδζζιμπμζείηαζ 

Tris-Cl ηοπζηά ζε ζοβηέκηνςζδ 10 mΜ, πνμηεζιέκμο ημ pH  κα 

δζαηδνείηαζ ιεηαλύ 8,3 ηαζ 8,5 ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ηδκ 

εενιμηναζία ηςκ 72OC  ζηδκ μπμία επζηεθείηαζ μ πμθοιενζζιόξ, ημ pH 

πέθηεζ ηαηά ιία πενίπμο ιμκάδα θεάκμκηαξ ζημ 7,2 πμο είκαζ δ 

ηαηάθθδθδ ηζιή βζα ηδ δνάζδ ηςκ πενζζζόηενςκ εενιμζηαεενώκ DNA 

πμθοιεναζώκ. 

• Σμ DNA-ιήηνα. Πνόηεζηαζ βζα ημ DNA  πμο πενζθαιαάκεζ ηδκ 

αθθδθμοπία-ζηόπμ. Θεςνδηζηά , αθθά ηαζ πναηηζηά ηάης από ζδακζηέξ 

ζοκεήηεξ, δ PCR ιπμνεί κα δώζεζ ζηακμπμζδηζηή πμζόηδηα πνμσόκημξ 

λεηζκώκηαξ αηόια αζ από έκα ιόνζμ DNA-ιήηναξ. ΢οκήεςξ όιςξ 

πνδζζιμπμζμύκηαζ ςξ ιήηνα ιενζηέξ πζθζάδεξ ακηίβναθα ηδξ 

αθθδθμοπίαξ- ζηόπμο. ΢ηδκ πνάλδ αοηό ζδιαίκεζ πςξ όηακ ςξ ιήηνα 

πνδζζιμπμζείηαζ βμκζδζςιαηζηό DNA εδθαζηζηώκ, ζηδκ ακηίδναζδ 

πενζθαιαάκμκηαζ 200 ng DNA. Όηακ ςξ ιήηνα πνδζζιμπμζείηαζ 

βμκζδζςιαηζηό DNA από γοιμιύηδηα, από ααηηήνζα ή ηαεανό 

πθαζιζδζαηό DNA, ζηδκ ακηίδναζδ πενζθαιαάκμκηαζ 10 ng DNA, 1ng 

DNA ηαζ  1 ng DNA ακηίζημζπα. 

 

Σα ζηάδζα ηδξ ακηζβναθήξ είκαζ : 
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• ΢ηάδζμ ιεημοζίςζδξ ημο δίηθςκμο DNA- πνμηύπμο( Denaturation). Σμ 

ιίβια εενιαίκεηαζ ζημοξ 95 OC βζα 20 s, ώζηε κα ζπάζμοκ μζ δεζιμί 

οδνμβόκμο, πμο ζοκδέμοκ ηζξ δύμ πμθοκμοηθεμηζδζηέξ αθοζίδεξ ημο 

δίηθςκμο DNA. Έηζζ πνμηύπημοκ δύμ ιμκόηθςκεξ αθοζίδεξ πμο εα 

πνδζζιεύεζ ςξ ιήηνα βζα ηδ ζύκεεζδ κέςκ ζοιπθδνςιαηζηώκ 

αθοζίδςκ. Ζ  εενιμηναζία, πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημ ζηάδζμ αοηό 

ιπμνεί κα ηοιαίκεηαζ από 90 OC έςξ ηαζ 98 OC. 

• ΢ηάδζμ έκςζδξ ηςκ αθεηδνζώκ ζηδ ιήηνα (primer annealing). Ζ 

εενιμηναζία ημο ιίβιαημξ ιεζώκεηαζ ζημοξ 55 OC βζα 30 s. Έηζζ 

επζηοβπάκεηαζ δ εζδζηή έκςζδ ηςκ αθεηδνζώκ ιε ηζξ ζοιπθδνςιαηζηέξ 

πνμξ αοηέξ ιμκόηθςκεξ DNA αθοζίδεξ- ιήηνα πμο πνμέηορε ζημ 

πνώημ ζηάδζμ. Οζ αθεηδνίεξ εκημπίγμοκ ημ πνμξ ακηζβναθή ηιήια DNA 

ηαζ πνμζακαημθίγμκηαζ ηαηά ηέημζμ ηνόπμ, ώζηε ημ 5΄ άηνμ ηδξ 

ηαεειζάξ κα εκώκεηαζ ιε ημ 3΄ άηνμ ηδξ αθοζίδαξ- ιήηνα. Ζ 

εενιμηναζία πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζημ ζηάδζμ αοηό ιπμνεί κα 

ηοιαίκεηαζ από 40 OC έςξ 60 OC. 

• ΢ηάδζμ ζύκεεζδξ ακηζβνάθςκ DNA (primer extension). Ζ εενιμηναζία 

αολάκεηαζ ζημοξ 72 OC βζα 1 s ηαζ δ Taq Πμθοιενάζδ 

πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ ιήηνα ηζξ ιμκόηθςκεξ ανπζηέξ DNA αθοζίδεξ, 

επζιδηύκεζ ηζξ αθεηδνίεξ. Καηά αοηόκ ημκ ηνόπμ ζοκεέημκηαζ δύμ 

ηαζκμύνβζεξ DNA αθοζίδεξ, ιε απμηέθεζια ημ δζπθαζζαζιό ηςκ δύμ 

ανπζηώκ. Ζ δζαδζηαζία ακηζβναθήξ ελεθίζζεηαζ, όπςξ πνμακαθένεδηε 

ζηδκ ηαηεύεοκζδ 5΄3΄. Ζ εενιμηναζία ηοιαίκεηαζ από 70-75 OC.  

Σα ηνία παναπάκς ζηάδζα ακηζπνμζςπεύμοκ έκα ηύηθμ PCR, μ μπμίμξ 

μθμηθδνώκεηαζ ζε 2-3 θεπηά πενίπμο. Μεηά ημ ηέθμξ ημο 1μο ηύηθμο δ 

εενιμηναζία αολάκεηαζ ηαζ πάθζ ζημοξ 95 OC ηαζ λεηζκά μ 2μξ ηύηθμξ 

ακηζβναθήξ (ζοκήεςξ 25-30 ηύηθμζ). Δπμιέκςξ ιεηά ημ ηέθμξ ημο ηάεε 

ηύηθμο δ πνμοπάνπμοζα πμζόηδηα DNA- πνμηύπμο δζπθαζζάγεηαζ 

(2,3,5).  
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Εηθόλα 5 Σπζθεπή PCR (ζεξκνθπθινπνηεηήο) 

 

 

 

 

 

Εηθόλα 6 Σηάδηα ηεο PCR 
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1.7 Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση μέσω PCR (ή εισαγωγή 

σημειακής μετάλλαξης με PCR, PCR Site-Directed mutagenesis) 

 

Πνμηεζιέκμο κα εζζάβμοιε ιζα ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζε έκα βμκίδζμ έηζζ ώζηε 

κα αθθάλμοιε έκα αιζκμλύ ζηδκ πνςηεΐκδ πμο ηςδζημπμζεί ημ βμκίδζμ αοηό 

πνδζζιμπμζμύιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ PCR.  

 

• 1ε PCR 

H πνώηδ PCR (ζπήια 2.1) βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ 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 ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ 

(forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ, οανζδμπμζείηαζ ζηδκ 

ανπή ημο βμκζδίμο ζηόπμο ηαζ θένεζ ακμδζηά ζημ 5΄άηνμ ημο ηαηάθθδθδ 

αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεηαζ πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ιεηέπεζηα 

ηθςκμπμίδζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο βμκζδίμο. 

 

 

Εηθόλα 7 Πξώηε PCR 

 

 

• 2ε PCR 

H δεύηενδ PCR (ζπήια 2.2) βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ημ 

βμκίδζμ ζημ μπμίμ είκαζ επζεοιδηή δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ . Ωξ 
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ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ (Forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ ημ μπμίμ θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Ωξ 

ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ (reverse primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ οανζδμπμζείηαζ ζημ ηέθμξ ημο βμκζδίμο ζηόπμο ηαζ 

θένεζ ηαεμδζηά ζημ 3΄άηνμ ημο ηδκ ηαηάθθδθδ αθθδθμοπία πμο 

ακαβκςνίγεζ δ πενζμνζζηζηή εκδμκμοηθεάζδ βζα ιεηέπεζηα ηθςκμπμίδζδ 

ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο βμκζδίμο. 

 

Εηθόλα 8 Δεύηεξε PCR 

 

• 3ε PCR 

 

Ζ ηνίηδ PCR βίκεηαζ πνδζζιμπμζώκηαξ ςξ εηιαβείμ ηα πνμσόκηα ηδξ 

πνώηδξ ηαζ ηδξ δεύηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζμύκηαζ, 

μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο οανζδμπμζμύκηαζ ζημ 5΄ηαζ 3΄άηνμ ημο βμκζδίμο 

ηαζ θένμοκ ζημ 5΄άηνμ ημοξ αθθδθμοπίεξ 40 κμοηθεμηζδίςκ πμο είκαζ 

όιμζεξ ιε αοηέξ πμο ανίζημκηαζ ζημ βεκςιζηό DNA ηδξ γύιδξ ακμδζηά 

ηαζ ηαεμδζηά ημο βμκζδίμο. Καηά ηδκ δζάνηεζα ημο πνώημο ηύηθμο ηδξ 

ηνίηδξ PCR, ανπζηά ζημοξ 95μC ηα δίηθςκα πνμσόκηα ηςκ δομ 

πνμδβμύιεκςκ PCR απμδζαηάζζμκηαζ. ΢ηδ ζοκέπεζα ζε παιδθόηενδ 

εενιμηναζία επζηοβπάκεηαζ δ οανζδμπμίδζδ. Από ημοξ δομ δοκαημύξ 

ζοκδοαζιμύξ ιόκμ μ έκαξ είκαζ δοκαηόκ κα ζοκεπίζεζ. Αοηό ζοιααίκεζ 

δζόηζ δ DNA πμθοιενάζδ ιπμνεί ηαζ δζααάγεζ ιόκμ ιε ηαηεύεοκζδ 3’-
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>5’ ηαζ ζοκεέηεζ ιε ηαηεύεοκζδ 5’->3’. Έηζζ δ επζιήηοκζδ ζε 

εενιμηναζία 72μC ζοιααίκεζ ιόκμ βζα ηδκ πενίπηςζδ (Α) (ζπήια 2.3) . 

Σμ απμηέθεζια ηδξ επζιήηοκζδξ είκαζ δ δδιζμονβία εηιαβείμο πμο εα 

θένεζ ηδκ επζεοιδηή ιεηάθθαλδ. Οζ επόιεκμζ ηύηθμζ ηδξ PCR εα 

πμθθαπθαζζάζμοκ ημ εηιαβείμ αοηό. 

 

 

 

 

Εηθόλα 9 Τξίηε PCR 
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2. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΖ΢ ΠΑΡΟΤ΢Α΢ ΜΔΛΔΣΖ΢ 

 

΢ημπόξ ηδξ πανμύζαξ ιεθέηδξ είκαζ δ δδιζμονβία ζηεθεπώκ γύιδξ ακεεηηζηώκ 

ζηδκ αζεακόθδ ηαζ ζε ζοκεήηεξ βεκζημύ stress ηα μπμία ιεθθμκηζηά οπάνπεζ δ 

δοκαηόηδηα κα πνδζζιμπμζδεμύκ ζηδκ αζμιδπακία ηνμθίιςκ. Βαζζηόξ ζηόπμξ 

είκαζ δ βεκεηζηή ηνμπμπμίδζδ ημο ζηεθέπμοξ S. cerevisiae W303-1a-

ΔΜSN4::URA3 ( ημ μπμίμ έπεζ πνμέθεεζ από ημ ζηέθεπμξ W303-1a όπςξ εα 

ακαθενεεί παναηάης) δδιζμονβώκηαξ ιζα ιεηάθθαλδ επί βμκζδίμο MSN4. Με 

ηδκ ηνμπμπμίδζδ αοηή  βίκεηαζ ακηζηαηάζηαζδ ημο αιζκμλέμξ ζενίκδ πμο 

ανίζηεηαζ ζηδ εέζδ 531 ιε ημ αιζκμλύ Αθακίκδ (Ser531Ala). Ζ εέζδ 

εκημπίγεηαζ ζηδκ πενζμπή ζδιαημδόηδζδξ ηδξ πονδκζηήξ ιεηακάζηεοζδξ 

(Nuclear Localization Signal (NLS)) ηαζ είκαζ αιζκμλύ ημ μπμίμ πζεακόκ 

θςζθμνοθζώκεηαζ από ηδκ PKA. Ζ πανμοζία ημο ιεηαβναθζημύ πανάβμκηα 

Msn4 ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο, παίγεζ ζδιακηζηό νόθμ βζα ηδκ απόηνζζδ 

ημο ζαηπανμιύηδηα ζε ζοκεήηεξ stress. Πνμηεζιέκμο μ γοιμιύηδηαξ κα είκαζ 

ζε ιεβαθύηενδ εημζιόηδηα βζα ηδκ απόηνζζή ημο ζημ stress, πζεακόκ δ 

πανμοζία ιεβαθύηενδξ πμζόηδηαξ ημο Msn4 ιεηαβναθζημύ πανάβμκηα ζημκ 

πονήκα ημο ηοηηάνμο κα δνα εοενβεηζηά. Πνμηεζιέκμο κα ζοιαεί αοηό, 

οπάνπεζ δ πζεακόηδηα, δ αδοκαιία θςζθμνοθίςζήξ ημο από ηδκ PKA κα είκαζ 

δ θύζδ. Με ηδκ ιεηάθθαλδ αοηή βίκεηαζ απόπεζνα απμηάθορδξ ημο νόθμο ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ ζενίκδξ ζηδκ ηαηαζημθή ημο εθέβπμο ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Msn4, από ηδκ PKA ηαεώξ ηαζ αλζμθόβδζδξ ηδξ απόηνζζδξ ζε 

δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ηοηηανζημύ stress. 
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3. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

3.1 Τιηθά 

 

3.1.1 Γεκζηά Διπμνζηά Τθζηά : 

Πίλαθαο 1 Γεληθά Εκπνξηθά Υιηθά 

Κσδηθόο Πεξηγξαθή Δηαηξεία 

MC001 Yeast Extract LABΜ 

P-3504 Ponceans His Tris SIGMA 

 TRITEN-X100  

 MnCl2-4H2O   

 EDTA  

 CaCl2  

 MnCl2  

R-2252 Rubium Chloride SIGMA 

 Trizma Base TiSO3  

 MgSO4 Anyclrous  

 CH3COOH  

 AT  

 EDTA  

 LEU  

A 7495 Cloramphenical  Applichem 

 HIS  

H4034 HEPES   

A4789 Kanamycin Sulfate  Applichen 

 URA MB:112  

 TRP MB:2047  

P-7626 PHENYLMETHYLSUFONYL FLURIDE  
C7HFO2S 

SIGMA 

 NaN3  

 ADE MB:102  

>1g ORANGE G   SIGMA 

Y0626-25G Yeast Nitrogen Base without Amino 
Acids  

SIGMA 

Q32520/294 Yeast Powder Extract  LAB 

A183,0500 Bacto Peptone  Applichen 

L-3022 LB BROTH  SIGMA 

G7021, 
227000 

 Glucose SIGMA- 
Aldrich,SERVA 

R0811 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid), (5 θεόνμ-
μνμηζηό μλύ) 

THERMO 
SCIENTIFIC 
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11392 Agar- Αgar SERVA 

Y0626-250G Yeast Nitrogen Base: SIGMA- ALDRICH 

A3721 Asparagine ΑPPLICHEM 

A3712 Glumatic acid FLUKA 

A3496 Leucine APPLICHEM 

T3379 Tyrosine SIGMA- ALDRICH 

1084950100 Valine MERCK 

32191 Phenylalanine SERVA 

A3715,0250 Aspartate APPLICHEM 
PANREAC 

A3709,0100 Arginine APPLICHEM 
PANREAC 

A0939,00010 Adenine APPLICHEM 

A3677,0025 Isoleucine APPLICHEM 
PANREAC 

A3946,0025 Threonine APPLICHEM 

A3694,0050 Cysteine APPLICHEM 
PANREAC 

81710 Proline Sigma- Aldrich 

T8941 Tryptophan SIGMA- ALDRICH 

L9037 Lysine SIGMA- ALDRICH 

Μ-5308 Methionine SIGMA- ALDRICH 

11482 Alanine SERVA 

A3719,0050 Histdine ΑPPLICHEM 

A3734,0100 Glutamine ΑPPLICHEM 

84960 Serine FLUKA 

MC005 Σryptone LAB M 

56406 Glycine SERVA 

A0839,0010 Αιπζηζθίκδ ( Αmpicillin sodium salt) : Biochemica 

L 3771-100G 
 

 Μεηά καηνίμο άθαξ ημο Θεζσημύ 
Γςδεηαηοθίμο(SDS): 

SIGMA 

603117000 Isopropanol PENTA 

 A0667 Uracili AppliChem 

 

3.1.2 Ακηζδναζηήνζα βζα ιεηαζπδιαηζζιό γύιδξ: 

Πίλαθαο 2 Αληηδξαζηήξηα γηα κεηαζρεκαηηζκό δύκεο 

Κσδηθόο Πεξηγξαθή Δηαηξεία 

A1249,1000 Πμθοαζεοθεκμβθοηόθδ  (Polythylene 
glycol 4000) 

Biochemica 

A3478 Lithium Acetate dehydrate AppliChem 

A2160,0001 Salmon Sperm DNA Sodium salt ( 
carrier DNA) 
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3.1.3 Ακηζδναζηήνζα βζα ιεηαζπδιαηζζιό ααηηδνίςκ: 

Πίλαθαο 3 Αληηδξαζηήξηα γηα κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξίωλ 

Κσδηθόο Πεξηγξαθή Δηαηξεία 

A2087,0100 MnCl2 Biochemica 

BP229 Glycerol Fisher, Scientific 

M124 MOPS Sigma-Aldrich 

R2252 RbCl2 Sigma-Aldrich 

BP364500 CH3COOK Sigma-Aldrich 

328507 CaCl2 Sigma-Aldrich 

 

 

3.1.4 Ακηζδναζηήνζα βζα ηδκ δθεηηνμθόνδζδ:  

Πίλαθαο 4 Αληηδξαζηήξηα γηα ειεθηξνθόξεζε 

Κσδηθόο Πεξηγξαθή Δηαηξεία 

AG02  Αgarose Nippon genetics 

9157 10Υ Loading Buffer Takara 

00002820 EDTA TITRIPLEX III 

 T1501.1000 Trisma  Base ultra plus Duchefa Biochemie 

607002006 Glacial acetic acid PENTA 

41003 Gel red  Biotium 

 

3.1.5 ΢οζηαηζηά δζαθύιαημξ Σfb1: 

Πίλαθαο 5 Σπζηαηηθά δηαιύκαηνο TFb1 

100mM RbCl2 

50mM MnCl2 

30mM CH3COOK 

10mM CaCl2 

PH 5,8  νοειίγεηαζ ιε 0,2M CH3COOH,  

 

3.1.6 ΢οζηαηζηά δζαθύιαημξ Σfb2 : 

Πίλαθαο 6 Σπζηαηηθά δηαιύκαηνο Tfb2 

10Mm MOPS 

10Mm RbCl2 

 80Mm CaCl2 

15% Glycerol 
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pH: 7 , νοειίγεηαζ ιε 0.1Ν KOH 

Γεκ απμζηεζνώκεηαζ ζε αοηόηαοζημ 

Απμζηεζνώκεηαζ ιε πνήζδ θίθηνμο 0,22ιm. 

 

3.1.7 ΢οζηαηζηά δζαθύιαημξ STET 

 

Πίλαθαο 7 Σπζηαηηθά δηαιύκαηνο STET 

100 mM NaCl 0,1 M 

10 mM Tris- HCl PH:8 

1 mM ΔDTA PH:8    

5 % Σriton X-100 

 

 

3.1.8 Βηνινγηθά Τιηθά 

Σμ ζηέθεπμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ εκ θόβς πηοπζαηή ενβαζία είκαζ μ 

Saccharomyces cerevisiae w303-1a-ΓMSN4-URA3. Ζ δζαηήνδζδ ημο 

ζηεθέπμοξ βζκόηακ ζε ιμνθή stock ιέζα ζε  eppendorfs ζημοξ -80 C. 

 

3.1.9  Έκγοια : 

Πίλαθαο 8 Ελδπκα 

Κσδηθόο Έλδπκα Δηαηξεία 

KK2601 HiFi Polymerasy Kapa 
Βiosystems 

KK1006 Taq Polymerasy Kapa 
Biosystems 

1040Α ΔcoRI Takara 

1037Α PstI Takara 

1085Α SmaI Takara 

1060ΑΖ ΖindIII Takara 

1010Α ΒamHI Takara 
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3.2 Μέζνδνη  

3.2.1  Παξαζθεπή ζξεπηηθώλ πιηθώλ 

 

Πίλαθαο 9 Αληηδξαζηήξηα ζξεπηηθνύ πιηθνύ YEP 

YEP Πνζόηεηα 

Yeast Extract 10g 

Bacto Peptone 20g 

Glucose 20g 

Agar 20g 

H2O (ζοκμθζηόξ όβημξ) 1 L 
 

 

Πίλαθαο 10 Αληηδξαζηήξηα ζξεπηηθνύ πιηθνύ SC 

SC Πνζόηεηα 

Yeast Nitrogen Base 6,7 

Glycose 20g 

Synthetic Complete (LUHTA) 2g 

Agar 20 

H2O (ζοκμθζηόξ όβημξ) 1L 

 

 

Πίλαθαο 11 Αληηδξαζηήξηα ζξεπηηθνύ πιηθνύ LB 

LB Πνζόηεηα 

Tryptone 10g 

Yeast extract 5g 

NaCl 5g 

Agar 20g 

1N NaOH 1ml 

H2O (ζοκμθζηόξ όβημξ) 1L 

 

 

Πίλαθαο 12 Αληηδξαζηήξηα ζξεπηηθνύ πιηθνύ Synthetic Complete 

Synthetic Complete (-U)                     Πνζόηεηα 

Αζπαναβίκδ (Asparagine): 2g 

Γθμοηαιζκζηό μλύ (Glutamate): 2g 

Λεοηίκδ (Leucine): 4g 
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 Σονμζίκδ (Tyrosine): 2g 

 Βαθίκδ (Valine): 2g 

Φαζκζθαθακίκδ (Phenylalanine): 2g 

Αζπαναβζκζηό μλύ (Aspartate): 2g 

Ανβζκίκδ (Arginine): 2g 

Αδεκίκδ (Adenine): 1g 

Ηζμθεοηίκδ (Isoleucine): 2g 

Θνεμκίκδ (Threonine): 2g 

Κοζηεσκδ ( Cysteine): 2g 

Πνμθίκδ (Proline): 2g 

Σνοπημθάκδ (Tryptophan): 2g 

Λοζίκδ (Lysine): 2g 

Μεεεζμκίκδ (Methionine): 2g 

Γθμοηαιίκδ (Glutamine): 2g 

Αθακίκδ (Alanine): 2g 

΢ενίκδ (Serine): 2g 

Ηζηζδίκδ (Histidine): 2g 

Γθοηίκδ (Glycine): 2g 

 

 

3.2.2 Παξαζθεπή ηξηβιίσλ petri κε ζξεπηηθό ππόζηξσκα 

SC+URA+5-FOA  

 

1. ΢ε ηςκζηή θζάθδ ημο 1L οπό ακάδεοζδ ιε ιαβκήηδ πνμζηίεεκηαζ 10 g άβαν 

ζε 300 ml Ζ2Ο ζηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί απμζηείνςζδ ημο ενεπηζημύ οθζημύ. 

2. ΢ε πμηήνζ γέζεςξ πμο πενζέπεζ 195 ml Ζ2Ο πνμζηίεεκηαζ yeast nitrogen 

base without amino acids 3.35g, glucose 10g, amino Acids mix (w/o uracil) 

1.15g, 5-FOA 0.5g. 

3. Αημθμοεεί εένιακζδ ημο ιείβιαημξ ιε ημ 5-FOA πάκς ζε εενιακηζηή 

πθάηα ζημοξ 55-65 OC, ιέπνζ κα δζαθοεμύκ όθα ηα ζοζηαηζηά πθήνςξ (~ 1 

ώνα). 
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4. Σμ ιείβια απμζηεζνώκεηαζ ιε θζθηνάνζζια ιέζς θίθηνμο πόνμο 0,22ιm ηαζ 

ημ θζθηνανζζιέκμ οθζηό ζοθθέβεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε οδαηόθμοηνμ ζημοξ 60 

OC. 

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

ιαβκδηζηό ακαδεοηήνα ηαζ ακάδεοζδ έςξ όημο δ εενιμηναζία ημο ιεζςεεί 

έςξ ημοξ 65 OC. 

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

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

οβνώκ ζηδκ ηςκζηή βίκμκηαζ οπό ζηείνεξ ζοκεήηεξ. 

7. Αημθμοεεί ιμίναζια ημο οθζημύ ζε ηνζαθία petri. 

8 Γζα ηδκ παναζηεοή οβνώκ ενεπηζηώκ οπμζηνςιάηςκ δεκ πνμζηίεεηαζ 

άβαν. 

 

 

3.2.3 Παξαζθεπή ηνπ κάξηπξα 

 

Πίλαθαο 13 Αληηδξαζηήξηα παξαζθεπήο κάξηπξα 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα 

θ DNA (60 ιg) 200ιl 

10 x buffer (M) 40 ιl 

EcoRI 12 ιl 

HindIII 16 ιl 

H20 132 ιl 

΢ύκμθμ 400 ιl 

   

 

Αημθμοεεί επώαζδ ζημοξ 37μC βζα 2,5-3 ώνεξ ηαζ  πνμζεήηδ 140 ιl Ζ2Ο ηαζ 

60 ιl 10 x loading buffer. Φοθάζζεηαζ ζημοξ -20μC. 
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Πίλαθαο 14 Μάξηπξαο κνξηαθνύ βάξνπο 

 

 

3.2.4 Παξαζθεπή ΣΑΔ 1% 

 

Πίλαθαο 15 Αληηδξαζηήξηα παξαζθεπήο TAE 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα (g, ml) 

Trisma base 242g 

Glacial acetic acid 57,1 ml 

EDTA 18,6g 

΢ΤΝΟΛΟ 1000ml 

 

 

3.2.5 Παξαζθεπή αγαξόδεο 

΢ε ιία ηςκζηή ηςκ 250 ml δζαθύμκηαζ 0,5g αβανόγδξ ζε 50 ml 1xTAE ιε 

αναζιό. ΢ηδ ζοκέπεζα βίκεηαζ πνμζεήηδ 2,5ιl gel red ζημ δζάθοια. Καθή 

ακάδεοζδ, ηαζ ρύλδ  ηάης από ηδ ανύζδ ( κα ιδκ ζηενεμπμζδεεί ημ ηγεθ) ηαζ 

απόποζδ ημο δζαθύιαημξ ζηδ ζοζηεοή δθεηηνμθόνδζδξ. Σμπμεέηδζδ πηεκζμύ 

βζα ηδκ δδιζμονβία πδβαδζώκ. Αθμύ ημ δζάθοια ζηενεμπμζδεεί (πενίπμο 25 

min) είκαζ έημζιμ βζα πνήζδ. 
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3.2.6 Απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA από θύηηαξα δύκεο 

1. Λήρδ ιζαξ ιμκήνμοξ απμζηίαξ από ηνζαθίo petri ή θοβμηέκηνζζδ 200ιl 

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

ημ οπενηείιεκμ οβνό (O.D.600≈0.4). 

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

3. Δπώαζδ βζα 5 min ζημοξ 70μC. 

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

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

3min. 

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

βζα έηπθοζδ ζγήιαημξ. 

7. Φοβμηέκηνζζδ βζα 2 min ζηα 15000xg. Απμιάηνοκζδ οπενηεζιέκμο. 

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

επακαδζάθοζδ ζγήιαημξ. 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 15000xg βζα 15 sec ώζηε κα απμιαηνοκεμύκ ηα 

ηοηηανζηά οπμθείιιαηα. 

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

11. 1ιl πνδζζιμπμζείηαζ ζε ακηίδναζδ PCR. 

 

 

 

 

 

3.2.7 Δθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο αληηδξάζεηο PCR 

΢ηδκ πξώηε PCR ςξ εηιαβείμ πνδζζιμπμζείηαζ πθαζιίδζμ pUC19-Msn4. Ωξ 

ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ (Forward primer) πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ πμο θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ, δδθαδή μ Μsn4_Ser531Ala ιε 

αθθδθμοπία 5' AGAAAGGCGTCAAGTGTTAC 3’ . Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ ( 

Reverse primer) πνδζζιμπμζήεδηε ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ Μsn4-Reverse 
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(Reverse _BamHI), ιε αθθδθμοπία 5' 

CGGGATCCAAAATCACCGTGCTTTTTGTG 3'. 

΢ηδκ δεύηεξε PCR πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ ημ πθαζιίδζμ pUC19-

Msn4. Ωξ ειπνόζεζμξ εηηζκδηήξ (Forward primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ MSN4_forward, ιε αθθδθμοπία 5' 

AAAACTGCAGATGCTAGTCTTCGGACCTAA 3'. Ωξ ακάζηνμθμξ εηηζκδηδξ 

(Reverse primer) πνδζζιμπμζείηαζ ημ μθζβμκμοηθεμηίδζμ Msn4_Ser531Ala_R 

ιε αθθδθμοπία 5’ GTAACACTTGACGCCTTTCT 3’ . 

΢ηδκ ηξίηε PCR επζδζώπεδηε κα βίκεζ  δ θήρδ εκόξ πνμσόκημξ ~1600 γεοβώκ 

αάζεςκ πμο ακηζζημζπεί ζε μθόηθδνμ ημ βμκίδζμ Msn4 ημ μπμίμ θένεζ ηδ 

ιεηάθθαλδ Ser531Ala. Ωξ εηιαβείμ θμζπόκ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα πνμσόκηα 

ηδξ πνώηδξ ηαζ ηδξ δεύηενδξ PCR. Ωξ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζήεδηακ 

μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο οανζδμπμζμύκηαζ ζηα 5΄ ηαζ 3΄ άηνα ημο βμκζδίμο ηδξ 

Msn4 ηαζ θένμοκ επζπθέμκ αθθδθμοπίεξ 58 κμοηθεμηζδίςκ πμο είκαζ ςξ 

Forward o primer Forward MSN4_F 5΄ 

CAGTTCGGCTTTTTTTTCTTTTCTTCTTATTAAAAACAATATAATGCTAGTC

TTCGGACCTAA 3' ηαζ ςξ Reverse μ MSN4-R 5' 

CCGTAGCTTGTCTTGCTTTTATTTGCTTTTGACCTTATTTTTTTCAAAAATC

ACCGTGCTTTTTGTG 3'. 

 

 3.2.8 Αληηδξάζεηο PCR  

Γζα όθεξ ηζξ PCR πμο έβζκακ δ επζθμβή ηδξ εενιμηναζίαξ οανζδμπμίδζδξ 

έβζκε ιε αάζδ ημκ ζπεδζαζιό ηςκ εηηζκδηώκ εκώ μ πνόκμξ ηδξ επζιήηοκζδξ 

ημο κέμ ζοκηζεέιεκμο DNA, θαιαάκμκηαξ οπόρδ ημ ζοκμδεοηζηό θοθθάδζμ 

ημο πνμσόκημξ (HiFi) ημ μπμίμ ακαθένεζ όηζ ημ έκγοιμ έπεζ ηδκ ζηακόηδηα κα 

εκζςιαηώκεζ ~2000 αάζεζξ ακά 1 θεπηό ζε ζοκδοαζιό ιε ημ ιέβεεμξ ημο 

επζεοιδημύ ηιήιαημξ DNA.  

 

 ΢ηδκ πξώηε PCR πναβιαημπμζήεδηε δ ακηίδναζδ:  

Οζ ζοκεήηεξ βζα ηδκ ακηίδναζδ νοειίζηδηακ ιε ημ ελήξ πνόβναιια : 3 θεπηά 

ζημοξ 95 oC, 20 δεοηενόθεπηα  ζημοξ 98 oC, 10 δεοηενόθεπηα ζημοξ 58 oC , 
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30 δεοηενόθεπηα ζημοξ 72 oC ( από ημ 2μ αήια ιέπνζ ημ 4μ έβζκακ 30 ηύηθμζ) 

, 5 θεπηά ζημοξ 72 oC ηαζ 4 oC βζα πάκηα. 

 

 

 Πίλαθαο 16 Αληηδξαζηήξηα πξώηεο PCR                    

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα  

DNA (pUC19-MSN4) 2 ιl 

Primer F. Msn4_Ser531Ala  1ιl 

Primer Reverse _BamHI 1 ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 12.5 ιl 

H2O 8.5 ιl 

Σεθζηόξ όβημξ  25ιl 

 

 

 ΢ηδκ δεύηεξε PCR πναβιαημπμζήεδηε δ ακηίδναζδ :  

Οζ ζοκεήηεξ βζα ηδκ ακηίδναζδ νοειίζηδηακ ιε ημ ελήξ πνόβναιια : 3 θεπηά 

ζημοξ 95 oC, 20 δεοηενόθεπηα  ζημοξ 98 oC , 15 δεοηενόθεπηα ζημοξ 58 oC  , 

90 δεοηενόθεπηα ζημοξ 72 oC ( από ημ 2μ αήια ιέπνζ ημ 4μ έβζκακ 30 ηύηθμζ) , 

5 θεπηά ζημοξ 72 oC ηαζ 4 oC βζα πάκηα. 

 

   Πίλαθαο 17 Αληηδξαζηήξηα δεύηεξεο PCR  

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα 

DNA (pUC19-MSN4) 1 ιl 

Primer F. Msn4_Ser531Ala_R 1.5 ιl 

Primer Reverse _BamHI 1.5 ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 12.5 ιl 

H2O 8.5 ιl 

Σεθζηόξ όβημξ  25 ιl 
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 ΢ηδκ ηξίηε ( ε ηέηαξηε) PCR πναβιαημπμζήεδηε δ ακηίδναζδ :  

Οζ ζοκεήηεξ βζα ηδκ ακηίδναζδ νοειίζηδηακ ιε ημ ελήξ πνόβναιια : 3 θεπηά 

ζημοξ 95 oC, 15 δεοηενόθεπηα ζημοξ 98 oC , 10 δεοηενόθεπηα ζημοξ 58 oC , 1 

θεπηό ζημοξ 72 oC  (ζημ 2μ αήια ηαζ ηάκεζ 5 ηύηθμζ), 15 δεοηενόθεπηα ζημοξ 

98 oC  , 10 δεοηενόθεπηα ζημοξ 60 oC , 1 θεπηό ζημοξ 72 oC ( από ημ 2μ αήια 

ιέπνζ ημ 4μ έβζκακ 25 ηύηθμζ) , 5 θεπηά ζημοξ 72 oC  ηαζ 4 oC βζα πάκηα. Οζ 

primers ζε αοηή ηδκ πενίπηςζδ ιπαίκμοκ ιεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ημο 4μο 

αήιαημξ. 

        

 

Πίλαθαο 18 Aληηδξαζηήξηα ηξίηεο PCR 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα 

DNA (1δ ηαζ 2δ PCR ) 4ιl(2ιl+2ιl ακηίζημζπα) 

Primer F. Msn4 EGFP 1,5ιl 

Primer R. Msn4 REVERSE 1,5 ιl 

2xKapa HiFi HotStart ReadyMix 25 ιl 

H2O 5.5ιl 

Σεθζηόξ όβημξ  25 ιl 

 

3.2.9 Ζιεθηξνθόξεζε λνπθιεηθώλ νμέσλ ζε πήθησκα αγαξόδεο  

΢ηζξ ανπέξ ηδξ δεηαεηίαξ ημο 70 ανέεδηε όηζ ημ ιήημξ ηαζ δ ηαεανόηδηα ηςκ 

ιμνίςκ ημο DNA ιπμνμύζε κα πνμζδζμνζζηεί ζςζηά ιε ηζξ ίδζεξ ιεεόδμοξ 

δθεηηνμθόνδζδξ ζε πδηηέξ πμο είπακ απμδεζπεεί πμθύ πνήζζιεξ ζηδκ 

ακάθοζδ πνςηεσκώκ. Ζ δζαδζηαζία είκαζ ζηδκ πναβιαηζηόηδηα απθμύζηενδ 

από όηζ ζηζξ πνςηεΐκεξ επεζδή ηάεε κμοηθεμηίδζμ ζηα κμοηθεζηά μλέα πενζέπεζ 

έκα ανκδηζηό θμνηίμ (θόβς ηςκ θςζθμνζηώκ μιάδςκ πμο ανίζημκηαζ ζημ 

θςζθμδζεζηενζηό ζηεθεηό) μπόηε δεκ πνεζάγεηαζ κα πνμζηεεεί ημ ανκδηζηά 

θμνηζζιέκμ  SDS, πμο απαζηείηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ πνςηεσκώκ, βζα κα 

ηάκεζ ηα ιαηνμιόνζα κα ηζκδεμύκ μιμζόιμνθα πνμξ ημ εεηζηό δθεηηνόδζμ. Γζα 

ηιήιαηα DNA ιζηνόηενα από 500 κμοηθεμηίδζα εζδζηά ζπεδζαζιέκεξ πδηηέξ 

πμθοαηνοθαιζδίμο επζηνέπμοκ ζε ιόνζα πμο δζαθένμοκ ζε ιήημξ έςξ ηαζ έκα 
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κμοηθεμηίδζμ κα δζαπςνζζημύκ. Πανόθα αοηά μζ πόνμζ ζηζξ πδηηέξ 

πμθοαηνζθαιζδίμο, είκαζ πμθύ ιζηνμί ηαζ δεκ επζηνέπμοκ ζε πμθύ ιεβάθα 

ιόνζα  DNA κα πενάζμοκ. Γζα κα δζαπςνζζημύκ αοηά ηαηά ιέβεεμξ, 

πνδζζιμπμζμύκηαζ μζ πμθύ πμνώδεζξ πδηηέξ πμο ζπδιαηίγμκηαζ από αναζά 

δζαθύιαηα αβανόγδξ (εκόξ πμθοζαηπανίηδ πμο απμιμκώκεηαζ από θύηδ). Οζ 

γώκεξ ημο  DNA ζε πδηηέξ αβανόγδξ ή πμθοαηνοθαιζδίμο δε θαίκμκηαζ εηηόξ 

ηζ ακ ημ DNA επζζδιακεεί ή ααθεί ιε ηάπμζμκ ηνόπμ. Μζα εοαίζεδηδ ιέεμδμξ 

ααθήξ ημο DNA είκαζ δ έηεεζή ημο ζηδ πνςζηζηή ανςιζμύπμ αζείδζμ , πμο 

θεμνίγεζ ηάης από θνεμνζώδεξ  θςξ UV όηακ ζοκδέεηαζ ζημ  DNA. Μία 

αηόια πζμ εοαίζεδηδ ιέεμδμξ ακίπκεοζδξ πενζθαιαάκεζ ηδκ εκζςιάηςζδ 

εκόξ ναδζμζζμηόπμο ζηα ιόνζα ημο DNA πνζκ ηδκ δθεηηνμθόνδζδ. Ο ³²P 

πνδζζιμπμζείηαζ ζοπκά ιζα ηαζ ιπμνεί κα εκζςιαηςεεί ζηζξ θςζθμνζηέξ 

μιάδεξ ημο DNA  ηαζ εηπέιπεζ α ζςιαηίδζα πμο ακζπκεύμκηαζ εύημθα ιε 

αοημναδζμβναθία. ΢ηδκ πενίπηςζή ιαξ πνδζζιμπμζήεδηε  gel red. Ζ 

δζαδζηαζία είκαζ δ ελήξ: Απαζημύκηαζ ημ ηνμθμδμηζηό, δ ζοζηεοή ηαζ δ 

παναζηεοή πδηηήξ. Σμ πήηηςια αβανόγδξ παναζηεοάγεηαζ ιε δζάθοζδ 

ηαηάθθδθδξ πμζόηδηαξ ζηενεήξ αβανόγδξ ζε ηαηάθθδθμ νοειζζηζηό δζάθοια. 

Ζ ζηενεή αβανόγδ δζαθύεηαζ ιε αναζιό ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζηενεμπμζείηαζ αθμύ 

βίκεζ απόποζδ ζε εζδζηή θόνια ζπδιαηζζιμύ όπμο ζηενεμπμζείηαζ ηαζ 

ιεηαηνέπεηαζ ζε έκα πμνώδεξ, γεθαηζκώδεξ πήηηςια. Πνζκ ζηενεμπμζδεεί 

πνμζηίεεηαζ ηαηάθθδθδ πμζόηδηα gel red. Καηά ηδκ δθεηηνμθόνδζδ ημ 

πήηηςια εααπηίγεηαζ ζε ιία ζοζηεοή δ μπμία πενζέπεζ έκα νοειζζηζηό 

δζάθοια. ΢ηδ ζοκέπεζα ζηα δείβιαηα DNA πνμζηίεεηαζ ηαηάθθδθδ πμζόηδηα 

loading buffer  ηαζ θμνηώκμκηαζ ζε εζδζηέξ εζμπέξ πμο έπμοκ δδιζμονβδεεί 

ζημ πήηηςια, πνζκ αοηό ζηενεμπμζδεεί ιε ηδκ ημπμεέηδζδ εκόξ ηαηάθθδθμο 

πηεκζμύ. Μεηά ηδκ θόνηςζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημ πήηηςια εθανιόγεηαζ 

δθεηηνζηό πεδίμ μπόηε ηαεώξ ημ DNA είκαζ ιόνζμ ανκδηζηά θμνηζζιέκμ 

ιεηαηζκείηαζ πνμξ από ημκ εεηζηό ζημκ ανκδηζηό πόθμ. Πμθθμί είκαζ μζ 

πανάβμκηεξ επδνεάγμοκ ημ νοειό ηδξ ιεηακάζηεοζδξ ημο DNA. ΢ε αοημύξ 

πενζθαιαάκμκηαζ δ ζζπύξ ημο δθεηηνζημύ πεδίμο, ημ ιέβεεμξ ηςκ πόνςκ ημο 

πδηηώιαημξ (ζοβηέκηνςζδ αβανόγδξ) ηαζ ημ ιέβεεμξ ηςκ ιμνίςκ ημο DNA. 

Μζηνά ιόνζα  DNA ιεηακαζηεύμοκ ηαπύηενα ζημοξ πόνμοξ ημο πδηηώιαημξ 
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ηα ιεβαθύηενα. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ αβανόγδξ πμο επζθέβεηαζ βζα ηδκ ακάθοζδ 

ηαηά ηδκ δθεηηνμθόνδζδ ελανηάηαζ από ημ ιέβεεμξ ηςκ ιμνίςκ πμο 

πνόηεζηαζ κα ακαθοεμύκ. Πδηηώιαηα ιε παιδθέξ ζοβηεκηνώζεζξ αβανόγδξ 

(0.4-1.2 w/v) είκαζ ηαηαθθδθόηενα βζα ηδκ ακάθοζδ ιζηνόηενςκ ιμνίςκ  DNA. 

Σα ιόνζα DNA δεκ είκαζ μναηά ζημ πήηηςια αβανόγδξ ηαζ βίκμκηαζ ιε ηδ 

πνήζδ ανςιζμύπμο αζεζδίμο. Σμ EtBr πανειαάθθεηαζ ζηδ ιεβάθδ αύθαηα ημο 

DNA ηαζ ιεηά ηδκ έηεεζή ημο ζημ οπενζώδεξ θςξ θεμνίγεζ. Μεηά ηδκ 

μθμηθήνςζδ ηδξ δθεηηνμθόνδζδξ ημ πήηηςια ιεηαθένεηαζ ζε  ιζα ζοζηεοή 

πμο εηηίεεηαζ ζημ UV. Ο θεμνζζιόξ πμο πανάβεηαζ ακζπκεύεηαζ ιε ηαηάθθδθδ 

ζοζηεοή απεζηόκζζδξ πμο απμεδηεύεζ ηδκ εζηόκα ημο πδηηώιαημξ. Μάνηονεξ 

Μμνζαημύ Βάνμοξ πνέπεζ πάκηα κα ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ιαγί µε ηα δείβιαηα 

βζα ηδκ εηηίιδζδ ημο απμηεθέζιαημξ (5).  

  

 

Εηθόλα 10 Σπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο 

 

  

Εηθόλα 11 Πήθηωκα αγαξόδεο 
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3.2.10 Μεηαζρεκαηηζκόο 

Μεηαζπδιαηζζιόξ μκμιάγεηαζ δ πνόζθδρδ από ιζηνμμνβακζζιμύξ (δέηηεξ), 

ηιδιάηςκ DNA πμο πνμένπμκηαζ είηε από άθθμοξ ιζηνμμνβακζζιμύξ  (δόηεξ) 

είηε από ηιήιαηα DNA πμο έπμοκ παναπεεί in Vitro . Σα ηιήιαηα DNA πμο 

πνμζθαιαάκμκηαζ εκζςιαηώκμκηαζ  ζηζξ μιόθμβεξ πενζμπέξ ημο 

πνςιμζώιαημξ ημο δέηηδ. Ζ δζαδζηαζία ζε βεκζηέξ βναιιέξ πενζθαιαάκεζ 

• Πνόζθδρδ από ημ ααηηήνζμ δέηηδ εκόξ ιζηνμύ ημιιαηζμύ δίηθςκμο 

DNA πμο πνμένπεηαζ από ημ ααηηήνζμ δόηδ. 

• Μεηαηνμπή ημο δίηθςκμο DNA ζε ιμκόηθςκμ ιέζα ζημ δέηηδ. 

• Άκμζβια ηδξ μιόθμβδξ πενζμπήξ ζημ πνςιόζςια ημο δέηηδ ηαζ ηδκ 

εκζςιάηςζδ ημο ιμκόηθςκμο DNA ζηδ εέζδ αοηή ιε επζπζαζιό. 

• Απμζημδόιδζδ ημο ιμκόηθςκμο ημιιαηζμύ DNA ημο δέηηδ πμο 

απμηόπηεηαζ.  

Με ημ ζύζηδια ιεηαθμνάξ βεκεηζημύ οθζημύ ιπμνεί κα ιεηαθενεεί 

μπμζμδήπμηε ηιήια  DNA ημο δόηδ (6). 

 

3.2.11 Τςειήο απόδνζεο κεηαζρεκαηηζκόο θπηηάξσλ δύκεο 

• Διαμθζαζιόξ 50ml ηαθθζένβεζαξ γύιδξ ανβά ημ απόβεοια (βζα 5 

ιεηαζπδιαηζζιμύξ). 

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

θοβμηέκηνζζδ ζε 6000 rpm βζα 5min ζημοξ 4 oC. 

• Δπακαδζάθοζδ ζε 1ml 10mM LiOAc (Ολζηό Λίεζμ), ζημκ πάβμ. 

• Δπακαδζάθοζδ ζε 25 ml απμζηεζνςιέκμ Ζ2Ο ηαζ θοβμηέκηνζζδ ζημοξ 

4 oC. 

• Μεηαθμνά ζε eppendorf. 

• Φοβμηέκηνζζδ ζηζξ 4000rpm 30sec-1min ζημοξ 4 oC. 

• Δπακαδζάθοζδ100mM LiOAc Σεθζηόξ όβημξ=500ιl (ηύηηανα 

+δζάθοια). 

• Μμίναζια ζε 5 eppendorfs (100ιl). 

• ΢ύκημιδ θοβμηέκηνζζδ (4-5 sec). 
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• Δπακαδζάθοζδ ζγήιαημξ ζε: 

• 240 ιl PEG(4000) 50%,  

• 36ιl 1MLiOAc, 

• 10ιl carrier DNA (10 ιg/ιl), 

• 74ιlH2O+DNA (0.1-1ιg). 

• Vortex 1’. 

• Δπώαζδ ζημοξ 30 oC βζα 30 min. 

• Δπώαζδ ζημοξ 42 oC βζα 15min. 

• Φοβμηέκηνζζδ ζηζξ 2000rpm βζα 1min. 

• Πνμζεήηδ 200ιl απμζηεζνςιέκμο Ζ2Ο ηαζ ήπζα επακαδζάθοζδ. 

• Σμπμεέηδζδ επί ηαηάθθδθμο ζηενεμύ ενεπηζημύ ιέζμο. 

 

 

3.2.12 Plasmid DNA purification, User manual NucleoSpin Plasmid 

(NoLid) protocols 

 

3.2.12.1 Isolation of high-copy plasmid DNA from E. coli  

• ΢οθθέβμκηαζ 1-5ml ιίαξ πθήνμοξ ηαθθζένβεζαξ ααηηδνζαηώκ ηοηηάνςκ 

E. Coli ζε ενεπηζηό ιέζμ LB ιε θοβμηέκηνζζδ ζηα 11.000xg βζα 30s.ηαζ 

πθήνδξ απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο. 

• Πνμζεήηδ 250ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α1.ηαζ πθήνδξ επακαζώνδζδ 

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

• Πνμζεήηδ 250ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α2. Ήπζα ακάιζλδ ιε 

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

έςξ 5 θεπηά ή ιέπνζ ημ θύια κα βίκεζ δζαοβέξ.  

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

ακαζηνμθή ημο ζςθήκα 6-8 θμνέξ. Όπζ αίαζεξ ηζκήζεζξ κα ιδκ λεθύβεζ 

ημ βκςιζηό DNA.   

• Φοβμηέκηνζζδ βζα 5 θεπηά ζηα 11.000 xg ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ 

ιεηαθμνά οπενηεζιέκμο ζηδ ζηήθδ NucleoSpin Plasmid.  
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• Φοβμηέκηνζζδ βζα 1 θεπηό ζηα 11.000 xg . Απόννζρδ δζδεήιαημξ ηαζ 

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

πνμσόκημξ θύζδξ. 

• Πνμζεήηδ 600ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ Α4 ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 1 

θεπηό ζηα 11.000 xg. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ 

ιε 200ιl δζαθύιαημξ Α4.  

• ΢ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά  ζηα 11.000 

xg βζα πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθύιαημξ Α4.  

• Έηθμοζδ DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

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

δζαθύιαημξ ΑΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (18-25 oC) βζα 1 

θεπηό. Φοβμηέκηνδζδ βζα 1 θεπηό ζηα 11.000 x g. 

 

 

3.2.13 PCR clean-up, Gel extraction, User manual NucleoSpin GEL 

and PCR Clean-up 

3.2.13.1 PCR clean- up 

• Ακ μ όβημξ ηδξ ακηίδναζδξ είκαζ ιζηνόηενμξ ηςκ 100ιl απαζηείηαζ δ 

πνμζεήηδ απζμκζζιέκμο H20 έςξ όβημο 100ιl. Πνμζεήηδ ζημ δείβια 

δζπθάζζμο όβημο δζαθύιαημξ ΝΣΗ. (100ιl δείβια  200ιl ΝΣΗ) 

• Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηόξ ηςκ ζηδθώκ ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 30 

s ζηζξ 11,000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ 

ιέπνζ κα δζδεδεεί όθμξ μ όβημξ ημο δείβιαημξ. 

• Πνμζεήηδ 700 ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνζζδ βζα 30 s ζηζξ 11,000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. 

Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ ιε 200ιl δζαθύιαημξ NT3. 

• ΢ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά ζηα 11.000 

xg βζα πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθύιαημξ ΝΣ3.  

• Έηθμοζδ ημο DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

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

νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

(18-25 °C) βζα 1 θεπηό. Φοβμηέκηνδζδ βζα 1 θεπηό ζηα 11.000 x g 
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3.2.13.2 Απνκόλσζε DNA από πήθησκα αγαξόδεο 

• Απμημπή ηιήιαημξ πδηηώιαημξ πμο πενζέπεζ ημ DNA ηαεμνζζιόξ ημο 

αάνμοξ ημο ηιήιαημξ ηδξ πδηηήξ ηαζ ιεηαθμνά ζε ηαεανό eppendorf. 

Γζα ηάεε 100 mg πδηηώιαημξ αβανόγδξ < 2 % ηαζ 200 ιl νοειζζηζημύ 

δζαθύιαημξ NTI. Αημθμοεεί επώαζδ δείβιαημξ βζα 5-10 θεπηά ζημοξ 

50μC. Ακαηίκδζδ δείβιαημξ ιε vortex ηάεε 2-3 θεπηά ιέπνζ ημ ηιήια 

ημο πδηηώιαημξ κα δζαθοεεί πθήνςξ. 

• Σμπμεέηδζδ ημο δείβιαημξ εκηόξ ηςκ ζηδθώκ ηαζ θοβμηέκηνζζδ βζα 30 

s ζηζξ 11,000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. Ζ δζαδζηαζία 

επακαθαιαάκεηαζ ιέπνζ κα δζδεδεεί όθμξ μ όβημξ ημο δείβιαημξ. 

• Πνμζεήηδ 700 ιl νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΣ3 ζηδ ζηήθδ ηαζ 

θοβμηέκηνζζδ βζα 30 s ζηζξ 11,000 x g. Απόννζρδ δζδεήιαημξ. 

Δπακάθδρδ δζαδζηαζίαξ ιε 200 ιl δζαθύιαημξ NT3. 

• ΢ηέβκςια ιειανάκδξ πονζηίμο. Φοβμηέκηνδζδ βζα 5 θεπηά ζηα 11.000 

xg βζα πθήνδ απμιάηνοκζδ ημο δζαθύιαημξ ΝΣ3.  

• Έηθμοζδ  DNA. Σμπμεέηδζδ ηδξ ζηήθδξ ζε έκα κέμ ζςθδκάνζμ 

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

νοειζζηζημύ δζαθύιαημξ ΝΔ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

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

 

3.2.14 Κακπύιεο αλάπηπμεο θπηηάξσλ δύκεο. 

Θνεπηζηό ιέζμ πμο πενζέπεζ δζάθμνεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ ή 

αζεακόθδξ ειαμθζάγεηαζ ιε οπό ακάπηολδ ηύηηανα γύιδξ έηζζ ώζηε δ μπηζηή 

απμννόθδζδ ζε ιήημξ ηύιαημξ 600 nm ηςκ δεζβιάηςκ κα έπεζ ηζιή πενίπμο 

0,005. Γζα ημκ ειαμθζαζιό πνδζζιμπμζμύκηαζ ηύηηανα αβνίμο ηύπμο (W303-

1a) ηαζ ηύηηανα πμο θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ Ser531Ala ηδξ πνςηεΐκδξ msn4 

(W303-1a_MSN4_Ser531Ala). Ζ ακάπηολδ ηςκ ηαθθζενβεζώκ εηηζιάηαζ ιε ηδ 

θήρδ δείβιαημξ πμο θαιαάκεηαζ ζε ηαεμνζζιέκδ πνμκζηή ζηζβιή από ημ 

πνόκμ ειαμθζαζιμύ ηαζ θςημιεηνείηαζ ζε ιήημξ ηύιαημξ 600 nm. 
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4. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

4.1 Μεηάιιαμε ηνπ γνληδίνπ Msn4 κέζσ ηξηώλ δηαδνρηθώλ PCR 

(PCR Site-Directed mutagenesis) 

Αθμύ μθμηθδνώεδηε δ ακηίδναζδ ηδξ 1δξ PCR αημθμύεδζε δθεηηνμθόνδζδ 

ζε πήηηςια αβανόγδξ 1%  ΣΑΔ, ημο πδηηώιαημξ ζημ ίπκμξ ημο DNA 

ηιήιαημξ ηαζ ηαεανζζιόξ ιε ηδκ δζαδζηαζία ημο Gel extraction ηαζ PCR Clean 

up kit, λακά δθεηηνμθόνδζδ ηαζ θςημβνάθδζδ ιε αηηίκεξ UV. Σμ απμηέθεζια 

ηδξ 1δξ PCR είκαζ έκα πνμσόκ ~ 1600 γεύβδ αάζεςκ ημο βμκζδίμο Msn4 

(ζζάνζειμ ςξ πνμξ ημκ ανζειό ηςκ αάζεςκ) αθθά ιε δζαθμνά ςξ πνμξ ηδκ 

αθθδθμοπία ηςκ αάζεςκ, δδθαδή αθθαβή ςξ πνμξ ηδκ ηνζπθέηα πμο 

ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλύ Ser πμο ανίζηεηαζ ζημ άηνμ ηδξ ηνζπθέηαξ αάζεςκ 

πμο πθέμκ ηςδζημπμζεί ημ αιζκμλύ Ala ζημ άηνμ 3΄. 

  

Εηθόλα 12 Πξώηε  PCR 

 

Αθμύ μθμηθδνώεδηε δ ακηίδναζδ ηδξ 2δξ PCR αημθμύεδζε ηαεανζζιόξ ιε 

ηδκ δζαδζηαζία Gel extraction ηαζ PCR Clean up kit , δθεηηνμθόνδζδ ζε 

πήηηςια αβανόγδξ 1%  ΣΑΔ ηαζ θςημβνάθδζδ ιε αηηίκεξ UV. Σμ 

απμηέθεζια ηδξ 2δξ PCR είκαζ έκα ιζηνό ηιήια DNA ακηζπανάθθδθμ ςξ πνμξ 

ημκ εηηζκδηή Msn4_531Ala άηνμ 5’.  
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Εηθόλα 13 Δεύηεξε PCR 

 

Αθμύ μθμηθδνώεδηε δ ακηίδναζδ ηδξ 3δξ PCR αημθμύεδζε ηαεανζζιόξ ιε 

ηδκ δζαδζηαζία  Gel extraction ηαζ PCR Clean up kit, δθεηηνμθόνδζδ ζε 

πήηηςια αβανόγδξ 1%  ΣΑΔ ηαζ θςημβνάθδζδ ιε αηηίκεξ UV. To πνμζόκ 

αοηήξ ηδξ PCR είκαζ ημ Msn4-531, ημ μπμίμ θένεζ ηδκ ιεηάθθαλδ Ser-531-Ala. 

Δπίζδξ μζ εηηζκδηέξ πνδζζιμπμζήεδηακ θένμοκ αθθδθμοπίεξ 40 κμοηθεμηζδίςκ 

ακμδζηά ηαζ ηαεμδζηά μζ μπμίεξ είκαζ ίδζεξ ιε αοηέξ πμο οπάνπμοκ ζημ 

βεκςιζηό DNA ηδξ γύιδξ ζηδ εέζδ όπμο θοζζμθμβζηά ανίζηεηαζ ημ Msn4 

βμκίδζμ.  

  

Εηθόλα 14 Tξίηε  PCR 

 
4.2 Ζ εηζαγσγή ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο κε PCR ζηνλ 

δαραξνκύθεηα S. cerevisiae 
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΢ημ ζηέθεπμξ W303-1a, ημ βμκίδζμ URA3 έπεζ απεκενβμπμζδεεί, ςξ 

απμηέθεζια ημ ζοβηεηνζιέκμ ζηέθεπμξ κα ιδκ έπεζ ηδκ ζηακόηδηα αζμζύκεεζδξ 

μοναηίθδξ, μπόηε ηαζ κα ιδκ ιπμνεί κα ακαπηοπεεί απμοζία αοηήξ .Σμ 

ζηέθεπμξ αοηό έπεζ πνμέθεεζ από ημ ζηέθεπμξ W303-1a ζημ μπμίμ ημ αβνίμο 

ηύπμο  βμκίδζμ ηδξ Msn4 έπεζ ακηζηαηαζηαεεί από ημ βμκίδζμ URA3. ΢ηδ 

ζοκέπεζα, ημ βμκίδζμ MSN-531 πνδζζιμπμζείηαζ βζα κα ακηζηαηαζηαεεί ημ URA3 

βμκίδζμ ζημ ζηέθεπμξ ΓΜSN4::URA3, ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο μιόθμβμο 

ακαζοκδοζιμύ. Ανπζηά ηα ηύηηανα ζηνώεδηακ ζε ηνζαθία ιε YEP πμο είκαζ 

έκα πθμύζζμ ηαζ πθήνεξ ενεπηζηό οθζηό πνμηεζιέκμο κα ιπμνέζεζ κα δμεεί δ 

δοκαηόηδηα ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηύηηανα κα επζηεθέζμοκ ημκ μιόθμβμ 

ακαζοκδοαζιό. Αημθμύεςξ δ επζθμβή ηςκ ηοηηάνςκ όπμο έπεζ ηεθεζεεί δ 

ακηζηαηάζηαζδ ημο URA3 από ημ MSN4-531 βίκεηαζ ιε ηδκ επίζηνςζή ημοξ ζε 

ηνζαθία ιε ενεπηζηό οθζηό SC+URA+5FOA. ΢οβηεηνζιέκα ςξ οπόζηνςια ηδξ 

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

μνμηζηό μλύ (5-Fluoro-Orotic Acid (5-FOA)). Ζ δνάζδ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ura3 επί ημο 5-FOA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ηδξ 5-θεμνμ-

μοναηίθδξ (5-Fluoro-Uracil (5-FU)) δ μπμία είκαζ ημλζηή βζα ηα ηύηηανα ημο 

γαπανμιύηδηα ηαζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εακάηςζή ημοξ. Ζ πανμοζία 

θμζπόκ ημο 5-FOA ζημ ενεπηζηό ιέζμ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ δείηηδξ επζθμβήξ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζηα μπμία έπεζ βίκεζ ιε επζηοπία μ μιόθμβμξ ακαζοκδοαζιόξ 

ηαζ δ ακηζηαηάζηαζδ ημο URA3 από ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο βμκζδίμο 

ζηόπμο, αθμύ ιόκμ αοηά ηα ηύηηανα πμο δεκ θένμοκ ημ URA3 ηαηάθενακ κα 

επζαζώζμοκ. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμύεδζε δ ζοθθμβή ηςκ δύμ απμζηζώκ ημο 

γαπανμιύηδηα ηαζ ειαμθζαζιόξ ιε οπόζηνςια YEP . Αημθμύεδζε δ 

απμιόκςζδ ημο βεκςιζημύ DNA ιε ημ οπμρήθζμ ιεηαθθαβιέκμ βεκεηζηό 

οθζηό ηαζ ηέθμξ έβζκε μ έθεβπμξ ηδξ επζηοπίαξ ημο μιόθμβμο ακαζοκδοαζιμύ 

ιε PCR, δείβια εθέβπμο ςξ εεηζηώξ ιάνηοναξ. ΢ηδκ ζοβηεηνζιέκδ  PCR ςξ 

δείβια εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηε βεκςιζηό DNA πμο πνμήθεε από ημ 

ζηέθεπμξ w303-1a ζημ μπμίμ οπάνπεζ ημ Msn4. 
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4.3 Έιεγρνο ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο  

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ μνεόηδηα ημο ζηεθέπμοξ πμο ακαπηύπεδηε επί ημο 

ενεπηζημύ ιέζμο πανμοζία ημο 5-FOA, αημθμύεδζε απμιόκςζδ ημο 

βεκμιζημύ DNA ηαζ εκ ζοκεπεία έθεβπμξ ιε ακηίδναζδ PCR (πίκ. 19). 

Οζ ζοκεήηεξ βζα ηδκ ακηίδναζδ νοειίζηδηακ ιε ημ ελήξ πνόβναιια : 2 θεπηά 

ζημοξ 95 oC, 30 δεοηενόθεπηα  ζημοξ 95 oC , 30 δεοηενόθεπηα ζημοξ 56 oC , 2 

θεπηά ηαζ 10 δεοηενόθεπηα ζημοξ 72 oC  ( από ημ 2μ αήια ιέπνζ ημ 4μ έβζκακ 

30 ηύηθμζ) , 2 θεπηά ζημοξ 72 oC ηαζ 4 oC βζα πάκηα. 

 

Πίλαθαο 19 Αληηδξαζηήξηα ειέγρνπ PCR 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηα 

DNA (pUC19-MSN4)ιεηαθθαβιέκμ 2 ιl 

Primer F. MSN4_PstI_F 0.8 ιl 

Primer R. MSN4_BamHI_R 0.8 ιl 

Taq Mix 10 ιl 

H2O 6.4 ιl 

Σεθζηόξ όβημξ  20 ιl 

  

Σμ πνμσόκ ηδξ PCR ακαιέκεηαζ κα έπεζ ιέβεεμξ ~1950 γεοβώκ αάζεςκ (εζη. 

15). Ζ ακάπηολδ αοημύ ημο ηιήιαημξ DNA οπμδδθώκεζ ηδκ επζηοπή είζμδμ 

ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ ημο MSN4 βμκζδίμο ζημ ζηέθεπμξ W303-1a-

ΓMSN4::URA3, από ημ μπμίμ απμοζζάγεζ ημ βμκίδζμ MSN4. 
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Εηθόλα 15 Πξνϊόλ PCR από γελνκηθό DNA πνπ έρεη πξνέιζεη από κεηαζρεκαηηζκέλα 
θύηηαξωλ δύκεο W303-1a-ΔMSN4::URA3. 

 

4.4 Κακπύιεο αλάπηπμεο δαραξνκύθεηα Saccharomyces 

cerevisiae.   

Πνμηεζιέκμο κα βίκεζ ιζα πνςηανπζηή ιεθέηδ ημο ζηεθέπμοξ γύιδξ πμο 

ηαηαζηεοάζηδηε (W303-1a_Msn4_531), ιεθεηήεδηε δ ζηακόηδηα ακάπηολήξ 

ημοξ ζε δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ζοβηνίκμκηαξ ηδ ιε αοηή ηςκ αβνίμο ηύπμο 

ηοηηάνςκ. 

 

4.4.1 Δπίδξαζε ηεο απμεκέλεο ζπγθέληξσζεο γιπθόδεο 

ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ. 

 

Ζ αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ βθοηόγδξ ζημ ενεπηζηό ιέζμ πνμζμιμζάγεζ ημ 

πενζαάθθμκ ζημ μπμίμ μ γοιμιύηδηαξ ηαθείηαζ κα λεηζκήζεζ ηδκ γύιςζδ, 

ανζζηόιεκμξ μοζζαζηζηά ζε ηαηάζηαζδ ςζιςηζημύ ζηνεξ. Έηζζ ιεθεηήεδηε δ 

ζηακόηδηα ακάπηολδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ 

ηαιπύθεξ ακάπηολδξ (εζη.16,17). Από ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ δ 

ιεηάθθαλδ Ser531Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4 ημο γοιμιύηδηα, δεκ ιεηααάθεζ 

ηδκ ζηακόηδηα ακάπηολήξ ημο ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ. 
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Εηθόλα 16 Κακπύιε αλάπηπμεο ηνπ δαραξνκύθεηα W303-1a_Msn4_531 ζε 2% w/v 
γιπθόδε 

 

 

Εηθόλα 17 Κακπύιε αλάπηπμεο ηνπ δαραξνκύθεηα W303-1a_Msn4_531 ζε 15% w/v 
γιπθόδε 
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4.4.2 Δπίδξαζε ηεο παξνπζίαο αηζαλόιεο ζηελ αλάπηπμε 

ησλ θπηηάξσλ. 

 

Ζ πανμοζία ηδξ αζεακόθδξ ζημ ενεπηζηό ιέζμ πνμζμιμζάγεζ ημ πενζαάθθμκ 

ζημ μπμίμ μ γοιμιύηδηαξ θεζημονβεί εθόζμκ έπεζ λεηζκήζεζ δ αθημμθζηή 

γύιςζδ. Έηζζ ιεθεηήεδηε δ ζηακόηδηα ακάπηολδξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ 

ηοηηάνςκ ηαζ ηαηαζηεοάζηδηακ μζ ηαιπύθεξ ακάπηολδξ (εζη.18, 19). Από ηα 

απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ δ ιεηάθθαλδ Ser531Ala επί ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4 

ημο γοιμιύηδηα, δεκ ιεηααάθεζ ηδκ ζηακόηδηα ακάπηολήξ ημο πανμοζία 

αζεακόθδξ. Αοηό ημ μπμίμ παναηδνείηαζ είκαζ ιζα ιζηνή ηαεοζηένδζδ ζηδκ 

ακάπηολδ ημο ιεηαθθαβιέκμο ζηεθέπμοξ, όπςξ αοηό θαίκεηαζ από ηδκ ηθίζδ 

ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ ηδξ ακάπηολδξ ηςκ ηοηηάνςκ. 

 

 

Εηθόλα 18 Κακπύιε αλάπηπμεο ηνπ δαραξνκύθεηα W303-1a_Msn4_531  ζε 3% v/v 
αηζαλόιε 
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Εηθόλα 19 Κακπύιε αλάπηπμεο ηνπ δαραξνκύθεηα W303-1a_Msn4_531 ζε 6 % v/v 
αηζαλόιε. 
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5 ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ - ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

 

Κύνζμξ ζηόπμξ ηδξ πανμύζαξ ιεθέηδξ ήηακ δ ηαηαζηεοή ημο βεκεηζηώξ 

ηνμπμπμζδιέκμο ζηεθέπμοξ W303-1a_MSN4_531 βμκζδίμο πμο θένεζ ηδ 

ιεηάθθαλδ Ser531Ala. Ζ ιεεμδμθμβία πμο πνδζζιμπμζήεδηε πνμηεζιέκμο κα 

επζηεοπεεί δ εζζαβςβή ηδξ ιεηάθθαλδξ ήηακ δ ηαηεοεοκόιεκδ ιεηαθθαλζβέκεζδ 

ιέζς PCR (site-directed mutagenesis). Σμ ζηέθεπμξ αοηό δδιζμονβήεδηε ιε 

ηδκ εζζαβςβή ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο ζημ γοιμιύηδηα ιε ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιό ηοηηάνςκ από ηα μπμία είπε αθαζνεεεί ημ αβνίμο ηύπμο 

βμκίδζμ MSN4 ηαζ ακηζηαηαζηάεδηε ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο μιόθμβμο 

ακαζοκδοαζιμύ ζηα ηύηηανα γύιδξ. Αημθμύεδζε ιζα πνςηανπζηή ιεθέηδ ηδξ 

απόηνζζδξ ημο ζοβηεηνζιέκμο ζηεθέπμοξ, ζοβηνίκμκηάξ ημ ιε ημ ζηέθεπμξ 

πμο θένεζ ημ θοζζμθμβζηό βμκίδζμ ηδξ πνςηεΐκδξ Msn4. Από ηα απμηεθέζιαηα 

αοηήξ ηδξ ζύβηνζζδξ θάκδηε όηζ δ ιεηάθθαλδ Ser531Ala, δεκ επδνεάγεζ ηδκ 

ζηακόηδηα ακάπηολδξ ημο γοιμιύηδηα ζε αολδιέκεξ ζοβηεκηνώζεζξ βθοηόγδξ 

εκώ ανίζηεηαζ ζε ηαηάζηαζδ ςζιςηζημύ ζηνεξ. Ακηζεέηςξ, ζε αολδιέκεξ 

ζοβηεκηνώζεζξ αζεακόθδξ (6% v/v), παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή ιεηααμθή 

ηαεοζηένζζδ ζηδκ ακάπηολδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ. 

Μεθθμκηζηά, απαζηείηαζ δζενεύκδζδ ηόζμ ηδξ ζηακόηδηαξ επζαίςζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζε ακηίλμεξ ζοκεήηεξ όζμ ηαζ δ απμηάθορδ πζεακώκ δζαθόνςκ ζε 

ιεηαβναθζηό επίπεδμ έηζζ ώζηε κα ηαηαδεζπεεί δ επίδναζδ ηδξ εκ θόβς 

ιεηάθθαλδξ ζηδκ απόηνζζδ ηδξ γύιδξ. 
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