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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Ο S. Cerevisiae είναι ένας από τους κύριους μικροοργανισμούς της 

κατηγορίας των ζυμών που χρησιμοποιείται εκτεταμένα στην βιομηχανία 

τροφίμων και ποτών. Η βελτίωση της απόδοσης των ζυμώσεων αποτελεί 

σημαντικό αντικείμενο έρευνας και αφορά ή την τροποποίηση των συνθηκών 

ζύμωσης ή τη γενετική βελτίωση του μικροοργανισμού. 

Όταν το κύτταρο βρεθεί σε κατάσταση stress η πρωτεΐνη Msn2 

ενεργοποιείται μέσω φωσφορυλιώσεων από διάφορες πρωτεϊνικές κινάσες 

ώστε να εισέλθει στον πυρήνα του κυττάρου, όπου και ελέγχει την έκφραση 

γονιδίων που βοηθούν το κύτταρο να αποκριθεί στο stress. Ταυτόχρονα όμως 

ο έλεγχος της εισόδου της Msn2 στο πυρήνα ελέγχεται μέσω φωσφορυλιώσεων 

από το σύμπλεγμα των πρωτεϊνών της πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA). 

Συγκεκριμένα, η φωσφορυλίωση της Msn2 πρωτεΐνης από την PKA έχει ως 

αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της εισόδου της στον πυρήνα του κυττάρου. 

Μέσω ανάλυσης της πρωτεϊνικής αλληλουχίας της Msn2 βρέθηκε ότι το 

αμινοξύ Ser στη θέση 625 αποτελεί  μια πιθανή θέση φωσφορυλίωσης από την 

PKA. 

Στόχος της παρούσης μελέτης είναι αρχικά η εισαγωγή της μετάλλαξης 

Ser625Ala επί του γονιδίου MSN2 και η μετέπειτα μελέτη της επίδρασης της 

μετάλλαξης στην απόκριση του ζυμομύκητα σε συνθήκες stress. 
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ABSTRACT 
 

S. cerevisiae is one of the major organisms of the class of yeasts used 

extensively in the food and beverage industry. Improving the efficiency of 

fermentation is an important subject of research and concerns, via either 

changing the conditions of fermentation or genetic improvement of the 

microorganism. 

  When the cell exposed in a stress environment, the protein Msn2 

activated through phosphorylation by various protein kinases in order to enter 

the cell’s nucleus.  Msn2, which is a transcription factor, controls the expression 

of genes that help the cell to respond to stress. Simultaneously, however, the 

translocation of Msn2 to the nucleus is controlled through phosphorylation by 

the complex of the protein kinase A (PKA). Specifically, Msn2 protein 

phosphorylation by PKA have the effect of preventing the entry of Msn2 in the 

cell’s nucleus. 

  Through analysis of the protein sequence of Msn2 found that the amino 

acid Ser at position 625 is a potential site of phosphorylation by PKA.  

The aim of this study was firstly to introduce the mutation Ser625Ala to MSN2 

gene and subsequent study of the effect of this mutation in yeast response to 

stress conditions. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1. Ενδοκυττάρια δραστηριότητα του Saccharomyces Cerevisiae υπό 
συνθήκες στρες 

 
Οι ζύμες χρησιμοποιούνται ευρύτατα στη βιομηχανία τροφίμων και 

ποτών λαμβάνοντας μέρος σε διάφορες διαδικασίες, με πιο γνωστή αυτή της 

αλκοολικής ζύμωσης. Η αλκοολική ζύμωση χρησιμοποιείται για την παραγωγή 

οίνου και άλλων αλκοολούχων ποτών ενώ τα τελευταία χρόνια η ανάπτυξη της 

επιστήμης και της τεχνολογίας επιτρέπει την χρήση της για την παραγωγή 

βιοαιθανόλης χρησιμοποιώντας ως υποστρώματα διάφορες πηγές σακχάρων 

όπως καλλιεργήσιμα φυτά, απόβλητα βιομηχανίας τροφίμων κ.α.  

Ο μικροοργανισμός που χρησιμοποιείται ευρέως για την αλκοολική 

ζύμωση είναι ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae ο οποίος έχει την 

ικανότητα να επιβιώνει σε αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες. Παρουσία 

οξυγόνου σάκχαρα όπως η γλυκόζη μεταβολίζονται σε CO2 και νερό, ενώ 

απουσία αυτού σε CO2 και αιθανόλη. Η πορεία η οποία χρησιμοποιείται από το 

κύτταρο είναι αυτή της γλυκόλυσης (Embden-Meyerhoff) κατά την οποία τα 

σάκχαρα όπως η γλυκόζη μετατρέπονται σε πυροσταφυλικό οξύ. Πιο 

αναλυτικά, με τον όρο γλυκόλυση εννοούμε την αλληλουχία των αντιδράσεων 

η οποία μετατρέπει τη γλυκόζη σε πυροσταφυλικό με ταυτόχρονη παραγωγή 

ΑΤΡ. Η πορεία διάσπασης της γλυκόζης σε πυροσταφυλικό γίνεται σε δέκα 

επιμέρους βήματα. Οι ενδιάμεσοι μεταβολίτες,τα ένζυμα καθώς και τα 

συνένζυμα που συμμετέχουν στην πορεία αυτή, παρουσιάζονται στην εικόνα 

1.1. 
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Εικόνα 1.1: σχηματική πορεία  γλυκόλησης. 

 
Η γλυκόζη εισέρχεται στα κύτταρα με μεταφορά μέσω μίας ειδικής 

πρωτεΐνης και έχει προορισμό να φωσφορυλιωθεί από το ΑΤΡ σχηματίζοντας 

6-φωσφορική γλυκόζη. Το επόμενο βήμα στη γλυκόλυση είναι η μετατροπή της 

6-φωσφορικής γλυκόζης σε 6-φωσφορική φρουκτόζη. Εδώ η αλδεϋδομάδα 

μετατρέπεται σε κετονομάδα. Η αντίδραση που ακολουθεί έχει ως στόχο την 

προσθήκη μίας δεύτερης φωσφορικής ομάδας, που προέρχεται και πάλι από 

το ΑΤΡ, με αποτέλεσμα να δημιουργείται η 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη. Η 

αντίδραση αυτή καταλύεται από τη φωσφοφρουκτοκινάση, ένα ένζυμο κλειδί 

για τη ρύθμιση της γλυκόλυσης. Το ένζυμο αυτό αναστέλλεται αλλοστερικά από 

υψηλές συγκεντρώσεις ΑΤΡ, ενώ αντίθετα ενεργοποιείται από το ADP και το 

AMP. Χάρη στην αλλοστερική αυτή ρύθμιση η ροή διάσπασης της γλυκόζης 

προσαρμόζεται στις ενεργειακές ανάγκες του κυττάρου. Όταν υπάρχει 

περίσσεια ΑΤΡ (υψηλό ενεργειακό φορτίο), η γλυκόλυση αναστέλλεται, γιατί το 

ΑΤΡ δρα ως αναστολέας. Αντίθετα, όταν υπάρχει ανάγκη σε ενέργεια τα 

επίπεδα του ATP ενδοκυττάρια είναι χαμηλά ενώ αυτά του ADP υψηλά, οπότε 

ενεργοποιείται η φωσφοφρουκτοκινάση και ο ρυθμός της γλυκόλυσης 

αυξάνεται ταχύτατα. Η 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη διασπάται στη συνέχεια σε 

δύο ισομερή μόρια φωσφορικής τριόζης, τη φωσφορική διυδροξυακετόνη και 
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την 3-φωσφορική γλυκεριναλδεΰδη, τα οποία μπορούν να 

αλληλομετατρέπονται με τη δράση της ισομεράσης της φωσφοτριόζης. Η 

αρχική αντίδραση σε αυτή την πορεία είναι η μετατροπή της 3-φωσφορικής 

γλυκεριναλδεΰδης σε 1,3-διφωσφογλυκερικό. Στην αντίδραση αυτή, που είναι 

η μοναδική οδειδοαναγωγική αντίδραση της γλυκόλυσης, ενσωματώνεται 

ανόργανο φωσφορικό, ενώ ταυτόχρονα ανάγεται ένα μόριο του συνενζύμου 

NAD+ προς NADH. Στην επόμενη αντίδραση καταλύεται η μεταφορά της 

φωσφορικής ομάδας από το 1,3-διφωσφογλυκερικό προς το ADP, οπότε 

σχηματίζεται ένα μόριο ΑΤΡ. Στη συνέχεια το 3-φωσφογλυκερικό μετατρέπεται 

σε 2-φωσφογλυκερικό, το οποίο με αφυδάτωση δίνει το 

φωσφοενολοπυροσταφυλικό. Τέλος απομακρύνεται η φωσφορική ομάδα του 

φωσφοενολοπυροσταφυλικού οξέος η οποία μεταφέρεται στο ADP και 

δημιουργείται το πυροσταφυλικό, που αποτελεί το τελικό προϊόν της 

γλυκόλυσης. 

Κατά την αλκοολική ζύμωση, η οποία λαμβάνει χώρα υπό αναερόβιες 

συνθήκες, το πυροσταφυλικό που παράγεται από τη διάσπαση της γλυκόζης 

μετατρέπεται σε αιθανόλη. Το πρώτο στάδιο αυτής της διεργασίας είναι η 

ενζυμική αποκαρβοξυλίωση του πυροσταφυλικού οξέος, οπότε παράγεται 

ακεταλδεϋδη, η οποία στη συνέχεια ανάγεται ενζυμικά σε αιθανόλη με 

ταυτόχρονη οξείδωση του NADH σε NAD+. Με τον τρόπο αυτό αναγεννάται το 

NAD+ και εξασφαλίζεται η συνεχής πορεία της γλυκόλυσης, εικ. 1.2. 

 

 
Εικόνα 1.2: πορεία μετατροπής του πυροσταφυλικού οξέος σε αιθανόλη. 

 
Όσον αφορά τη διαδικασία ανάπτυξης του S. Cerevisiae, υπό 

φυσιολογικές συνθήκες, όταν βρεθεί σε περιβάλλον πλούσιο σε σάκχαρα αυτά 

εισέρχονται στο κύτταρο προκειμένου να αποδομηθούν και να παραχθεί 

ενέργεια. Επιπλέον τα ίδια τα μόρια των σακχάρων κατέχουν κυρίαρχο ρόλο 

στην ενεργοποίηση ενδοκυττάριων μονοπατιών μοριακής σηματοδότησης 

δρώντας ως προσδέτες (ligand). Το σύμπλεγμα G πρωτεϊνών που είναι 
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δεσμευμένες στους υποδοχείς των σακχάρων (Gpa1p, Gpa2p) ενεργοποιεί την 

αδενυλική κυκλάση Cyr1 με αποτέλεσμα την ενδοκυττάρια αύξηση των 

επιπέδων της κυκλικής μονοφωσφορικής αδενοσίνης (cAMP), (εικ. 1.3). Η 

cAMP είναι υπεύθυνη για την φωσφορυλίωση της BCY1 η οποία στη μη 

φωσφορυλιωμένη της μορφή δεσμεύει με την μορφή συμπλόκου το σύμπλεγμα 

των πρωτεϊνών Tpk1/2/3 που αποτελούν την πρωτεϊνική κινάση Α (PKA). Η 

PKA είναι μια φωσφορική κινάση η οποία έχει ως υπόστρωμα έναν μεγάλο 

αριθμό πρωτεϊνών τις οποίες και φωσφορυλιώνει κυρίως σε κατάλοιπα σερίνης 

(Ser). Ένα μόριο στόχος της PKA είναι ο μεταγραφικός παράγοντας Msn2 τον 

οποίο υπό κατάλληλες συνθήκες φωσφορυλιώνει. (Thevelein και Winde, 1999; 

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

Όλα τα κύτταρα έχουν την ικανότητα να ανταποκριθούν σε ακραίες 

αλλαγές των περιβαλλοντικών συνθηκών ικανών να απειλήσουν την 

βιωσιμότητά τους. Οι  κυτταρικοί μηχανισμοί αντίδρασης  περιλαμβάνουν 

αισθητήρες περιβάλλοντος και μονοπάτια μεταγωγής σήματος που οδηγούν σε 

σημαντικές αλλαγές στα προγράμματα γονιδιακής έκφρασης. Επαγωγή ή 

καταστολή της έκφρασης του γονιδίου κάτω από συνθήκες στρες επιτρέπει τη 

γρήγορη προσαρμογή σε διαφορετικές συνθήκες, με αποτέλεσμα την επιβίωση 

κυττάρου. (Gasch et al., 2000).  

Ο μεταγραφικός παράγοντας Msn2 είναι μια πρωτεΐνη που διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην απόκριση του κυττάρου της ζύμης σε γενικό στρες. Έχει 

την ικανότητα να ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων μετά από έκθεση σε 

ποικίλες συνθήκες στρες (Boy-Marcotte et al., 1998; Görner et al, 2002; Hasan 

R. et al., 2002; Kandror et al., 2004). Η ενεργοποίηση του συμβαίνει μέσω 

φωσφορυλιώσεων από διάφορες πρωτεϊνικές κινάσες. Ταυτόχρονα όμως και ο 

έλεγχος της εισόδου του στο πυρήνα ελέγχεται μέσω φωσφορυλιώσεων από 

το σύμπλεγμα των πρωτεϊνών της πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA). Συγκεκριμένα, 

η φωσφορυλίωση της MSN2 πρωτεΐνης από την PKA έχει ως αποτέλεσμα την 

παρεμπόδιση της εισόδου της MSN2 στον πυρήνα του κυττάρου. Όταν το 

κύτταρο βρεθεί σε συνθήκες στρες τότε αναστέλλεται η φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης Msn2 από την PKA. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την είσοδό της στο 

πυρήνα του κυττάρου και κατ’ επέκταση την ρύθμιση της έκφραση γονιδίων 

απαραίτητων για την επιβίωση του κυττάρου σε συνθήκες στρες. 



9 
 

Βέβαια πρέπει να αναφέρουμε πως η παρουσία υψηλών 

συγκεντρώσεων αιθανόλης στο κύτταρο δρα αντίθετα από τους άλλους 

παράγοντες στρες, (Εικ. 1.3). Η ανοχή της αιθανόλης σχετίζεται με την 

αλληλεπίδραση των πολύπλοκων δικτύων στο επίπεδο του γονιδιώματος.( 

Menggen Ma & Z. Lewis Liu 2010;) Χαμηλού κόστους και υψηλού τίτλου 

παραγωγές αιθανόλης είναι σημαντικές προκλήσεις όσον αφορά την ανάπτυξη 

μιας βιοοικονομίας. (Lin and Tanaka 2006, Liu et al 2008).   

 

 
Εικόνα 1.3: Σχηματικό διάγραμμα που δείχνει τα μονοπάτια μεταγωγής σημάτων που εμπλέκονται στην 
απόκριση σε συνθήκες stress λόγω της αιθανόλης στο S. Cerevisiae. Σκιασμένοι είναι οι μεταγραφικοί 
παράγοντες. Οι γραμμές που καταλήγουν με ένα βέλος δείχνουν θετική αλληλεπίδραση, και αυτές που 
καταλήγουν με μία κάθετη προς το βέλος γραμμή, δείχνουν αρνητική αλληλεπίδραση. Αυτό το διάγραμμα 
προσαρμόζεται με βάση τους Colombo et al. (1998), Estruch (2000), Costa και Moradas-Ferreira (2001), 
Hohmann (2002), Müller et al. (2003), καιNikolaou et al. (2009). 

 
Αν και η ζύμη είναι ένας παραδοσιακός μικροοργανισμός παραγωγής 

αιθανόλης  είναι επίσης ευαίσθητη σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αιθανόλης. Η 

συσσώρευση της αιθανόλης σε ένα μέσο αναστέλλει την κυτταρική ανάπτυξη 

και βιωσιμότητα του κυττάρου, επηρεάζει τα διάφορα συστήματα μεταφοράς 

και μειώνει τον τίτλο της αιθανόλης στην καλλιέργεια (Casey and Ingledew 

1986;, D'Amore and Stewart 1987;, D'Amore et al. 1990;, Bai et al 2004;, Pina 

et al. 2004;). Τα υψηλά επίπεδα αιθανόλης επηρεάζουν την ακεραιότητα της 
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κυτταρικής μεμβράνης, βλάπτουν την  διαπερατότητα σε πολυάριθμα ιοντικά 

είδη, μειώνουν τη ρευστότητα της πλασματικής μεμβράνης που οδηγεί σε 

διάχυση του διαμεμβρανικού ηλεκτροχημικού δυναμικού, και στη συνέχεια 

οξυνίζουν τις ενδοκυτταρικές και κενοτοπικές συνθήκες (Van Uden 1985;, 

Salgueiro et al 1988;, Rosa and SA-Correia 1996;, Teixeira et al 2009;). Σε 

υψηλές συγκεντρώσεις, η αιθανόλη έχει επίσης δειχθεί να διαταράσσει την 

διαμόρφωση των πρωτεϊνών προκαλώντας μετουσίωση και δυσλειτουργία των 

βασικών γλυκολυτικών ενζύμων όπως της πυροσταφυλικής κινάσης και 

εξοκινάσης (Millar et al 1982;, Pascual et al 1988). Η υψηλή αιθανόλη επηρεάζει 

την πρόσληψη γλυκόζης, μαλτόζης, αμμωνίου και αμινοξέων και προκαλεί 

κυτταρική διαρροή νουκλεοτιδίων, αμινοξέων, και καλίου (Piper 1995). 

Μέσω ανάλυσης της πρωτεϊνικής αλληλουχίας της MSN2 με κατάλληλο 

λογισμικό αποκαλύφθηκε ότι μια πιθανή θέση φωσφορυλίωσης της MSN2 από 

την PKA είναι το αμινοξύ Ser στη θέση 625. 

 

1.2. Μεταλλαξιγένεση του γονιδίου Msn2 με τη μέθοδο της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction (PCR)) : 
 

1.2.1 Γενικά για την PCR 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) είναι μία μέθοδος για την 

ενίσχυση συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA in vitro, μέσω της ενζυμικής 

αναπαραγωγής του DNA χωρίς τη χρήση ζωντανών μικροοργανισμών όπως 

το βακτήριο E. coli ή ζύμες. Βασίζεται στην ικανότητα της DNA πολυμεράσης 

να συνθέτει νέο κλώνο DNA συμπληρωματικό προς τον προσφερόμενο κλώνο 

εκμαγείο. Επειδή η DNA πολυμεράση μπορεί να προσθέσει νουκλεοτίδια μόνο 

επάνω σε μια προϋπάρχουσα ομάδα 3'-ΟΗ, χρειάζεται έναν εκκινητή στον 

οποίο μπορεί να προσθέσει το πρώτο νουκλεοτίδιο. Η απαίτηση αυτή καθιστά 

δυνατή την οριοθέτηση της συγκεκριμένης περιοχής του προτύπου ακολουθίας 

το οποίο και θέλουμε να πολλαπλασιάσουμε. Τα ολιγονουκλεοτίδια καθορίζουν 

τα άκρα του τμήματος DNA που πρόκειται να ενισχυθεί. Με την PCR μια 

συγκεκριμένη περιοχή του γονιδιώματος μπορεί να πολλαπλασιαστεί μέχρι και 

δισεκατομμύρια φορές, δεδομένου ότι είναι γνωστά τα 5’ και 3’ άκρα του εν 

λόγω γονιδίου. Η γνώση της αλληλουχίας των άκρων του προς 

πολλαπλασιασμό τμήματος του DNA είναι απαραίτητη για τον σχεδιασμό των 
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συνθετικών DNA ολιγονουκλεοτιδίων, το καθένα συμπληρωματικό με μία από 

τις αλυσίδες του δίκλωνου DNA. H διαδικασία της PCR χωρίζεται σε τρία 

στάδια. (σχ. 1.1). Σε κάθε στάδιο γίνεται επώαση του δείγµατος σε διαφορετική 

κάθε φορά θερµοκρασία, µε την βοήθεια ενός ειδικού μηχανήματος, του 

θερμικού κυκλοποιητή (thermal cycler) (Εικ. 1.4). Ο κυκλοποιητής έχει την 

δυνατότητα να επιτυγχάνεται ταχύτατη εναλλαγή θερμοκρασιών (Βερβερίδης, 

2003). 

 

 
Εικόνα: 1.4:  Θερμικός κυκλοποιητής (thermalcycler) 

 

Τα στάδια της PCR είναι: 

a. Αποδιάταξη του DNA (denaturation) η οποία συμβαίνει στους 95οC. Σε 

αυτή τη θερμοκρασία το δίκλωνο μόριο DNA αποδιατάσσεται σε δύο 

μονόκλωνα μόρια. 

b. Υβριδοποίηση (hybridization). Η θερμοκρασία υβριδοποίησης ποικίλει 

ανάλογα με τους εκκινητές (primers) που χρησιμοποιούμε από τους 52 

έως τους 65oC περίπου. Κατά την υβριδοποίηση τα ολιγονουκλεοτίδια 

που χρησιμοποιούμε ως primers δεσμεύονται στα μονόκλωνα μόρια του 

DNA σύμφωνα με τον κανόνα της συμπληρωματικότητας των 

νουκλεϊνικών οξέων.  
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c. Επιμήκυνση της νουκλεοσυντιθέμενης αλυσίδας  (extension) η οποία 

συμβαίνει στους 72-75οC. Στο στάδιο αυτό η DNA πολυμεράση αρχίζει 

και συνθέτει το υπόλοιπο τμήμα DNA, από τον εκκινητή και μετά, 

τοποθετώντας νουκλεοτίδια βάση του κανόνα συμπληρωματικότητας, 

διαβάζοντας την αλυσίδα εκμαγείο με κατεύθυνση 3’->5’ και 

συνθέτοντας την καινούρια με κατεύθυνση 5’->3’.  

 

 
Σχήμα 1.1: Τα βασικά στάδια της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (PCR). Στάδιο1):Αποδιάταξη 
της διπλής αλυσίδας του τμήματος DNA (denaturation), Στάδιο 2): Ένωση των εκκινητών σε κάθε 
αλυσίδα (annealing), Στάδιο 3: Σύνθεσητων νέων μορίων DNA (extension). 

 

1.2.2.Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση με PCR 
 

1.2.2.1 Μεθοδολογία <<Mega-primer>>. 

 

Η Μέθοδος «Mega-primer» είναι μια πραγματικά απλή και ευέλικτη 

προσέγγιση που μπορεί να υιοθετηθεί για να δημιουργήσει μια μοναδική 

μετάλλαξη σε μια συγκεκριμένη περιοχή-στόχο, καθώς και να δημιουργήσει 

σε συγκεκριμένο χώρο ενθέσεις, εξαλείψεις και συντήξεις γονιδίων. (Σχ. 

1.2). Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιεί τρεις ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές, 

δύο γύρους PCR, και ένα πρότυπο DNA που περιέχει το γονίδιο που 

πρόκειται να μεταλλαχθεί. Όπως φαίνεται στο Σχ. 1.2, όπου Α και Β είναι οι 
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«συνοδευτικοί (ή πλευρικοί)» εκκινητές , και το Μ εκπροσωπεί το έναυσμα 

που φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη, ο πρώτος γύρος των PCR παράγει ένα 

θραύσμα με την επιθυμητή μετάλλαξη που εισάγεται, χρησιμοποιώντας 

έναν από τους «πλευρικούς» εκκινητές (A) και έναν από το μεταλλαγμένο 

εκκινητή (mutant primer) (M). Το ενισχυμένο αυτό θραύσμα (megaprimer) 

χρησιμοποιείται στη δεύτερη PCR μαζί με το υπόλοιπο του εξωτερικού 

εκκινητή (Β) για να ενισχυθεί μια μεγαλύτερη περιοχή του πρότυπου DNA. 

Το τελικό προϊόν καθαρίζεται και μπορεί να κλωνοποιηθεί σε έναν 

κατάλληλο φορέα. Με το σχεδιασμό των «πλευρικών» εκκινητών με 

καθολικές αλληλουχίες θέσεων περιορισμού, συμβατές με το φορέα της 

επιλογής, είναι δυνατό να δημιουργηθούν διαφορετικοί μεταλλαγμένοι 

κλώνοι με την αλλαγή μόνο του μεταλλαγμένου εκκινητή. Πρόσφατα, αυτή 

η προσέγγιση έχει βελτιωθεί με τη χρήση των εμπρός και όπισθεν 

«πλευρικών» εκκινητών με σημαντικά διαφορετικές θερμοκρασίες τήξης. 

Αυτό επιτρέπει στους ερευνητές να εκτελέσoυν και τα δύο βήματα της PCR 

σε έναν ενιαίο σωλήνα. (Michael R. and Joseph S. 2012;) 

 

 
Σχήμα 1.2: Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση μέσω της μεθόδου Megaprimer. Οι εκκινητές Α, Β, Μ1 και 
Μ2 (όπως και η εκκινητήρια γραμμή του megaprimerΑ-Μ1) συμβολίζονται από μονές γραμμές που 
καταλήγουν σε βέλος. Οι διπλές γραμμές αντιπροσωπεύουν το εκμαγείο. Οι τελείες στο Μ και Μ2 
υποδηλώνουν τις επιθυμητές μεταλλάξεις (αντικατάσταση, εισαγωγή, διαγραφή) που θα εισαχθούν στο 
προϊόν μέσω του megaprimer (Site-DirectedMutagenesisInVitrobyMegaprimerPCR - 
Invitromutagenesisprotocols (1996), Series 57, pp203-215 - MethodsinMolecularBiology). 
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1.2.2.2. Μέθοδος τριών διαδοχικών PCR 

 
Η δεύτερη μέθοδος που μπορεί να εφαρμοστεί είναι ίδια με την πρώτη 

μέχρι το πρώτο βήμα. Δηλαδή, στη δημιουργία ενός μικρού κομματιού DNA το 

οποίο φέρει τη μετάλλαξη. Στη συνέχεια, κατασκευάζεται ένα δεύτερο κομμάτι 

DNA, το οποίο μπορεί να το χαρακτηριστεί και ως τη συνέχεια του πρώτου και 

έχει και αυτό την ίδια μετάλλαξη με το πρώτο. Για τη κατασκευή του δεύτερου 

κομματιού ο reverse primer φέρει τη μετάλλαξη στην τριπλέτα που κωδικοποιεί 

το αμινοξύ σερίνη (Ser) (σχ. 1.3). Κατόπιν, χρησιμοποιώντας αυτά τα δύο 

κομμάτια ως εκμαγεία και με τους κατάλληλους primers γίνεται η κατασκευή του 

τελικού μας κομματιού (σχ. 5). Βάση της αρχής της μεθόδου της PCR, στο 

πρώτο στάδιο (95OC) πραγματοποιείται η αποδιάταξη των δίκλωνων 

προϊόντων των δύο προηγούμενων PCR. Η υβριδοποίηση είναι το επόμενο 

στάδιο και λαμβάνει χώρα περίπου στους 60οC. Από τους δυο δυνατούς 

συνδυασμούς μόνο ό ένας είναι δυνατόν να συνεχίσει. Αυτό συμβαίνει διότι η 

DNA πολυμεράση μπορεί και διαβάζει μόνο με κατεύθυνση 3’->5’ και συνθέτει 

με κατεύθυνση       5’->3’. Έτσι η επιμήκυνση σε θερμοκρασία ~ 720C συμβάινει 

μόνο για την περίπτωση (Α) (σχ.1.4). Το αποτέλεσμα της επιμήκυνσης είναι η 

δημιουργία εκμαγείου που θα φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη. Οι επόμενοι 

κύκλοι της PCR θα πολλαπλασιάσουν το εκμαγείο αυτό. (PCR Primer- A 

laboratory manual. (1995)). 

 

 
Σχήμα 1.3: Περιγραφή της PCR1 και PCR2. Στην PCR1 ο εμπρόσθιος εκκινητής που φέρει την 
επιθυμητή μετάλλαξη έχει γαλάζιο άκρο, ενώ ο ανάστροφος εκκινητής έχει μωβ άκρο. Στην PCR2 ο 
εμπρόσθιος εκκινητής έχει μωβ άκρο, ενώ ο ανάστροφος εκκινητής που φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη 
έχει γαλάζιο άκρο. 
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Σχήμα 1.5: Η τρίτη PCR κατά την οποία συντίθεται το προϊόν που φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη. 
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2. ΣΚΟΠΟΣ  
 

Ο Saccharomyces cerevisiae ως ζωντανός μικροοργανισμός έχει την 

ικανότητα να προσαρμόζει τις λειτουργίες του ανάλογα με το περιβάλλον στο 

οποίο βρίσκεται. Γενικά, κάθε συνθήκη η οποία αποκλίνει από τις βέλτιστες 

συνθήκες επιβίωσης και ανάπτυξης του ζυμομύκητα, χαρακτηρίζεται ως 

αντίξοη συνθήκη ή συνθήκη stress. Η μεταβολή του pH, της θερμοκρασίας, της 

ωσμωτικής πίεση καθώς και η παρουσία αιθανόλης είναι οι πιο συνήθεις 

αντίξοες συνθήκες στις οποίες ο ζυμομύκητας καλείται να επιβιώσει και να 

λειτουργήσει. Ειδικά η παρουσία της αιθανόλης και η απόκριση της ζύμης σε 

αυτή είναι καθοριστικής σημασίας για τις εφαρμογές στις οποίες 

χρησιμοποιείται.  

Όταν ο S. Cerevisiae βρεθεί σε περιβάλλον πλούσιο σε σάκχαρα, όπως 

γλυκόζη, φρουκτόζη κλπ., αφ’ ενός τα σάκχαρα αυτά εισέρχονται στο κύτταρο 

προκειμένου να αποδομηθούν και να παραχθεί ενέργεια, αφ’ ετέρου τα ίδια τα 

μόρια των σακχάρων κατέχουν κυρίαρχο ρόλο στην ενεργοποίηση 

ενδοκυττάριων μονοπατιών μοριακής σηματοδότησης δρώντας ως προσδέτες 

(ligand). 

Σημαντική έρευνα επιτελείται για την βελτίωση της απόδοσης των 

ζυμώσεων είτε με την τροποποίηση των συνθηκών είτε με τη γενετική βελτίωση 

των χρησιμοποιούμενων μικροοργανισμών. Γίνεται αντιληπτό λοιπόν, ότι 

προκειμένου να επιτευχθεί μεγαλύτερη παραγωγή αιθανόλης από τον 

S.cerevisiae χρησιμοποιώντας διάφορα υποστρώματα θα ήταν χρήσιμο να 

επιτευχθούν κατάλληλες γενετικές τροποποιήσεις. Κυρίαρχο ρόλο στη 

ενδοκυττάρια σηματοδότηση διαδραματίζει το μονοπάτι της PKA και ειδικότερα 

ο έλεγχος της MSN2 από αυτή. Η αποτροπή της φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης Msn2 από την PKA είναι μία πιθανή προσέγγιση με σκοπό την 

γενετική βελτίωση του S.cerevisiae. Μέσω ανάλυσης της πρωτεϊνικής 

αλληλουχίας της MSN2 με κατάλληλο λογισμικό αποκαλύφθηκε ότι μια πιθανή 

θέση φωσφορυλίωσης της MSN2 από την PKA είναι το αμινοξύ Ser στη θέση 

625. Στόχος λοιπόν είναι η γενετική τροποποίηση του γονιδίου MSN2 στη θέση 

αυτή. Η τροποποίηση αυτή θα έχει ως στόχο την αντικατάσταση της εν λόγω 

σερίνης στην περιοχή σηματοδότησης της πυρηνικής μετανάστευσης (Nuclear 

Localization Signal (NLS)) προκειμένου να κατασταλεί ο έλεγχος της 
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μετανάστευσης της συγκεκριμένης πρωτεΐνης από την PKA και να επιτευχθεί 

διαρκής εντοπισμός της στον πυρήνα. Το επιθυμητό αποτέλεσμα είναι η 

δημιουργία στελέχους ζύμης ανθεκτικό στην αιθανόλη καθώς και έναντι 

συνθηκών γενικού στρες.  

Σκοπός της εργασίας λοιπόν είναι η δημιουργία στελέχους ζύμης το 

οποίο φέρει τη μετάλλαξη Ser625Ala επί του γονιδίου MSN2 και η πρωταρχική 

μελέτη της επίδρασης της μετάλλαξης στην απόκριση του ζυμομύκητα σε 

συνθήκες stress. 
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3. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

3.1. Υλικά 
 

Όλα τα αντιδραστήρια τα οποία χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια των 

πειραμάτων βρίσκονται στον Πίνακα 3.1, ενώ όλοι οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή των PCR βρίσκονται στον Πίνακα 3.2. Τα 

αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή του Synthetic 

Complete (-U) φαίνονται στον Πίνακα 3.3. 

 

Πίνακας 3.1: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στις Πειραματικές Πορείες. 

 Αντιδραστήρια Εταιρία Κωδικός 

1 Gel red Biotium 41003 

2 Αγαρόζη Nippon 

genetics 

AG02 

3 C2H5OH 100% Sigma-Aldrich 24194-2.5L-R 

4 CH3COOLi (Lithium Acetate 

dihydrate) 

AppliChem A3478 

5 Tris ultrapure Duchefa 

Biochemie 

T1501.1000 

6 CH3COOH(Glacial Acetic Acid) Penta 607002006 

7 Εκχύλισμα ζύμης (Yeast Extract) Lab M MC001 

8 Bacto Peptone   

9 Γλυκόζη (Glucose) Sigma-Aldrich G7021 

10 Agar Agar Serva 11392 

11 Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids Sigma-Aldrich Y0626-250G 

12 Ασπαραγίνη AppliChem A3721 

13 Γλουταμινικό οξύ AppliChem A3712 

14 Λευκίνη AppliChem A3496 

15 Τυροσίνη Sigma-Aldrich T3379 

16 Βαλίνη Merk 1084950100 

17 Φαινιλαλανίνη Serva 32191 

18 Ασπαραγινικό οξύ AppliChem A3715 

19 Αργινίνη AppliChem A3709 
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20 Αδενίνη AppliChem A0939 

21 Ισολευκίνη AppliChem A3677 

22 Θρεονίνη AppliChem A3946 

23 Κυστεΐνη AppliChem A3694 

24 Προλίνη Sigma-Aldrich 81710 

25 Τρυπτοφάνη Sigma-Aldrich T8941 

26 Λυσίνη Sigma-Aldrich L9037 

27 Μεθιονίνη Sigma-Aldrich M5308 

28 Γλουταμίνη AppliChem A3734 

29 Αλανίνη Serva 11482 

30 Σερίνη Sigma-Aldrich 84960 

31 Ιστιδίνη AppliChem A3719 

32 Γλυκίνη Serva 56406 

33 Τρυπτόνη Lab M MC005 

34 Ουρακίλη AppliChem A0667 

35 NaCl   

36 NaOH   

37 Αιθυλεν-δι-αμινο-τετραοξικό οξύ 

(EDTA) 

  

38 Τriton Χ-100   

39 RNAse   

40 Ισοπροπανόλη Penta 603117000 

41 Kapa HiFi ReadyMix Kapa 

Biosystems 

KK2601 

42 Taq polymerase ReadyMix Kapa 

Biosystems 

KK1006 

43 MgCl2   

44 dNTPs   

45 Αμπικιλίνη (Ampicillin sodium salt) Biochemica A0839 

46 Nucleospin PCRClean-up & Gel 

Extraction kit 

Macherey-

Nagel 

740609.50 

47 Nucleospin Plasmid kit Macherey-

Nagel 

740588.50 

48 Περιοριστική Ενδονουκλεάση PstI Takara 1073Α 

49 Περιοριστική Ενδονουκλεάση EcoRI Takara 1040Α 
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50 Περιοριστική Ενδονουκλεάση BamHI Takara 1010A 

51 5-FOA (5-FluorooroticAcid )(5-φθόρο-

οροτικόοξύ) 

Thermo 

Scientific 

R0811 

52 SDS (Μετά νατρίου άλας του Θειϊκού 

Δωδεκακυλίου) 

Sigma-Aldrich L3771 

53 Πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG 4000) AppliChem A1249 

54 Carrier dna (Salmon Sperm) AppliChem A2160,0001 

55 T4 DNA λιγάση Takara 2011Α 

56 λ DNA   

57 10X Loading buffer Takara  

58 Γλυκερόλη 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   

63 MOPS Sigma-Aldrich M1254 

64 RbCl2 Sigma-Aldrich R2252 

65 CaCl2   

66 MnCl2   

67 CH3COOK   

68 Λυσοζύμη   

69 BSA   

70 Lambda DNA/EcoRI/Hind III Digest Sigma-Aldrich D9281 

71 1 kb DNA Ladder RTU Nippon 

Genetics 

MWD-1 
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Πίνακας 3.2: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν κατά την διεξαγωγή των PCR, 

συνοδευόμενοι από τις αλληλουχίες τους και από τις θερμοκρασίες υβριδοποίησής 

τους. 

 Εκκινητές (Primers) Αλληλουχίες εκκινητών Θερμοκρασίες 

Υβριδοποίησης 

1 MSN2_BamHI_Reverse 5’CGGGATCCAATGTCTCCATGTTTTTTA

TGAG3’ 

Tm=60 

2 MSN2_Ser625Ala_Forw

ard 

5’ GGAGAAAAGCAATGACACC 3’ Tm = 56 

3 MSN2_PstI_Forward 5’AAAACTGCAGATGACGGTCGACCATG

ATTTC 3’ 

Tm=62 

4 MSN2_Ser625Ala_Reve

rse 

5’ GGTGTCATTGCTTTTCTCC 3’ Tm= 56 

5 MSN2-rec_F  5’CTTTTTTCAACTTTTATTGCTCATAGAA

GAACTAGATCTAAAATGACGGTCGACCA

TGATTTC 3’ 

Tm = 62 

6 MSN2-rec_R 5’TTATCTTATGAAGAAAGATCTATCGAA

TTAAAAAAATGGGGTCTATTAAATGTCT

CCATGTTTTTTATGAG 3’ 

Tm = 60 

7 MSN2_URA3_Forward 5’CTTTTTTCAACTTTTATTGCTCATAGAA

GAACTAGATCTAAAATGTCGAAAGCTAC

ATATAAGG 3’ 

Tm=58 

8 MSN2_URA3_Reverse 5’TTATCTTATGAAGAAAGATCTATCGAA

TTAAAAAAATGGGGTCTATTAGTTTTGCT

GGCCGCATC 3’ 

Tm=54 
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Πίνακας 3.3: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή του Synthetic 

Complete (-U). 

Ασπαραγίνη (Asparagine) 2g 

Γλουταμινικό οξύ (Glutamate) 2g 

Λευκίνη (Leucine) 4g 

Τυροσίνη (Tyrosine) 2g 

Βαλίνη (Valine) 2g 

Φαινιλαλανίνη (Phenylalanine) 2g 

Ασπαραγινικό οξύ(Aspartate) 2g 

Αργινίνη (Arginine) 2g 

Αδενίνη (Adenine) 1g 

Ισολευκίνη (Isoleucine) 2g 

Θρεονίνη (Threonine) 2g 

Κυστεΐνη (Cysteine) 2g 

Προλίνη (Proline) 2g 

Τρυπτοφάνη (Tryptophan) 2g 

Λυσίνη (Lysine) 2g 

Μεθιονίνη (Methionine) 2g 

Γλουταμίνη (Glutamine) 2g 

Αλανίνη (Alanine) 2g 

Σερίνη (Serine) 2g 

Ιστιδίνη (Histidine) 2g 

Γλυκίνη (Glycine) 2g 
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Σχήμα 3.1: Lambda DNA/EcoRI/Hind III Digest 

 

 

 

Σχήμα 3.2: 1 kb DNA Ladder RTU 
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3.2. Πειραματικές Πορείες 

 

3.2.1 Απομόνωση γενομικού DNA από κύτταρα ζύμης 
 

1. Λήψη μιας μονήρους αποικίας από πιάτο ή φυγοκέντριση 200μl 

υγρής καλλιέργειας (O.D.600≈0.4). 

2. Επαναδιάλυση κυττάρων σε 100μl διαλύματος (200mM LiOAc, 1% 

SDS). 

3. Επώαση για 5 min στους 70οC. 

4. Προσθήκη 300μl απόλυτης Αιθανόλης και ισχυρή ανάδευση (vortex) 

5. Φυγοκέντριση του DNA και των κυτταρικών υπολειμμάτων 15000xg 

για 3 min. 

6. Απομάκρυνση υπερκειμένου υγρού και προσθήκη 200μl 70% 

αιθανόλης για έκπλυση ιζήματος. 

7. Φυγοκέντριση για 2 min σε 15000xg. Απομάκρυνση υπερκειμένου. 

8. Αφήνουμε να στεγνώσει το ίζημα για 2 min και στη συνέχεια 

προσθέτουμε 100μl Η2Ο και επαναδιαλύουμε το ίζημα. 

9. Φυγοκεντρούμε στις 15000xg για 15 sec ώστε να απομακρυνθούν τα 

κυτταρικά υπολείμματα. 

10. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέο eppendorf και το φυλάσσουμε 

στους -200C. 

11. 1-4μl χρησιμοποιείται σε αντίδραση PCR. 

 

3.2.2 Μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο του 
βρασμού 
 

1. Εμβολιασμός 5ml θρεπτικού μέσου με μονήρη αποικία και ολονύκτια 

επώαση. 

2. Φυγοκέντριση 1,5ml καλλιέργειας 10000rpm, 1 min, RT 

3. Πλήρης απομάκρυνση υπερκείμενου υγρού 

4. Επαναδιάλυση σε 0,7ml διαλύματος STET 

5. Έντονη ανάδευση  

6. Προσθήκη 10μl λυσοζύμης 1mg/ml 

7. Τοποθέτηση eppendorfs στους 1000C για 60’’ 

8. Φυγοκέντριση στις 10000rpm για 10 min ή λιγότερο σε RT  

9. Μεταφορά 430μl του υπερκειμένου σε νέα eppendorfs  
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10. Προσθήκη 400μl ισοπροπανόλης 

11. Τοποθέτηση των eppendorfs στους  –800C για 10 min 

12. Φυγοκέντριση σε 10000rpm για 30 min στους 40C 

13. Πλήρης απομάκρυνση υπερκειμένου και πλύσιμο ιζήματος με 70% 

αιθανόλη 

14. Φυγοκέντριση για 5min 

15. Στέγνωμα ιζήματος και προσθήκη 20 μl (Η2Ο + RNAse (100ng/μl)) 

16. Επώαση σε RT για 5-10 min  

 

3.2.3 Απομόνωση Πλασμιδιακού DNA από κύτταρα E. Coli με το kit 
Nucleospin plasmid 
 

1. Φυγοκέντριση 1-5 ml καλλιέργειας E. coli σε θρεπτικό LB για 30s στις 

11000x g. Απομάκρυνση υπερκείμενου. 

2. Προσθήκη 250μl buffer A1 και vortex. 

3. Προσθήκη 250μl buffer A2 και ήπια ανάδευση 6-8 φορές. Αφήνουμε 

σε θερμοκρασία δωματίου για 5min. 

4. Προσθήκη 300μl buffer A3 και ήπια ανάδευση 6-8 φορές. 

5. Φυγοκέντριση για 5min στις 11000x g σε θερμοκρασία δωματίου. 

(επαναλαμβάνουμε εάν το υπερκείμενο δεν είναι καθαρό). 

6. Τοποθετούμε μια στήλη NucleoSpin® Plasmid σε ένα Collection 

Tube (2 mL) και μεταφέρουμε το υπερκείμενο από το βήμα 3.  

Φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g. (εάν ο όγκος του 

υπερκείμενου ξεπερνάει τα 750μl επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία 

με το υπόλοιπο δείγμα). 

7. Προσθήκη 500μl buffer AW (προθέρμανση στους 50οC)  και 

φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g. 

8. Προσθήκη 600μl buffer A4 και φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g. 

9. Φυγοκέντριση για 2min στις 11000x g για απομάκρυνση 

υπολειμμάτων. 

10. Τοποθέτηση της στήλης NucleoSpin® Plasmid σε νέο Eppendorf και 

προσθήκη 50μl buffer AE. Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 

1min.  

11. Φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g. 
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3.2.4 Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων ικανών να μετασχηματιστούν  
 

1. Ανάπτυξη καλλιέργειας 100ml σε LB μέχρι OD550nm ~ 0,55. Χρήση 

κωνικής φιάλης 2L για καλή ανάδευση 

2. Φυγοκέντριση για συλλογή κυττάρων 3000x g, 10 min στους 40C 

3. Επαναδιάλυση σε 28ml διαλύματος Tfb1 (πίνακας 3.4) και αφήνουμε 

για 25 min στους 40C 

4. Συλλογή κυττάρων με φυγοκέντριση 2500xg 10 min και 

επαναδιάλυση σε 6ml διαλύματος Tfb2 (πίνακας 3.5) 

5. Μοιράζω σε κλάσματα των 400μl (για δυο μετασχηματισμούς) και τα 

φυλάσσω στους –700C 

 

Πίνακας 3.4: :Παρασκευή διαλύματοςTfb1* 

 

Πίνακας 3.5: :Παρασκευή διαλύματοςTfb2* 

10mM MOPS pH:7 

pH: 7  

αν όχι προσαρμόστε 

το διάλυμα με KOH 

10mM RbCl2 

80mM CaCl2 

15% Glycerol 

*Δεν αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο αλλά με χρήση φίλτρου με διάμετρο 

πόρου 0,22μm. 

  

100mM RbCl2 

pH: 5,8 

Προσαρμόστε το 

διάλυμα με 0,2M 

CH3COOH 

50mM MnCl2 

30mM CH3COOK 

10mM CaCl2 

15% Glycerol 
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3.2.5 Μετασχηματισμός Βακτηριακών κυτταρών 
 

1. Ξεπάγωμα τα κύτταρα από παραπάνω στον πάγο και τα μοίρασμα 

σε δυο eppendorfs.  

2. Προσθήκη <100ng DNA και επώαση στον πάγο για 20-40 min 

3. Υποβολή κυττάρων σε θερμικό σοκ (Heat shock) για 90 sec στους 

420C 

4. Τοποθέτηση κυττάρων για 1 min στον πάγο και ακολουθεί προσθήκη 

1ml θρεπτικού μέσου LB και επώαση στους 370C για 1 ώρα  

5. Συλλογή κυττάρων με φυγοκέντριση για 30 sec στις 10000xg και 

αφαίρεση 1ml του υπερκείμενου υγρού.  

6. Επαναδιάλυση κυττάρων στα υπολειπόμενα 200μl, και επίστρωσή 

τους επί θρεπτικού μέσου LB + κατάλληλο αντιβιοτικό. 

 

3.2.6 Ηλεκτροφόριση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 
 

Ο όρος ηλεκτροφόρηση περιγράφει τη μετακίνηση ενός φοτρισμένου 

σωματιδίου κάτω από την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Το φαινόμενο αποτελεί 

τη βάση μιας πολύ χρήσιμης αναλυτικής μεθοδολογίας για το διαχωρισμό, 

καθαρισμό και την ταυτοποίηση πολλών βιολογικών μεγαλομορίων όπως 

πρωτεϊνών, νουκλεϊκών οξέων ( DNA,RNA) καθώς και νουκλεοπρωτεϊνικών 

συμπλόκων. Αυτά τα μόρια φέρουν ομάδες που έχουν τη δυνατότητα ιονισμού 

και κατ’ επέκταση σε συγκεκριμένες συνθήκες pH καθαρό θετικό ή αρνητικό 

φορτίο μπορεί να τα κάνει να κινηθούν μέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο προς τον 

αντίθετο πόλο. Το  DNA είναι ένα μόριο αρνητικά φορτισμένο, λόγω των 

φωσφορικών ομάδων που βρίσκονται στο φωσφοδιεστερικό σκελετό το οποίο  

όταν βρεθεί μέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο κινείται προς το θετικό πόλο με 

ταχύτητα που εξαρτάται από το μέγεθος του και το σχήμα του. Το  DNA 

απομονώνεται από έναν οργανισμό ή ιστό, κόβεται σε κομμάτια με μία ή 

συνδυασμό περισσότερων περιοριστικών ενδονουκλεασών, και το μείγμα των 

κομματιών αυτών τοποθετείται σε ένα πήκτωμα αγαρόζης, στα άκρα του 

οποίου εφαρμόζεται ηλεκτρικό πεδίο. Tο DNA μετακινείται προς την άνοδο, με 

τα μικρότερα κομμάτια να κινούνται γρηγορότερα και τα μεγαλύτερα αργότερα.  

Στην περίπτωση του DNA χρησιμοποιείται η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης. Η αγαρόζη είναι πολυσακχαρίτης που, σε κατάλληλες συνθήκες, 
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δημιουργεί ένα πορώδες πήκτωμα. Το άγαρ απομονώνεται από φύκη (red 

algae) και αποτελείται από αγαρόζη και αγαροπηκτίνη.  Η αγαρόζη είναι ένα 

γραμμικό πολυμερές (D-galactose και L-galactopyranose) (Εικ.3.1). 

 
Εικόνα 3.1: συντακτικός τύπος αγαρόζης. 

 

Η συγκέντρωση της αγαρόζης καθορίζει το μέγεθος των πόρων, άρα και 

το μέγεθος των κομματιών DNA που μπορούν να διαχωριστούν. Η πηκτή 

αγαρόζης είναι συνήθως από 0.7% (καλός διαχωρισμός μεγάλων τμημάτων 

DNA 5–10kb) μέχρι 2% (καλός διαχωρισμός μικρών τμημάτων DNA 0.2–1kb ) 

περιεκτικότητα σε αγαρόζη. Στην εικ.3.2 φάινεται η παρασκευή πηκτώματος 

αγαρόζης.  

 

Εικόνα 3.2: Παρασκευή πηκτής αγαρόζης. 

 

Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται με ειδικό εξοπλισμό που συνίσταται 

από δύο μέρη: τη μονάδα τάσης ή τροφοδοτικό και τη μονάδα 

ηλεκτροφόρησης η οποία στην περίπτωση της ηλεκτροφόρησης DNA είναι 

συνήθως οριζόντιας διάταξης. 
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Οι παράγοντες που καθορίζουν το ρυθμό μετακίνησης του DNA στην πηκτή 

είναι: 

1. Το μέγεθος του DNA 

2. Η συγκέντρωση της πηκτής σε αγαρόζη 

3. Η διαμόρφωση του DNA (κυκλικό υπερ-ελικωμένο, κυκλικό 

ανοιχτό/κομμένο, γραμμικό) 

4. Η τάση του ηλεκτρικού ρεύματος 

5. Το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (σύνθεση και ιοντική ισχύς) 

6. Ο τύπος της αγαρόζης (standard, low-melting temperature) 

Τα ρυθμιστικά διαλύματα χρησιμοποιούνται για να παρέχουν τα απαραίτητα 

ιόντα για να πραγματοποιείται μεταφορά ρεύματος και να διατηρούν το pH σε 

μια σχετικά σταθερή τιμή. Τα πιο κοινά διαλύματα είναι: 

 ΤΑΕ (Tris/Acetate/EDTA) (μικρότερη ρυθμιστική ικανότητα, θέλει 

χαμηλότερη τάση και περισσότερο χρόνο αλλά έχει καλύτερα 

αποτελέσματα, καλό διαχωρισμό σε DNA>4kb και σε υπερελικωμένο 

DNA). 

 TBE (Tris/Borate/EDTA) (προβληματικό με το RNA λόγω 

αλληλεπίδρασης, καλό διαχωρισμό σε DNA 0.1-3 kb και όταν 

εφαρμόζουμε τάση >150V). 

 

50x TAE: Σε 900ml απεσταγμένου H2O προσθέτουμε:   

Tris base 242g 

Glacial Acetic Acid 57.1ml 

EDTA 18.6 g 

Απιονισμένο H2O  μέχρι το 1L 
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3.2.7 Καθαρισμός προϊόντων PCR με το kit Gel & PCR clean up 
 

1. Προσθήκη διπλάσιου όγκου του δείγματος από το buffer NTI. (π.χ. για 

100μl δείγματος  PCR προσθέτουμε 200μl buffer NTI). 

2. Τοποθέτηση μιας στήλης NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 

σε ένα Collection Tube (2 mL) και μεταφορά 700μl αντίδρασης pcr. 

Φυγοκέντριση δείγματος για 30sec στις 11000x g. ( εάν ο όγκος του 

δείγματος ξεπερνάει τα 700μl επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία με το 

υπόλοιπο δείγμα αντίδρασης). 

3. Προσθήκη 700μl buffer NT3 και φυγοκέντριση για 30sec στις 11000x g. 

4. Φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g για απομάκρυνση υπολειμμάτων 

buffer NT3. 

5. Τοποθέτηση της στήλης NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 

σε νέο Eppendorf (1,5ml). Προσθήκη 15-30μl buffer NE. Αφήνουμε σε 

θερμοκρασία δωματίου για 1min. Φυγοκέντριση για 1min στις 11000xg. 

 

3.2.8 Απομόνωση DΝΑ από πήκτωμα αγαρόζης με το kit Gel & PCR clean up 
 

1. Προσθήκη 200μl buffer NTI για κάθε 100mg πηκτής αγαρόζης <2% και 

θέρμανση του δείγματος για 5-10min στους 50οC. Vortex έως ότου η 

πηκτή αγαρόζης διαλυθεί πλήρως.  

2. Τοποθέτηση μιας στήλης NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 

σε ένα Collection Tube (2 mL) ) και μεταφορά 700μl αντίδρασης pcr. 

Φυγοκέντριση δείγματος για 30sec στις 11000x g. ( εάν ο όγκος του 

δείγματος ξεπερνάει τα 700μl επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία με το 

υπόλοιπο δείγμα αντίδρασης). 

3. Προσθήκη 700μl buffer NT3 και φυγοκέντριση για 30sec στις 11000x g.  

4. Φυγοκέντριση για 1min στις 11000x g για απομάκρυνση υπολειμμάτων 

buffer NT3. 

5. Τοποθέτηση της στήλης NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column 

σε νέο Eppendorf (1,5ml). Προσθήκη 15-30μl buffer NE. Αφήνουμε σε 

θερμοκρασία δωματίου για 1min. Φυγοκέντριση για 1min στις 11000xg. 
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3.2.9 Υψηλής απόδοσης μετασχηματισμός κυττάρων ζύμης 
 

1. Εμβολιασμός 50ml καλλιέργειας ζύμης αργά το απόγευμα (για 5 

μετασχηματισμούς). 

2. Επόμενο πρωί όταν OD600=0.4-0.6 ~107 cells/ml-5*108 cells/ml 

φυγοκέντριση σε 2000 rpm για 5min στους 40C. 

3. Επαναδιάλυση σε 25 ml αποστειρωμένο Η2Ο και φυγοκέντριση στους 

40C 8000 rpm. 

4. Επαναδιάλυση σε 1ml 10mM LiOAc (Οξικό Λίθιο), στον πάγο. 

5. Μεταφορά σε eppendorfs. 

6. Φυγοκέντριση στις 4000 rpm για 30-60sec στους 40C. 

7. Επαναδιάλυση σε 100mM LiOAc. Τελικός όγκος=500μl 

(κύτταρα+διάλυμα). 

8. Μοίρασμα σε 5 eppendorfs (100μl). 

9. Σύντομη φυγοκέντριση 4-5sec. 

10. Επαναδιάλυση ιζήματος σε  

a. 240 μl PEG(4000) 50%,  

b. 36μl 1M LiOAc 

c. 25μl carrier DNA (2μg/μl), 

d. 50μl H2O+DNA (0.1-1μg) 

11. Vortex για 1min. 

12. Τοποθέτηση στους 30οC για 30min. 

13. Τοποθέτηση στους 420C για 20-25min. 

14. Φυγκέντριση στις 2000rpm για 1min. 

15. Προσθήκη 200μl αποστειρωμένου Η2Ο και ήπια επαναδιάλυση. 

16. Επίστρωση κυτάρων επί στερεού θρεπτικού μέσου σε τρυβλία petri. 
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3.2.10 Θρεπτικά υλικά 
 

 YEP 

Yeast extract 10g 

Bacto Peptone 20g 

Glucose 20g 

Agar 20g 

Απιονισμένο Η2Ο Μέχρι όγκου 1L 

 Υγρή αποστείρωση 

 

 SC 

Yeast Nitrogen Base 6,7g 

Glucose 20g 

Synthetic Complete (-U) 2g 

Agar 20g 

Απιονισμένο Η2Ο Μέχρι όγκου 1L 

Υγρή αποστείρωση 

 

 LB 

Tryptone 10g 

Yeast extract 5g 

NaCl 5g 

NaOH 1M 1ml 

Agar 20g 

Απιονισμένο H2O Μέχρι όγκου 1L 

Υγρή αποστείρωση 
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 5-FOA 

1. 10 g αγαρ σε 300 ml Η2Ο σε κωνική φιάλη του 1L με μαγνήτη και 

αποστείρωση.  

2. Σε ποτήρι ζέσεως που περιέχει 195ml Η2Ο ακριβώς προσθέτονται τα 

ακόλουθα: 

Yeast Nitrogen base without amino acids 3.35g 

Glucose  10g 

Amino Acids mix (w/o uracil) 1.15g 

5-FOA 0.5g 

 

3. Θέρμανση του μείγματος με το 5-FOA πάνω σε θερμαντική πλάκα στους 

55-650C, μέχρι πλήρως διαλύσεως όλων των συστατικών (περίπου 1 

ώρα). 

4. Αποστείρωση του μείγματος με φιλτράρισμα με φίλτρο διαμέτρου πόρου 

0,22μm και τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 600C. 

5. Η κωνική φιάλη με το αποστειρωμένο άγαρ τοποθετείται σε μαγνητικό 

αναδευτήρα και αφήνεται να κρυώσει υπό ανάδευση μέχρι τους ~650C. 

6. Γίνεται προσθήκη του αποστειρωμένου μείγματος 5-FOA καθώς και 5ml 

αποστειρωμένου 100Χ uracil διαλύματος (2mg/ml). 

7. Μοιράζεται το υλικό σε τρυβλία petri και αφήνεται να στερεοποιηθεί. 

 

* Για την Παρασκευή υγρών θρεπτικών υλικών δεν προσθέτουμε άγαρ. 

 

3.2.11 Καμπύλες ανάπτυξης κυττάρων ζύμης 
 

Θρεπτικό μέσο που περιέχει διάφορες συγκεντρώσεις γλυκόζης ή αιθανόλης 

εμβολιάζεται με υπό ανάπτυξη κύτταρα ζύμης έτσι ώστε η οπτική απορρόφηση σε 

μήκος κύματος 600 nm των δειγμάτων να έχει τιμή περίπου 0,005. Για τον 

εμβολιασμό χρησιμοποιούνται κύτταρα αγρίου τύπου (W303-1a) και κύτταρα που 

φέρουν τη μετάλλαξη Ser633Ala της πρωτεΐνης msn2 (W303-1a_MSN2_Ser633Ala). 

Η ανάπτυξη των καλλιεργειών εκτιμάται με τη λήψη δείγματος που λαμβάνεται σε 

καθορισμένη χρονική στιγμή από το χρόνο εμβολιασμού και φωτομετρείται σε μήκος 

κύματος 600 nm. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Προκειμένου να επιτευχθεί η εισαγωγή της μετάλλαξης Ser625Ala στην 

Msn2 πρωτεΐνη, απαιτείται η τροποποίηση της αλληλουχίας του γονιδίου MSN2 

τροποιώντας την τριπλέτα που αντιστοιχεί στο αμινοξύ Ser625.  

 

4.1 Εισαγωγή μετάλλαξης 

 

4.1.1 Μέθοδος « Megaprimer». 
 

Αρχικά έγινε προσπάθεια εισαγωγής της εν λόγω μετάλλαξης με την 

μέθοδο του Mega-Primer. Χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο pUC19-

MSN2 στο οποίο βρίσκεται κλωνοποιημένο το αγρίου τύπου γονίδιο MSN2 και 

εφαρμόστηκε PCR  χρησιμοποιώντας τους κατάλληλους εκκινητές, (πιν. 4.1).  

Πίνακας 4.1: Αντιδραστήρια για την PCR1. 

pUC19- MSN2 for pcr 4μl 

5x KAPA HIFI FID 10μl 

MSN2-Ser-625-Ala F 1.5μl 

BamHI- MSN2- R 1.5μl 

dNTP’s 1.5μl 

HIFI 1μl 

H2O 30.5μl 

Σύνολο 50μl 

 

Πρόγραμμα PCR1: 

1. 95 o C 3min  
2. 98 o C 20sec  
3. 58 o C 15sec  
4. 72 o C 1min 30sec Βήμα 2, #30 
5. 72 o C 5min  
6. 4 o C ∞  

Το αποτέλεσμα από την παραπάνω αντίδραση PCR είναι η λήψη ενός 

μικρού τμήματος DNA της MSN2 το οποίο φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη. H 

τριπλέτα που κωδικοποιεί το αμινοξύ σερίνη 625 είναι η TCA. Στο γονίδιο της 

MSN2, (εικ. 4.1, 4.2), ο forward primer (MSN2_Ser-625-Ala) υβριδοποιείται στη 

βάση 1864 και συνθέτει έως το τέλος του γονιδίου όπου υβριδοποιείται ο 

reverse primer (BamHI-MSN2-R). Η ακριβής αλληλουχία των εκκινητών 



35 
 

περιγράφονται στην παράγραφο υλικά και μέθοδοι. Ο εκκινητής MSN2_Ser-

625-Ala έχει σχεδιαστεί έτσι ώστε να επιτυγχάνεται η αντικατάσταση της 

τριπλέτας TCA που κωδικοποιεί το αμινοξύ σερίνη, σε GCA που κωδικοποιεί 

το αμινοξύ αλανίνη. Ο reverse primer, υβριδοποιείται στο τέλος του γονιδίου 

στη θέση 2112 και κατευθύνεται ανάποδα στο γονίδιο της MSN2. 
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Εικόνα 4.1: Αλληλουχία του αγρίου τύπου γονιδίου MSN2. Εμφανίζεται και η αλληλουχία της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί. 
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Εικόνα 4.2: Αλληλουχία του γονιδίου MSN2 που φέρει τη μετάλλαξη Ser625Ala. Εμφανίζεται και η αλληλουχία της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί. Με κίτρινο 
φαίνεται η εισαγωγή της μετάλλαξης.  
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Το προϊόν της PCR1 είναι ένα μικρό τμήμα DNA μεγέθους 248 ζεύγη βάσεων το 

οποίο φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη (εικ. 4.3) Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση του 

δείγματος σε πήκτωμα αγαρόζης 1.5%, ώστε να ελεγχθεί η επιτυχία της PCR1. (εικ. 4.3). 

 

Εικόνα 4.3: Ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR1 σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5%. Στη θέση 1 και 2 
βρίσκεται το προϊόν της PCR1 ενώ στη θέση 3 βρίσκεται ο μάρτυρας. 

Ακολούθησε ο καθαρισμός  του μείγματος της αντίδρασης PCR1 με τη χρήση του 

Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit και ελέγχθηκε η καθαρότητά του με νέα 

ηλεκτροφόρηση ( εικ. 4.4). 

 

Εικόνα 4.4: Ηλεκτροφόρηση του καθαρού προϊόντος της PCR1 σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5%. Στη θέση 1 
βρίσκεται ο μάρτυρας ενώ το καθαρό προϊόν της PCR1 βρίσκεται στη θέση 2.. 
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Στη συνέχεια, χρησιμοποιώντας το τμήμα DNA που προέκυψε, από την πρώτη 

pcr, ως τον έναν εκκινητή ( <<megaprimer>>) έγινε προσπάθεια λήψης ολόκληρου του 

γονιδίου MSN2. 

Η μέθοδος <<megaprimer>> που εισήχθη από τους Kammannetal και συνεργάτες 

(Kammannetal., 1989), και τροποποιήθηκε μεταγενέστερα από τους Sarker και Sommer 

(Sarkarand Sommer 1990, 1992) και Landt και συνεργάτες (Landt et al., 1990), φαίνεται 

να είναι ιδιαίτερα απλή και αποδοτική. Αποτελείτε από δύο διαδοχικές PCR όπου το 

προϊόν της πρώτης PCR χρησιμοποιείτε ως εκκινητής <<megaprimer>> για τη δεύτερη 

PCR. Έτσι λοιπόν, για τη δεύτερη PCR χρησιμοποιούμε πάλι ως εκμαγείο το πλασμίδιο 

pUC19- MSN2 όπου βρίσκεται κλωνοποιημένο το αγρίου τύπου γονίδιο MSN2 και 

εφαρμόζουμε PCR  χρησιμοποιώντας τους κατάλληλους εκκινητές (πίν. 4.2). 

Πίνακας 4.2: Αντιδραστήρια για την PCR2. 

pUC19- MSN2 for pcr 10μl 

MSN2-pcr1- R 8μl 

pstI- MSN2- F 1.5μl 

dNTP’S 1.5μl 

HIFI 1μl 

5x KAPA HIFI FID 10μl 

H2O 18μl 

Σύνολο 50μl 

 

Πρόγραμμα PCR2: 

1. 95 o C 3min  
2. 98 o C 20sec  
3. 58 o C 15sec  
4. 72 o C 1min 30sec Βήμα 2, #25 
5. 72 o C 5min  
6. 4 o C ∞  

 

Το επιθυμητό αποτέλεσμα είναι να ληφθεί ολόκληρο το γονίδιο της MSN2 

φέροντας την επιθυμητή μετάλλαξη. Παρόλο που έγιναν πολλές προσπάθιες 

δοκιμάζοντας διαφορετικές κάθε φορά συγκεντρώσεις εκμαγείου, εκκινητών, καθώς και 

διαφορετικές συνθήκες (θερμοκρασίες υβριδοποίησης, χρόνοι υβριδοποίησης, χρόνοι 
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επιμήκυνσης), δεν κατέστει δυνατή η λήψη του επιθυμητού προϊόντος. Στην Εικ. 4.5 

παρουσιάζεται ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης του προϊόντος της PCR.  

 

Εικόνα 4.5: Ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR2 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στις θέσεις 1 και 2 
βρίσκεται το προϊόν της PCR2 ενώ ο μάρτυρας βρίσκεται στη θέση 3. 

4.1.2 Μέθοδος των τριών διαδοχικών PCR 
 

Λόγω αποτυχίας της δημιουργίας του μεταλλαγμένου MSN2 με τη μέθοδο του 

Mega primer έγινε προσπάθεια δημιουργίας του με τη μέθοδο των τριών διαδοχικών 

PCR. Σε αυτή τη περίπτωση η μεθοδολογία λήψης της πρώτης PCR καθώς και το προϊόν 

της παραμένει ως έχει. H δεύτερη PCR επιτελείται χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο το 

γονίδιο στο οποίο είναι επιθυμητή η εισαγωγή της μετάλλαξης (MSN2). Στην προκειμένη 

περίπτωση ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε το pUC19-MSN2. Ως ανάστροφος εκκινητής 

(reverse primer) χρησιμοποιείται ολιγονουκλεοτίδιο MSN2-Ser-625-Ala-R το οποίο φέρει 

την επιθυμητή μετάλλαξη. Ως εμπρόσθιος εκκινητής (forward primer) χρησιμοποιείται το 

ολιγονουκλεοτίδιο pstI-MSN2-F το οποίο υβριδοποιείται στην αρχή του γονιδίου στόχου 

και φέρει ανοδικά στο 5΄άκρο του κατάλληλη αλληλουχία που αναγνωρίζεται από την 

συγκεκριμένη περιοριστική ενδονουκλεάση για μετέπειτα κλωνοποίηση της 

μεταλλαγμένης μορφής του γονιδίου (PCR Primer- A laboratory manual (1995)) (Πιν. 4.3). 
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Πίνακας 4.3: αντιδραστήρια για την PCR2. 

pUC19- MSN2 for pcr 4μl 

5x KAPA HIFI FID 10μl 

MSN2-Ser-625-Ala R 1.5μl 

pstI- MSN2- F 1.5μl 

dNTP’s 1.5μl 

HIFI 1μl 

H2O 30.5μl 

Σύνολο 50μl 

Πρόγραμμα PCR2: 

1. 95oC 3min  

2. 98oC 10sec  

3. 56oC 10sec  

4. 72oC 1min 20sec Βήμα 2, #25 

5. 72oC 5min  

6. 4oC ∞  
 

Το αποτέλεσμα από την παραπάνω διαδικασία είναι η δημιουργία ενός δεύτερου 

τμήματος, του υπολοίπου, της MSN2 το οποίο επίσης φέρει την επιθυμητή μετάλλαξη. 

Στο γονίδιο της MSN2, (εικ. 4.1, 4.2) ο reverse primer ( MSN2_Ser-625-Ala R) 

υβριδοποιείται στην βάση 1883 ενώ ο forward primer, ο οποίος είναι ο pstI-MSN2, στην 

βάση 1.Το τμήμα DNA που προκύπτει έχει μέγεθος 1883 ζευγών βάσεων. Η επιτυχία της 

λήψης του συγκεκριμένου τμήματος ελέγχθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

1%, (εικ. 4.6). 
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Εικόνα 4.6:  Ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR2Α σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται 
ο μάρτυρας ενώ στη θέση 2 το προϊόν της PCR2A. 

 

Ακολούθησε ο καθαρισμός του μείγματος της αντίδρασης PCR2 με τη χρήση του 

Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit και ελέγχθηκε η καθαρότητά του με νέα 

ηλεκτροφόρηση, (εικ. 4.7).  

 

Εικόνα 4.7:  Ηλεκτροφόρηση του καθαρού προϊόντος της PCR2Α σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 
βρίσκεται ο μάρτυρας ενώ στη θέση 2 το καθαρισμένο προϊόν της PCR2A.  

 



43 
 

Προκειμένου να ληφθεί ολόκληρο το γονίδιο της MSN2 το οποίο να φέρει τη 

μετάλλαξη Ser625Ala, (MSN2-Ser625Ala) εφαρμόστηκε τρίτη PCR χρησιμοποιώντας ως 

εκμαγείο τα προϊόντα της πρώτης και της δεύτερης PCR. Ως εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν 

οι pstI-MSN2-F και BamHI-MSN2-R οι οποίοι υβριδοποιούνται στα άκρα του γονιδίου της 

MSN2 και φέρουν θέσεις αναγνώρισης των αντίστοιχων περιοριστικών ενδονουκλεασών. 

(πίνακας 4.4) 

Πίνακας 4.4: αντιδραστήρια για την PCR3. 

DNA* 1μl 

5x KAPA HIFI FID 10μl 

BamHI- MSN2- R** 1.5μl 

pstI- MSN2- F** 1.5μl 

dNTP’s 1.5μl 

HIFI 1μl 

H2O 33.5μl 

Σύνολο 50μl 

 

Πρόγραμμα PCR3: 

1. 95 o C 3min  

2. 98 o C 10sec  

3. 60 o C 10sec  

4. 72 o C 1min 10sec  

5. 98 o C 10sec  

6. 58 o C 10sec  

7. 72 o C 1min10sec Βήμα 5, #4 

8. 98 o C 10sec  

9. 58 o C 10sec  

10. 72 o C 1min10sec Βήμα 8, #25 

11. 72 o C 5min  

12. 4 o C ∞  

 

 

Κατά την δίαρκεια των 5 πρώτων 5 κύκλων δημιουργείται το πλήρες MSN2 γονίδιο 

το οποίο φέρει τη μετάλλαξη Ser625Ala. Στη συνέχεια η προσθήκη των εκκινητών 

συμβάλλει στον πολλαπλασιασμό του νέοσυντιθέμενου γονιδίου MSN2-Ser625Ala, το 

μέγεθος του οποίου είναι 2112 ζεύγη βάσεων. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση του 

μείγματος της αντίδρασης σε πήκτωμα αγαρόζης 1%, ώστε να ελεγχθεί η επιτυχία του και 

να κοπεί το τμήμα της αγαρόζης όπου εντοπίζεται το προϊόν της PCR. (εικ. 4.8). 

* DNA: 1μl PCR1 + 1μl PCR2A + 18μl H2O 
** Οι primers μπαίνουν μετά το τέλος του 5 κύκλου του βήματος 7 στο πρόγραμμα της PCR3. 
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Εικόνα 4.8:  Ηλεκτροφόρηση προϊόντος της PCR3 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται ο 
μάρτυρας ενώ στη θέση 2 και 3 το προϊόν της PCR3 

 

Ακολούθησε καθαρισμός  του μείγματος της αντίδρασης PCR3 με τη χρήση του 

Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit και ηλεκτροφόρηση του καθαρισμένου πλέον 

γονιδίου MSN2-Ser625Ala προκειμένου να ελεγχθεί η καθαρότητα του (Εικ. 4.9), όπου 

όπως φαίνεται, εμφανίζεται απολύτως καθαρό. 

 

Εικόνα 4.9:  Ηλεκτροφόρηση καθαρού προϊόντος της PCR3 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 
βρίσκεται ο μάρτυρας ενώ το καθαρισμένο προϊόν της PCR3 βρίσκεται στη θέση 3. 



45 
 

4.2 Κλωνοποίηση του MSN2-625. 
 

Μετά τη δημιουργία του MSN2-Ser625Ala από την PCR3 στου οποίου τα άκρα 

υπάρχουν οι αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

BamHI και PstI, ακολουθεί πέψη του με τα ένζυμα αυτά σύμφωνα με την αντίδραση που 

περιγράφεται στον Πίν. 4.5. Ακολουθεί καθαρισμός με τη χρήση του Nucleospin PCR 

clean up gel extraction kit. Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε και για τον πλασμιδιακό φορέα 

pUC19. 

 

Πίνακας 4.5: Το προϊόν της PCR3 υποβάλλεται σε πέψη με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

PstI & BamHI. Επώαση στους 37oC για 1 h. 

PCR3 (καθαρισμένο) (1 μg) 3 μl 

10 xBuffer Κ 2 μl 

10x BSA 2 μl 

BamHI (10 units / μl) 1 μl 

PstI (10 units / μl)  1 μl 

H20 11 μl 

Σύνολο 20 μl 

 

Η ακεραιότητα των προϊόντων της πέψης ελέγχθηκε με την ηλεκτροφόρησή τους 

σε πήκτωμα αγαρόζης. 

Ακολούθησε η αντίδραση συρραφής των δυο αυτών τμημάτων (ligation) (Πίν. 4.6). 

10 μl του προϊόντος της αντίδρασης χρησιμοποιήθηκαν για τον μετασχηματισμό 

competent βακτηριακών κυττάρων, και ακολούθησε τοποθέτηση αυτών σε θρεπτικό μέσο 

LB παρουσία του αντιβιοτικού αμπικιλλίνη (100 μg/ml) καθώς και IPTG (0.1 M) και x-gal 

(20 mg/ml) για να επιτευχθεί διαχωρισμός των κυττάρων που μετασχηματίστηκαν με το 

pUC19-MSN2_Ser625Ala (λευκές αποικίες) από εκείνα που μετασχηματίστηκαν με το 

pUC19 (μπλε αποικίες). 
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Πίνακας 4.6: Αντίδραση συρραφής πλασμιδιακού φορέα pUC19 (PstI/BamHI). Επώαση στους 

25oC για 2 h. 

MSN2_625 (PstI/BamHI) (150 ng) 3 μl 

pUC19 (PstI/BamHI) (50 ng) 2 μl 

10x Ligation Buffer 2 μl 

Ligase 1 μl 

H2O 12 μl 

Σύνολο 20 μl 

 

Μικρός αριθμός άσπρων αποικιών χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό υγρού 

θρεπτικού μέσου LB+Αμπικιλίνη (100 μg/ml) και επωάζονται στους 37οC υπό ανάδευση. 

Την επόμενη ημέρα ακολουθεί η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA από τις υγρές 

καλλιέργειες με τη μέθοδο του βρασμού. Τα ληφθέντα υποψήφια DNA υποβάλλονται σε 

πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα PstI και BamHI και ακολουθεί η ηλεκτροφόρησή τους σε 

πήκτωμα αγαρόζης. Σύμφωνα με τον χάρτη του πλασμιδίου (Εικ.. 4.10) αναμένουμε τα 

DNA που εμφανίζουν δύο μπάντες μεγέθους 2122bp ζεύγων βάσεων που αντιστοιχεί στο 

MSN2_Ser625Ala και 2664 ζεύγων βάσεων που αντιστοιχεί στο pUC19 να είναι τα ορθά. 

Ένα από τα επιτυχή DNA υποβλήθηκε ξανά σε πέψη με τις παραπάνω περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες καθώς και με την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI. Από την τελευταία 

πέψη αναμένεται η εμφάνιση δυο μπαντών μεγέθους 1228bp που αντιστοιχεί σε τμήμα 

του MSN2_625, και 3558bp που αντιστοιχεί στο pUC19 μαζί με το υπόλοιπο τμήμα του 

MSN2_625 (Εικ. 4.10-4.11). Τα βακτηριακά κύτταρα από τα οποία προήλθε το εν λόγο 

DNA φυλάσσονται σε 20% γλυκερόλη σε θερμοκρασία -80οC. 
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Εικόνα 4.10.: Πλασμιδιακός χάρτης του pUC-19_MSN2(633). 

 

 

Εικόνα 4.11: Πέψη του πλασμιδιακού DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες (PstI/BamHI) (θέση 1), 
Μάρτυρας (θέση 2), πέψη του πλασμιδιακού DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες (EcoRI) (θέση 3). 

 

Ακολουθεί ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων που φέρουν το πλασμίδιο 

pUC19-MSN2_625 και απομόνωση του από τα κύτταρα με τη χρήση του Nucleospin 

Plasmid kit. 

pUC19 MSN2 625

4786 bp

APr

MSN2

Ser625Ala

P(BLA)

P(LAC)

ORI

BamHI (418)

ClaI (1169)

HindIII (2548)

PstI (2540)

Sma I (415)

XmaI (413)

ApaLI (178)

ApaLI (3221)

ApaLI (4467)

Ava I (413)

Ava I (607)

Ava I (1971)

EcoRI (397)

EcoRI (1100)

EcoRI (1625)
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4.3 Ενίσχυση του MSN2-625 
 

Προκειμένου το μεταλλαγμένο γονίδιο MSN2 να αποκτήσει τις κατάλληλες 

αλληλουχίες ανοδικά και καθοδικά, έτσι ώστε να καταστεί δυνατή η εισαγωγή του στο 

γενομικό DNA της ζύμης μέσω του ομόλογου ανασυνδυασμού, έλαβε χώρα μια ακόμα 

αντίδραση PCR. Ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο pUC19_MSN2_625 και ως 

εκκινητές οι MSN2-rec-F και MSN2-R (πίν. 4.7). Ως αποτέλεσμα (PCR4) λαμβάνεται το 

μεταλλαγμένο γονίδιο της MSN2 το οποίο έχει ίδια άκρα με την περιοχή που εντοπίζεται 

στο γενομικό DNA της ζύμης (αγρίου τύπου). 

Πίνακας 4.7: Αντιδραστήρια για την PCR4. 

DNA (pUC19_MSN2_625) (1ng) 2μl 

5x KAPA HIFI FID 10μl 

MSN2-rec-F 1.5μl 

MSN2-R 1.5μl 

dNTP’s 1.5μl 

HIFI 1μl 

H2O 32.5μl 

Σύνολο 50μl 

Πρόγραμμα PCR4: 
1. 95 o C 3min  

2. 98 o C 10sec  

3. 56 o C 10sec  

4. 72 o C 1min 20sec Βήμα 2, #25 

5. 72 o C 5min  

6. 4 o C ∞  
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Το προϊόν της PCR που ελήφθη (εικ. 4.12) είναι ~ 2100 ζεύγη βάσεων. 

 

Εικόνα 4.12:  Ηλεκτροφόρηση προϊόντος της PCR4 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται ο 
μάρτυρας ενώ το προϊόν της PCR4 βρίσκεται στη θέση 4. 

Ακολούθησε ο καθαρισμός του μείγματος της αντίδρασης PCR4 με τη χρήση του 

Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit και ελέγχθηκε η καθαρότητά του με νέα 

ηλεκτροφόρηση,( εικ. 4.13). 

 

Εικόνα 4.13:  Ηλεκτροφόρηση του καθαρού προϊόντος της PCR4 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται ο 
μάρτυρας ενώ το καθαρό προϊόν της PCR4 βρίσκεται στη θέση 2. 
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4.4 Κατασκευή του W303-1a-ΔMSN2::URA3 

 

4.4.1 Εισαγωγή του URA3 σε κύτταρα ζύμης  
 

Το αγρίου τύπου MSN2 γονίδιο πρέπει να αντικατασταθεί από το μεταλλαγμένο 

MSN2_625. Επειδή η διαγραφή του αγρίου τύπου και η ταυτόχρονη εισαγωγή του 

μεταλλαγμένου δεν μπορεί να γίνει σε ένα στάδιο λόγω της μη ικανότητας ανίχνευσης της 

επιτυχούς αντικατάστασης, επιλέχθηκε η αντικατάσταση να γίνει σε δυο στάδια. Στο 

πρώτο στάδιο γίνεται η διαγραφή του αγρίου τύπου και αντικατάσταση του από ένα 

γονίδιο αναφοράς και στο δεύτερο στάδιο η αντικατάσταση του γονιδίου αναφοράς από 

το μεταλλαγμένο MSN2. Η αντικατάσταση γονιδίων στη ζύμη γίνεται με την εισαγωγή του 

τμήματος DNA που επιθυμείται να αντικαταστήσει το γονίδιο στόχο μέσω του 

μετασχηματισμού των κυττάρων ζύμης και εν συνεχεία μέσω του ομόλογου 

ανασυνδυασμού που επιτελείται αυθόρμητα στη ζύμη υπό την προυπόθεση ότι το 

εισαχθέν στην ζύμη τμήμα DNA φέρει ανοδικά και καθοδικά, άκρα, μήκους ~40 ζευγών 

βάσεων όμοια με αυτά που βρίσκονται ανοδικά και καθοδικά του γονιδίου στόχου στο 

γενομικό DNA. Προκειμένου να επιτευχθεί λοιπόν η αντικατάσταση του αγριου τύπου 

MSN2 από το μεταλλαγμένο, στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος W303-

1a. Στο στέλεχος αυτό έχει απενεργοποιηθεί το γονίδιο URA3. Αυτό καθιστά αδύνατη την 

ανάπτυξή του σε περιβάλλον όπου απουσιάζει η ουρακίλη, καθώς δεν μπορεί να τη 

συνθέσει από μόνο του. Σε πρώτη φάση θα εισαχθεί στα κύτταρα ζύμης το γονίδιο URA3 

με σκοπό την απαλοιφή του αγρίου τύπου MSN2. Με τη μέθοδο της PCR (Πιν.4.8) 

χρησιμοποιώντας κατάλληλους εκκινητές, γίνεται ενίσχυση του γονιδίου URA3 και το 

προϊόν της PCR είναι το γονίδιο URA3 του οποίου τα άκρα είναι ίδια με αυτά του MSN2 

αγρίου τύπου .Ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε γενομικό DNA το οποίο έχει απομονωθεί 

από στέλεχος ζύμης το οποίο έχει λειτουργικό URA3 γονίδιο. 
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Πίνακας 4.8: αντιδραστήρια για την PCR-URA3. 

Genomic DNA από στέλεχος με 
λειτουργικό το URA3 γονίδιο 

3μl 

MSN2_URA3_Forward 1.5μl 

MSN2_URA3_Reverse 1.5μl 

2x Kapa HiFi HotStart ReadyMix 25μl 

H2O 19μl 

Σύνολο 50μl 

 

Πρόγραμμα PCR-URA3: 

1. 95 o C 3min  

2. 95 o C 20sec  

3. 58 o C 15sec  

4. 72 o C 1min  Βήμα 2, #30 

5. 72 o C 5min  

6. 4 o C ∞  

 

Το μέγεθος του ενισχυμένου URA3 είναι 900 ζεύγη βάσεων (εικ. 4.14). 

Ακολούθησε καθαρισμός τομή του πηκτώματος αγαρόζης στο σημείο που εντοπίζεται το 

προϊόν της PCR, καθαρισμός με τη χρήση του Nucleospin PCR cleanup gel extraction kit 

και εκ νέου ηλεκτροφόρηση ώστε να ελεγχθεί η καθαρότητά του (εικ. 4.15).  

 

Εικόνα 4.14:  Ηλεκτροφόρηση του προϊόντος της PCR-URA3 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται ο 
μάρτυρας ενώ στις θέσεις 2 έως 4 βρίσκεται το προϊόν της PCR-URA3 χωρισμένο σε τρία ίσα μέρη. 
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Εικόνα 4.15: Ηλεκτροφόρηση του καθαρού προϊόντος της PCR-URA3 σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη θέση 1 βρίσκεται 
ο μάρτυρας ενώ στη θέση 2 βρίσκεται το καθαρό προϊόν της PCR-URA3.  

Το καθαρισμένο πλέον γονίδιο URA3-MSN2 χρησιμοποιήθηκε για το 

μετασχηματισμό κυττάρων ζύμης W303-1a. Τα κύτταρα που υπεβλήθησαν στην 

διαδικασία του μετασχηματισμού, αρχικά αναπτύχθηκαν επί περιοριστικού θρεπτικού 

μέσου από το οποίο απουσίαζε η ουρακίλη (Synthtic Complete – Uracil (SC-U)) σε 

θερμοκρασία 300C. Τα κύτταρα που αναπτύχθηκαν πιθανόν να είναι αυτά που έχει γίνει 

η αντικατάσταση του αγρίου τύπου MSN2 από το URA3, καθώς αυτά είναι που έχουν την 

ικανότητα να αναπτυχθούν απουσία ουρακίλης. 

4.4.2 Έλεγχος επιτυχούς αντικατάστασης του αγρίου τύπου MSN2. 
 

Προκειμένου να ελεγχθεί η επιτυχία του μετασχηματισμού και του ομόλογου 

ανασυνδυασμού αποικίες από το στερεό θρεπτικό μέσο χρησιμοποιήθηκαν για τον 

εμβολιασμό υγρού θρεπτικού μέσου SC-U και επωάστηκαν στους 30οC υπό ανάδευση. 

Από τις καλλιέργειες αυτές έγινε απομόνωση του γενομικού DNA με τη μέθοδο 

απομόνωσης γενομικού DNA από κύτταρα ζύμης. Ο έλεγχος της επιτυχίας του 

μετασχηματισμού έγινε στα δείγματα DNA που απομονώθηκαν, μέσω δυο αντιδράσεων 

PCR, χρησιμοποιώντας την Taq πολυμεράση. Ως εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν στην 

πρώτη PCR (check PCR (1)) οι pstI-MSN2-Forward και BamHI-MSN2-Reverse και στη 

δεύτερη (check PCR (2)) οι pst-MSN4-Forward και BamHI-MSN4-Reverse. Τα 

αντιδραστήρια της check PCR (1) και check PCR (2) για τον έλεγχο του πρώτου 

μετασχηματισμού φαίνονται στους πίνακες 4.9 και 4.10 αντίστοιχα. 
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Πίνακας 4.9: Αντιδραστήρια για την check PCR (1) για τον έλεγχο του πρώτου μετασχηματισμού. 

DNA 4μl 

MgCl2 2μl 

pstI-MSN2-F 1μl 

BamHI-MSN2-R 1μl 

Taq polymerase 0.5μl 

5x Buffer C  5μl 

dNTP’s 1μl 

H2O 10.5μl 

Σύνολο 25μl 

 

Πίνακας 4.10: Αντιδραστήρια για την check PCR (2) για τον έλεγχο του πρώτου 

μετασχηματισμού 

DNA 4μl 

MgCl2 2μl 

pstI-MSN4-F 1μl 

BamHI-MSN4-R 1μl 

Taq polymerase 0.5μl 

5x Buffer C  5μl 

dNTP’s 1μl 

H2O 10.5μl 

Σύνολο 25μl 

 

Πρόγραμμα check PCR (1) και check PCR (2): 

1. 95 o C 5min  

2. 98 o C 10sec  

3. 58 o C 15sec  

4. 72 o C 2min  Βήμα 2, #30 

5. 72 o C 1min  

6. 4 o C ∞  

Στην πρώτη PCR (check PCR (1) αναμένεται να εμφανίσει προϊόν μόνο το δείγμα 

W303-1a το οποίο δεν έχει υποστεί μετασχηματισμό και χρησιμοποιείται ως μάρτυρας ότι 
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επιτελέστηκε σωστά η PCR. Κατά την δεύτερη PCR (check PCR (2)) αναμένεται να 

εμφανίσουν προϊόν όλα τα δείγματα σε μέγεθος ~2100bp, και με αυτό τον τρόπο 

πιστοποιείται η επιτυχής απομόνωση του γενομικού DNA από τα κύτταρα ζύμης. Η 

απουσία προϊόντος από τα προς εξέταση δείγματα υποδηλώνει την απουσία του MSN2 

γονιδίου άρα την επιτυχία της διαγραφής του. Ο ρόλος της δεύτερης PCR είναι να 

εξασφαλίσει ότι από τα προς εξέταση δείγματα έγινε σωστά η απομόνωση του γενομικού 

DNA. Τα αποτελέσματα γίνονται εμφανή στην ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης, εικόνα 

4.16 και 4.17. Τα κύτταρα από τα οποία έχει απαληφθεί το MSN2 γονίδιο αγρίου τύπου 

φυλάσσονται ως stock στους  -80οC. 

 

 

Εικόνα 4.16: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της check PCR (1) με Taq polymerase,  για τον έλεγχο της επιτυχίας του 1ου 
μετασχηματισμού κυττάρων ζύμης. Από τα αριστερά προς τα δεξιά έχουν ηλεκτροφορηθεί: 1ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, 2ο δείγμα γενομικού DNA μετασχηματισμένης ζύμης, 3ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, 4ο δείγμα γενομικού DNA μετασχηματισμένης ζύμης, 5ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, μάρτυρας, δείγμα ελέγχου (γενομικό DNA ζύμης W303-1a). 
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Εικόνα 4.17: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της check PCR (2) με Taq polymerase,  για τον έλεγχο της επιτυχίας του 1ου 
μετασχηματισμού κυττάρων ζύμης. Από τα αριστερά προς τα δεξιά έχουν ηλεκτροφορηθεί: 1ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, 2ο δείγμα γενομικού DNA μετασχηματισμένης ζύμης, 3ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, 4ο δείγμα γενομικού DNA μετασχηματισμένης ζύμης, 5ο δείγμα γενομικού DNA 
μετασχηματισμένης ζύμης, μάρτυρας, δείγμα ελέγχου (γενομικό DNA ζύμης w303-1a). 

 

4.5 Κατασκευή του W303-1a-MSN2_625 

 

4.5.1 Αντικατάσταση του URA3 από το MSN2_625 
 

Αφού έχει αντικατασταθεί το MSN2 αγρίου τύπου με το URA3, το επόμενο βήμα 

είναι η εισαγωγή του μεταλλαγμένου γονιδίου MSN2-625 στη ζύμη ( δεύτερος 

μετασχηματισμός). Η διαδικασία είναι ακριβώς η ίδια με τον πρώτο μετασχηματισμό, μόνο 

που σαν DNA αυτή τη φορά χρησιμοποιείται το MSN2-625 και το στερεό θρεπτικό μέσο 

όπου γίνεται η επίστρωση είναι το SC+URA+5-FOA. Η επώαση γίνεται στους 30οC. Το 

5-φθορο-οροτικό οξυ ((5-Fluoro-orotic acid (5-FOA)) προστίθεται στο θρεπτικό μέσο 

καθώς είναι απαραίτητος ένας δείκτης για τη σωστή διάγνωση του μετασχηματισμού. Το 

5-FOA αναγνωρίζεται ως υπόστρωμα από τα μη μετασχηματισμένα κύτταρα, δηλαδή 

αυτά που έχουν το URA3 τα οποία και το αποικοδομούν. Από αυτή τη διαδικασία 

παράγεται η τοξική ουσία 5-φθορο-ουρακίλη (5-Fluoro Uracil (5-FU)) με αποτέλεσμα τα 

κύτταρα να θανατώνονται. Μόνο τα κύτταρα στα οποία έχει πετύχει ο μετασχηματισμός 

και φέρουν το μεταλλαγμένο γονίδιο MSN2 και δεν παράγουν την πρωτεΐνη Ura3, 

μπορούν να αναπτυχθούν. Αφού η ανάπτυξη των αποικιών της μετασχηματισμένης 

ζύμης είναι επαρκής στα τρυβλία, γίνεται μεταφορά των αποικιών και καλλιέργεια αυτών 

σε υγρό θρεπτικό μέσο SC+URA+5-FOA. Η επώαση γίνεται στους 30οC υπό ανάδευση.  
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4.5.2 Έλεγχος επιτυχούς κατασκευής W303-1a-MSN2_625 
 

Από τις καλλιέργειες αυτές καθώς και από καλλιέργειες των στελεχών W303-1a, 

και W303-1a-ΔMSN2::URA3, γίνεται απομόνωση του γενομικού DNA τους με τη μέθοδο 

απομόνωσης γενομικού DNA από κύτταρα ζύμης. Όπως και στον πρώτο 

μετασχηματισμό έτσι και εδώ θα ελεγχθεί η επιτυχία του με την ίδια μέθοδο PCR. Για την 

check PCR (F) χρησιμοποιήθηκαν τα ίδια αντιδραστήρια με την check PCR (1), πίνακας 

4.9, με τη μόνη διαφορά ότι για DNA χρησιμοποιήθηκε αυτό που απομονώθηκε από τις 

καλλιέργειες SC+URA+5-FOA. Οι συνθήκες του προγράμματος της check PCR (F) είναι 

ίδιες με της check PCR (1). Προϊόν αναμένεται να εμφανιστεί στο δείγμα W303-1a, που 

φέρει το αγρίου τύπου MSN2 καθώς και στα δείγματα DNA που έχει πετύχει ο ομόλογος 

ανασυνδυασμός. Στο δείγμα ελέγχου W303-1a-ΔMSN2::URA3 δεν αναμένεται να 

εμφανιστεί προϊόν αφού φέρει το URA3 εντός του γονιδιώματος της ζύμη και όχι το MSN2 

(Εικ. 4.18). Τα κύτταρα ζύμης των θετικών δειγμάτων όπου ουσιαστικά έχουν δεχθεί το 

μεταλλαγμένο γονίδιο MSN2-625 φυλάσσονται στους -80οC ως stock. 

 

Εικόνα 4.18 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της check pcr (F) με Taq polymerase,  για τον έλεγχο της επιτυχίας του 2ου 
μετασχηματισμού κυττάρων ζύμης. Στη θέση 1 βρίσκεται ο μάρτυρας. Στις θέσεις 2 και 3 βρίσκονται το 3ο και το 4ο 
δείγμα γενομικού DNA μετασχηματισμένης ζύμης, αντίστοιχα. Στη θέση 4 βρίσκεται το δείγμα ελέγχου που περιέχει το 
γονίδιο URA3 στη θέση του MSN2 εντός του γονιδιώματος της ζύμης ενώ στη θέση 5 βρίσκεται το δείγμα ελέγχου 
(γενομικό DNA ζύμης w303-1a). 
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4.6 Μελέτη της ικανότητας ανάπτυξης σε συνθήκες stress 
 

Προκειμένου να ελεγχθεί η ικανότητα ανάπτυξης του μεταλλαγμένου στελέχους 

ζύμης που κατασκευάστηκε (W303-1a-MSN2_625) σε συνθήκες stress, επιλέχθηκαν ως 

παράγοντες μελέτης η υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης καθώς και η παρουσία της 

αιθανόλης στο περιβάλλον του σακχαρομύκητα. 

4.6.1 Υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης 
 

Μελετήθηκε η ικανότητα ανάπτυξης του μεταλλαγμένου στελέχους έναντι του 

αγρίου τύπου και κατασκευάστηκαν οι καμπύλες ανάπτυξης (Σχ. 4.1, 4.2). Από τα 

αποτελέσματα φαίνεται ότι η μετάλλαξη Ser625Ala επί της πρωτεΐνης MSN2 του 

ζυμομύκητα, δεν μεταβάλει την ικανότητα ανάπτυξής του κατά τη διάρκεια της 

λανθάνουσας και εκθετικής φάσης, ενώ στη στατική φάση παρατηρείται μία μικρή 

διαφοροποίηση ως προς τον αριθμό των κυττάρων με το μεταλλαγμένο στέλεχος να 

υστερεί τόσο στο φυσιολογικό θρεπτικό μέσο όσο και σε αυτό με αυξημένη συγκέντρωση 

γλυκόζης. 

 

 
Σχήμα 4.1: καμπύλη ανάπτυξης του S.cerevisiae , αγρίου τύπου και μεταλλαγμένου, παρουσία 2% w/v γλυκόζης  
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Σχήμα 4.2: καμπύλη ανάπτυξης του S.cerevisiae , αγρίου τύπου και μεταλλαγμένου, παρουσία 15% w/v γλυκόζης  

 

4.6.2 Παρουσία αιθανόλης 
 

Μετά από μελέτη που έγινε για την  ικανότητα ανάπτυξης των μεταλλαγμένων 

κυττάρων κατασκευάστηκαν οι καμπύλες ανάπτυξης (Σχ. 4.3, 4.4). Από τα αποτελέσματα 

φαίνεται ότι η μετάλλαξη Ser625Ala επί της πρωτεΐνης Msn2 του ζυμομύκητα, δεν 

μεταβάλει την ικανότητα ανάπτυξής του σε χαμηλά επίπεδα αιθανόλης (3%) (σχ.4.3).Σε 

υψηλότερα επίπεδα αιθανόλης (6%) φαίνεται ότι η συγκεκριμένη μετάλλαξη επιδρά 

αρνητικά στο ρυθμό ανάπτυξης των κυττάρων, αλλά πλεονεκτεί στο τελικό αριθμό των 

ανεπτυγμένων κυττάρων (σχ. 4.4).  
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Σχήμα 4.3: καμπύλη ανάπτυξης του S. Cerevisiae σε θρεπτικό μέσο παρουσία 3% v/v αιθανόλης. 

 

 
Σχήμα 4.4: καμπύλη ανάπτυξης του S. Cerevisiae σε θρεπτικό μέσο παρουσία 6% v/v αιθανόλης. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
      

Αρχικά δημιουργήθηκε η μεταλλαγμένη μορφή του γονιδίου MSN2 που φέρει τη 

μετάλλαξη Ser625Ala, με τη μέθοδο της κατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης μέσω PCR. 

Κατόπιν, το μεταλλαγμένο γονίδιο της MSN2 κλωνοποιήθηκε και στη συνέχεια εισήχθη 

σε κύτταρα ζύμης W303-1a_ΔMSN2::URA3, και το στέλεχος που προέκυψε είναι το 

W303-1a_MSN2_Ser625Ala, μέσω της διαδικασίας του μετασχηματισμού και του 

ακόλουθου ομόλογου ανασυνδυασμού.  Ακολούθησε μια πρωταρχική μελέτη της 

ικανότητας ανάπτυξής του σε σχετικά υψηλές τιμές συγκέντρωσης σακχάρου καθώς και 

σε διάφορες τιμές συγκέντρωσης αιθανόλης. 

Η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης στο περιβάλλον ανάπτυξης του 

σακχαρομύκητα δημιουργεί ένα περιβάλλον ωσμωτικού stress στο οποίο ο ζυμομύκητας 

καλείται να ξεκινήσει την ζύμωση. Όπως αποδείχθηκε η ικανότητα ανάπτυξης του 

μεταλλαγμένου στελέχους του σακχαρομύκητα κατά τη διάρκεια της λανθάνουσας και 

εκθετικής φάσης δεν διαφέρει σημαντικά από αυτή του φυσιολογικού στελέχους, τόσο σε 

βέλτιστο θρεπτικό μέσο (2% w/v) όσο και σε θρεπτικό με αυξημένη συγκέντρωση 

γλυκόζης (15% w/v). Αντίθετα, η κυτταρική ανάπτυξη του μεταλλαγμένου στελέχους 

φαίνεται μειωμένη κατά τη στατική φάση έναντι αυτής του φυσιολογικού ασχέτως της 

συγκέντρωσης της γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο. 

Ο έλεγχος σε διάφορες συγκεντρώσεις αιθανόλης προσομοιάζει με το περιβάλλον 

που βρίσκεται ο ζυμομύκητας κατά τη διάρκεια της αλκοολικής ζύμωσης. Σε θρεπτικό 

μέσο με χαμηλή συγκέντρωση αιθανόλης (3% v/v) παρατηρείται ότι η κυτταρική ανάπτυξη 

του μεταλλαγμένου σακχαρομύκητα δεν διαφέρει με αυτή του αγρίου τύπου. Όσον αφορά 

την μελέτη της ικανότητας ανάπτυξης του μεταλλαγμένου σακχαρομύκητα σε περιβάλλον 

με υψηλή συγκέντρωση αιθανόλης (6% v/v) κατά κύριο λόγο παρατηρείται μειωμένος 

ρυθμός ανάπτυξης έναντι του φυσιολογικού. Αυτό πιθανώς να συμβαίνει διότι στη ζύμη 

υπάρχει το μεταλλαγμένο γονίδιο της MSN2, το οποίο συμβάλει στον πιθανό εντοπισμό 

της πρωτεΐνης Msn2 στο πυρήνα του κυττάρου καθώς δεν μπορεί να φωσφορυλιωθεί 

από την PKA στο συγκεκριμένο κατάλοιπο Ser. Μία εκ των δράσεων του εντοπισμού της 

Msn2 πρωτεΐνης στο πυρήνα είναι η αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Παρ’ όλ’ αυτά ο 

τελικός αριθμός κυττάρων του μεταλλαγμένου στελέχους είναι φανερά πιο αυξημένος από 
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τον τελικό αριθμό κυττάρων του φυσιολογικού. Προκειμένου να φανεί η πλήρης επίδραση 

της συγκεκριμένης μετάλλαξης επί της λειτουργίας του ζυμομύκητα απαιτείται η 

περαιτέρω διερεύνηση της ικανότητας παραγωγής αιθανόλης η οποία γίνεται αναερόβια. 
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