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ΠΕΡIΛΗΧΗ  

Η ικανβτητα των ζωικών GSK3 κιναςών που έχουν ρβλο κινϊςησ ςερίνησ/θρεονίνησ να ρυθμίζουν 

πολλϊ πλειοτροπικϊ μονοπϊτια που ςυμβϊλουν ςε διαδικαςίεσ ανϊπτυξησ, πολλαπλαςιαςμογ και 

ανθεκτικβτητασ των κυττϊρων, οδήγηςε ςτην μελέτη ομβλογων κιναςών ςτο βαςίλειο των φυτών. 

Η ανακϊλυψη των GSK3-like κιναςών ςτην υποοικογένεια των ψυχανθών και ςυγκεκριμένα ςτο 

είδοσ Lotus japonicus, αποτέλεςε ορβςημο για τη μελέτη τουσ γγρω απβ την διαδικαςία τησ 

φυματιογένεςησ˙ μία διαδικαςία αρκετϊ ωφέλιμη και αξιοποιήςιμη με κεντρικβ ρβλο ςτη βιώςιμη 

γεωργία. ΢το φυτβ μοντέλο L. japonicus έχουν βρεθεί 6 μέλη GSKs, τα οποία ονομϊςτηκαν LSKs. 

΢υγκεκριμένα ένα απβ τα μέλη των LSKs, η LSK1, αποδείχτηκε προςφϊτωσ να ρυθμίζει την 

έκφραςη ςηματοδοτικών μορίων τησ φυματιογένεςησ. ΢ε επβμενο ςτϊδιο λοιπβν, κρίθηκε 

αναγκαία η μελέτη των πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων που αυτή δημιουργεί και την καθιςτογν 

απαραίτητη ώςτε να καταςταλεί η διαδικαςία τησ φυματιογένεςησ ςτο L. japonicus. Με τη 

βοήθεια του ςυςτήματοσ δγο υβριδίων ζυμομγκητα (Yeast 2 Hybrid system), ένα ετερβλογο 

ςγςτημα ανίχνευςησ πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων, καταμετρήθηκε ένα ςγνολο υποψήφιων 

πρωτεΰνών. Επβμενο ςτβχο αποτελεί η διαλογή και η ταυτοποίηςη των υποψήφιων πρωτεΰνών 

που κατϊ πϊςα πιθανβτητα αλληλεπιδρογν με την LSK1 ςτα ςηματοδοτικϊ μονοπϊτια τησ 

φυματιογένεςησ. Αυτβσ ο τρβποσ θα βοηθήςει ςτην διαλεγκανςη του ρβλου αφενβσ τησ υπβ 

μελέτη πρωτεανησ LSK1, και αφετέρου των υπβλοιπων μελών τησ οικογένειασ. 
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Κινϊςη 3  ςυνθϊςησ  γλυκογβνου (GSK3),  Shaggy-like  κινϊςη (SKs),  Υυματιογένεςη,  Lotus 

japonicus,  Lotus SHAGGY-Like 1 κινϊςη (LSK1), Ανϊλυςη δγο υβριδίων ζυμομγκητα (Τ2H)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Δ Ι Π Λ Ψ Μ Α Σ Ι Κ Η  Ε Ρ Γ Α ΢ Ι Α  | 7 

 

 

ΑBSTRACT 

The ability of GSK3 kinases found in animals, that act as serine / threonine kinases, to regulate 

many pleiotropic pathways that contribute to cell growth, proliferation and plant’s resistance 

processes, has led to the study of many homologous kinases in plants. The discovery of GSK3-like 

kinases in the subfamily of legumes, and particularly in Lotus japonicus species, has been a 

milestone for the study of their involvement in nodulation; a process that is quite beneficial and 

exploitable with an important role in sustainable agriculture. Six GSK3-like proteins have been 

found in L. japonicus, which were named LSKs. In particular, one of the LSKs members, LSK1, has 

recently proved to regulate the expression of signalling molecules that are involved in nodulation. 

As a next step, it was considered necessary to study the protein interactions that it creates and that 

also make it necessary to suppress the nodulation in L. japonicus. With the Yeast 2 Hybrid System, 

a heterologous system, that detects protein-protein interactions, a set of candidate proteins was 

counted. Our next goal, is the screening and identification of these candidate proteins that are likely 

to interact with LSK1 on the signaling pathways of nodulation. This will help to elucidate the role of 

LSK1 protein and the other members of this family. 

 

 

Keywords: 

Glycogen synthase kinase-3 (GSK3), Shaggy-like  kinase (SKs),  Nodulation,  Lotus japonicus,  

Lotus SHAGGY-Like 1 kinase (LSK1), Yeast two hybrid system (Τ2H).  
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1| ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 

 

Η διαδικαςία τησ φωςφορυλίωςησ αποτελεί μία απβ τισ εν δυνϊμει μεταγωγικέσ δραςτηριβτητεσ 

των ευκαρυωτικών κυττϊρων καθώσ μπορεί να ρυθμίζει πλήθοσ λειτουργιών, βπωσ τον 

πολλαπλαςιαςμβ, την έκφραςη γονιδίων ή ακβμα και τον μεταβολιςμβ τουσ. Για το λβγο αυτβ η 

μελέτη των πρωτεΰνικών κιναςών αποτελεί πεδίο εντατικήσ μελέτησ που έχει ωσ απώτερο ςτβχο 

να καταλήξει ςε πλήρη κατανβηςη των γεγονβτων τησ φωςφορυλίωςησ των πρωτεΰνών και τον 

τρβπο που τελικϊ επηρεϊζουν τη ςυμπεριφορϊ των κυττϊρων. 

Σα τελευταία 30 χρβνια οι επιςτήμονεσ έχουν ςτρέψει το ενδιαφέρον τουσ ςτη μελέτη τησ κινϊςησ 

3 τησ ςυνθϊςησ του γλυκογβνου, GLYCOGEN SYNTHASE KINASE 3 (GSK3), γνωςτή επίςησ και 

ωσ Shaggy ςτην Drosophila (Ruel et al., 1993). Η GSK3 είναι μία εξαιρετικϊ ςυντηρημμένη κινϊςη 

ςε βλουσ τουσ ευκαρυώτεσ (Ali et al., 2001, Saidi et al., 2012). Η πρώτη ανακϊλυψη τησ λειτουργίασ 

τησ GSK3 αφορογςε την απενεργοποίηςη του ενζγμου ςυνθϊςη του γλυκογβνου ςε ςκελετικογσ 

μγεσ κουνελιογ (Embi et al., 1980,  Woodgett and Cohen, 1984).Έκτοτε η ςυμμετοχή τησ GSK3 έχει 

επιβεβαιωθεί ςε μεγϊλο αριθμβ ςηματοδοτικών μονοπατιών τβςο ςτην ομοταξία των θυλαςτικών 

(Frame and Cohen, 2001,  Kaidanovich-Beilin and Woodgett, 2011) βςο και ςτο βαςίλειο των 

φυτών με την ανακϊλυψη των GSK3-like κιναςών ςτο φυτβ μοντέλο Medicago sativa (Pay et al., 

1993) και μετέπειτα ςτο Arabidopsis thaliana (Bianchi et al., 1994, Dornelas  et al., 1997).  

Η ςυνεχήσ έρευνα οδήγηςε ςτην ανακϊλυψη των GSK3-like κιναςών ςτο φυτβ Lotus japonicus 

(Kameshita et al., 2004), μοντέλο που ανήκει ςτην υποοικογένεια των ψυχανθών και 

κατατϊςςεται ςτα φυτϊ με μεγϊλη αγροοικονομική ςημαςία, καθώσ αποτελογν ςημαντική πηγή 

τροφήσ για τον ϊνθρωπο και τα ζώα και παρέχουν τισ πρώτεσ γλεσ ςτη βιομηχανία (Graham & 

Vance 2003). 

Όςο αυξϊνονται οι απαιτήςεισ και οι ανϊγκεσ για κατανϊλωςη, τβςο περιςςβτερο απαςχολογν το 

επιςτημονικβ πεδίο τα ψυχανθή, καθώσ και οι ςυμβιωτικέσ ςχέςεισ που δημιουργογν με το 

μικροβιβκοςμβ τουσ, ώςτε να μπορέςουν να επιβιώςουν και να αναπτυχθογν. Έτςι, η μελέτη των 

κιναςών και δε των GSK3-like κιναςών, κατϊ τη διϊρκεια, τησ φυματιογένεςησ καθίςταται 

αναγκαία. Η μελέτη μϊλιςτα, μέςω των πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων βοηθϊει ςτην κατανβηςη 

του ρβλου τουσ.  
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1.1| GSK3 ςτα θηλαςτικϊ 

1.1.1| Δομή των GSK3 

H GSK-3 (ΑΣΡ: πρωτεΰνική φωςφοτρανςφερϊςη, E.C. 2.7.1.37)  είναι μία κινϊςη 

ςερίνησ/θρεονίνησ που ταξινομείται ςτην ομϊδα των CMCG κιναςών [(Cyclin-dependent kinases 

(CDKs), Mitogen-activated protein kinases (MAPKs), Glycogen synthase kinases (GSKs), and CDK-

like kinases (CLKs)] (Kaidanovich-beilin and Woodgett 2011).  

 

Σο 1990, ο Woodgett και οι ςυνεργϊτεσ του απομβνωςαν δγο cDNA απβ εγκέφαλο αρουραίου που 

κωδικοποιογςαν την GSK3 και αντιςτοιχογςαν ςε δγο ιςοένζυμα που ονομϊςτηκαν GSK-3 alpha 

(α) και GSK-3 beta (β). Βρέθηκε βτι, κϊθε μία απβ τισ δγο ιςομορφέσ αποτελείται απβ 11 εξώνια 

και το μοριακβ του βϊροσ είναι 51.000 Da (483 aa ςτουσ ανθρώπουσ) και 47.000 Da (433 aa ςτουσ 

ανθρώπουσ), αντίςτοιχα. Σα γονίδια που κωδικοποιογν τισ GSK-3α και β βρίςκονται ςτο 

χρωμβςωμα 7 ςτον ποντικβ (19ο αντίςτοιχο ανθρώπινο χρωμβςωμα)  και ςτο χρωμβςωμα 16 ςτον 

ποντικβ (3ο ανθρώπινο χρωμβςωμα) (εικβνα 1.1.1). Οι GSK-3α  και β μοιρϊζονται μία ςυνολική 

ομολογία αλληλουχίασ τησ τϊξεωσ του 85%, ςυμπεριλαμβανομένησ 98% ταυτβςιμησ αλληλουχίασ 

αμινοξέων ςτην περιοχή κινϊςησ (Woodget, 1990). Παρϊ την ομοιβτητα που παρουςιϊζουν ςτισ 

καταλυτικέσ περιοχέσ, οι GSK-3 αποκλίνουν ςτα Ν-ϊκρα και C-ϊκρα τουσ. Για παρϊδειγμα, τα δγο 

γονιδιακϊ προΰβντα παρουςιϊζουν μβνο 34% ομοιβτητα ςτα τελευταία 76 aa ςτο C-ϊκρο 

(Woodgett, 1990). Επιπλέον, μία μοναδική περιοχή τησ GSK-3α είναι πλογςια ςε γλυκίνεσ ςτο Ν-

ϊκρο, (71% glycine) (Doble, B. W., 2003). 

 

Αποτελεί ενδιαφέρον το γεγονβσ βτι, ενώ πολλϊ είδη βπωσ τα ψϊρια, τα αμφίβια και οι ςαγρεσ 

διαθέτουν και τισ  δγο ιςομορφέσ, τα πτηνϊ έχουν μβνο  την ιςομορφή GSK-3β και φαίνεται βτι 

έχουν χϊςει επιλεκτικϊ κατϊ την διϊρκεια τησ εξέλιξησ την ιςομορφή GSK-3α (Alon et al., 2011). 

΢ε οριςμένουσ κυτταρικογσ τγπουσ, η εναλλακτική ςγνδεςη μεταξγ του εξωνίου 8 και 9 τησ GSK-

3β οδηγεί ςτη δημιουργία ενβσ εναλλακτικογ μεταγρϊφου, που περιέχει επιπλέον 13 αμινοξέα 

εντβσ τησ καταλυτικήσ του περιοχήσ (GSK3β2) (εικβνα 1.1.1). Σα 13 επιπρβςθετα αμινοξέα 

βρίςκονται μεταξγ των 303 και 304 καταλοίπων αμινοξέων και πλαιςιώνονται απβ δγο εγγγσ α-

έλικεσ των υποτομέων κινϊςησ Φ και XI (Hanks & Hunter, 1995, Mukaietal., 2002). Σο εναλλακτικβ 

μετϊγραφο GSK-3β2  εκφρϊζεται κυρίωσ ςε νευρικογσ ιςτογσ (Mukaietal., 2002, Wood-

Kaczmaretal., 2009). 
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Εικόνα 1.1.1| Οι  δομέσ ιντρονίου / εξονίου των δύο γονιδίων GSK-3 θηλαςτικών. Πϊνω  απεικονίζεται η μορφή  

GSK-3 α και κϊτω απεικονίζονται οι 2 εναλλακτικέσ μορφέσ τησ GSK-3β  καθώσ και  η θέςη που ςυμβαίνει το 

ενναλακτικβ μϊτιςμα. (Προςαρμοςμένη απβ Kaidanovich-Βeilin & Woodgett, 2011). 

 

1.1.2| Ργθμιςη των GSK3  &  ςηματοδοτικϊ μονοπϊτια 

Η GSK3 ςυμμετέχει ςε πλήθοσ ςηματοδοτικών μονοπατιών, γεγονβσ που την καθιςτϊ ελκυςτική 

για μελέτη τησ ργθμιςησ τησ και των φυςιολογικών διεργαςιών που μπορεί να ςυμμετέχει. Η 

GSK-3 είναι μία κινϊςη, που παραμένει ενεργοποιημένη κϊτω απβ φυςιολογικέσ ςυνθήκεσ 

ηρεμίασ του κυττϊρου και μβνο βταν ένα εξωκυτταρικβ ερέθιςμα διεγείρει το κγτταρο, τβτε αυτβ 

είναι ικανβ να προκαλέςει την απενεργοποίηςη τησ. Πολγτιμο χαρακτηριςτικβ του ενζγμου 

αποτελεί η προτίμηςη υποςτρωμϊτων που έχουν ήδη φωςφορυλιωθεί προηγουμένωσ απβ ϊλλεσ 

κινϊςεσ (priming kinases). Η περιοχή δέςμευςησ των ήδη φωςφορυλιωμένων υποςτρωμϊτων 

μέχρι και το 2001 με την ανακϊλυψη τη δομή τησ, ήταν δγςκολο να ταυτοποιηθεί (Bax et al., 2001; 

Ter Haar, E. (2006). Έκτοτε, ςημαντικβ ρβλο φαίνεται να παίζουν, τρία βαςικϊ κατϊλοιπα 

(αργινίνη 96, αργινίνη 180 και λυςίνη 205), τα οποία ςχηματίζουν εντβσ  τησ GSK3-β έναν θγλακα 

για την φωςφορική ομϊδα του υποςτρώματοσ. Η δέςμευςη ενβσ ήδη φωςφορυλιωμένου 

υποςτρώματοσ ςτη περιοχή Σ-loop τησ GSK3 φαίνεται βτι μπορεί να αντιςταθμίςει την έλλειψη 

ενβσ τμήματοσ φωςφοθρεονίνησ, που απαιτείται ςυνήθωσ ςε κινϊςεσ που παρομοιϊζουν δομικϊ 

με την GSK3  (Patel and Woodgett 2017).  

        

Μέχρι προςφϊτωσ, η GSK3 φαίνεται να ςυμμετέχει: 

α) ςτο ςηματοδοτικό μονοπϊτι τησ ινςουλίνησ, το οποίο λαμβϊνει χώρα βταν η ινςουλίνη 

ςυνδεθεί ςτον υποδοχέα τησ πλαςματικήσ μεμβρϊνησ του κυττϊρου (Insulin Receptor) και αρχίζει 

ένασ καταρρϊκτησ ςηματοδοτικών αντιδρϊςεων που θα οδηγήςουν ςε φωςφορυλίωςη τησ GSK3 

απβ την ενεργοποιημένη AKT, την απενεργοποίηςη τησ και ϊρα ςτην αναςτολή τησ 

φωςφορυλίωςησ-ενεργοποίηςησ του υποςτρώματβσ τησ, τησ ςυνθϊςησ του γλυκογβνου. 

 

β) ςτο μονοπϊτι ςηματοδότηςησ τησ β-κατενίνησ (Wnt/β-catenin), που φαίνεται βτι η GSK3 

φωςφορυλιώνει το μικρβ γραμμικβ μοτίβο (Asp-Ser-Gly-Ile-His-Ser) ςτο Ν- ϊκρο τησ β-κατενίνησ. 

Η ςυγκεκριμένη φωςφορυλίωςη είναι απαραίτητη ώςτε η β-κατενίνη να δεςμεγεται απβ την 

λιποςίνη Ε3 τησ ουβικουΰτίνησ TrCP1 (β-TrCP) και κατϊ αυτβν τον τρβπο, να ελέγχεται ςε 

κυτταρικβ επίπεδο η αποικοδβμηςη τησ. 
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γ)  ςτο μονοπϊτι ςηματοδότηςησ μέςω Notch υποδοχέων, κατϊ το οποίο η GSK3 έχει δειχθεί 

βτι φωςφορυλιώνει την ενδοκυτταρική περιοχή του υποδοχέα (NICD). Ψςτβςο, μέχρι πρβτινοσ οι 

μελέτεσ για τον ρβλο τησ ςτο ςυγκεκριμένο μονοπϊτι παραμένουν αποςαφηνιςμένεσ. 

δ) ςτο μονοπϊτι ςηματοδότηςησ Hedgehog, ςτο οποίο η GSK3 ςυμμετέχει έμμεςα ςτη 

φωςφορυλίωςη μεταγραφικών παραγβντων Gli2/3 ςτο κυτταρβπλαςμα. Μβνο βταν ένα ερέθιςμα 

διεγείρει το κγτταρο, τβτε η GSK3 παγει να φωςφορυλιώνει και έτςι οι Gli2/3 ειςέρχονται ςτον 

πυρήνα και επϊγουν την μεταγραφή των γονιδίων. 

ε) ςτο μονοπϊτι ςηματοδότηςησ  του Tgf-β (Transforming Growth Factor β), ελέγχοντασ  πολλέσ 

διαδικαςίεσ που ρυθμίζουν την ανϊπτυξη, τη διϊδοςη, τη διαφοροποίηςη, τη μορφογένεςη και 

την αναγέννηςη. Κγριοσ ρβλοσ τησ φαίνεται να είναι η φωςφορυλίωςη των Smad2/3 και Smad4 

μεταγραφικών παραγβντων, ρυθμίζοντασ έμμεςα την υποκυτταρική τουσ εντβπιςη και ϊρα την 

μεταγραφή των γονιδίων που ρυθμίζονται απβ τουσ Smad μεταγραφικογσ παρϊγοντεσ. 

 

΢υνεπώσ, η ργθμιςη των ςηματοδοτικών μονοπατιών ςτα οποία ςυμμετέχει μπορεί να περιγραφεί 

μέςω τεςςϊρων μηχανιςμών (εικβνα 1.1.2): 

(1) απενεργοποίηςη τησ δρϊςησ τησ μέςω φωςφορυλίωςησ απβ ϊλλεσ πρωτεΰνικέσ κινϊςεσ 

και ςυγκεκριμένα ςτη  ςερίνη-21 τησ ιςομορφήσ GSK-3α ή ςτη ςερίνη-9 τησ ιςομορφήσ 

GSK-3β (εικβνα 1.1.2D). Η ινςουλίνη, οι αυξητικοί παρϊγοντεσ ακβμα και  οριςμένα 

αμινοξέα μπορογν να απενεργοποιήςουν την δρϊςη τησ  GSK-3 μέςω φωςφορυλίωςησ 

ςτη ςερίνη 21 (GSK-3α) ή ςτη ςερίνη 9 (GSK-3β) με τη βοήθεια τησ δρϊςησ κιναςών βπωσ 

ΑΚΣ/ΡΚΒ, p90rsk, και p70rsk (Patel and Woodgett 2017). Αυτογ του είδουσ 

φωςφορυλιώςεισ, που εντοπίζονται ςτην αμινοτελική περιοχή των GSK-3α και β, έχουν 

ωσ αποτέλεςμα τα φωςφορυλιωμένα κατϊλοιπα να δεςμεγονται ςτην περιοχή δέςμευςησ 

των υποςτρωμϊτων υιοθετώντασ το ρβλο του ψευδοδποςτρώματοσ, παρεμποδίζοντασ έτςι 

τη δέςμευςη ενβσ φυςιολογικογ υποςτρώματοσ (εικβνα 1.1.2D) (Dajani et al., 2001).  

(2) μεταβολέσ ςτην υποκυτταρική διαμεριςματοποίηςη των GSK-3α ή GSK-3β, 

(3) μεταβολέσ ςτη φωςφορυλίωςη του καταλοίπου τυροςίνησ, Tyr-279, τησ GSK-3α και του 

καταλοίπου τυροςίνησ Tyr-216  τησ GSK-3β. ΢ε αντίθεςη με τη φωςφορυλίωςη των 

καταλοίπων ςερίνησ ςτισ ιςομορφέσ τησ GSK-3, που την απενεργοποιογν, η 

φωςφορυλίωςη ςε κατϊλοιπα τυροςίνησ προκαλεί την ενεργοποίηςή τησ. Αυτβ απεδείχθη 

με τη δημιουργία μίασ μετϊλλαξησ, που είχε ωσ αποτέλεςμα την αντικατϊςταςη του 

ςυντηρημένου καταλοίπου τυροςίνησ Τ216 τησ GSK-3β απβ φαινυλαλανίνη, η οποία 

οδήγηςε ςε μείωςη τησ φωςφορυλίωςη τησ και ϊρα μείωςη τησ δραςτικβτητϊ τησ (Dajani 

et al., 2003, Hughes et al., 1993). Η φωςφορυλίωςη των GSK-3α και β ςτα κατϊλοιπα 

τυροςίνησ φαίνεται να επιτελείται, τουλϊχιςτον in vitro, μέςω κιναςών βπωσ FYN2,  FYN2 

και PYK2 (Hartigan, Xiong, & Johnson, 2001, Lesort, Jope, & Johnson, 1999). Πρβςφατεσ 

μελέτεσ υποδηλώνουν, ωςτβςο, βτι η ϊγριου τγπου GSK-3β, αλλϊ βχι η καταλυτικϊ 

ενεργή μορφή τησ, είναι ικανή  να αυτοφωςφορυλιώνει τα κατϊλοιπα τυροςίνησ (Cole, 

Frame, & Cohen, 2004, Lochhead et al., 2006). 

(4)  μέςω απενεργοποίηςησ των πρώιμων κιναςών που δρουν ςτα υποςτρώματα τησ GSΚ3 

και φυςιολογικϊ φωςφορυλιώνουν (εικβνα 1.1.2D). 
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Εικόνα 1.1.2| Μηχανιςμοί δρϊςησ, ενεργοποίηςησ και αδρανοποίηςησ τησ GSK3. (Α) Η φωςφορυλιωμένη GSK-3β 

ςτην τυροςίνη 216, η οποία μπορεί να αυξϊνει τη πιθανβτητα για τη δέςμευςη του υποςτρώματοσ. (Β) Η πλειοψηφία 

των υποςτρωμϊτων τησ GSK-3 απαιτογν μία πρώιμη φωςφορυλίωςη τεςςϊρων C-τελικών καταλοίπων κοντϊ ςτην 

περιοχή φωρφορυλίωςησ απβ την GSK-3 (C) Η δέςμευςη του φωςφορυλιωμένου καταλοίπου ςτη θέςη δέςμευςησ 

του υποςτρώματοσ επιτρέπει την κατϊλληλη τοποθέτηςη του, ώςτε έπειτα να φωςφορυλιωθεί ςτο Ν-τελικβ ϊκρο απβ 

την GSK-3. (D) Η φωςφορυλίωςη ςτην ςερίνη 9 τησ GSK-3β οδηγεί ςτην αναδίπλωςη τησ και δημιουργεί ένα 

ψευδοδπβςτρωμα το οποίο εμποδίζει  ένα φυςιολογικβ υπβςτρωμα να ςυνδεθεί ςτην περιοχή δέςμευςησ 

υποςτρώματοσ τησ GSK3. Σα κβκκινα  βέλη υποδηλώνουν τουσ μηχανιςμογσ που μπορεί να αναςτείλουν τη δρϊςη 

τησ GSK3: (i) η παρεμπβδιςη τησ φωςφορυλίωςησ ςτην τυροςίνη 216 μπορεί να αποτρέψει την αποτελεςματική 

πρβςβαςη των υποςτρωμϊτων ςτη θέςη δέςμευςησ υποςτρώματοσ GSK3, (ii) απενεργοποίηςη των πρώιμων κιναςών 

που δρουν ςτα υποςτρώματα τησ GSΚ3 που φυςιολογικϊ φωςφορυλιώνουν και ϊρα να αποτραπεί η φωςφορυλίωςη 

των υποςτρωμϊτων απβ την GSK3, και (iii) κινϊςεσ βπωσ το ΑΚΣ / ΡΚΒ μπορογν να φωςφορυλιώςουν την ςερίνη 9 

ςτην GSK-3β και τη ςερίνη 21 ςτην GSK-3α. Σβτε η GSK-3 αναγνωρίζει πολλϊ απβ τα υποςτρώματϊ τησ μέςω μιασ 

πρώιμησ φωςφορυλίωςησ ςτο μοτίβο  S/TXXXpS/T. Η πρώιμη φωςφορυλίωςη των υποςτρωμϊτων, απαιτεί τη 

φωςφορυλίωςη μίασ ςειρϊσ καταλοίπων ςερίνησ /θρεονίνησ (Ρ+4) απβ τη θέςη φωςφορυλίωςησ τησ GSK3. Οι 

πρώιμεσ κινϊςεσ ποικίλουν για κϊθε υπβςτρωμα και λαμβϊνουν υπβψη την ικανβτητα τησ GSK-3 να ρυθμίζει πολλϊ 

πλειοτροπικϊ μονοπϊτια ταυτβχρονα. (προςαρμοςμένη απβ Patel et. al., 2017) 
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1.2| Οι SKs ςτα φυτϊ 

1.2.1| Λειτουργίεσ των SKs ςτα φυτϊ 

 

Οι GLYCOGEN SYNTHASE KINASE (GSKs), βπωσ έχει ήδη αναφερθεί, αντιπροςωπεγουν μία 
εξαιρετικϊ ςυντηρημένη ομϊδα πρωτεΰνών που βρίςκονται ςε βλουσ τουσ ευκαρυώτεσ. Γονίδια 
που κωδικοποιογν για κινϊςεσ έχουν βρεθεί και ςε γονιδιώματα φυτών. ΢ε αντίθεςη με τισ ζωικέσ 
κινϊςεσ, οι κινϊςεσ τγπου ςερίνησ/θρεονίνησ των φυτών κωδικοποιογνται απβ οικογένειεσ 
πολλών γονιδίων (multigene families) βπωσ έχει αποδειχθεί απβ  τον Yoo και τουσ ςυνεργϊτεσ του 
το 2006 για το A. thaliana (10 μέλη αυτήσ τησ οικογένειασ (AtSK s)) και για το ργζι (9 (ΟsSKs)). 
Αυτβ φϊνηκε και ςε μία πρβςφατη φυλογενετική ανϊλυςη που κατηγοριοποίηςε τισ GSK3  του 
Arabidopsis,  του ριζιογ, και τριών ειδών βαμβακιογ ςε 4 κλϊδουσ (εικβνα 1.2.1) (Wang et. Al., 

2018). 
 

 
 

Εικόνα 1.2.1| Φυλογενετική ανϊλυςη των GSK3 πρωτεΰνών ςτο Arabidopsis, το ρύζι, και ςε 3 διαφορετικϊ ήδη 

βαμβακιού. Οι 10 AtSKs, 15 OsSKs, 20 GhSKs, 10 GaSKs, and 10 GrSKs κατηγοριοποιημένεσ ςε 4 κλϊδουσ 

(προςαρμοςμένη απβ το Wang et. Al., 2018). 
 
 

Όλεσ οι φυτικέσ κινϊςεσ που έχουν ανακαλυφθεί μέχρι ςτιγμήσ, διατηρογν ςυντηρημένη την 

λειτουργική περιοχή τησ κινϊςησ, διαφέρουν βμωσ αρκετϊ μεταξγ τησ Ν-τελικήσ και C-τελική τουσ 

περιοχή (Jonak & Hirt, 2002). ΢το A. thaliana η καρβοξυτελική περιοχή των AtSKs διατηρείται 

ςυντηρημένη και επηρεϊζει ςημαντικϊ την αλληλεπίδραςη με το υπβςτρωμα. Αντίθετα η 

αμινοτελική τουσ περιοχή ςυνήθωσ διαφέρει, και επηρεϊζει την υποκυτταρική τουσ τοποθέτηςη 

(Kim et al., 2009). Επίςησ, εμφανίζουν αρκετϊ ςυντηρημένη τη φωςφορυλίωςη τησ Tyr216 τησ 

GSK3β των θηλαςτικών (Kaidanovich-Beilin & Woodgett, 2011), καθώσ και αρκετϊ ςυντηρημένα 
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εμφανίζονται ςτισ αντίςτοιχεσ θέςεισ τα αμινοξικϊ κατϊλοιπα που ευθγνονται για την πρβςδεςη 

του ενεργοποιημένου (απβ πρώιμεσ κινϊςεσ) υποςτρώματοσ (Arg94, Arg180, και Lys205 ςτην 

ανθρώπινη GSK3β). 

 

΢τον αντίποδα, μελέτεσ έχουν δείξει διαφορέσ μεταξγ των φυτικών και των ζωικών κιναςών 

υποδεικνγοντασ ένα διαφορετικβ τρβπο ργθμιςησ τησ ενεργβτητασ. Έχει αποδειχθεί βτι δεν 

απαιτείται πρώιμη φωςφορυλίωςη των υποςτρωμϊτων τουσ, βπωσ αναφέρθηκε προηγουμένωσ 

για τισ ζωικέσ, αλλϊ και ογτε η πρβςδεςή τουσ ςε πρωτεανεσ ικριώματα (He et al., 2002, Zhao et 

al., 2002). Ψςτβςο αυτβ δεν αναιρεί το γεγονβσ βτι οι  GSK3-like πρωτεανεσ δεν αλληλεπιδρογν με 

πρωτεανεσ ικριώματα βπωσ έχει αποδειχθεί ςτο Arabidopsis για την ΑGB1 (ARABIDOPSIS G 

protein β subunit) βτι αλληλεπιδρϊ με την AtSK21/BIN2 χωρίσ να την φωςφορυλιώνει 

υποδικνγοντασ, τον πιθανβ ρβλο τησ ωσ πρωτεανη ικρίωμα που ρυθμίζει την ενεργβτητϊ τησ 

AtSK21/BIN2. Παρβλα αυτϊ, η φυςιολογική ςημαςία τησ δέςμευςησ τησ AGB1 με την  

AtSK21/BIN2 αναμένεται να διερευνηθεί (Youn & Kim 2014) . Έχει φανεί επίςησ, βτι οι φυτικέσ 

SKs δεν διατηρογν ςυντηρημένη  την  Ser9/21 ςτο N-τελικβ τουσ ϊκρο, είδοσ φωςφορυλίωςησ που  

αναςτέλλει τη δρϊςη των GSK3 των θηλαςτικών (Forde & Dale, 2007). 

 

Οι δρϊςεισ των φυτικών SKs αφορογν πλήθοσ φυτικών λειτουργιών βπωσ την ανϊπτυξη και τον 

ςχηματιςμβ τησ ρίζασ και του αγγειακογ ςυςτήματοσ, την ανϊπτυξη των ανθέων και των 

ςτομϊτων, και τη ςυμμετοχή ςτισ αποκρίςεισ του φυτογ (ςηματοδβτηςη μέςω αυξίνησ, 

βραςινοςτεροειδών, αμπςιςικογ οξέοσ), ςε περιβαλλοντικϊ ερεθίςματα βπωσ το βιοτικβ και 

αβιοτικβ ςτρεσ (Youn & Kim, 2015). ΢ε αντίθεςη με τισ GSK3 των ζωικών οργανιςμών για τα φυτϊ 

έχει περιγραφεί ο ρβλοσ τουσ τβςο ωσ αρνητικοί αλλϊ και ωσ θετικοί ρυθμιςτέσ τησ 

ςηματοδβτηςησ (εικβνα 1.2.2). 

 

Εικόνα 1.2.2|Συνοπτική απεικόνιςη των μονοπατιών μεταγωγήσ ςήματοσ και ο ρόλοσ των GSK3-like κιναςών 

ςτο Arabidopsis και το ργζι. Διακρίνεται ο διττβσ ρβλοσ των πρωτεΰνών GSK3 τβςο ωσ αρνητικβσ βςο και ωσ θετικβσ 

ρυθμιςτήσ των μορίων ςτβχων ϊρα και των επαγβμενων μονοπατιών που αυτοί ρυθμίζουν. Σα ςυνεχή βέλη 

υποδηλώνουν την ενεργοποίηςη του υποςτρώματοσ, ενώ οι ςυνεχείσ παγλεσ την αναςτολή. Οι διακεκομμένεσ 

γραμμέσ δείχνουν υποθετικέσ/μη επιβεβαιωμένεσ in vivo αλληλεπιδρϊςεισ. Σα υποςτρώματα που φωςφορυλιώνονται 

απβ τισ SKs δείχνονται με ένα κβκκινο κγκλο που περιέχει το γρϊμμα P (προςαρμοςμένο απβ Youn & Kim, 2015). 
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1.2.2| ΢ηματοδβτηςη BR - Απβκριςη ςε βιοτικογσ & αβιοτικογσ παρϊγοντεσ 
 

 

Οι περιςςβτερεσ μελέτεσ μέχρι πρβτινοσ για τον ρβλο των GSK3 ςτα φυτϊ αφορογν το μονοπϊτι 

μεταγωγήσ ςήματοσ των βραςςινοςτεροειδών και την απβκριςη βιοτικογ και αβιοτικογ ςτρεσ. 

 

Όςο αφορϊ το μονοπϊτι των βραςςινοςτεροειδών έχει μελετηθεί αρκετϊ ςτο Arabidopsis. Σα BRs 

αναγνωρίζονται απβ τη μεμβρανική κινϊςη υποδοχέα την BR-INSENSITIVE 1 (BRI1). ΢ε αυτή τη 

μεταγωγή ςήματοσ ςυμμετέχει η πρώτη φυτική SK που χαρακτηρίςτηκε λειτουργικϊ, η 

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 (BIN2). Οι κυριβτερεσ μεταλλϊξεισ ςτο BIN2 καταλήγουν ςε 

φυτϊ νϊνουσ, που δεν είναι ευαίςθητα ςτα βραςςινοςτεροειδή. Σο ενεργβ κέντρο κινϊςησ τησ 

BIN2 παρουςιϊζει 70% ομοιβτητα με τη ζωική GSK3β (Li & Nam, 2002). Οι ςημειακέσ 

μεταλλϊξεισ κέρδουσ ςτο BIN2 και η υπερέκφραςη του BIN2 προκαλογν τον ίδιο φαινβτυπο, μη 

ευαιςθηςία ςτα BR, επιβεβαιώνοντασ έτςι, βτι η BIN2 δρα ωσ αναςτολέασ τησ ςηματοδβτηςησ των 

BR (Li, et al., 2001, Pe, Ponce, & Micol L, 2002). Η  BIN2 φωςφορυλιώνει τουσ μεταγραφικογσ 

παρϊγοντεσ  BZR1/BES1 ςε πολλϊ υπολείμματα ςερίνησ και θρεονίνησ, με τρβπο που θυμίζει το 

ρβλο τησ GSK3 ςτα μονοπϊτια ςηματοδβτηςησ Wnt και Hedgehog (Patel et. al., 2017). Ο 

μηχανιςμβσ με τον οποίο το ςήμα ςτο μονοπϊτι ενεργοποίηςησ των BRs μεταδίδεται απβ την 

μεμβρϊνη ςτην BIN2 ανακαλγφθηκε ςχετικϊ πρβςφατα βπου φϊνηκε βτι κινϊςεσ 

αποφωςφορυλιώνουν το κατϊλοιπο τυροςίνησ 200 και αναςτέλλουν τη δρϊςη κινϊςησ (Jaillais, Y. 

et al. ,2011). Ακβμα η ΒΙΝ2 πρωτεανη ςυνδέει το μονοπϊτι των BRs με το μονοπϊτι απβκριςησ ςτην 

αυξίνη καθώσ φωςφορυλιώνει τον μεταγραφικβ παρϊγοντα ΑRF, ο οποίοσ φυςιολογικϊ 

δεςμεγεται ανοδικϊ των γονιδίων απβκριςησ ςτην αυξίνη και καταςτέλλει την μεταγραφή του, 

ενώ ταυτβχρονα το αμπςιςικβ οξγ ςυμμετέχει και αυτβ ςτο μονοπϊτι των βραςςινοςτεροειδών 

αναςτέλλοντϊσ το. 

 

Όςο αφορϊ τισ μελέτεσ του ρβλου τουσ ςτο αβιοτικβ και το βιοτικβ ςτρεσ έχει φανεί: 

 βτι πρωτεανη WIG (Wound Induced GSK3) του Medicago sativa, επϊγεται ειδικϊ μετϊ απβ 

τραυματιςμβ των φγλλων του φυτογ (Jonak et al., 2000). 

 ςε ςυνθήκεσ αυξημένησ αλατβτητασ και οςμωτικήσ πίεςησ ςυμβαίνει αγξηςη ποςοτήτων 

μεταγρϊφων κϊποιων μελών των AtSKs για να ενιςχυθεί η ανοχή των φυτών (Charrier et al., 

2002). Για παρϊδειγμα η AtSK11 ενεργοποιεί μέςω φωςφορυλίωςησ την αφυδρογονϊςη τησ 

6-φωςφορικήσ γλυκβζησ (G6PD), ένα ένζυμο που επηρεϊζει την οξειδοαναγωγική κατϊςταςη 

του κυττϊρου, οδηγώντασ ςε ανοχή του Arabidopsis ςε ςυνθήκεσ υψηλήσ αλατβτητασ. 

 ςτα μονοπϊτια μεταγωγήσ ςήματοσ ΜΑΡ κιναςών που επϊγονται απβ παθογβνα (βιοτικβ 

ςτρεσ), βτι η MSK1 του M. sativa παρουςιϊζει μείωςη των επιπέδων και τησ ενεργβτητϊ τησ 

βταν το φυτβ εκτεθεί ςε παρϊγοντεσ που επϊγουν τουσ μηχανιςμογσ ϊμυνασ των φυτών 

βπωσ το βακτηριακβ ένζυμο cellulose (Wrzaczek et al., 2007). Επιπλέον πρβςφατεσ μελέτεσ 

έδειξαν βτι η CaSK23 που είναι μία GSK3-like πρωτεανη του φυτογ Capsicum annuum, έπειτα 

απβ μβλυνςη με το παθογβνο  μειώνεται μεταγραφικϊ. Η αναςτολή τησ ενεργβτητϊσ τησ  

CaSK23 ενιςχγει την ϊμυνα του φυτογ καθώσ βταν είναι ενεργή μπλοκϊρει τα μονοπϊτια 

ςηματοδβτηςησ ςτο ςαλικιλικβ (SA) και γιαςμονικβ οξγ (JA) (Qiu et al. 2018). 
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1.3 | Lotus japonicus & SKs 

1.3.1| Σο φυτβ-μοντέλο Lotus japonicus και Υυματιογένεςη 

 

Σο φυτβ Lotus japonicus  [Βασίλειο: Plantae, Order: Fabales (Leguminosae) Family: Fabaceae, 

Subfamily: Faboideae, Tribe: Loteae, Genus: Lotus] προτϊθηκε ωσ οργανιςμβσ μοντέλο λβγω 

οριςμένων χαρακτηριςτικών που το καθιςτογν πολγ επιδεκτικβ ςτην έρευνα ςτον τομέα των 

ψυχανθών.  Σα ιδιαίτερα χαρακτηριςτικϊ είναι το ςχετικϊ μικρβ του διπλοειδέσ γονιδίωμα (470 

ΜΒ, οργανωμένο ςε 6 απλοειδή χρωμοςώματα), η μεγϊλη ςποροπαραγωγή, ο μικρβσ χρβνοσ 

γενιϊσ (περίπου 3 μήνεσ), η ικανβτητα αυτογονιμοποίηςησ, η εγκολη επικονίαςη και η ευκολία 

τησ καλλιέργειασ του φυτογ ςε ελεγχβμενεσ ςυνθήκεσ. Μορφολογικϊ, είναι μικρϊ φυτϊ με μεγϊλα 

και ϊφθονα ϊνθη, αναπτγςςουν ευθεία φαςβλια με δγο λοβογσ και οι ςπβροι του διατϊςςονται 

κατϊ μήκοσ ενβσ γραμμικογ ϊξονα (Stougaard J., 2005).  

 

 
 

 

Εικόνα 1.3 | Στϊδια ανϊπτυξησ του Lotus japonicus. A) ώριμο ϊνθοσ ςτο Gifu (περίπου 8 έωσ 12 mm ςε μήκοσ) Β) 

ώριμοσ λοββσ ςπβρων που περιέχει περίπου 10 ςπβρουσ (μήκουσ περίπου 3 cm) C) χρωματιςμένο, φυμϊτιο και τμήμα 

ρίζασ ηλικίασ 21 ημερών μετϊ τον εμβολιαςμβ με ςτέλεχοσ QJ101 Rhizobium loti που περιείχε μία καςέτα με το γονίδιο 

gus για απεικβνιςη αποικιςμογ και μβλυνςησ. Σο φυμϊτιο έχει διϊμετρο περίπου 1 mm και εμφανίζει εκτεταμένο 

μπλε χρωματιςμβ ςτο εςωτερικβ του  που προκαλείται απβ την έκφραςη του GUS D) ώριμο φυτβ που παρουςιϊζει 

ϊφθονη ανθοφορία. Ε) φυτϊ 3 εβδομϊδεσ μετϊ τον εμβολιαςμβ.(προςαρμοςμένη απβ Qunyi Jiang) 

 

Σο πιο ςημαντικβ χαρακτηριςτικβ αυτήσ τησ τϊξησ είναι η δημιουργία ειδικών ςυμβιωτικών 

δομών, των φυματίων. Σο φυμϊτιο είναι ένα πολγ εξειδικευμένο βργανο. Σο φυτβ Lotus 

japonicus, δημιουργεί ςτη ριζβςφαιρα καθοριςμένα μορφολογικϊ φυμϊτια που είναι ςφαιρικϊ και 

χαρακτηρίζονται απβ ςυνεχείσ κυτταρικέσ διαιρέςεισ καθ’ βλη τη διϊρκεια τησ ζωήσ τουσ. Ο 

ςυνηθέςτεροσ τγποσ βακτηρίων που ςυμβιώνουν με τα ψυχανθή είναι τα αζωτεδεμευτικϊ 

βακτήρια των γένων Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, και  

Sinorhizobium, που ονομϊζονται ριζββια (Martinez-Romero & Caballero-Mellado, 1996). Σα 

βακτήρια, έχουν την ικανβτητα να μετατρέπουν το ϊζωτο τησ ατμβςφαιρασ ςε αμμώνιο. Οι 
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περιςςβτεροι απβ αυτογσ τουσ αζωτοδεςμευτικογσ, προκαρυωτικογσ οργανιςμογσ ζουν ςτο 

έδαφοσ, βντασ ςε γενικέσ γραμμέσ ανεξϊρτητοι απβ ϊλλουσ οργανιςμογσ. Σην ικανβτητα τησ 

αζωτοδέςμευςησ των ςυγκεκριμένων βακτηρίων εκμεταλλεγονται τα ψυχανθή, που έχει ωσ 

αποτέλεςμα, αφενβσ την ϊμεςη προςφορϊ δεςμευμένου αζώτου ςτο ψυχανθέσ  (φυτβ-ξενιςτήσ), 

και αφετέρου την παραλαβή θρεπτικών ςτοιχείων και υδατανθρϊκων απβ τουσ 

αζωτοδεςμευτικογσ οργανιςμογσ (Franche et al., 2009). Αυτή η ςυμβιωτική ςχέςη επιτρέπει των 

εμπλουτιςμβ των εδαφών ςε νιτρικϊ και υποκαθιςτϊ τα λιπϊςματα αζώτου, επιφέροντασ τβςο 

οικονομικϊ βςο και περιβαλλοντικϊ οφέλη (λβγω μειωμένησ ργπανςησ εδαφών με ϊζωτο). Έτςι η 

ςυμβιωτική ςχέςη των ψυχανθών παίζει κεντρικβ ρβλο ςτη βιώςιμη γεωργία, λβγω του 

ςυμβιωτικογ αζώτου, η οποία ενέχει περίπου 40 εκατομμγρια τβνουσ  αζώτου ςε γεωργικϊ 

ςυςτήματα κϊθε χρβνο (Herridge et al., 2008). 

 

   1.3.2 |Μηχανιςμβσ αυτορργθμιςησ φυματιογένεςησ (ΑΟΝ) και LSKs 

 

Η φυματιογένεςη,  είναι μία ενεργειακϊ πλογςια διαδικαςία κατϊ τη οποία ςτρατολογογνται 

πλήθοσ ςηματοδοτικών μορίων. ΢ημαντικβ χαρακτηριςτικβ τησ είναι ο ςυντονιςμένοσ 

χωροχρονικβσ έλεγχοσ βλων αυτών των μεταγωγικών αντιδρϊςεων που την χαρακτηρίζουν απβ 

την ςτιγμή τησ μβλυνςησ απβ τα ςυμβιωτικϊ βακτήρια μέχρι και την τελική δημιουργία των 

ώριμων φυματίων. Η λειτουργία του ςυντονιςμογ είναι αναγκαία ώςτε να αποφευχθεί μία 

περιττή εξϊντληςη ενεργειακών πβρων και μία πιθανή μεταβολική ανιςορροπία, ωσ αποτέλεςμα 

τησ ανεξέλεγκτησ χρήςησ του φωτοςυνθετικογ ϊνθρακα για την αφομοίωςη του αζώτου πέραν 

των αναγκαίων απαιτήςεων του φυτογ. Ο έλεγχοσ του αριθμογ των φυματίων ελέγχεται απβ έναν 

μηχανιςμβ αυτορργθμιςησ του αριθμογ των φυματίων (Autoregulation Of Nodulation, AON). 

Μέςω του μηχανιςμογ τησ αυτορργθμιςησ τα παλαιβτερα φυμϊτια καταςτέλλουν τη δημιουργία 

νέων φυματίων (Caetano-Anolles & Gresshoff 1991). 

Μέχρι και το 2005 καμία πρωτεανη με δρϊςη κινϊςησ ςερίνησ/θρεονίνησ δεν είχε χαρακτηριςτεί 

ςτο L. japonicus. Η απομβνωςη βμωσ 15 cDNA κλώνων απβ φυμϊτια του L. japonicus, οι οποίοι 

κωδικοποιογςαν για πρωτεανεσ με δρϊςη κινϊςησ ςερίνησ/θρεονίνησ οδήγηςε ςτην φυλογενετική 

τουσ ανϊλυςη, η οποία κατέταξε τισ 15 πιθανέσ κινϊςεσ ςε 5 διαφορετικέσ οικογένειεσ κιναςών 

(SnRK family, GSK-3 family, Ndr kinase family, Ark family, and receptor kinase family) με 

δρϊςη κινϊςησ ςερίνησ/θρεονίνησ (εικβνα 1.3.2.). Απβ τισ 15 πιθανέσ κινϊςεσ δγο, οι κλώνοι 

LNZ020 και LNZ031, φϊνηκε βτι ανήκουν ςτην οικογένεια κιναςών GSK3/SHAGGY-like. Ο 

κλώνοσ LNZ020 παρουςιϊζει ομολογία 76% με την AtSKθ κινϊςη του A. thaliana και κωδικοποιεί 

για μια πρωτεανη με 467 aa  ενώ ο κλώνοσ LNZ031 που παρουςιϊζει 89% ομοιβτητα με τον κλώνο 

LNZ020 φϊνηκε επίςησ να έχει και 78% ομοιβτητα με την AtSKα κινϊςη του A. thaliana. ΢την 

παρογςα εργαςία τα παραπϊνω γονίδια μετονομϊςθηκαν Lotus SHAGGY-Like 1 Kinase (LSK1) 

(κλώνοσ LNZ020) και LSK2 (κλώνοσ LNZ031), ςε ςυμφωνία με τον τρβπο ονομαςίασ που έχει 

επικρατήςει για τισ SHAGGY/GSK3 - like κινϊςεσ ςτο A. thaliana (Jonak & Hirt, 2002).  
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 Εικόνα 1.3.2| Φυλογενετική ανϊλυςη, των υποτιθέμενων κιναςών Ser/Thr βϊςη τησ αμινοξικήσ τουσ αλληλουχίασ 

με βϊςη την αλληλουχία των cDNA κλώνων που απομονώθηκαν απβ τουσ (Kameshita et al, 2004). ΢ε κουτί 

παρουςιϊζονται οι ςυγγενικέσ κινϊςεσ απβ ϊλλα είδη φυτών (προςαρμοςμένο απβ Kameshita et al, 2004). 

 

Η ανακϊλυψη των LSKs οδήγηςε ςτη μελέτη του ρβλου τουσ ςτη διαδικαςία τησ φυματιογένεςησ. 

΢υγκεκριμένα, η LSK1 έχει μελετηθεί εκτενέςτερα γιατί φϊνηκε βτι  η ποςοτικοποιημένη 

έκφραςη μέςω ημιποςοτικήσ PCR πραγματικογ χρβνου (RT-qPCR), αυξϊνεται ςημαντικϊ 1 ώρα 

μετϊ τον εμβολιαςμβ των ριζών του L. japonicus με το ςυμβιωτικβ του βακτήριο Mesorhizobium 

loti, αλλϊ μειώνεται μετϊ απβ 48 ώρεσ, υποδεικνγοντασ τη ςυμμετοχή τησ ςτην εγκαθίδρυςη τησ 

ςυμβιωτικήσ ςχέςησ. Επιπρβςθετα πειρϊματα υπερέκφραςησ τησ LSK1 έδειξαν οριακή αλλαγή 

ςτον αριθμβ των ώριμων φυματίων ςε ςχέςη με τα control φυτϊ, ενώ παρατηρήθηκε μείωςη τησ 

έκφραςησ των γονιδίων που ςχετίζονται με τον μηχανιςμβ αυτορργθμιςησ του αριθμογ των 

φυματίων (ΑΟΝ), βπωσ το γονίδιο NIN (Nodule Inception) και τα CLE –RS1/2 πεπτίδια (Clavata3 -

like signal peptides implicated in legume AON), ςε RNA-i knockdown LSK1 φυτϊ. Με αυτβν τρβπο 

φαίνεται βτι η LSK1 προκαλεί καταςτολή τησ φυματιογένεςησ μέςω AON (Garagounis et al. 2018). 

΢το μηχανιςμβ του AON, φαίνεται να εμπλέκονται και ϊλλα ςηματοδοτικϊ μβρια πέρα των 

ορμονών, των μεταγραφικών παραγβντων ή των ήδη γνωςτών πρωτεΰνών. Προςφϊτωσ 

αποδείχτηκε βτι microRNAs μεταναςτεγουν απβ τουσ βλαςτογσ ςτισ ρίζεσ (shoot-to-root 

translocation) ςτο φυτβ  L. japonicus με έναν μηχανιςμβ που είναι ϊμεςα ςυνδεδεμένοσ με τη 

μετα-μεταγραφική ργθμιςη του καταςτολέα ΤΜL ( Too Much Love). Σο miR2111 φαίνεται να 

λειτουργεί ωσ ενεργοποιητήσ τησ ςυμβίωςησ καθοδικϊ τησ ενεργοποίηςησ του μονοπατιογ τησ 

κυτοκινίνησ ςτισ ρίζεσ και του παρϊγοντα HAR1 που ςυμμετέχει ςτην διαδικαςία του ΑΟΝ (Tsikou 

et. al., 2018). 
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1.4 |Protein- Protein Interactions (PPIs) 

 

Σα κυτταρικϊ ςηματοδοτικϊ δίκτυα επιτρέπουν ςτα φυτϊ να ανταποκρίνονται δυναμικϊ ςτισ 

περιβαλλοντικέσ αλλαγέσ προςαρμβζοντασ τισ φυςιολογικέσ, αναπτυξιακέσ και βιοχημικέσ τουσ 

διαδικαςίεσ. ΢την κυτταρική ςηματοδβτηςη ςπουδαίο ρβλο διαδραματίζουν και τα ένζυμα που 

ςυμμετέχουν ςτουσ μηχανιςμογσ φωςφορυλίωςησ-αποφωςφορυλίωςησ. Οι  πρωτεΰνικέσ κινϊςεσ 

και φωςφατϊςεσ αποτελογν το 5% των γονιδίων του Arabidopsis (Tchieu et al., 2003). ΢ε 

προηγογμενεσ μελέτεσ έχει αποδειχθεί ο ρβλοσ τουσ ωσ κρίςιμα μβρια πολλαπλών μονοπατιών 

ςηματοδβτηςησ, βπωσ η ανθεκτικβτητα ςτο ψγχοσ, ςτη ξηραςία, ςτην προςαρμογή τησ μεταβολήσ 

τησ αλατβτητασ του εδϊφουσ (Chinnusamy et al., 2004, Teige et al., 2004), ςτην αναγνώριςη 

παθογβνων, ωσ αμυντικβσ μηχανιςμβσ (Nurnberger et al., 2004, Rowland et al., 2005), ςτην 

ςηματοδβτηςη του αμπςιςςικογ οξέοσ (ΑΒΑ) και του αιθυλενίου (Fan et al., 2004, Etheridge et al., 

2005), ςτην αντίληψη του φωτβσ (Chen et al., 2004), ςτη ργθμιςη του μεταβολιςμογ του ϊνθρακα 

(Rolland and Sheen, 2005) και ςτη ργθμιςη κυτταρικογ κγκλου (Koroleva et al., 2004). Βαςικβ 

χαρακτηριςτικβ βλων αυτών των μεταγωγικών διαδικαςιών αποτελογν οι πρωτεΰνικέσ  

αλληλεπιδρϊςεισ (Protein-Protein Interactions) που μεταξγ ϊλλων καθορίζουν φυςιολογικέσ, 

παθολογικέσ και αναπτυξιακέσ διαδικαςίεσ και αποτελογν ένα πολλϊ υποςχβμενο πεδίο 

ερευνητικήσ μελέτησ (Rivas and Fontanillo 2010). 

 

Μέχρι και πριν την δεκαετία του 1980, οι PPIs μελετήθηκαν ωσ επί το πλείςτον χρηςιμοποιώντασ 

βιοφυςικέσ και βιοχημικέσ διαδικαςίεσ, βπωσ η χρωματογραφία ςυγγενείασ πρωτεΰνών και η ςυν-

κλαςματοποίηςη (Klotz et al., 1970, Frieden, 1971,  Phizicky and Fields, 1995). ΢τη ςυνέχεια, κατϊ 

τη διϊρκεια τησ δεκαετίασ του 1980, βαςικέσ τεχνικέσ ανοςοχημείασ, βπωσ η ςυν-

ανοςοκατακρήμνιςη (CoIP), διευκβλυναν την έρευνα των PPIs (Briones and Mao, 1982). Παρϊ την 

αναπτυςςβμενη εξέλιξη ςτην έρευνα με τη βοήθεια των ήδη υπαρχβντων τεχνικών, η 

πολυπλοκβτητα τησ ζωήσ απβ τα ςπονδυλωτϊ ςτα φυτϊ έθεςε την ανϊγκη  μελέτησ των 

πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων ςε ένα πιο απλοποιημένο ςγςτημα. Σο 1989 , οι Fields & Song και 

οι ςυνεργϊτεσ τουσ ανέπτυξαν ένα νέο, καινοτβμο, ςγςτημα-μοντέλο με τη βοήθεια τησ χρήςησ 

του ζυμομγκητα Saccharomyces cerevisiae, το οποίο αναφέρεται ωσ ανϊλυςη δγο υβριδίων 

ζυμομγκητα (Yeast Two-Hybrid System). 

 

Μέχρι ςήμερα, οι περιςςβτερεσ  χαρτογραφήςεισ αλληλεπιδρϊςεων πρωτεΰνών  έχουν γίνει με 

γενετική διαλογή ςε ζυμομγκητεσ, δηλαδή χρηςιμοποιώντασ την ανϊλυςη δγο υβριδίων 

ζγμομγκητα (Y2H) (Fields and Song, 1989). Παρβλο που το Y2H ςχεδιϊςτηκε ώςτε να 

διερευνώνται οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξγ πρωτεΰνών που προέρχονται απβ ζυμομγκητα, το 

ςγςτημα υιοθετήθηκε γρήγορα απβ ομϊδεσ  ϊλλων πεδίων που κατϊφεραν να εξετϊςουν 

αλληλεπιδρϊςεισ ςε αυτβ το ετερβλογο ςγςτημα. Ένασ απβ τουσ πρώτουσ ςτον τομέα των φυτών 

που εφϊρμοςε το ςγςτημα Y2H, ήταν ο Gregory B. Martins, ο οποίοσ χρηςιμοποίηςε την τεχνική 

Y2H για να εξετϊςει τισ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξγ τησ αμυντικήσ πρωτεανησ (resistance protein) Pto 

και των υποψήφιων αλληλεπιδρώντων πρωτεΰνών ςτο φυτβ Lycopersicon esculeuntum, με την 

κοινή εμπορική ονομαςία τομϊτα (Zhou et al., 1995). Μέςα ςε μία δεκαετία, ένα επιπλέον 

εγχείρημα απβ τουσ Ehlert και Weltmeier, με βϊςη την αρχή τησ μεθβδου του ςυςτήματοσ Y2H, 

ανέπτυξε την ανϊλυςη δγο υβριδίων πρωτοπλϊςτη ςτο φυτβ μοντέλο Arabidopsis (protoplast two-

hybrid system) (Ehlert et al., 2006). 
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1.4.1| Η αναπαραγωγή του  Saccharomyces cerevisiae 

Η τεχνική του Y2H βπωσ διαμορφώθηκε απβ τουσ Fields και Song το 1989 εκμεταλλεγεται τον 

εγγενή τρβπο αναπαραγωγήσ του ζυμομγκητα. Ο ζυμομγκητασ Saccharomyces cerevisiae μπορεί 

να αναπαραχθεί είτε αγενώσ με εκβλϊςτηςη (εικβνα 1.4.11)  είτε εγγενώσ έπειτα απβ ςγζευξη/ 

yeast mating (Herskowitz I., 1988) (εικβνα 1.4.12). 

 Αγενήσ αναπαραγωγή 
 

Η παροχή των απαραίτητων ςυςτατικών ςτα κγτταρα του ζυμομγκητα δημιουργεί υπβ 

φυςιολογικέσ ςυνθήκεσ τον διπλαςιαςμβ των κυττϊρων κϊθε ενενήντα λεπτϊ. Κατϊ την διϊρκεια 

του κγκλου ζωήσ του, ο μγκητασ επιτελεί μιτωτική διαίρεςη με αποτέλεςμα τον διπλαςιαςμβ των 

16 χρωμοςςωμϊτων του μητρικογ απλοειδογσ κυττϊρου. Αποτέλεςμα τησ μιτωτικήσ διαίρεςησ του 

κυττϊρου είναι, αφενβσ η εκβλϊςτηςη και αφετέρου ςτο περϊσ αυτήσ τησ διαδικαςίασ η 

δημιουργία ενβσ νέου θυγατρικογ απλοειδογσ κυττϊρου που θα φέρει τα 16 κληρονομήςιμα 

χρωμοςώματα (εικβνα 1.4.11). Σο θυγατρικβ κγτταρο που παρϊγεται είναι μικρβτερο ςε μέγεθοσ 

απβ το μητρικβ κγτταρο αλλϊ αυτογςιο ςε γενετική βϊςη με το μητρικβ (Herskowitz I., 1988). 

 
 

Σα κγτταρα του ζυμομγκητα διακβπτουν τον πολλαπλαςιαςμβ τουσ βταν βρίςκονται  υπβ την 

πίεςη οριςμένων περιβαλλοντικών ςυνθηκών. Παραδείγματοσ χϊριν, αν εξαντληθογν θρεπτικϊ 

ςυςτατικϊ τβτε ο πολλαπλαςιαςμβσ τουσ “παγώνει” ςτη φϊςη G1 του κυτταρικογ κγκλου (εικβνα 

1.4.11), ϊλλα είναι ικανϊ να ςυνεχίςουν την ανϊπτυξή τουσ βταν ςτο θρεπτικβ μέςο γίνουν 

διαθέςιμα ξανϊ βλα τα απαραίτητα θρεπτικϊ ςυςτατικϊ. Όμωσ η διακοπή πολλαπλαςιαςμογ 

μπορεί να γίνει και λβγω ενβσ διαφορετικογ περιβαλλοντικογ  παρϊγοντα, που είναι η παρουςία 

ενβσ ϊλλου κυττϊρου ζυμομγκητα ςτο ίδιο περιβϊλλον με ένα ήδη υπϊρχον. Σο ςυγκεκριμένο 

γεγονβσ ςημϊνει την έναρξη τησ εγγενογσ αναπαραγωγήσ η οποία ςυμβαίνει μβνο βταν απλοειδή 

κγτταρα διαφορετικογ τγπου ςγζευξησ βρεθογν κοντϊ το ένα ςτο ϊλλο. ΢τη ςυγκεκριμένη 

διαδικαςία καθένα απβ τα δγο αυτϊ κγτταρα παροδικϊ ςυγκρατεί τον κυτταρικβ κγκλο του ϊλλου 

ςτη φϊςη G1 και τβτε υποβϊλλονται ςε ςγζευξη /yeast mating (εικβνα 1.4.12). 

 

 

Εικόνα 1.4.11| Μιτωτικόσ κυτταρικόσ κύκλοσ S. 

cerevisiae. Οι φϊςεισ του κυτταρικογ κγκλου 

ςχεδιαςμένεσ κατϊ προςέγγιςη ωσ προσ το μήκοσ 

τουσ. Η ςκιαςμένη περιοχή αντιπροςωπεγει τον 

πυρήνα του κυττϊρου. Απεικονίζονται α) η φϊςη S, 

που γίνεται η ςγνθεςη DNA, β) η φϊςη Μ, μίτωςησ 

(πυρηνική διαίρεςη) (προςαρμοςμένη απβ 

Herskowitz I., 1988). 
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 Εγγενήσ αναπαραγωγή 

Σα απλοειδή κγτταρα του Saccharomyces cerevisiae εμφανίζουν δγο κυτταρικογσ τγπουσ που 

προορίζονται για ςγζευξη, τον τγπο a  και τον τγπο α (alpha). Μβνο βταν δγο κγτταρα 

διαφορετικογ τγπου ςγζευξησ , δηλαδή ένα κγτταρο μγκητα τγπου α και ένα κγτταρο μγκητα 

τγπου a, ςυντηχθογν (πλαςμογαμία), ακολουθεί και η φϊςη τησ καρυογαμίασ (ςγντηξη 

πυρηνών). Αποτέλεςμα τησ ςγντηξησ, είναι η δημιουργία ενβσ θυγατρικογ κυττϊρου που 

αποτελείται απβ έναν διπλοειδή πυρήνα. Οι περιςςβτεροι φυςικοί πληθυςμοί ζυμομυκήτων είναι 

διπλοειδείσ, επειδή τα απλοειδή μειωτικϊ προΰβντα ςυζευγνγονται ενώ είναι ακβμη κοντϊ μεταξγ 

τουσ αμέςωσ μετϊ την ολοκλήρωςη τησ μείωςησ. Σα διπλοειδή κγτταρα αναπαρϊγονται φυςικϊ με 

μίτωςη και εκβλαςτϊνουν μέχρισ βτου ςυγκεκριμένεσ περιβαλλοντικέσ ςυνθήκεσ (έλλειψη αζώτου 

και υδατανθρϊκων) οδηγήςουν ςτη παραγωγή ςπορίων. Όταν αυτβ ςυμβεί, δημιουργείται ένα 

μητρικβ κγτταρο, ο αςκβσ. Η εκβλϊςτηςη του αςκβςπορου αποκαθιςτϊ την απλοειδή φϊςη 

(Moore & Novak Frazer, 2002) (εικβνα 1.4.12).  

 
 
Σα α και a απλοειδή κγτταρα παρϊγουν μβνο τουσ παρϊγοντεσ για τη ςγζευξη και τουσ υποδοχείσ 

που χρειϊζονται για είναι πραγματοποιήςιμη. Οι παρϊγοντεσ α και a  είναι πεπτιδικέσ  ορμβνεσ, 

που ονομϊζονται  φερορμβνεσ. Σβςο για τον α βςο και τον a παρϊγοντα υπϊρχουν ειδικοί 

υποδοχείσ ςτουσ οποίουσ και προςδένονται. Οι φερορμβνεσ οργανώνουν τη διαδικαςία  τησ 

ςγζευξησ και δεν έχουν επίδραςη ςτα κγτταρα του ίδιου τγπου ή ςτα διπλοειδή. Προςδένονται 

μβνο ςε υποδοχείσ φερορμονών ςτην επιφϊνεια απλοειδών κυττϊρων αντίθετου τγπου ςγζευξησ. 

Σα διπλοειδή κγτταρα α/a  δεν επιτελογν ςγζευξη. Σα γονιδιακϊ ςγνολα που είναι ενεργϊ ςτουσ 

διϊφορουσ τγπουσ κυττϊρων προςδιορίζονται απβ τον γονιδιακβ τβπο ζευγαρώματοσ (MAting-

Type locus), ο οποίοσ δρα ωσ κγριοσ ρυθμιςτικβσ τβποσ που διέπει την εξειδίκευςη των κυττϊρων. 

Σα απλοειδή κγτταρα που εκφρϊζουν τον a παρϊγοντα φέρουν το αλληλβμορφο MATa,  τα 

Εικόνα 1.4.12 | Μεταβϊςεισ ςτον κύκλο ζωήσ του S. 

cerevisiae. Και οι τρεισ κυτταρικοί τγποι S. cerevisiae (α, α 

και a/α) είναι ικανοί να υποςτογν μιτωτική κυτταρική 

διαίρεςη. ΢το διϊγραμμα απεικονίζονται οι μεταβϊςεισ 

πλοειδίασ που εμφανίζονται ςτον κγκλο ζωήσ: η ςγζευξη 

των απλοειδών κυττϊρων μγκητα αποδίδει ένα διπλοειδέσ 

και η μείωςη ενβσ διπλοειδογσ αποδίδει απλοειδή 

κγτταρα. Σα κγτταρα a / α παρϊγουν έναν αςκβ, ο οποίοσ 

περιέχει τα τέςςερα απλοειδή προΰβντα (ςπβρια) που 

προκγπτουν απβ τη μείωςη του διπλοειδογσ κυττϊρου. Σα 

ςπβρια αρχίζουν να αναπτγςςονται (διαδικαςία 

βλϊςτηςησ) και ςχηματίζουν αποικίεσ. Σα διπλοειδή 

κγτταρα μγκητα έχουν βγκο ςχεδβν διπλϊςιο απβ εκείνο 

των απλοειδών (83% μεγαλγτερο) (προςαρμοςμένη απβ 

Herskowitz I., 1988). 
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κγτταρα που παρϊγουν τον παρϊγοντα α φέρουν το αλληλβμορφο ΜΑΤα και τα διπλοειδή 

κγτταρα που περιέχουν και δγο τα αλληλβμορφα παρουςιϊζουν τον φαινβτυπο κυττϊρων α/a 

(εικβνα 1.4.13) (Herskowitz I., 1988). 

 

 
 

Εικόνα 1.4.13| A) Λειτουργικέσ περιοχέσ των 2 τύπων παραγόντων  ζευγαρώματοσ του S. cerevisiae. Οι περιοχέσ 

Τ παρουςιϊζουν ιδιομορφιςμογσ και έχουν πολγ μικρή ομολογία μεταξγ τουσ. Η Ya έχει μήκοσ 642 bp, ενώ η Yα έχει 

μήκοσ 747 bp. Οι περιοχέσ W, Φ και Ζ1 και Ζ2 είναι ομβλογεσ τερματικέσ περιοχέσ. Σα βέλη υποδεικνγουν την 

κατεγθυνςη τησ μεταγραφήσ και  κϊτω απβ τα βέλη αναγρϊφονται οι λειτουργίεσ των γονιδιακών προΰβντων. ΢ε 

κγτταρο του S. cerevisiae τγπου a, ένασ γενικβσ ενεργοποιητήσ μεταγραφήσ είναι υπεγθυνοσ για την παραγωγή τησ a-

φερομβνησ και του ςυνδεδεμένου με τη μεμβρϊνη υποδοχέα α-φερορμβνησ. ΢τα διπλοειδή a / α, η ετεροδιμερήσ 

πρωτεανη MATa1/MATa2 ενεργοποιεί τισ μειωτικέσ και ςποριωτικέσ λειτουργίεσ και καταςτέλλει τισ απλοειδείσ 

λειτουργίεσ. Β) Οι φερορμβνεσ α και a. (προςαρμοςμένο απβ  Moore & Novak Frazer, 2002). 
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1.4.2| UAS and TATA regions/GAL-UAS 

 
Η έναρξη τησ γονιδιακήσ μεταγραφήσ ςτον ζυμομγκητα, βπωσ και ςε ϊλλουσ οργανιςμογσ, 

επιτυγχϊνεται με το ςυντονιςμβ αρκετών μοριακών μηχανιςμών. Ανοδικϊ των δομικών  γονιδίων 

του ζυμομγκητα (η μεταγραφή των οποίων πραγματοποιείται απβ  την πολυμερϊςη II του RNA) 

προηγείται μία περιοχή που περιέχει μία ςυντηρημένη αλληλουχία (ΣΑΣΑ box) που καθορίζει τη 

θέςη έναρξησ τησ μεταγραφήσ και ελέγχει  το βαςικβ επίπεδο τησ μεταγραφήσ. Επιπλέον,  η 

έκφραςη πολλών γονιδίων ρυθμίζεται απβ τα cis-ενεργϊ ςτοιχεία, τουσ  μεταγραφικογσ 

παρϊγοντεσ, αλλϊ και διϊφορεσ trans-acting πρωτεανεσ. Ο βροσ "υποκινητήσ" (“promoter”) 

ςυνήθωσ περιλαμβϊνει  τβςο την περιοχή ΣΑΣΑ box βςο και τα cis-ρυθμιςτικϊ ςτοιχεία του DNA. 

Αυτβ ςυμβαίνει γιατί τα cis-ρυθμιςτικϊ ςτοιχεία ςχετίζονται ϊμεςα με την περιοχή ΣΑΣΑ box 

(Yoccum, 1987). Αντίθετα ςτουσ πολυκγτταρουσ ευκαρυώτεσ, τα cis-ρυθμιςτικϊ ςτοιχεία, λβγου 

χϊρη οι ενιςχυτέσ, τοπολογογνται  αρκετϊ απομακρυςμένα απβ τουσ υποκινητέσ  των γονιδίων 

που ρυθμίζουν την έκφραςή τουσ. 

 

Η περιοχή TATA box ςτον ζυμομγκητα, τοποθετείται τυπικϊ περίπου 25bp ανοδικϊ τησ θέςησ 

έναρξησ τησ μεταγραφήσ. Οι περιοχέσ των TATA boxes των ζυμομυκήτων παρομοιϊζουν 

λειτουργικϊ με τισ Pribnow boxes των προκαρυωτών. Επιπλέον, οριςμένεσ μεταγραφικέσ περιοχέσ 

του ζυμομγκητα περιλαμβϊνουν ανοδικϊ, παραπϊνω απβ μία ΣΑΣΑ box περιοχή. ΢το γονίδιο 

HIS3 του ζυμομγκητα, για παρϊδειγμα, υπϊρχουν δγο διαφορετικέσ, περιοχέσ TATA boxes: TR & 

TC (Mahadevan & Struhl, 1990). Ιδιαίτερο χαρακτηριςτικβ των περιοχών TATA boxes, είναι βτι η 

μετακίνηςη τουσ δίπλα ςε νέα cis-ενεργϊ ςτοιχεία δεν επηρεϊζει το ρυθμιςτικβ τουσ ρβλο ςτην 

μεταγραφή.  

 

Ένασ τγποσ cis-ενεργογ ςτοιχείου μεταγραφήσ ςτουσ ζυμομγκητεσ, αποτελεί η  ανοδική 

αλληλουχία ενεργοποίηςησ (Upstream Activating Sequence), UAS. Η UAS αναγνωρίζεται απβ 

ειδικογσ μεταγραφικογσ ενεργοποιητέσ που ενιςχγουν τη μεταγραφή των παρακείμενων 

καθοδικών περιοχών των TATA boxes. Η ενιςχυτική λειτουργία των αλληλουχιών UAS ςτουσ 

ζυμομγκητεσ έχει μεγϊλο εγροσ δρϊςησ, αρκεί η απβςταςη των κωδικοποιημένων περιοχών να 

μην υπερβαίνει μερικέσ εκατοντϊδεσ ζεγγη βϊςεων.  Επιπλέον,  μπορεί να υπϊρχουν πολλαπλϊ 

αντίγραφα μιασ UAS  περιοχήσ ανοδικϊ απβ μία κωδικοποιογςα περιοχή, ενώ ταυτβχρονα οι 

UASs μπορογν είτε να αφαιρεθογν, είτε να αντικαταςταθογν για να αλλϊξουν τη ργθμιςη των 

καθοδικών μεταγραφβμενων γονιδίων (Xiao 2005). 

 

Σα γονίδια GAL του S. cerevisiae επιτρέπουν ςτον ζυμομγκητα να μεταβολίζει τη γαλακτβζη αντί 

τησ γλυκβζησ ςτo μονοπϊτι τησ γλυκολυτικήσ οδογ (Douglas and Hawthorne, 1966). Η πρωτεανη 

GAL4, είναι ένασ μεταγραφικβσ παρϊγοντασ που απαρτίζεται απβ 881 αμινοξέα και αποτελείται 

απβ μία περιοχή ςγνδεςησ ςτο DNA (DΝΑ Binding Domain) που αντιςτοιχεί ςτο  Ν-τελικβ ϊκρο 

τησ πρωτεανησ (1-147 aa) και μία ενεργή μεταγραφικϊ περιοχή (Active Domain) που αποτελεί το 

C-τελικβ ϊκρο (768- 881 aa). Η DBD περιοχή δεςμεγεται ςε ένα μοτίβο 17 ζευγών βϊςεων, την 

προαναφερθείςα ανοδική αλληλουχία ενεργοποίηςησ (Upstream Activating Sequence), UASGAL.  

(Giniger et al., 1985, Keegan et al., 1986, Ma and Ptashne, 1987). Η UASGAL με αλληλουχία 5'-

CGGRNNRCYNYNCNCCG-3' (UniProtKB - P04386) βρίςκεται ανοδικϊ των γονιδίων GAL1, GAL2, 

GAL7, GAL10 και MEL1, των οποίων η έκφραςη επϊγεται παρουςία γαλακτβζησ βταν απβ το 
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θρεπτικβ υλικβ ανϊπτυξησ του οργανιςμογ απουςιϊζει γλυκβζη. Κατϊ αυτβν τον τρβπο η 

γαλακτβζη μετατρέπεται ςε γλυκβζη. 

 

 

1.4.3| Yeast Two Hybrid System: Αρχή μεθβδου 

 

Η αρχή τησ μεθβδου του ςυςτήματοσ Y2H βαςίζεται ςτο χαρακτηριςτικβ αυτβ γνώριςμα του 

παρϊγοντα GAL4, βπου η αλληλεπίδραςη μεταξγ δγο ενδιαφερβμενων πρωτεΰνών (Proteins Of 

Interest) ανιχνεγεται μέςω τησ αναςγςταςησ του ιδίου παρϊγοντα μεταγραφήσ και την 

επακβλουθη ενεργοποίηςη των γονιδίων αναφορϊσ υπβ τον έλεγχο αυτογ του μεταγραφικογ 

παρϊγοντα (Fields and Song, 1989).  

 

Με τη χρήςη πλαςμιδιακογ φορέα που κωδικοποιεί την ενδιαφερβμενη πρωτεανη Φ μαζί με  την 

περιοχή δέςμευςησ DNA (DBD) του παρϊγοντα GAL4, εκφρϊζεται η υβριδοποιημένη πρωτεανη 

DBD-X. Η ςυντηγμένη DBD-X ονομϊζεται ςυνήθωσ  "δβλωμα" (“bait”). Λβγω τησ ςυγγένειασ τησ 

περιοχήσ DBD για τισ ανοδικέσ ακολουθίεσ, το δβλωμα ςυνδέεται ςε έναν υποκινητή που 

βρίςκεται ανοδικϊ των γονιδίων αναφορϊσ, ο οποίοσ δεν ενεργοποιείται λβγω τησ έλλειψησ τησ 

ενεργογσ μεταγραφικϊ περιοχήσ (ΑD). Ένασ δεγτεροσ πλαςμιδιακβσ φορέασ,  κωδικοποιεί την Y 

πρωτεανη μαζί με την ενεργβ μεταγραφικϊ περιοχή του GAL4 και εκφρϊζει την υβριδοποιημένη 

πρωτεανη ΑD-Y, κοινώσ ονομαζβμενη "θήραμα" (“prey”). ΢υνήθωσ, το θήραμα επίςησ δεν είναι 

ικανβ να ενεργοποιήςει την μεταγραφή των καθοδικών γονιδίων αναφορϊσ καθώσ δεν έχει καμία 

ςυγγένεια με τον υποκινητή αυτών των γονιδίων. Αν οι Φ και Τ πρωτεανεσ φυςικϊ αλληλεπιδρογν, 

τβτε ένασ λειτουργικβσ GAL4 μεταγραφικβσ παρϊγοντασ αναςυςτϊται ςτο ςημείο κοντϊ ςτο 

ςημείο του υποκινητή. Η πρβςδεςη ενβσ λειτουργικογ GAL4, που παίζει το ρβλο του θετικογ 

ρυθμιςτή ενεργοποιεί τη μεταγραφή του γονιδίου αναφορϊσ.  

 

Έτςι, ςε μία διεξαγωγή ανϊλυςησ δγο υβριδίων ζυμομγκητα, ανιχνεγεται η αλληλεπίδραςη 

πρωτεανησ-πρωτεανησ μέςω τησ ενεργοποίηςησ ενβσ ή περιςςοτέρων γονιδίων αναφορϊσ ςε 

απβκριςη τησ ςυναρμολβγηςησ του  παρϊγοντα. 
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Εικόνα 1.4.3|Επιςκόπηςη τησ δοκιμαςίασ Yeast 2 Hybrid,που ελέγχει τισ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξύ δύο 

πρωτεΰνών, οι οποίεσ χϊριν ευκολίασ ονομϊζονται Bait and Prey. Σο γονίδιο του μεταγραφικογ 

παρϊγοντα Gal4 παρϊγει μια πρωτεανη που αποτελείται απβ δγο περιοχέσ (BD και AD) απαραίτητεσ για 

την μεταγραφή των καθοδικών γονιδίων αναφορϊσ (π.χ LacZ). Για την εφαρμογή του ςυςτήματοσ 

καταςκευϊζονται δγο πρωτεανεσ ςγντηξησ: Gal4BD + Bait και Gal4AD + Prey με τη βοήθεια πλαςμιδιακών 

φορέων. Έπειτα μέςω μεταςχηματιςμογ οι φορείσ ειςέρχονται ςε δγο διαφορετικϊ ςτελέχη μυκήτων 

διαφορετικογ τγπου ςγζευξησ (α και a). Καμιϊ απβ αυτέσ μεμονωμένη, δεν είναι ςυνήθωσ επαρκήσ για την 

έναρξη τησ μεταγραφήσ (του γονιδίου αναφορϊσ). Μβνο μετϊ το mating των δγο ςτελεχών των μυκήτων 

και την αλληλεπίδραςη των δγο πρωτεΰνών ςγντηξησ μεταξγ τμήματοσ τησ Bait και τμήματοσ τησ Prey, 

ενεργοποιείται  η μεταγραφή των γονιδίων αναφορϊσ. 
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1.4.4 | Προςεγγίςεισ μεγϊλησ κλίμακασ αλληλεπιδρϊςεων ςτο ςγςτημα Y2H  
 

΢τα πιο κοινϊ Y2H ςυςτήματα, η πρωτεανη-θήραμα (prey) αντικαθίςταται ςυνήθωσ απβ μία 

ςυλλογή ϊγνωςτων πρωτεΰνών-θηραμϊτων που προέρχονται απβ μία cDNA ή γονιδιωματική 

βιβλιοθήκη (large-scale screening). Με αυτβν τον τρβπο είναι εφικτή η μελέτη αλληλεπίδραςησ 

μίασ ςυγκεκριμένησ πρωτεανησ με ένα ςγνολο υποψήφιων αλληλεπιδρώντων πρωτεΰνών. Για τη 

διερεγνηςη μεγϊλησ κλίμακασ πρωτεΰνών (large-scale screening) υπϊρχουν δγο προςεγγίςεισ: 1) η 

ανίχνευςη αλληλεπιδρώντων πρωτεΰνών βιβλιοθήκησ (library approach) και 2) η προςέγγιςη 

μήτρασ (matrix approach) (Daniel Auerbach & Igor Stagljar 2005). 

 

 Library aproach 
 

΢την πρώτη προςέγγιςη (εικβνα 1.4.4 A) η υπβ μελέτη πρωτεανη αποτελεί το δβλωμα (bait) και 

εκφρϊζεται ςε ένα μεταςχηματιςμένο ςτέλεχοσ ζυμομγκητα τγπου a, ενώ παρϊλληλα μία ςυλλογή 

(βιβλιοθήκη) απβ υποψήφιεσ αλληλεπιδρώντεσ πρωτεανεσ (preys), μεταςχηματίζονται ςε ςτέλεχοσ 

ζυμομγκητα τγπου α. ΢ε ένα επβμενο ςτϊδιο, το μεταςχηματιςμένο ςτέλεχοσ ζυμομγκητα που 

περιέχει την πρωτεανη ενδιαφέροντοσ αναμιγνγεται με τα ςτελέχη ζυμομγκητα που έχουν 

μεταςχηματιςτεί με την βιβλιοθήκη. Έτςι, πραγματοποιείται η ςγζευξη μεταξγ μυκήτων 

διαφορετικών τγπων ςγζευξησ (a και α) το λεγβμενο yeast mating. Η διαδικαςία λαμβϊνει μέροσ 

ςε εκλεκτικϊ θρεπτικϊ μέςα που επιτρέπει την επιβίωςη εκείνων των κλώνων που έχουν 

πραγματοποιήςει επιτυχή ςγζευξη και έχουν προςλϊβει και τα δγο διαφορετικϊ πλαςμίδια με τα 

οποία έχουν μεταςχηματιςτεί τα δγο διαφορετικογ τγπου ςτελέχη ζυμομγκητα. Για να 

προςδιοριςτεί η ταυτβτητα του πλαςμιδίου βιβλιοθήκησ ϊρα και η πρωτεανη που αυτβ φέρει 

πρέπει να απομονωθεί απβ το διπλοειδέσ κγτταρο ζυμομγκητα και να ενιςχυθεί ςε ένα 

βακτηριακβ ςτέλεχοσ, π.χ. Escherichia coli. ΢ε τελικβ ςτϊδιο η υποψήφια αλληλεπιδρογςα περιοχή 

(prey) αλληλουχείται ώςτε να προςδιοριςτεί η αλληλουχία (Daniel Auerbach & Igor Stagljar, 2005) 

(εικβνα 1.4.4 Α). 

 
 

 Matrix approach 
 
΢την προςέγγιςη μήτρασ χρηςιμοποιείται μια ςυλλογή προςδιοριςμένων θηραμϊτων (preys), αντί 

για μία τυχαία ςυλλογή ανοικτών πλαιςίων ανϊγνωςησ (ORF) ή θραυςμϊτων ORF. Κϊθε θήραμα 

ειςϊγεται χωριςτϊ ςε ζυμομγκητα και τα προΰβντα μεταςχηματιςμογ τοποθετογνται ςε ειδικέσ 

πλϊκεσ. Ένα ςτέλεχοσ ζυμομγκητα που φέρει ειδικβ δβλωμα (bait) του αντίθετου τγπου ςγζευξησ 

ςτη ςυνέχεια ςυνδυϊζεται με κϊθε ςτέλεχοσ που φέρει θηρϊματα και τα προκγπτοντα διπλοειδή 

ςτελέχη αντιγρϊφονται ςε εκλεκτικβ μέςο. Εϊν ένα ςυγκεκριμένο διπλοειδέσ κγτταρο 

ζυμομγκητα μέςα ςτη ςυςτοιχία αναπτγςςεται ςε μέςο επιλογήσ, αυτβματα ςημαίνει βτι το 

θήραμϊ αλληλεπιδρϊ με το δβλωμα που βρίςκεται υπβ διερεγνηςη. ΢ε αντίθεςη με την πρώτη 

προςςέγγιςη, δεν απαιτείται απομβνωςη ή αλληλογχιςη πλαςμιδίου, καθώσ η θέςη του 

αναπτυςςβμενου διπλοειδογσ κυττϊρου είναι μοναδική για την ςυγκεκριμένη αλληλεπίδραςη 

(εικβνα 1.4.4 Β). 
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Εικόνα 1.4.4| Προςεγγίςεισ υψηλήσ απόδοςησ, για ανίχνευςη πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων που 
χρηςιμοποιούν το ςύςτημα Υ2Ηhybrid. (Α) Library screening approach:Ένα ςτέλεχοσ ζυμομγκητα που 
εκφρϊζει το Bait (υπβ μελέτη πρωτεανη) αναμειγνγεται με μια ςυλλογή ςτελεχών ζυμομγκητα που 
εκφρϊζουν τυχαία preys που έχουν προκγψει απβ cDNA  βιβλιοθήκη. Η επώαςη ςε θρεπτικβ  μέςο 

ανϊπτυξησ επιτρέπει τη ςγζευξη/yeast mating των δγο ςτελεχών και επιλέγονται τα διπλοειδή που 
εκφρϊζουν και τισ δγο πρωτεανεσ. Σα διπλοειδή μεταφέρονται έπειτα ςε εκλεκτικβ μέςο για να 
απομονωθογν εκείνοι οι κλώνοι που περιέχουν αλληλεπιδρώντεσ  πρωτεανεσ. Οι κλώνοι ζυμομυκήτων που 
εμφανίζουν ανϊπτυξη ςε εκλεκτικβ μέςο ςυλλέγονται, μεταφέρονται ςε πλϊκεσ πολλαπλών ςκευών και 
υφίςτανται επεξεργαςία για απομβνωςη πλαςμιδίου και ειςαγωγή αλληλουχίασ για την ταυτοποίηςη του 
αλληλεπιδρώντοσ θηρϊματοσ (ταυτοποίηςη των preys).(Β) Μatrix or array approach: Μια ςειρϊ απβ preys 

παραςκευϊζεται με κηλίδωςη των ζυμομυκητικών, κλώνων οι οποίοι εκφρϊζουν γνωςτϊ Preys ςε πλϊκεσ. 
Οι αποικίεσ ςυςτοιχίζονται και ςτη ςυνέχεια και ζευγαρώνονται με ένα ςτέλεχοσ ζυμομγκητα που 

εκφρϊζει το Βait (πρωτεανη υπβ μελέτη) (προςαρμοςνένη απβ Daniel Auerbach & Igor Stagljar, 2005). 
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1.5 | ΢κοπβσ Εργαςίασ 
 
΢κοπβσ τησ παρογςασ πτυχιακήσ διατριβήσ, είναι η διερεγνηςη των πρωτεΰνικών 

αλληλεπιδρϊςεων του γονιδίου Lotus SHAGGY-Like 1 (LSK1) ςτη διαδικαςία τησ φυματιογένεςησ 

ςτο φυτβ-μοντέλο Lotus japonicus μέςω ανϊλυςησ δγο υβριδίων ζυμομήκυτα (Τ2Η). Μετϊ την 

ανακϊλυψη τησ LSK1 ωσ μια κινϊςη που εμπλέκεται ςτα πρώτα ςτϊδια τησ εγκαθίδρυςησ τησ 

ςυμβιωτικήσ ςχέςησ, με αυξημένη μεταγραφική δραςτηριβτητα μετϊ την πρώτη ώρα τησ 

μβλυνςησ και την επιβεβαίωςη του ρβλου τησ  για την καταςτολή τησ φυματιογένεςησ  ςτο Lotus 

japonicus (Garagounis et al. 2018), θέλαμε να ερευνήςουμε το ςγνολο των πρωτεΰνών που αυτή 

αλληλεπιδρϊ και ςυνεργϊζεται ςτα ςηματοδοτικϊ μονοπϊτια που ενεργοποιογνται ςτην 

διαδικαςία τησ φυματιογένεςησ, μετϊ τον εμβολιαςμβ των ριζών με το ριζββιο Mesorhizobium loti, 

ςτο χρονικβ διϊςτημα τριών ωρών. 

 

Η μελέτη των αλληλεπιδρϊςεων τησ LSK1 και των υποψήφιων πρωτεΰνών  μέςω του ςυςτήματοσ 

Y2H, βαςίςτηκε ςε τρία διακριτϊ βαςικϊ ςτϊδια. Σο πρώτο ςτϊδιο ήταν η δημιουργία μίασ cDNA 

βιβλιοθήκησ απβ ιςτογσ ριζών του φυτογ L. japonicus που έχουν μολυνθεί με το M. Loti, η  οποία 

ειςήχθη ςτο ςτέλεχοσ Τ187 (MATα), με τη βοήθεια του γραμμικογ φορέα pGADT7-Rec, μέςω 

ομβλογου αναςυνδυαςμογ. Σο δεγτερο ςτϊδιο ήταν η ειςαγωγή τησ υπβ μελέτησ πρωτεανησ, LSK1, 

ςτο δεγτερο ςτέλεχοσ ζυμομγκητα Τ2ΗGold (MATa), μέςω μεταςχημαςτιςμογ, με τη βοήθεια του 

πλαςμιδιακογ φορέα pGBKT7. Σο τρίτο διακριτβ ςτϊδιο, ήταν η ανϊμειξη των δγο 

μεταςχηματιςμένων ςτελεχών ζυμομγκητα Τ187-[pGADT7-cDNAs ενθέματα βιβλιοθήκησ] x 

Y2HGold-[pGBKT7-LSK1], ώςτε να επιτευχθεί η μεταξγ τουσ ςγζευξη (yeast mating) και έτςι η 

δημιουργία διπλοειδών κυττϊρων ζυμομγκητα. Η ανϊπτυξη υγειών διπλοειδών αποικιών, ςε 

αυςτηρϊ εκλεκτικϊ μέςα, υποδεικνγει επιτυχή αλληλεπίδραςη μεταξγ τησ LSK1 και των 

υποψήφιων αλληλεπιδρώντων πρωτεΰνών του φυτογ L. japonicus μετϊ το χρονικβ διϊςτημα τριών 

ωρών απβ τη μβλυνςη με το   M.  Loti. 
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2| ΤΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 

2.1 |Δημιουργία βιβλιοθήκησ- Preys 
 

2.1.1|  Φειριςμβσ ςπβρων L. japonicus: 

 

Για να επιτευχθεί η εκβλϊςτηςη των ςπερμϊτων, ανϊ 60-70 ςπβροι L. japonicus, οικβτυπου Gifu 

B-129, τοποθετήθηκαν ςε 10 διαφορετικϊ δοχεία eppendorf των 1,5ml οι οποίοι εμβαπτίςτηκαν ςε 

πυκνβ H2SO4 για 10 λεπτϊ, υπβ ανϊδευςη. Ακολογθηςε 4-5 φορέσ έκπλυςη των ςπβρων με 1ml 

παγωμένου dH2O και έπειτα έγινε επιφανειακή απολγμανςη με προςθήκη 1 ml BUF I ( 20% 

χλωρίνη , 0,1% Tween 20). Οι ςπβροι παρέμειναν ςτο διϊλυμα χλωρίνησ για 20 λεπτϊ υπβ 

ςυνεχή, ήπια, ανϊδευςη. Έπειτα έγιναν 6-7 πλγςεισ με 1ml αποςτειρωμένου νερογ (ddH2O) και 

τελικώσ παρέμειναν για 24 ώρεσ ςτουσ 4 οC εμποτιςμένοι με 1ml ddH2O και τυλιγμένοι με 

αλουμινβχαρτο. Σην επβμενη ημέρα ακολογθηςε επίςτρωςη των ςπβρων ςε τρυβλία Petri (92 

mm x 16 mm ) με 0,8% water agar (περίπου 60-70 ςπβροι ςε κϊθε τρυβλίο). Σα τρυβλία 

ςφραγίςτηκαν με parafilm και οι ςπβροι παρέμειναν για ένα βρϊδυ ςτουσ 4οC τυλιγμένοι με 

αλουμινβχαρτο. Η διαδικαςία πραγματοποιήθηκε ςε θϊλαμο νηματικήσ ροήσ για αποφυγή 

επιμολγνςεων. Οι ςπβροι την επβμενη μέρα μεταφέρθηκαν ςε θϊλαμο ανϊπτυξησ (16h φωσ/8h 

ςκοτϊδι, 23OC) και τοποθετήθηκαν κϊθετα για 2 επιπλέον ημέρεσ. Έπειτα αφαιρέθηκε το 

αλουμινβχαρτο απβ τα τρυβλία και μετϊ απβ τρεισ ημέρεσ έγινε μεταφορϊ των αρτίβλαςτων ςε 

τετρϊγωνα τρυβλία (120 mm x 120 mm) που περιείχαν θρεπτικβ Jensen’s medium. 

 

 

2.1.2| Μβλυνςη των αρτίβλαςτων με Μ. loti και δειγματοληψία: 

 

Μετϊ το χρονικβ διϊςτημα τησ παραμονήσ των αρτίβλαςτων (7 ημέρεσ)  ςε θρεπτικβ Jensen’s 

medium, έγινε η μβλυνςη με το ριζββιο Mesorhizobium loti ςτελέχουσ R7A.  Η καλιέργεια του 

ριζοβίου είχε πρωτίςτωσ αναπτυχθεί 2 ημέρεσ πριν την μβλυνςη ςε υγρβ θρεπτικβ YMB 

(ςυνθήκεσ incubator: 28-30ΟC, 150-200 rpm). Πριν τη μβλυνςη των φυτών, η υγρή καλλιέργεια 

αραιώθηκε με αποςτειρωμένο νερβ έωσ βτου φτϊςει OD600=0.002. Έπειτα έγινε μβλυνςη των 

ριζών με την αραιωμένη καλλιέργεια εντβσ του τρυβλίου (1 ml/10 αρτίβλαςτα/1 τρυβλίο), αφογ 

πρώτα τοποθετήθηκαν αποςτειρωμένα διηθητικϊ χαρτιϊ ανϊμεςα ςτα αρτίβλαςτα και το 

θρεπτικβ. Η χρήςη των διηθητικών χαρτιών βοηθϊει ςτην καλγτερη απορρβφηςη τησ τησ υγρήσ 

καλλιέργειασ και ϊρα ςτην επιτυχή μβλυνςη των φυτών απβ το ριζββιο. 

 

Για τισ ανϊγκεσ τησ παρογςασ διπλωματικήσ εργαςίασ , μετϊ το πέρασ  τριών ωρών έπειτα απβ τη 

μβλυνςη, πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία των ριζών με τη βοήθεια λεπίδασ και λαβίδασ. 

Επαρκέσ τμήμα του ριζικογ ςυςτήματοσ κβπηκε ςε δοχεία eppendorf των 1.5ml και τοποθετήθηκε 

ςε υγρβ Ν2 για μεταφορϊ ςτουσ -8ooC, βπου αποθηκεγτηκε μέχρι τουσ μετέπειτα χειριςμογσ. 
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2.1.3|  Απομβνωςη και καθαριςμβσ RNA απβ δείγματα ριζικογ ιςτογ: 
 

Οι ρίζεσ των φυτών που είχαν αποθηκευτεί ςτουσ -800C λειοτριβήθηκαν με τη χρήςη 

αποςτειρωμένου εμββλου. Η διαδικαςία τησ λειοτρίβηςησ απαιτεί παγωμένο ιςτβ και ϊρα 

τη χρήςη υγρογ Ν2. Έπειτα ακολογθηςε η απομβνωςη του ολικογ RNA με τη χρήςη  RNA 

extraction kit (QIAGEN) με τα βήματα που προτείνονται ςτο πρωτβκολλο.Σα δείγματα 

RNA υποβλήθηκαν ςε επεξεργαςία με DNaseI (Invitrogen™) βπωσ περιγρϊφεται ςτο 

πρωτβκολλο για εξϊλειψη υπολειμματικογ DNA. 

 

 

2.1.4|  ΢γνθεςη cDNA και Long Distance PCR (LD-PCR): 
 

Η ςγνθεςη single stranded cDNA έγινε με χρήςη τησ “SMART® (Switching Mechanism at 5’ end of 

RNA Template) cDNA synthesis technology” (Zhu, Y.Y., et al., 2001). Φρηςιμοποιήθηκαν 4 μl (124 

ng/μl) ολικογ RNA καθαριςμένο με την προηγογμενη μέθοδο, ςτα οποία προςτέθηκε 1μl CDSIII 

primer (πίνακασ 1) και ακολογθηςε επώαςη ςτουσ 72 oC για 2min. Έπειτα έγινε προςθήκη 2μl 5X 

First Strand Buffer , 1μl DTT (100 Mm), 1μl dNTP Mix (10 mM), 1μl SMART MMLV Reverse 

Transcriptase (Vt=12,4 μl) και επώαςη ςτουσ 42 ΟC για 10 min. ΢τη ςυνέχεια έγινε προςθήκη 1μl 

SMART III-modified oligo (πίνακασ 1) και ακολογθηςαν διαδοχικέσ επωϊςεισ ςτουσ 42 OC για 1h 

και ςτουσ 75 OC για 10min. Σελικώσ έγινε προςθήκη 1,4 μl NαΟΗ (25 mM) και επώαςη ςτουσ 68 

OC για 30 min. Ψσ θετικβ control χρηςιμοποιήθηκε το προτεινβμενο απβ την εταιρεία Μοuse Liver 

Poly A+ RNA. Δείγματα που δεν χρηςιμοποιήθηκαν για την LD-PCR αποθηκεγτηκαν ςτουσ  -20 OC. 

 

΢τη ςυνέχεια ακολογθηςε δημιουργία double stranded cDNA χρηςιμοποιώντασ ωσ εκμαγείο 2μl ss 

cDNA που δημιουργήθηκε με την παραπϊνω διαδικαςία. ΢την αντίδραςη τησ LD-PCR 

προςτέθηκαν επίςησ 50 μl  2X Q5  NEB  Mix, 2 μl 5’ primer  (10 μΜ) και 2 μl 3’ primer (1o μΜ) 

(πίνακασ 2) , 10 μl 10X melting solution, 34 μl ddH2O (Vt=100 μl). Η αντίδραςη 

πραγματοποιήθηκε με το παρακϊτω θερμοκραςιακβ πρβγραμμα: 98oC για 30sec, έπειτα 98 oC για 

10sec,  6min+5sec ςτουσ 72οC για 24 κγκλουσ και τέλοσ 72οC για 5min. 

 

Πίνακασ 1 : Οι αλληλουχίεσ για την ςύνθεςη ss Cdna. 

Σύμβολο Αλληλουχία 

CDSIII primer 5’-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30VN-3’* 

SMART III-modified oligo** 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTATGGCCGGG-3’ 

*NOTE: N = A, G, C, or T; V = A, G, or C  

**NOTE: αλληλουχία ολιγονουκλεοτδίων που χρηςιμοποιείται απβ SMART MMLV RΣ 

 

Πίνακασ 2: Οι αλληλουχίεσ των εκκινητών ςτην LD-PCR για τη δημιουργία ds Cdna. 

Εκκινητέσ  Αλληλουχία 

5’ PCR Primer 5’-TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGG-3’ 

3’ PCR Primer 5’-GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACA-3’ 
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Ακολογθηςε επιβεβαίωςη των παραγβμενων προΰβντων έπειτα απβ την LD-PCR μέςω 

ηλεκτροφβρηςησ των δειγμϊτων ςε 1,2% πηκτή αγαρβζησ (agarose/EtBr gel)  με μϊρτυρα 

μοριακογ βϊρουσ 2-log DNA ladder τησ εταιρείασ New England Biolabs. Η διατήρηςη των 

δειγμϊτων μέχρι τον επβμενο χειριςμβ έγινε αποθήκευςη του ds cDNA ςτουσ -20ο C. 

 

2.1.5| Καθαριςμβσ του ds cDNA : 
 

΢τo παρβν ςτϊδιο έγινε καθαριςμβσ ds cDNA μέςω τησ χρήςησ ειδικών ςτηλών καθαριςμογ, 

CHROMA SPIN+TE-400 Columns, προκειμένου να απομακρυνθογν τυχβν υπολείμματα 

θραυςμϊτων ds cDNA. Θραγςματα μοριακογ βϊρουσ μικρβτερων των 200bp απομακργνθηκαν με 

τη χρήςη των ςτηλών , ςγμφωνα με το πρωτβκολλο που προτείνεται απβ την εταιρεία, Clontech 

(PT1300-1). Σο τελικβ ds cDNA ποςοτικοποιήθηκε με τη χρήςη τησ ςυςκευήσ Qubit (Invitrogen) 

ςγμφωνα με τισ οδηγίεσ του παραςκευαςτή.  

 

2.1.6| Μεταςχηματιςμβσ  του ςτελέχουσ Τ187(MAT α)– Δημιουργία Prey Strain : 
 

Για τον επιτυχή μεταςχηματιςμβ, κγτταρα ςτελέχουσ Τ187 υποβλήθηκαν ςε ειδική επεξεργαςία 

(με διϊλυμα 1.1xTE/LiAc) ώςτε να γίνουν δεκτικϊ για τον φορέα κλωνοποίηςησ pGADT7-Rec μέςω 

του προτεινβμενου πρωτοκβλλου που βρίςκεται ςτο εγχειρίδιο “ Yeastmaker Yeast 

Transformation System 2 User Manual (PT1172-1)”. Για τον επιτυχή μεταςχηματιςμβ, 600 μl 

δεκτικών κυττϊρων Y187 που μβλισ είχαν υποςτεί την επεξεργαςία, ςυμεταςχηματίςτηκαν με 20 

μl ds cDNA (ςυνολικήσ ποςβτητασ ~1,2 μg ) και 6 μl του φορέα pGADT7-Rec ( cloning vector SmaI-

linearized, 500ng/μl) ακολουθώντασ το library scale protocol του “Yeastmaker Yeast 

Transformation System 2” ώςτε να πραγματοποιηθεί ο ομβλογοσ αναςυνδυαςμβσ μεταξγ των  ds 

cDNA τμημϊτων και του φορέα κλωνοποίηςησ εντβσ των δεκτικών κυττϊρων του ςτελέχουσ Τ187. 

Ακολογθωσ έγινε επαναδιϊλυςη των κυττϊρων ςε 15 ml NaCl (0,9% w/v). 

 

Με το πέρασ τησ διαδικαςίασ του μεταςχηματιςμογ 150 μl κυττϊρων επιςτρώθηκαν ςε SD/-Leu 

αγαρ plates και αφέθηκαν να αναπτυχθογν αποικίεσ ςτουσ 300C για τισ επβμενεσ 3-4 μέρεσ. 

Σελικώσ έγινε ςυγκομιδή των κυττϊρων απβ τα τρυβλία SD/-Leu αγαρ προςθέτοντασ Freezing 

Medium (YPDA, 25% glycerol), δημιουργήθηκαν aliquots που αποθηκεγτηκαν για μελλοντική 

χρήςη ςτουσ ςτουσ -80 οC. 
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2.2|  Προετοιμαςία του ςτελέχουσ Τ2ΗGold (MAT a)- Bait Strain 

 

 2.2.1| Μεταςχηματιςμβσ του Τ2ΗGold (MAT a)-Δημιουργία Bait Strain: 
 

Για τισ ανϊγκεσ τησ παρογςασ διπλωματικήσ εργαςίασ, κγτταρα δεγτερου ςτελέχουσ ζυμομγκητα 

Τ2ΗGold (MAT a) υποβλήθηκαν ςε ειδική επεξεργαςία (με διϊλυμα 1.1xTE/LiAc) ώςτε να γίνουν 

δεκτικϊ για τον φορέα κλωνοποίηςησ pGBKT7, ο οποίοσ είχε πρωτίςτωσ ςυντηχθεί με την 

αλληλουχία του γονιδίου τησ υπβ μελέτη πρωτεανησ, LSK1. Σα βήματα που ακολουθήθηκαν για 

τον μεταςχηματιςμβ αναγρϊφονται ςτο πρωτβκολλο του “ Yeastmaker Yeast Transformation 

System 2 User Manual (PT1172-1)” ,τησ Clontech, ακολουθώντασ αυτήν τη φορϊ τον 

μεταςχηματιςμβ μικρήσ κλίμακασ (SMALL Transformation Scale).Για τον μεταςχηματιςμβ 

χρηςιμοποιήθηκαν 3,3 μl pGBKT7-LSK1 (~100 ng), εφβςον είχε προηγηθεί ποςοτικοποίηςη του 

αναςυνδυαςμένου φορέα κλωνοποίηςησ με Qubit, απβ stock γλυκερβλησ αποθηκευμένο ςτουσ -

80 οC, τα οποία αναμείχθηκαν με 50 μl δεκτικών κυττϊρων Τ2ΗGold. Καθώσ ο φορέασ pGBKT7 

φέρει το γονίδιο TRP1 , μετϊ το τέλοσ τησ διαδικαςίασ του μεταςχηματιςμογ τα κγτταρα 

επιςτρώθηκαν ςε τρυβλία με το εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο SD/-TRP με ϊγαρ. Tα κγτταρα 

αφέθηκαν να αναπτυχθογν ςε θερμοκραςία 30ΟC για 3-4 μέρεσ. 

 

 

 2.2.2|Έλεγχοσ του ςτελέχουσ Τ2ΗGold (MATa)-Bait Strain για αυτοενεργοποίηςη: 
 

Η μελέτη τησ ικανβτητασ του μεταςχηματιςμένου ςτελέχουσ Y2HGold, που φέρει το 

αναςυνδυαςμένο φορέα με τη διαδικαςία που περιγρϊφηκε παραπϊνω (Y2HGold-[pGBKT7-

LSK1]), να αυτοενεργοποιείται και να μεταγρϊφει τα γβνίδια αναφορϊσ που βρίςκονται 

καθοδικϊ, έγινε ςγμφωνα με το πρωτβκολλο βπωσ αναγρϊφεται ςτο εγχειρίδιο “Matchmaker Gold 

Yeast Two-Hybrid User Manual” τησ Clontech. Σο πρωτβκολλο αφορϊ τη δημιουργία μικρήσ 

κλίμακασ μεταςχηματιςμογ (επακριβώσ τα βήματα που αναγρϊφονται ςτην 2.2.1 παρϊγραφο). 

΢το πέρασ του μεταςχηματιςμογ οι καλλιέργειεσ των κυττϊρων υπέςτηςαν διαδοχικέσ αραιώςεισ 

(1/10 και 1/100) και 100μl απβ κϊθε αραίωςη ςτρώθηκαν ςε τρυβλία τα οποία περιείχαν 3 

διαφορετικϊ θρεπτικϊ εκλεκτικϊ μέςα: 

 Σρυβλία με SD/-TRP=SDO ( Single Dropout) 

 Σρυβλία με SD/-TRP/X-a-Gal=SDO/X (Single Dropout με προςθήκη χρωμογβνου 

υποςτρώματοσ X-a-Gal* (Cat. Nos. 630462 & 630462). 

 Σρυβλία με SD/-TRP/X-a-Gal/Αba=SDO/X/A (Single Dropout με προςθήκη χρωμογβνου 

υποςτρώματοσ X-a-Gal και του αντιβιοτικογ Aureobasidin A**(Cat Nos. 630466 & 630499) 

Οι αποικίεσ αφέθηκαν για  3-5 μέρεσ να αναπτυχθογν ςτουσ 30ο C και ςυγκρίθηκαν με τα 

control***. 

 
 

 

 

 
 

 
 

*NOTE:  working concentration=20 mg/ml 

**NOTE: working concentration=200 ng/ml 

***NOTE: Ψσ θετικβ control χρηςιμοποιήθηκαν διλποειδή κγτταρα που είχαν προκγψει έπειτα απβ το yeast mating 

Y2HGold-[pGBKT7-53] με Y187-[pGADT7-T] και ωσ αρνητικβ control χρηςιμοποιήθηκαν διλποειδή κγτταρα που 

είχαν προκγψει έπειτα απβ το yeast mating Y2HGold-[pGBKT7-Lam] με Y187-[pGADT7-T]. Η διαδικαςία 

δημιουργίασ αναγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 2.3.1. 
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2.2.3| Έλεγχοσ του ςτελέχουσ Τ2ΗGold (MAT a)- Bait Strain  για τοξικβτητα: 
 

Επιπλέον ελέγθηκε η ειςαγωγή και η έκφραςη τησ υπβ μελέτησ πρωτείνησ, LSK1, για τοξικβτητα 

ςτα κγτταρα του ςτελέχουσ που μεταςχηματίςτηκε, Τ2ΗGold. Η διαδικαςία απαιτογςε τη 

δημιουργία δεκτικών κυττϊρων Τ2ΗGold ςγμφωνα, βπωσ και προηγουμένωσ, με τη χρήςη του 

“Yeastmaker Yeast Transformation System 2 User Manual (PT1172-1)”. Ο μεταςχηματιςμβσ των 

δεκτικών κυττϊρων έγινε με τον ϊδειο φορέα κλωνοποίηςησ,[100ng απβ pGBKT7 (empty)], και τα 

αποτελέςματα του ςυγκρίθηκαν με κγτταρα που μεταςχηματίςτηκαν με τον αναςυνδυαςμένο 

φορέα κλωνοποίηςησ, (100ng απβ pGBKT7-LSK1). Εν ςυνεχεία, 100 μl απβ διαδοχικέσ αραιώςεισ 

(1/10 και 1/100) ςτρώθηκαν ςε τρυβλία με εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο SD/-Trp. Μετϊ την 

επίςτρωςη τα τρυβλία αφέθηκαν ςτουσ 30ΟC για 3-5 μέρεσ και έπειτα μελετήθηκε η ανϊπτυξή 

των αποικιών. 

 

 

2.3| Yeast Mating 

 
2.3.1| Πειρϊματα ςυζεγξεων μαρτγρων (Control matings): 
 

Για την πραγματοποίηςη των Control mating έγιναν επιπλέον μεταςχηματιςμοί ςτα δγο ςτελέχη 

Τ2ΗGold (ΜΑΣ a) και Τ187 (MAT α) ςγμφωνα με τα βήματα μεταςχηματιςμογ που αναγρϊφονται 

ςτο εγχειρίδιο “ Yeast Protocols Handbook” για τη διαδικαςία “ Small-scale LiAc Yeast 

Transformation”, τησ Clontech. ΢υγκεκριμένα ςτο ςτέλεχοσ Τ2ΗGold έγιναν δγο διακριτοί 

μεταςχηματιςμοί, ο ένασ με τη χρήςη του αναςυνδυαςμένου πλαςμιδιακογ φορέα pGBKT7-53 

(κωδικοποιεί για την Gal4 DNA-BD και την p53 ποντικογ) και ο δεγτεροσ με τη χρήςη του 

αναςυνδυαςμένου  πλαςμιδιακογ φορέα pGBKT7-Lam (κωδικοποιεί για την Gal4 DNA-BD και 

την λαμινίνη). Σο ςτέλεχοσ Τ187 υπέςτη μεταςχηματιςμβ με τον αναςυνδυαςμένο πλαςμιδιακβ 

φορέα pGADT7-T (κωδικοποιεί για την Gal4 AD και το SV40 large T-antigen). Έγινε χρήςη μικρήσ 

κλίμακασ μεταςχηματιςμογ και τα κγτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλία ςε θερμοκραςία 30οC για 3 

ημέρεσ ςε εκλεκτικϊ θρεπτικϊ μέςα για να ελεγθεί η ανϊπτυξή τουσ (πίνακασ 3). 

 

 

Πίνακασ 3: ΢τελέχη ζυμομγκητα με το είδοσ πλαςμιδιαοκγ φορέα που μεταςχηματίςτηκαν και τα θρεπτικϊ μέςα ςτα 

οποία έγινε επίςτρωςη για μελέτη ανϊπτυξησ αποικιών. 
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Έπειτα ακολογθηςε η διαδικαςία mating μικρήσ κλίμακασ (small-scale mating procedure): 
Για το θετικβ control mating ςυλλέχθηκε μία φρέςκια αποικία 2-3 mm του μεταςχηματιςμένου 

ςτελέχουσ  Τ2HGold-[pGBKT7-53], η οποία αναμείχθηκε ςε  δοχείο eppendorf των 1,5ml, με μία 

φρέςκια αποικία του μεταςχηματιςμένου ςτελέχουσ Y187-[pGADT7-T], με προςθήκη 500 μl 2X 

YPDA (240 μg/ml) και έπειτα απβ vortex ,έγινε επώαςη 20 h ςτουσ 30 ΟC ςτα 200 rpm. Αυτογςια 

διαδικαςία ακολουθήθηκε για το αρνητικβ control mating, μεταξγ των μεταςχηματιςμένων 

ςτελεχών Y2HGold-[pGBKT7-Lam] και Y187-[ pGADT7-T]. 
 

Μετϊ το πέρασ των 20h έγινε παρατήρηςη ςε  μικροςκβπιο (40x) και ακολογθηςαν τρεισ 

διαδοχικέσ αραιώςεισ (1/10, 1/100, 1/1000)  των καλλιεργειών (mated caltures). 
 

Ακολογθωσ, 100μl των αραιωμένων καλλιεργειών επιςτρώθηκαν και αφέθηκαν να αναπτυχθογν 

ςτουσ 300C, για 3-5 ημέρεσ, ςε τρυβλία που περιείχαν 4 διαφορετικϊ εκλεκτικϊ μέςα:  

 Σρυβλία με SD/-Trp=SDO ( Single Dropout) 

 Σρυβλία με SD/-Leu=SDO (Single Dropout) 

 Σρυβλία με SD/-Leu/-Trp =DDO (Douple Dropout) 

 Σρυβλία με SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp=QDO (Quadruple Dropout) 

 
2.3.2| ΢γζευξη: 

           Y2HGold-[pGBKT7-LSK1] x Y187-[pGADT7-cDNA ενθέματα βιβλιοθήκησ] 

 
Κγτταρα Y2HGold-[pGBKT7-LSK1]/Bait strain αναμείχθηκαν με κγτταρα Y187-[pGADT7-cDNA 

ενθέματα βιβλιοθήκησ]/Prey strain ώςτε να επιτευχθεί το yeast mating, ςγμφωνα με το 

πρωτβκολλο που αναγρϊφεται ςτο εγχειρίδιο τησ Clontech, “Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid 

System User Manual”. Για τισ ανϊγκεσ του πρωτοκβλλου έγινε μέτρηςη τησ πυκνβτητασ των 

κυττϊρων Y2HGold-[pGBKT7-LSK1] έπειτα απβ αραίωςη 1/100 τησ καλλιέργειασ ενώ ταυτβχρονα 

έγινε και τιτλοδβτηςη των κυττϊρων τησ βιβλιοθήκησ (Y187 [pGADT7-cDNAs ενθέματα 

βιβλιοθήκησ]). Η τιτλοδβτηςη των κυττϊρων τησ βιβλιοθήκησ έγινε ςγμφωνα με το πρωτβκολλο 

τησ Clontech, βπωσ αναγρϊφεται ςτο “Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid User Manual”. Μετϊ το 

mating η καλλιέργεια επωϊςτηκε ςτουσ 30 ΟC για 20h, με ήπια ανϊδευςη (30-50 rpm). Μετϊ απβ 

20h ακολογθηςε η παρατήρηςη τησ καλλιέργειασ ςε μικροςκβπιο (40x) και επίςτρωςη τησ 

καλλιέργειασ του mating ςε τρυβλία (200μl ανϊ τρυβλίο) που περιείχαν εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο 

DDO/X/A τα οποία επωϊςτηκαν ςτουσ 30οC για 3-5 ημέρεσ.  

 

Tαυτβχρονα για να μελετηθεί η απβδοςη του mating ςυνέβηςαν τέςςερισ διαδοχικέσ αραιώςεισ 

(1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) τησ καλλιέργειασ του maτing ,απβ τισ οποίεσ 100μl ςτρώθηκαν ςε 

τρυβλία με εκλεκτικϊ θρεπτικϊ μέςα SD/-Σrp , SD/-Leu και SD/-Leu/-Σrp, και επωϊςτηκαν ςτουσ 

30οC για 3-5 ημέρεσ. 

 

Σην διαδικαςία του yeast mating ακολογθηςε και 2η ετεροχρονιςμένη επανϊληψη. ΢την δεγτερη 

επανϊληψη η επίςτρωςη τησ καλλιέργειασ του mating έγινε ςε τρυβλία που περιείχαν  το 

εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο SD/-His/-Leu/-Trp με καναμυκίνη ( 50mg/ml). 
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3| ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 
 

3.1|  Αποτελέςματα ςγνθεςησ ds cDNA απβ ριζικογσ ιςτογσ L. japonicus: 

Αμέςωσ μετϊ το πέρασ 3h που έγινε η μβλυνςη με το Μ. loti ςε αρτίβλαςτα ηλικίασ 11 ημερών 

πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία των ριζικών ιςτών. ΢τουσ ριζικογσ ιςτογσ έγινε απομβνωςη 

του ολικογ RNA και ειδική επεξεργαςία με DNaseI (παρϊγραφοσ 2.3.1). Έπειτα τυχαία δείγματα 

επιλέχτηκαν και ηλεκροφορήθηκαν ςε 1,2% agarose 1Φ TAE gel για επιβεβαίωςη. 

 

Εικόνα 3.1.1: Ηλεκτροφόρηςη. Σα 2 δείγματα που επιλέχτηκαν και έγινε η επιβεβαίωςη απομβνωςησ και 

καθαριςμογ απβ υπολειμματικϊ τμήματα γενωμικογ DNA, έπειτα απβ απομβνωςη ολικογ RNA απβ ριζικογσ ιςτογσ. 

Απεικονίζονται οι αντίςτοιχεσ κυτοςολικέσ ριβοςωμικέσ ζώνεσ 25S και 18S (η 5S ζώνη κυτοςολικογ rRna δεν 

φαίνεται). 

 

Επακολογθηςε ςγνθεςη ss cDNA απβ τουσ ριζικογσ ιςτογσ και ενίςχυςη του δίκλωνου ds DNA μέςω 

LD-PCR με τα βήματα που αναγρϊφονται ςτην παρϊγραφο 2.1.4. Σα προΰβντα ηλεκτροφορήθηκαν 

ςε 0,8% agarose 1Φ TAE gel για επιβεβαίωςη (εικβνα 3.1.2). Σα 3 δείγματα που ηλεκτροφορήθηκαν 

δεν εμφανίζουν διακριτέσ ζώνεσ καθώσ είναι αποτέλεςμα ενίςχυςησ βλων των μεταγρϊφων του 

κυτοςολίου, καθένα απβ τα οποία περιέχει διαφορετικβ μοριακβ βϊροσ.  

 

Εικόνα 3.1.2: Ηλεκτροφόρηςη .Σα δειγμϊτα που υποβλήθηκαν ςε LD-PCR για ενίςχυςη των ds cDNA. Φρήςη 

2-Log DNA Ladder (0.1–10.0 kb) 

 

1 2 3 

3kb 

1kb 

0,5kb 

L 
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Σο gel ηλεκτροφβρηςησ ςε κϊθε ένα απβ τα τρία δείγματα έδειξε ςγνθεςη προΰβντων πολλαπλών 

μοριακών βαρών. ΢τo παρβν ςτϊδιο έγινε καθαριςμβσ ds cDNA μέςω τησ χρήςησ ειδικών ςτηλών 

καθαριςμογ, CHROMA SPIN+TE-400 Columns, προκειμένου να απομακρυνθογν τυχβν 

υπολείμματα θραυςμϊτων ds cDNA (παρϊγραφοσ 2.1.5). Θραγςματα μοριακογ βϊρουσ 

μικρβτερων των 200bp απομακργνθηκαν με τη χρήςη των ςτηλών. Έπειτα ςυλλέχθηκαν μαζί  και 

τα τρία δείγματα και έγινε ανοςοκατακρίμνηςη με CH3COONa (3M pH 4.8) και επαναδιϊλυςη με 

ιςοπροπανβλη ςε τελικβ βγκο Vt=21 μl.Σο τελικβ ds cDNA ποςοτικοποιήθηκε με τη χρήςη τησ 

ςυςκευήσ Qubit (Invitrogen):60ng/μl δηλαδή 1,2μg ds cDNA ςε ςυνολικβ βγκο 21μl. 

 

3.2| Έλεγχοσ βιβλιοθήκησ-Library Strain: 
 

΢το επβμενο ςτϊδιο η ολική ποςβτητα ds cDNA ειςήχθη ςτο ςτέλεχοσ ζυμομγκητα Τ187 μέςω 

ομβλογου αναςυνδυαςμογ, με τη διαδικαςία του μεταςχηματιςμογ, βπωσ αναγρϊφεται ςτην 

παρϊγραφο 2.1.6. Έτςι τα κγτταρα του μγκητα που προςέλαβαν τυχαία τμήματα ds cDNA (Τ187 

[pGADT7-cDNΑ ενθέματα βιβλιοθήκησ]) αποτέλεςαν το Library Strain. Κρίθηκε αναγκαία η 

αξιολβγηςη τησ βιβλιοθήκησ οπβτε ακολουθήθηκαν δγο ξεχωριςτοί τρβποι μελέτησ. 

   1) Μέτρηςη κυττϊρων με χρήςη αιμοκυτταρβμετρου: Η αραιωμένη ποςβτητα καλλιέργειασ 

(1/100),έδειξε βτι ο Μέςοσ Όροσ των κυττϊρων των τεςςϊρων τετραγώνων ήταν περίπου 203 

κγτταρα (δλδ. 203 Τ187-[pGADT7-cDNA ενθέματα βιβλιοθήκησ]). Λαμβϊνοντασ υπβψη  τον βγκο 

των τεςςϊρων γωνιακών 16αδων: 0,1 x 1 x 1 = 0,1 mm3 = 10-4 ml, υπολογίςτηκε η ςυγκέντρωςη 

τουσ: 203/10-4 ml = 203 x 104 κγτταρα /ml.Σέλοσ επειδή το δείγμα υπέςτει αραίωςη αραίωςη 

1/100, υπολογίςτηκε βτι η αρχική ςυγκέντρωςη τουσ είναι: 203 x 102 x 104 =2,03 x 108 κγτταρα 

/ml  

   2) Σιτλοδβτηςη τησ βιβλιοθήκησ, βπου έγιναν αραιώςεισ τησ ςυμπυκνωμένησ αρχικήσ 

καλλιέργειασ 1/100 και 1/10.000. Η αραίωςη 1/100 (dilution A) ςτρώθηκε ςε 2 τρυβλία SD/-Leu 

ενώ, η αραίωςη 1/10.000 ςε 10 τρυβλία SD/-Leu. Σα τρυβλία επωϊςτηκαν για 3 ημέρεσ ςτουσ 

30οC. ΢τισ παρακϊτω εικβνεσ απεικονίζονται  δγο απβ τα τρυβλία που έγινε επίςτρωςη 

αραιωμένησ καλλιέργειασ (1/10.000).Η επίςτρωςη έγινε ςε εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο SD/-Leu, 

καθώσ το Y187 καθίςταται αυξβτοφο μετϊ τον μεταςχηματιςμβ (ο pGADT7 κωδικοποιεί γονίδιο 

για παραγωγή λευκίνησ). 

 
 

 
Εικόνα 3.2.1:Αποτελέςματα τιτλοδβτηςησ βιβλιοθήκησ. Απεικονίζονται αποικίεσ 3 ημερών μεταςχηματιςμένου 

ςτελέχουσ ζυμομγκητα Τ187-[pGADT7-cDNA ενθέματα βιβλιοθήκησ]. Σο μέγεθοσ των αποικιών δγναται να 

ποικίλλει ανϊλογα με το μέγεθοσ του ενθέματοσ. 
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Όλα τα τρυβλία που είχαν το Dilution B είχαν κατϊ μέςο βρο 200 αποικίεσ το καθένα. 

Έπειτα υπολογίςτηκαν: 

 

cfu/ml =
Number of  colonies      

plating volume (ml)   × dilution factor
=

200

0,05𝑚𝑙 × 10−4
= 4 × 107 

 

Σο aliquot (1ml) τησ βιβλιοθήκησ περιέχει > 2 ×  107 αποικίεσ βπωσ ςυνιςτϊ το πρωτβκολλο. 

 

 

3.3| Έλεγχοσ αυτοενεργοποίηςησ & τοξικβτητασ τησ LSK1: 

 

Προκειμένου να ςυνεχιςτογν τα πειρϊματα του yeast mating τησ LSK1 με την cDNA βιβλιοθήκη 

έπρεπε να επιβεβαιωθεί βτι η LSK1 δεν προκαλεί αυτοενεργοποίηςη των γονιδίων αναφορϊσ 

απουςία του Τ187 [pGADT7-cDNAs ενθέματα βιβλιοθήκησ]/Prey Library. Για το λβγο αυτβ 

κγτταρα Y2HGold μεταςχηματίςτηκαν με τον φορέα pGBKT7-LSK1 και η καλλιέργεια ςτρώθηκε 

ςε τρυβλία με τα εκλεκτικϊ θρεπτικϊ μέςα SD/-Trp, SD/-Trp/X και SD/-Trp/X/A (βλέπε 

παρϊγραφο 2.2.2). 
 

Επιπλέον έπρεπε να ελεγχθεί βτι η ειςαγωγή τησ LSK1 δεν προκαλεί τοξικβτητα ςτα κγτταρα Y2H 

Gold που μεταςχηματίζονται με τον φορέα pGBKT7-LSK1. Ώςτε να δημιουργηθεί το Bait Strain 

(Y2H Gold [pGBKT7-LSK1]). Για αυτβν τον λβγο  κγτττρα  Y2H Gold μεταςχηματίςτηκαν  με τον 

φορέα pGBKT7-LSK1 και η ανϊπτυξή τουσ ςυγκρίθηκε με κγττραρα  Y2H Gold που είχαν 

μεταςχηματιςτεί  με τον ϊδειο φορέα pGBKT7-empty. Εν ςυνεχεία η καλλιέργεια ςτρώθηκε ςε 

τρυβλία SD/-Trp (βλέπε παρϊγραφο 2.2.3). 
 

Για εξοικονβμηςη χρβνου και υλικών οι δγο δοκιμέσ έγιναν παρϊλληλα και ο μεταςχηματιςμβσ 

του Y2H Gold με τον φορέα pGBKT7-LSK1 έγινε μία φορϊ. Και για τα δγο πειρϊματα ςτρώθηκαν 

αραιώςεισ 1/10 και 1/100 απβ την καλλιέργεια. Σα αποτελέςματα παρουςιϊζονται παρακϊτω: 

 

 Για τον έλεγχο τοξικβτητασ: 

 

       

 

     

Εικόνα 3.3.1: Ενδεικτικϊ αποτελέςματα ελέγχου τοξικότητασ. ΢την εικβνα α απεικονίζονται αναπτυγμένεσ αποικίεσ 

Y2HGold που μεταςχηματίςτηκαν με τον ϊδειο φορέα, ενώ ςτην εικβνα β αναπτγχθηκαν μεταςχηματιςμένεσ  αποικίεσ 

Y2HGold με τον αναςυνδυαςμένο φορέα. 
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Σα αποτελέςματα αρχικϊ δείχνουν ανϊπτυξη αποικιών ςτο εκλεκτικβ μέςο SD/-Trp εφβςον τα 

κγτταρα μετϊ τον μεταςχηματιςμβ τουσ με τον φορέα pGBKT7 καθίςτανται αυξβτροφα ςε 

θρεπτικϊ μέςα με έλλειψη τρυπτοφϊνησ. Αυτβ ςυμβαίνει γιατί ο ςυγκεκριμένοσ φορέασ φέρει 

γονίδιο που κωδικοποιεί για τρυπτοφϊνη. Επίςησ φαίνεται βτι η LSK1 δεν προκαλεί τοξικβτητα 

ςτα κγτταρα τησ ζγμησ εφβςον υπϊρχει ανϊπτυξη αποικιών ίδιου μεγέθουσ (εικβνα 3.3.1β). 
 

 Για τον έλεγχο αυτοενεργοποίηςησ: 
 

Για τισ ανϊγκεσ τησ παρογςασ εργαςτηριακήσ ϊςκηςησ χρηςιμοποιήθηκαν τέςςερα διαφορετικϊ 

γονίδια αναφορϊσ. ΢την διαδικαςία ελέγχου αυτοενεργοποίηςησ αξιοποιήθηκαν το γονίδιο 

αναφορϊσ MEL1 το οποίο κωδικοποιεί το ένζυμο α-γαλακτοςιδϊςη και το γονίδιο αναφορϊσ 

ΑUR1-C. Όταν το γονίδιο MEL1 εκφρϊζεται,  παρϊγεται η α-γαλακτοςιδϊςη η οποία διαςπϊ το 

χρωμογβνο υπβςτρωμα Φ-α-Gal βταν αυτβ έχει προςτεθεί ςτο θρεπτικβ μέςο, ενώ βταν 

εκφρϊζεται το γονίδιο ΑUR1-C, παρϊγεται το ένζυμο IPCI (Inositol Phosphoryl Ceramide 

Synthase), το οποίο προςδίδει ανθεκτικβτητα ςτο αντιβιοτικβ Aurobasidin –A. Οι καλλιέργειεσ 

επιςτρώθηκαν ςε εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο SD/-Trp/X-a-Gal/Αba (βλεπε παρϊγραφο 2.2.2). 

Παρακϊτω παρουςιϊζονται ενδεικτικϊ εικβνεσ 3 ημέρεσ μετϊ την διαδικαςία ελέγχου καθώσ 

επίςησ και εικβνα του θετικογ και αρνητικογ control για επιβεβαίωςη. Δεν παρατηρήθηκε 

ανϊπτυξη μπλε αποικιών (ωσ απβκριςη ςτο γονίδιο αναφορϊσ MEL1) αλλϊ ογτε ανϊπτυξη λευκών 

αποικιών (ωσ απβκριςη ςτο γονίδιο AUR1-C) ςτισ δγο πϊνω εικβνεσ ,γεγονβσ που επιβεβαίωςε βτι 

μετϊ απβ τον μεταςχηματιςμβ δεν ενεργοποιήθηκαν τα γονίδια αναφορϊσ. ΢τα θετικϊ control 

φϊνηκε ςυνεχήσ ανϊπτυξη μπλε αποικιών, ενώ ςτα αρνητικϊ control δεν παρατηρήθηκε 

ανϊπτυξη αποικιών. 

 
 

Εικόνα 3.3.2: Ενδεικτικϊ αποτελέςματα ελέγχου αυτοενεργοποίηςησ. Ψσ θετικϊ και αρνητικϊ control 

χρηςιμοποιήθηκαν διπλοειδή κγτταρα που προέκυψαν έπειτα control matings (Li & Fields, 1993; Iwabuchi et al., 

1993) τα οποία πραγματοποιήθηκαν ςτο εργαςτήριο και τα αποτελέςματα αναγρϊφονται παρακϊτω. 
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3.4| Αποτελέςματα ανεξϊρτητων μεταςχηματιςμών: α) Y2HGold με τουσ φορείσ 

pGBKT7-lam  &  pGBKT7-p53 και β) Y187 με τον φορέα pGADT7-T: 
 

 

 Για τα control matings ήταν απαραίτητοι οι παρακϊτω μεταςχηματιςμοί: 

 Τ2ΗGold με pGBKT7-53 

 Τ2ΗGold με pGBKT7-Lam 

 Τ187 με pGADT7-T 

      

Ψσ αρνητικϊ control χρηςιμοποιήθηκαν δεκτικϊ κγτταρα Y187 και Y2HGold χωρίσ προςθήκη 

πλαςμιδίων. Η διαδικαςία αναγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 2.3.1. και τα επιτυχή αποτελέςματα 

φαίνονται ςτισ παρακϊτω εικβνεσ: 

 

 

1) Τ2ΗGold με pGBKT7-53  Αυξβτροφοι ςε θρεπτικβ με έλλειψη τρυπτοφϊνησ. 

    
 

2)  Τ2ΗGold με pGBKT7-Lam  Αυξβτροφοι ςε θρεπτικβ με έλλειψη τρυπτοφϊνησ. 
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3)  Τ187 με pGADT7-T  Αυξβτροφοι ςε θρεπτικβ με έλλειψη λευκίνησ. 

 

 

4) Negative controls* 

 
 

 

3.5|  Αποτελέςματα ςυζεγξεων μαρτγρων (Control Matings): 
 

 

Έπειτα απβ τουσ επιτυχείσ μεταςχηματιςμογσ ακολογθηςαν τα control matings και μετϊ το πέρασ 

3 ημερών μελετήθηκε η ανϊπτυξή τουσ (βλέπε παρϊγραφο 2.3.1). 
 

Για τα SDO (SD/-Trp ή SD/-Leu), απεικονίζονται τα τρυβλία με αραίωςη 1/1000, για τα τρυβλία 

DDO (SD/-Trp/-Leu), απεικονίζονται τα τρυβλία με αραίωςη 1/100 και για τα QDO (SD/-Ade/-

His/-Trp/-Leu), απεικονίζονται τα τρυβλία με αραίωςη 1/100. Οι επιτυχείσ μεταςχηματιςμοί του 

ςτελέχουσ Y2HGold, τβςο με τον pGBKT7-53 βςο και με τον pGBKT7-lam, φαίνονται ςτα τρυβλία 

SD/-Trp, ενώ του ςτελέχουσ Y187 με τον pGADT7-t φαίνεται ςτα τρυβλία SD/-Leu. Επιπλέον η 

ανϊπτυξη αποικιών ςτα DDO τρυβλία δηλώνει την ταυτβχρονη παρουςία και των δγο πλαςμιδίων 

εντβσ των αποικιών. Η αλληλεπίδραςη μεταξγ τησ p53 και του T-antigen επιβεβαιώθηκε ςτα 

τρυβλία QDO, ενώ αποδείχτηκε η απουςία αλληλεπίδραςησ μεταξγ τησ λαμινίνησ και του T-

antigen λβγω απουςίασ αποικιών ςτα QDO τρυβλίων (δηλαδή η αδυναμία των διπλοειδών 

κυττϊρων να μεταγρϊψουν τα γονίδια αναφορϊσ και να επιβιώςουν απουςία ιςτιδίνησ και 

αδενίνησ).  

 

 

*Note: Επιμβλυνςη τρυβλίου με      

ϊλλο είδοσ μγκητα. 
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1) Αποτελέςματα επιτυχών μεταςχηματιςμών των control matings: 

 

 
 

2) a) Positive Control: Y2HGold-[pGBKT7-p53] x Y187-[pGADT7-Σantigen]  

b) Negative Control: Y2HGold-[pGBKT7-Lam] x Y187-[pGADT7-Σantigen] 

 

 

a 

b 
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Έπειτα έγινε streaking των αποικιών που εμφανίζονται ςτα DDO τρυβλία (απβ stock γλυκερβλησ) 

για το θετικβ και το αρνητικβ control ςε DDO/X/A. 

 

Παρατηρήθηκε  βτι ςτο θετικβ control εμφανίζονται πολλέσ και έντονεσ μπλε αποικίεσ ενώ ςτο 

αρνητικβ λίγεσ μπλε. Η γπαρξη μπλε αποικιών ςτο αρνητικβ control οφείλεται πιθανώσ ςτο 

γεγονβσ βτι τα κγτταρα που είναι πολγ ςυγκεντρωμένα ςε ένα ςημείο μπορογν να επιβιώςουν 

παρϊ την παρουςία του αντιβιοτικογ και να χρωματιςτογν μπλε καθώσ το X-α-gal δεν είναι και 

τβςο επιλεκτικβσ δείκτησ. Η διαφορϊ μεταξγ των δγο τρυβλίων ωσ προσ την ανϊπτυξη αποικιών, 

οδηγεί ςτο ςυμπέραςμα βτι το ςγςτημα Y2H μπορεί να ανιχνεγςει τισ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξγ 

των πρωτεΰνών. 
 

Για το θετικβ control πρέπει θεωρητικϊ να υπϊρχει ίςοσ αριθμβσ ανϊπτυξησ αποικιών παρβμοιο 

αριθμβ αποικιών ςτα DDO τρυβλία και ςτα QDO τρυβλία ωςτβςο παρατηρήθηκε μία μικρή 

απβκλιςη. Η διαφορϊ αυτή ςημειώνεται και ςτο αρχικβ πρωτβκολλο και αντιςτοιχεί ςτο ποςοςτβ 

10-20%. Για το αρνητικβ control πρέπει να εμφανίζονται αποικίεσ μβνο ςτα DDO τρυβλία γιατί 

QDO έχει έλλειψη ιςτιδίνησ και αδενίνησ που αποτελογν επίςησ γονίδια αναφορϊσ ςτην παρογςα 

μελέτη. 

 

Πίνακασ 4: Αντιπροςωπευτικβσ πίνακασ αποτελεςμϊτων που υποδεικνγει ανϊπτυξη των  μυκήτων βπωσ  

αποδείχτηκαν απβ τισ ςυζεγξεισ μαρτγρων. 
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3.6|Αποτελέςματα 1ησ επανϊληψησ mating: 

Y2HGold-[pGBKT7-LSK1] x Y187-[pGADT7-cDNAs ενθέματα βιβλιοθήκησ]  
     
Εφβςον πραγματοποιήθηκαν επιτυχώσ τα πειρϊματα ελέγχου, ςε αυτβ το ςτϊδιο τέθηκε ςε 

εφαρμογή το 1ο mating των δγο μεταςχηματιςμένων ςτελεχών ζυμομγκητα (Y2HGold-[pGBKT7-

LSK1] x Y187-[pGADT7-cDNAs ενθέματα βιβλιοθήκησ]), για να εξακριβωθογν τυχβν 

αλληλεπιδρϊςεισ μεταξγ τησ υπβ μελέτησ πρωτεανησ LSK-1 και των πρωτεΰνών ςτο L.japonicus. Σα 

βήματα που ακολουθήθηκαν αναγρϊφονται ςτην παρϊγραφο 2.3.2. 

Για να επιτευχτεί το mating πρωτίςτωσ μετρήθηκε η κυτταρική πυκνβτητα του bait strain 

(Y2HGold-[pGBKT7-LSK1]) με τη βοήθεια του αιμοκυτταρβμετρου. Σα αποτελέςματα τησ 

μέτρηςησ έδειξαν κυτταρική πυκνβτητα ίςη με 3.15 x 108>1 x 108, ςγμφωνα με το πρωτβκολλο 

ήταν ικανοποιητικϊ, οπβτε ςυνεχίςτηκε η διαδικαςία του 1ου mating. Έπειτα απβ 20h 

παρατηρήθηκε η καλλιέργεια ςτο μικροςκβπιο (40x). Ενώ η επώαςη των μυκήτων για το mating 

απαιτεί πολγ ήπια ανϊδευςη (30-50 rpm) για το χρονικβ διϊςτημα 20-24h βπωσ αναγρϊφεται και 

ςτο πρωτβκολλο, το πρώτο μιςϊωρο ησ διαδικαςίασ αφέθηκε, ςε υψηλβτερη ανϊδευςη (200rpm). 

Σο αποτέλεςμα του mating μετϊ απβ 20h επώαςησ τησ καλλιέργειασ φαίνεται ςτην εικβνα 3.6.1. 

 
Εικόνα 3.6.1: Οπτική απεικόνιςη αποτελέςματοσ του mating έπειτα από 22h. Παρατηρείται η τυπική 

μορφολογία, “Mickey Mouse” ,των ζυγωτών των μυκήτων κϊτω απβ το μικροςκβπιο (40x). 

 

Η φαινοτυπική μορφολογία “Mickey Mouse” είναι αποτέλεςμα γπαρξησ ζυγωτών κυττϊρων. 

΢υνεπώσ μετϊ το τέλοσ τησ διαδικαςίασ ακολογθηςε επίςτρωςη τησ mating καλλιέργειασ ςε 

τρυβλία που περιείχαν το εκλεκτικβ θρεπτικβ DDO/X/A, ώςτε να αναπτυχθογν κγτταρα μυκήτων 

που είχαν αφενβσ προςλϊβει και τουσ δγο πλαςμιδιακογσ φορείσ αλλϊ και αφετέρου 

αναπτγςςονταν παρουςία του αντιβιοτικογ και κατανϊλωναν το χρωμογβνο υπβςτρωμα ωσ 

αποτέλεςμα αλληλεπίδραςησ του Bait με το Prey. 
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Έπειτα απβ 5 ημέρεσ επώαςησ ςτουσ 30ΟC ςυλλέχθηκαν ςυνολικϊ 183 μεμονομένεσ αποικίεσ οι 

οποίεσ μεταφέρθηκαν ςε ένα πιο αυςτηρβ εκλεκτικβ θρεπτικβ TDO/X/A και αφέθηκαν και πϊλι 

να αναπτυχθογν ςτισ ίδιεσ ςυνθήκεσ ενώ ςυνέχιςε μεταφορϊ τουσ ςε ένα πιο αυςτηρβ θρεπτικβ 

QDO/A. 

Η μεταφορϊ των αποικιών απβ ένα θρεπτικβ μέςο ςε ένα ϊλλο πιο αυςτηρβ μέςο ανϊπτυξησ 

επιβεβαιώνει τη ςγνδεςη μεταξγ του bait και του prey. Ο λβγοσ που η αρχική καλλιέργεια 

ςτρώθηκε ςε ένα πιο ήπιο μέςο ανϊπτυξησ ήταν  για να ανιχνευτογν ακβμα και οι αςθενείσ 

αλληλεπιδρϊςεισ τησ υπβ μελέτησ πρωτεανησ, LSK1, χωρίσ να υποςτογν καταπβνηςη οι μγκητεσ. 

Ο αριθμβσ των αποικιών έπειτα απβ μεταφορϊ ςτα αυςτηρϊ εκλεκτικϊ μέςα μειώθηκε ςτισ 115. 

Η μείωςη των αποικιών βςο αυξϊνεται η αυςτηρβτητα του θρεπτικογ μέςου ανϊπτυξησ αποτελεί 

αναμενβμενο αποτέλεςμα καθώσ κατϊ αυτβν τον τρβπο οι ψευδώσ θετικέσ αλληλεπιδρϊςεισ δεν 

ευνοογνται προσ ανϊπτυξη. 

 

3.7 | Έλεγχοσ απβδοςησ τησ 1ησ επανϊληψησ του mating: 

 

Προκειμένου να εξακριβωθεί η απβδοςη του mating πραγματοποιήθηκαν τρεισ διαδοχικέσ 

αραιώςεισ τησ αρχικήσ καλλιέργειασ του mating και επίςτρωςη τουσ ςε τρία εκλεκτικϊ θρεπτικϊ 

μέςα (βλέπε παρϊγραφο 2.3.2). Παρακϊτω απεικονίζονται ενδεικτικϊ κϊποιεσ απβ τισ αραιώςεισ: 

 

1) Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ του prey library (SD/-Leu) περιοριςτικβ ςτέλεχοσ: 

 
2)  Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ του bait (SD/-Trp) : 
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3)  Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ των διπλοειδών ζυγωτών κυττϊρων (SD/-Leu/-Trp)= DDO: 

 

Η απβδοςη του mating είναι αποτέλεςμα τησ βιωςιμβτητασ των διπλοειδών κυττϊρων ςτα DDO 

τρυβλία (με αραίωςη 1/1000) προσ τη βιωςιμβτητα των κυττϊρων του limiting partner, δηλαδή 

εκείνου του μεταςχηματιςμένου ςτελέχουσ μγκητα που ανέπτυξε λιγβτερεσ αποικίεσ ςτο 

εκλεκτικβ θρεπτικβ μέςο ανϊπτυξησ (Τ2HGold ςε SD/-Leu ή του Y187 ςε SD/-Trp). Με βϊςη τα 

αποτελέςματα βπωσ απεικονίζονται και ςτισ παραπϊνω εικβνεσ το περιοριςτικβ ςτέλεχοσ 

(limiting partner) ήταν το ςτέλεχοσ Y2HGold, καθώσ ςτο τρυβλίο με τη μεγαλγτερη αραίωςη 

(1/10000) εμφϊνιςε μικρβτερο αριθμβ ανϊπτυξησ αποικιών ςυγκριτικϊ με το ςτέλεχοσ Y187 ςτο 

αντίςτοιχο τρυβλίο. Επιπροςθέτωσ για τον αριθμβ βιωςιμβτητασ των διπλοειδών κυττϊρων 

μελετϊται εκείνο το τρυβλίο DDO με αραίωςη 1/1000. Όμωσ τα αποτελέςματα του mating δεν 

εμφϊνιςαν καμία ανϊπτυξη ςτο τρυβλίο (1/1000) , παρϊ μβνο την ανϊπτυξη 2 αποικιών ςτο 

τρυβλίο με αραίωςη 1/10. Παρβλα αυτϊ οι αποικίεσ απβ τα 55 τρυβλία με εκλεκτικβ θρεπτικβ 

μέςο DDO/X/A ςυλλέχτηκαν βπωσ αναφέρθηκε παραπϊνω και καταμετρήθηκαν αν και η 

απβδοςη του mating ήταν αρκετϊ μικρή. Έπειτα πραγματοποιήθηκε και 2η επανϊληψη.   

 

3.8 | Έλεγχοσ απβδοςησ τησ 2ησ επανϊληψησ του mating: 

 

H δεγτερη επανϊληψη του mating πραγματοποιήθηκε ακριβώσ με τα ίδια βήματα που έγινε και 

η πρώτη επανϊληψη, με τη διαφορϊ βτι τα κγτταρα τησ καλλιέργειασ του mating έμειναν για 

επώαςη 24 αντί για 22h (εφβςον η φαινοτυπική μορφολογία των mickey mouse κϊτω απβ το 

μικροςκβπιο ήταν καλγτερα ορατή). Σα κγτταρα τησ καλλιέργειασ του mating ςτρώθηκαν ςε 

εκλεκτικβ μέςο ΣDO/Kan για να αναπτυχθογν (SD/-Trp/-Leu/-His με προςθήκη του 

αντιβιοτικογ καναμυκίνη για να αποφευχθογν τυχβν επιμολγνςεισ). 

Οι απαραίτητεσ επιςτρώςεισ για τον υπολογιςμβ τησ απβδοςησ έγιναν και πϊλι ςε τρυβλία SD/-

Leu, SD/-Trp, SD/-Trp/-Leu και αποτελέςματα τησ απβδοςησ φαίνονται ςτισ παρακϊτω εικβνεσ: 
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1) Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ του prey library (SD/-Leu): περιοριςτικβ ςτέλεχοσ 

 

 

2)  Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ του bait (SD/-Trp) : 

 

 

3) Για τον έλεγχο βιωςιμβτητασ των διπλοειδών ζυγωτών κυττϊρων (SD/-Leu/-Trp)= DDO: 

 

 

Ο αριθμβσ τησ απβδοςησ τησ δεγτερησ επανϊληψησ του mating ήταν μεγαλγτεροσ καθώσ υπήρξε 

ανϊπτυξη περιςςβτερων αποικιών ςτα DDO τρυβλία. Επιπλέον ςυγκρίνοντασ πϊλι τα τρυβλία 

SD/-Trp και SD/-Leu με αραίωςη 1/10000 περιοριςτικβ ςτέλεχοσ αποτέλεςε και πϊλι το ςτέλεχοσ 

Y2HGold, καθώσ εμφϊνιςε μικρβτερο αριθμβ ανϊπτυξησ αποικιών ςυγκριτικϊ με το ςτέλεχοσ 
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Y187 ςτο αντίςτοιχο τρυβλίο. ΢γμφωνα με τα παραπϊνω αποτελέςματα ο αριθμβσ αποικιών των 

διπλοειδών κυττϊρων είναι ίςοσ με 1 ςτην αρίωςη 1/1000 ςτα DDO. Έτςι υπολογίςτηκε η 

απβοδοςη ςγμφωνα με τον τγπο: 

  

Mating Efficiency =
Number of  diploids  

Number of limiting partner
𝑥 100 =

1 𝑥 10000

18 × 105
= 𝑜, 55% 

 

΢υνολικϊ ςτα 55 τρυβλία με θρεπτικβ μέςο TDO/kan ςυλλέχτηκαν 1089 αποικίεσ και μετϊ τη 

μεταφορϊ τουσ ςε ένα πιο εκλεκτικβ μέςο QDO/A καταμετρήθηκαν ςε περίπου 1000 αποικίεσ. 
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4 | ΢υμπερϊςματα – ΢υζήτηςη 

Για τη μελέτη αλληλεπίδραςησ τησ LSK1 με ϊλλεσ πρωτεανεσ πραγματοποιήθηκε η ανϊλυςη δγο 

υβριδίων ζυμομγκητα (Τ2Η). Η χρήςη του ςυςτήματοσ απαιτογςε το μεταςχηματιςμβ δγο 

διαφορετικών ςτελεχών μγκητα και έπειτα τη ςγζευξη τουσ (yeast mating). 

Για τισ ανϊγκεσ τησ παρογςασ διατριβήσ, ένα ςτέλεχοσ τγπου a, το Y2HGold μεταςχηματίςτηκε 

επιτυχώσ με τον πλαςμιδιακβ φορέα pGBKT7, ςυντηγμένο με την υπβ μελέτη πρωτεανη LSK1. 

Ακολογθηςαν πειρϊματα ελέγχου κυτταροτοξικβτητασ και αυτοενεργοποίηςησ των 

μεταςχηματιςμένων κυττϊρων με την LSK1, για να διερευνηθεί αν η μελέτη αλληλεπιδρϊςεων 

τησ LSK1 είναι εφικτή μέςω του ςυςτήματοσ Y2H. Σα πειρϊματα ελέγχου για τοξικβτητα έγιναν 

με το μεταςχηματιςμβ των κυττϊρων Y2HGold  με τον φορέα pGBKT7 ςυντηγμένο με τη LSK1, 

χρηςιμοποιώντασ ωσ control μεταςχηματιςμένα κγτταρα Y2HGold που είχαν μεταςχηματιςτεί με 

τον ϊδειο φορέα pGBKT7. Σα αποτελέςματα έδειξαν βτι η LSK1 δεν προκαλεί μεταβολέσ ςτο 

μεταβολιςμβ των μεταςχηματιςμένων κυττϊρων, καθώσ δεν επηρέαςε τη μορφολογία ογτε και 

το μέγεθοσ των κυττϊρων, πϊντα ςυγκρινβμενων με εκείνων που μεταςχηματίςτηκαν με τον 

ϊδειο φορέα. Για τον έλεγχο τησ αυτοενεργοποίηςησ τησ LSK1 διεξήχθηςαν πειρϊματα για να 

ελεγθεί αν η ειςαγωγή τησ LSK1 με το pGBKT7 (που φέρει την DNA Binding Domain του GAL4) 

είναι ικανή να ενεργοποιήςει τα γονίδια αναφορϊσ που βρίςκονται καθοδικϊ τησ αλληλουχίασ 

που δεςμεγεται ο GAL4 και η πρβςδεςή του ενεργοποιεί τη μεταγραφή τουσ. Για το λβγο αυτβ 

αξιοποιήθηκαν 2 γονίδια αναφορϊσ, AUR-C και MEL1. Η έκφραςη του AUR-C παρϊγει πρωτεανη 

που προςδίδει ςτον μγκητα ανθεκτικβτητα ςτο αντιβιοτικβ aureobasidin A, ενώ η έκφραςη του 

MEL1 παρϊγει την α-γαλακτοςιδϊςη που διαςπϊ το χρωμογβνο υπβςτρωμα X-a-gal. Έτςι, 

ακολογθηςε μεταςχηματιςμβσ του Y2HGold με τον pGBKT7-LSK1 και επίςτρωςή των κυττϊρων 

ςε τρυβλία SD/-Trp/X/A (ο pGBKT7 κωδικοποιεί γονίδιο Trp). ΢τα τρυβλία δεν παρατηρήθηκε 

ανϊπτυξη αποικιών, που ςήμαινε βτι τα κγτταρα δεν ήταν ικανϊ να αναπτυχθογν ςτο 

ςυγκεκριμένο εκλεκτικβ  θρεπτικβ μέςο και ϊρα δεν εξέφραζαν τα γονίδια αναφορϊσ. Ψσ 

αρνητικϊ και θετικϊ control για επιβεβαίωςη βτι η LSK1 δεν προκαλεί αυτοενεργοποίηςη, 

χρηςιμοποιήθηκαν τρυβλία ςτα οποία είχε γίνει επίςτρωςη διπλοειδών κυττϊρων έπειτα απβ 

ςυζεγξεισ μαρτγρων βπωσ πρβτεινε το πρωτβκολλο. 

΢ε ένα επβμενο ςτϊδιο ακολογθηςε μεταςχηματιςμβσ του δεγτερου ςτελέχουσ μγκητα Y187, 

τγπου α, με μία βιβλιοθήκη. Η βιβλιοθήκη αποτελογνταν απβ ds cDNAs που είχαν προκγψει απβ 

απομβνωςη RNAs ριζικών ιςτών αρτίβλαςτων, ηλικίασ 11 ημερών του L. Japonicus. Πρωτίςτωσ τα 

αρτίβαςτα είχαν μολυνθεί με το ριζββιο M. loti, και οι ιςτοί των ριζών ςυλλέχθηκαν έπειτα απβ 3 

ώρεσ που είχε γίνει η μβλυνςη. Η ειςαγωγή τησ ds cDNAs βιβλιοθήκησ ςτα κγτταρα του 

ςτελέχουσ Y187 έγινε μέςω ομβλογου αναςυνδυαςμογ με τη βοήθεια του πλαςμιδιακογ φορέα 

pGADT7, ο οποίοσ φέρει γονίδιο βιοςγνθεςησ λευκίνησ. Έτςι η κυτταρική πυκνβτητα μετρήθηκε 

έπειτα απβ επίςτρωςη των μεταςχηματιςμένων κυττϊρων (Y187-[pGADT7 –cDNA ενθέματα 

βιβλιοθήκησ]) ςε τρυβλία με θρεπτικβ μέςο SD/-Leu. Η μέτρηςη των αποικιών έδειξε πυκνβτητα 

κυττϊρων 4 x 107 κγτταρα/ml. 

Έπειτα διεξήχθηςαν επιτυχώσ τα πειρϊματα των ςυζεγξεων μαρτγρων (control matings) βϊςει 

βιβλιογραφίασ. Σο θετικβ control mating ήταν αποτέλεςμα ςγζευξησ Y187-[pGADT7 –Σ] x 
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Y2HGold-[pGBKT7-53] ενώ το αρνητικβ control mating αποτέλεςε η ςγζευξη Y187-[pGADT7 –Σ] 

x Y2HGold-[pGBKT7-Lam]. 

Σελικώσ, έγιναν 2 ετεροχρονιςμένεσ επαναλήψεισ του mating μεταξγ Y187-[pGADT7-cdna 

ενθέματα βιβλιοθήκησ] x Y2HGold-[pGBKT7-LSK1] για να ανιχνευτογν οι τυχβν 

αλληλεπιδρϊςεισ. Απβ την πρώτη επανϊληψη ςυλλέχθηκαν 183 αποικίεσ (χαρακτηρίςτηκε με 

μικρή απβδοςη) ενώ η δεγτερη επανϊληψη έδειξε ποςοςτβ απβδοςησ 0,55 % και ςυλλέχτηκαν 

1089 αποικίεσ. ΢ε επβμενο ςτϊδιο ακολογθηςε μεταφορϊ των αποικιών ςε αυςτηρβτερα 

εκλεκτικϊ θρεπτικϊ μέςα που θα ευνοογςε την ανϊπτυξη εκείνων των αποικιών που η LSK1 

αλληλεπιδρϊ ςίγουρα με την τυχαία πρωτεανη και ενεργοποιείται η μεταγραφή των γονιδίων 

αναφορϊσ. Έτςι η μεταφορϊ των αποικιών τησ πρώτησ επανϊληψησ απβ DDO/X/A έγινε ςε 

TDO/X/A και έπειτα ςε QDO/A. Έτςι οι επιβιώςεσ αποικίεσ μειώθηκαν ςτισ 115. Αντίςτοιχα για 

την δεγτερη επανϊληψη του mating έγινε επίςτρωςη ςε αρχικϊ τρυβλία TDO/kan και έπειτα ςε 

τρυβλία με QDO/A, που και πϊλι ο αριθμβσ των αποικιών μειώθηκε ςτισ 1000. Σο αποτέλεςμα 

των μειωμένων αποικιών που επιβιώνουν, οφείλεται ςε αρχικώσ ψευδώσ θετικέσ αποικίεσ που 

κατϊφεραν να επιβιώςουν. 

΢το πρωτβκολλο επιςημαίνεται βτι η διαδικαςία του mating, βϊςει του ςυςτήματοσ Y2H φέρει 

αποτελέςματα απβδοςησ 2-5%. Οι δγο επαναλήψεισ του mating αν και είχαν μικρβτερη απβδοςη 

απβ βτι προτείνεται ςτο πρωτβκολλο, παρβλα αυτϊ εμφϊνιςαν ανϊπτυξη αποικιών ςτα εκλεκτικϊ 

θρεπτικϊ μέςα. Η απβδοςη τησ αποτελεςματικβτητασ του mating πιθανώσ να επηρεϊςτηκε απβ 

παρϊγοντεσ βπωσ: 

1) την αναδίπλωςη που υφίςταται ςτο κυτταρικβ χώρο η υπβ μελέτη πρωτεανη, LSK1, ςτο 

ςτέλεχοσ Y2HGold, που επιλέχτηκε να μεταςχηματιςτεί. Η LSK1 είναι μία φυτική 

πρωτεανη και ένα απβ τα μειονεκτήματα τησ εφαρμογήσ του Y2H ςυςτήματοσ, είναι βτι 

δεν μπορεί να πιςτοποιηθεί η ςωςτή αναδίπλωςη αλλϊ και, η ςταθερβτητα τησ 

αναδίπλωςησ τησ LSK1 εντβσ του κυττϊρου ξενιςτή. 

2) την αρχή τησ μεθβδου του Y2H ςυςτήματοσ, η οποία βαςίζεται ςτη δημιουργία 

χιμαιρικών πρωτεΰνών, και ςυγκεκριμένα, ςτην παρογςα διπλωματική η LSK1 

ςυντήχθηκε με την περιοχή δέςμευςησ ςτο DNA του παρϊγοντα GAL4 (LSK1+BDGAL4) 

ενώ παρϊλληλα τα ενθέματα τησ cDNA βιβλιοθήκησ, καθένα απβ τα οποία ςυντήχθηκαν 

με την ενεργβ μεταγραφικϊ περιοχή του παρϊγοντα GAL4 (cDNA ενθέματα 

βιβλιοθήκησ+ADGAL4). Η ςυνθετική ςγντηξη πρωτεΰνών ςυνήθωσ δημιουργεί έναν 

πιθανβ κίνδυνο μετατροπήσ τησ φυςιολογικήσ διαρργθμιςησ των πρωτεΰνών που 

μελετώνται, γεγονβσ που ίςωσ επηρεϊζει την ενεργβτητα των πρωτεΰνών ή ακβμα και 

την ικανβτητα να αλληλεπιδρογν. 

3) την προςπϊθεια εφαρμογήσ και εξέταςησ των πρωτεΰνικών αλληλεπιδρϊςεων ςτουσ 

μγκητεσ που φυςιολογικϊ ςυμβαίνουν ςε φυτικϊ κγτταρα. Η αλλαγή του περιβϊλλοντοσ 

είναι πιθανβ να αλλϊζει τον υποκυτταρικβ εντοπιςμβ των πρωτεΰνών και ϊρα να 

επηρεϊζει το βαθμβ των αλληλεπιδρϊςεων του δημιουργεί η LSK1. Επιπλέον, αρκετέσ 

πρωτεΰνικέσ αλληλεπιδρϊςεισ εξαρτώνται απβ μετα-μεταφραςτικέσ τροποποιήςεισ που 

δεν λαμβϊνουν χώρα ςτα κγτταρα των μυκήτων, ή διαφέρουν. ΢ε αυτογ του είδουσ τισ 

τροποποιήςεισ περιλαμβϊνεται και η φωςφορυλίωςη των υποςτρωμϊτων των GSK3-like 

πρωτεΰνών, που βπωσ έχει ήδη αναφερθεί αποτελεί για πολλέσ ςημαντική προδπβθεςη 

για την επίτευξη τησ αλληλεπίδραςησ. 
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Σελικώσ, τα ςυνολικϊ αποτελέςματα υποδεικνγουν πιθανέσ αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργεί η 

LSK1 με τισ πρωτεανεσ του L. Japonicus, μέςω εφαρμογήσ του ςυςτήματοσ Y2H. Καθώσ βμωσ η 

υπβ μελέτη πρωτεανη ανήκει ςτην οικογένεια των GSK3-like κιναςών με δρϊςη κινϊςησ 

ςερίνησ/θρεονίνησ, και ο ρβλοσ τησ ακβμα δεν έχει πλήρωσ διευκρινιςτεί δεν μπορογμε να 

είμαςτε ςίγουροι για το είδοσ και το ςγνολο των αλληλεπιδρϊςεων που αυτή δημιουργεί. 

Μελλοντικϊ Πειρϊματα: 

 Κϊθε ςυζευγμένη αποικία που αναπτγςςεται ςε τριπλή ή τετραπλή επιλογή 

αντιπροςωπεγει την ςυνγπαρξη ενβσ cDNA κλώνου, το προΰβν τησ οποίασ μπορεί ν’ 

αλληλεπιδρϊςει με την LSK1, ωςτβςο διαφορετικέσ αποικίεσ μπορογν να περιέχουν τον 

ίδιο κλώνο cDNA και ϊρα πϊνω απβ μία αποικία απβ τισ αποικίεσ που ςυλλέχθηκαν να 

αντιπροςωπεγουν την ίδια αλληλεπίδραςη. Για την μοναδικβτητα των αλληλεπιδρϊςεων 

πρέπει να  ακολουθήςει PCR colony, ώςτε να εξαλειφθογν τα πολλαπλϊ αντίγραφα κϊθε 

πρωτεανησ που μπορεί ν’ αλληλεπιδρϊ με την LSK1. 

 ΢ε ένα επβμενο ςτϊδιο πρέπει να γίνει απομβνωςη των πλαςμιδίων απβ τα διπλοειδή 

κγτταρα των μυκήτων και να μεταςχηματίςουν βακτηριακϊ ςτελέχη π.χ. E.coli για να 

ακολουθήςει η απομβνωςή τουσ. 

 Είναι απαραίτητο να ακολουθήςει επιβεβαίωςη τησ αλληλεπίδραςησ μέςα ςτον μγκητα, 

οπβτε θα πρέπει να γίνει ςυν-μεταςχηματιςμβσ τησ LSK1 με το αντίςτοιχο AD/cDNA 

ένθεμα βιβλιοθήκησ ςε Y2HGold κγτταρα. 

 

 Σελικώσ, μετϊ την επιβεβαίωςη τησ αλληλεπίδραςησ τα cDNA ενθέματα θα είναι έτοιμα 

να ςταλθογν για αλληλογχιςη και ταυτοποίηςη. 
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6| ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ  
 

 Οι χϊρτεσ των πλαςμιδιακών φορέων που χρηςιμοποιήθηκαν για τον μεταςχηματιςμβ των 
ςτελεχών ζυμομγκητα.  

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
Εικόνα 6.1| Χϊρτησ περιοριοςμού και περιοχέσ κλωνοποίηςησ του pGADT7-Rec. Εμφανίζεται μια μοναδική θέςη 

περιοριςμογ (SmaI) με έντονουσ χαρακτήρεσ. Για τισ ανϊγκεσ τισ παρογςασ πτυχιακήσ χρηςιμοποιήθηκε ο γραμμικβσ 

φορέασ έπειτα απβ πέψη με το ένζυμο περιοριςμογ SmaI (Mate & Plate" -Cat. Αρ. 630490-). Η γραμμική μορφή του 

φορέα χρηςιμοποιήθηκε για τον μεταςχηματιςμβ του ςτελέχουσ 187 (ΜΑΣ α) μέςω ομβλογου αναςυνδυαςμογ. 

Διακρίνεται επίςησ η περιοχή GAL4 AD καθώσ και το γονίδιο LEU2 που κωδικοποιεί για παραγωγή λευκίνησ και 

καθιςτϊ το μεταςχηματιςμένο ςτέλεχοσ αυξβτροφο απουςία λευκίνησ ςτο θρεπτικβ μέςο ανϊπτυξησ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6.2| Χϊρτησ περιοριςμού και περιοχέσ κλωνοποίηςησ του pGBKT7. O pGBKT7 αναςυνδυϊςτηκε με την 

υπβ μελέτη πρωτεανη, LSK1, και έπειτα ειςήχθη ςτο ςτέλεχοσ Y2HGold (MAT a). Διακρίνεται η περιοχή DNA-BD του 

μεταγραφικογ παρϊγοντα GAL4 καθώσ και το γονίδιο TRP1 που κωδικοποιεί για παραγωγή τρυπτοφϊνησ και 

καθιςτϊ το μεταςχηματιςμένο ςτέλεχοσ αυξβτροφο απουςία τησ (PT3248-5 Cat. No. 630489-630443) . 
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Εικόνα 6.3| Τα αναςυνδυαςμένα πλαςμίδια που χρηςιμοποιήθηκαν για τισ ςυζεύξεισ μαρτύρων (control matings). 
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Πίνακασ 6.1 | Πληροφορίεσ ςτελεχών ζυμομυκήτων που χρηςιμοποιήθηκαν για την παρούςα πτυχιακή 

εργαςία. Οι φαινβτυποι και οι γενβτυποι των Y2HGold και Σ187. 

 

 

α Οι ανοδικέσ αλληλουχίεσ ενεργοποίηςησ  GAL1, GAL2 και MEL1 (UASs) που αναγνωρίζονται και δεςμεγονται απβ τον 
GAL4 BD. Οι μεταλλϊξεισ  trp1, his3, gal4 και gal80 είναι ελλείψεισ. Σο leu2-3, 112 είναι μια διπλή μετϊλλαξη.  

 
 
 b Σο ςτέλεχοσ Y2HGold είναι παρϊγωγο του ςτελέχουσ PJ69-2A (James et al., 1996). Απουςία GAL4, το Y2HGold δεν 

αναπτγςςεται ςε θρεπτικβ μέςο με έλλειψη αδενίνησ.  
  

 
C H ενςωμϊτωςη του γονιδίου αναφορϊσ  LacZ ςτο γονιδίωμα του ζυμομγκητα έγινε μέςω ομβλογου αναςυνδυαςμογ.  
 

 
d H ενςωμϊτωςη του γονιδίου αναφορϊσ AUR1-C ςτο γονιδίωμα του ζυμομγκητα έγινε μέςω ομβλογου 
αναςυνδυαςμογ.  

 
 

 

 

 

Πίνακασ 6.2 | Πληροφορίεσ  ςτελεχών ζυμομυκήτων που χρηςιμοποιήθηκαν για την παρούςα 

πτυχιακή εργαςία. Υαινοτυπική ανϊπτυξη μυκήτων ςε θρεπτικϊ εκλεκτικϊ μέςα. 

 

Diploid strain : Y2HGold-[pGBKT7-53]   x   Y187-[pGADT7-T].  
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