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 ΔΤΥΑΡΗΣΗΔ 

παξνύζα εξγαζία μεθίλεζε θαη νινθιεξώζεθε ζην εξγαζηήξην Βηνρεκείαο θαη 

Μνξηαθήο Βηνινγίαο Φπηώλ ηνπ ηκήκαηνο Θεηηθώλ θαη Σερλνινγηθώλ 

Δπηηζηεκώλ, ηεο ρνιήο Βηνινγίαο, ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο κε ηελ 

επηζηεκνληθή ππνζηήξημε ηνπ εξγαζηεξίνπ Βηνρεκεηαο ηεο Ηαηξηθήο ρνιήο, ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο. Απηή ηε ζηηγκή πνπ ην έξγν έρεη νινθιεξσζεί, ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ ηνλ θαζεγεηή Κξίησλ Καιαληίδε γηα ηελ επθαηξία πνπ κνπ έδσζε λα εξγαζηώ 

ζην εξγαζηήξηό ηνπ θαη λα πξνζπαζήζσ λα θέξσ ζε πέξαο έλα, όπσο απνδείρζεθε, δύζθνιν 

έξγν.  

Αλακθίβνια ζεκαληηθή ήηαλ θαη ε βνήζεηα ηνπ θαζεγεηή Κακπξάλε σηήξηνπ. 

Δπίζεο, επραξηζηώ ζεξκά ην Κοινωθελέρ Ίδπςμα Αλέξανδπορ . Χνάζηρ γηα ηε 

ρνξήγεζε ππνηξνθίαο θαηά ηα Αθαδεκαηθά έηε 2014-2016, θαζώο ε νηθνλνκηθή ελίζρπζε 

ηνπ ηδξύκαηνο κνπ επέηξεςε λα αθνζησζώ απεξίζπαζηα ζηηο ζπνπδέο κνπ. 

Δπηπξόζζεηα, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Δπηζηεκνληθή Μεηαδηδαθηνξηθή 

πλεξγάηε ηνπ εξγαζηήξηνπ Βηνρεκείαο, Γξα Codruta Ignea γηα ηελ θαζεκεξηλή θαζνδήγεζε 

θαη ππνζηήξημε πνπ κνπ παξείρε θαζ’όιε ηε δηάξθεηα ησλ πεηξακάησλ. Αθόκα ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ ηελ δηδαθηνξηθή θνηηήηξηα Αζαλαζάθνγινπ Αλαζηαζία θαη ηνλ δηδαθηνξηθό 

θνηηεηή Γεηθηάθε Λεπηέξε γηα ηελ έκπξαθηε αιιά θαη εζηθή βνήζεηα πνπ κνπ παξείραλ. 

Δπίζεο, επραξηζηώ κέζα από ηελ θαξδηά κνπ ηνλ ιαηξεκέλν κνπ αληςηό Πάκπαιε Μαλώιε 

θαη ηελ ππέξνρε θίιε κνπ Γθηληάιε Δηξήλε πνπ βξίζθνληαλ ζην πιεπξό κνπ κέρξη ηέινπο θαη 

θαη ππήξμαλ ακέηξεηεο νη θνξέο πνπ κε ώζεζαλ ζηελ νινθιήξσζε ηνπ κάζηεξ παξά ηηο 

δπζθνιίεο θαη αληημνόηεηεο πνπ εκθαλίδνληαλ. Γελ ζα έπξεπε λα μεράζσ ηελ ππέξνρε 

Μεηαδηδαθηνξηθή εξεπλήηξηα Δπαγγειία Μόξνπ, γηα ηε ζεηηθή ηεο ελέξγεηα, ηελ αγάπε θαη 

ηε βνήζεηα πνπ κνπ παξείρε ζε θάζε επθαηξία. Σέινο, αλακθίβνια πνιιά επραξηζηώ αμίδνπλ 

ζηνλ ππέξνρν άληξα κνπ θαη ηελ πνιπαγαπεκέλε κνπ κακά, πνπ κε ηελ νπζηαζηηθή βνήζεηα 

θαη ζπκπαξάζηαζε ηνπο θαηάθεξα λα νινθιεξώζσ ηηο ζπνπδέο κνπ, αλ όρη λα ηηο 

νινθιεξώζνπκε θαη νη ηξεηο καδί. 
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ΛΗΣΑ ΤΝΣΟΜΔΤΔΧΝ  
 

Πίλαθαο 1: Οη ζπληνκεύζεηο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη κέζα ζην θείκελν θαη ζηηο Εηθόλεο / Σρήκαηα 

 

Σύλη/κεζε Πιήξεο όλνκα 

IPP isopentenyl pyrophosphate 

DMAPP dimethylallyl pyrophosphate 

MVA 

pathway 
mevalonic acid pathway 

DXP 

pathway 

1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate: (DXP 

pathway 

GPP geranyl diphosphate 

FPP farnesyl diphosphate 

GGPP geranylgeranyl diphosphate 

LB Luria- Bertani medium 

YPD 

Yeast Extract Peptone Dextrose (Πιήξεο 

ζξεπηηθό κέζν θαι/γεηαο 

ζαθραξνκύθεηα) 

CM-GAL 

Complete Medium with Galactose 

(Θξεπηηθό κέζν θαι/γεηαο 

ηξνπνπνηεκέλνπ ζαθραξνκύθεηα 

εκπινπηηζκέλν κε γαιαθηόδε) 

CM-GLU 

Complete Medium with Glucose 

(Θξεπηηθό κέζν θαι/γεηαο 

ηξνπνπνηεκέλνπ ζαθραξνκύθεηα 

εκπινπηηζκέλν κε γιπθόδε) 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ  
Σα θπζηθά πξντόληα ησλ θπηώλ έρνπλ ηξαβήμεη ην ελδηαθέξνλ ηνπ αλζξώπνπ ιόγσ 

ησλ απεξηόξηζησλ ηδηνηήησλ θαη ηεο θπζηθήο ηνπο πξνέιεπζεο. Χζηόζν, δύζθνια κπνξνύλ 

λα απνκνλσζνύλ από ηα ίδηα ηα θπηά όιεο απηέο νη πνιύηηκεο ελώζεηο θαη ε εθεπξεηηθόηεηα 

ηνπ αλζξώπνπ βξήθε ιύζε ζε απηό ην πξόβιεκα κε ηελ βνήζεηα εηεξόινγσλ ζπζηεκάησλ 

παξαγσγήο ησλ ελώζεσλ απηώλ, κε θπξίαξρνπο νξγαληζκνύο ζηόρνπο ην βαθηήξην 

Escherichia coli θαη ην ζαθραξνκύθεηα Saccharomyces cerevisiae.  

Σα ηεξπέληα απνηεινύλ κία κεγάιε ππνθαηεγνξία ησλ θπζηθώλ ελώζεσλ, κε πνηθίιε 

θαη πνιύπινθε δνκή πνπ θαζηζηνύλ ην θάζε κόξην θαη ηηο ηδηόηεηεο ηνπ κνλαδηθά. Δπίθεληξν 

ηεο εξγαζία απνηέιεζαλ νη παξαθάησ ηεξπεληθέο ελώζεηο: ζθιαξεόιε, καλόιε, νμείδην ηεο 

καλόιεο θαη κηιηηξαδηέλε. 

Ζ ζθιαξεόιε απνηειεί έλα δηηεξπέλην ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη θαηά θόξνλ ζηελ 

ζύλζεζε αξσκάησλ αληηθαζηζηώληαο ην ακπάξν πνπ πξνέξρεηαη από ηηο θάιαηλεο. Ζ καλόιε 

θαίλεηαη λα έρεη εθιεθηηθή θπηηαξνηνμηθή δξάζε έλαληη ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ αιιά 

κέρξη ζηηγκήο ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ αξσκαηνπνηία θαηά ηνλ ίδην ηξόπν κε ηε ζθιαξεόιε. Σν 

νμείδην ηεο καλόιεο ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ αξσκαηνπνηία επίζεο, αιιά απνηειεί θαη 

πξόδξνκν κόξην γηα ηελ παξαγσγή θνξζθνιίλεο, ε νπνία έρεη επξεία ηαηξηθή ρξήζε κε 

θπξηόηεξε ηε βειηίσζε ιεηηνπξγίαο ηεο θαξδηάο. Ζ κηιηηξαδηέλε είλαη κηα νιεθίλε πνπ 

απνηειεί πξόδξνκν κόξην ζηελ παξαγσγή θεξνπγθηλόιεο, έλα κόξην κε αληηθιεγκνλώδε θαη 

αληηνμεηδσηηθέο ηδηόηεηεο. 

Με γλώκνλα ηηο ρξήζεηο ησλ κνξίσλ απηώλ πξαγκαηνπνηείηαη εξεπλεηηθή πξνζπάζεηα 

γηα ηελ αύμεζε ηεο εηεξόινγεο παξαγσγήο ησλ παξαπάλσ ηεξπελίσλ ζε ζαθραξνκύθεηα κε 

ηε ρξήζε κεηαιιαμηγέλεζεο θαη γελεηηθήο κεραληθήο. ηε παξνύζα εξγαζία 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κεηαζρεκαηηζκνί δηαθόξσλ ζηειερώλ δύκεο πνπ ζα κπνξνύζαλ λα 

ειεγρηνύλ κειινληηθά θάησ από δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο γηα ηελ βειηηζηνπνίεζε 

ηεο παξαγσγήο ηνπο, πξαγκαηνπνηήζεθε κεηάιιαμε δύν γνληδίσλ (CDS-Y95/CLS-Y95) κε 

ζθνπό ηελ ώζεζε ηνπ κνλνπαηηνύ πξνο ηελ θαηεύζπλζε πνπ καο ελδηαθέξεη (απμεκέλε 

παξαγσγή δηηεξπελίσλ) θαη ηέινο έγηλε κεηαθνξά ησλ γνληδίσλ CDS-Y95/CLS-

Y95/SCLS/p1326 από ηνπο πξνεγνύκελα ρξεζηκνπνηνύκελνπο θνξείο pYES θαη pHTDH ζην 

θνξέα έθθξαζεο pESC-URA κε ζθνπό ηελ επίηεπμε απμεκέλεο παξαγσγήο ησλ ελώζεσλ : 

ζθιαξεόιε, καλόιε, νμείδην ηεο καλόιεο θαη κηιηηξαδηέλε.
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ABSTRACT 

Natural products have attracted the interest of man due to their unlimited properties 

and natural origin. However, all these valuable compounds can hardly be isolated from the 

plants themselves and human ingenuity found a solution to this problem with the help of 

heterologous production systems, with dominant target organisms the bacterium Escherichia 

coli and the yeast Saccharomyces cerevisiae. 

Terpenes are a large subset of natural compounds, with diverse and complex structure 

which enables each molecule and their properties to be unique. The following compounds 

were the focus of this project: sclareol, manool, manoyl oxide and miltiradiene. 

Sclareol is a diterpene which is predominantly used in the perfume composition 

replacing ambergris from whales. Manool has shown to have selective cytotoxic activity 

against tumor cells but so far it is used in perfumery at the same way as sclareol. Manoyl 

oxide is also used in perfumery, but it is also a precursor for the production of forskolin, 

which has broad medical use, with the most important so far to be the improvement of heart 

function. Miltiradiene is an olefin that is also a precursor for the production of ferruginol, a 

molecule with anti-inflammatory and antioxidant properties. 

With reference to the multiple uses of these molecules research is carried out with the 

effort focused in increasing heterologous production of terpenes in yeast using mutagenesis 

and genetic engineering. In this work transformations of various yeast strains were carried 

out, that could be used in the future under different growing conditions to optimize 

production, a mutation of two genes (CDS-Y95 / CLS-Y95) was carried out in order to boost 

the metabolic path in the direction of interest (diterpene production) and finally there was a 

sub cloning of the genes CDS-Y95/CLS-Y95/SCLS/p1326 in expression vector pESC-URA 

from the previously used pYES and pHTDH in order to increase production of the molecules : 

sclareol, manool, manoyl oxide and miltiradiene. 
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1.1 Φπζηθά πξντόληα 

Φπζηθά πξντόληα ζεσξνύληαη νη νξγαληθέο ελώζεηο πνπ πξνέξρνληαη από ηνλ 

πξσηνγελή ή δεπηεξνγελή κεηαβνιηζκό ησλ νξγαληζκώλ. Έηζη, ηα θπζηθά πξντόληα 

ρσξίδνληαη ζε πξσηνγελείο θαη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο. Ο ξόινο ησλ πξσηνγελώλ 

κεηαβνιηηώλ ζηα θπηά είλαη μεθάζαξνο θαη πεξηιακβάλεη βαζηθέο ελώζεηο γηα ηε 

θσηνζύλζεζε, ηελ αύμεζε θαη ηελ αλάπηπμε, όπσο λνπθιενηίδηα, ακηλνμέα θαη ιηπίδηα. Οη 

δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο δελ ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηηο παξαπάλσ βαζηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ 

θπηώλ αιιά έρνπλ ηελ ηθαλόηεηα λα πξνζδίδνπλ εμειηθηηθό πιενλέθηεκα όζν αλαθνξά ηελ 

επηβίσζε ηνπ θπηνύ (Wink, 2003, Williams et al., 1989). Οη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο έρνπλ 

κία πιεζώξα από ιεηηνπξγίεο ζηε θύζε όπσο απηέο πνπ εμππεξεηνύλ ηελ άκπλα ησλ θπηώλ 

έλαληη αληαγσληζηηθώλ θπηώλ, ηώλ, κηθξνβίσλ θαη θπηνθάγσλ δώσλ θαζώο θαη ελώζεηο-

ζήκαηα γηα ηελ πξνζέιθπζε επηθνληαζηώλ ή δώσλ πνπ βνεζνύλ ζηε κεηαθνξά ησλ ζπόξσλ.  

Χο εθ ηνύηνπ, νη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο αληηπξνζσπεύνπλ πξνζαξκνζηηθά 
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ραξαθηεξηζηηθά πνπ έρνπλ ππνζηεί θπζηθή επηινγή θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εμέιημεο (Wink, 

2003). ύκθσλα κε ηε βηνζπλζεηηθή ηνπο πξνέιεπζε νη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο ησλ 

θπηώλ ρσξίδνληαη ζε ηξεηο θύξηεο θαηεγνξίεο: α) ηεξπελνεηδή, β) θιαβνλνεηδή, θαηλνιηθέο 

θαη πνιπθαηλνιηθέο ελώζεηο γ) αιθαινεηδή πνπ πεξηέρνπλ άδσην θαη ζπζηαηηθά πνπ 

πεξηέρνπλ ζείν (Crozier et al., 2006). ηε παξνύζα εξγαζία ζα αζρνιεζνύκε κε ηα 

ηεξπελνεηδή. 

1.2 Σεξπελνεηδή 

1.2.1 Γνκή θαη βηνζύλζεζε ηεξπελνεηδώλ 

Ζ εθηελέζηεξε θαηεγνξία δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ πνπ ζπληίζεληαη από ηα θπηά 

είλαη ηα ηεξπελνεηδή ή ηζνπξελνεηδή. Χζηόζν, παξόιε ηελ ηεξάζηηα ρεκηθή θαη ιεηηνπξγηθή 

πνηθηιόηεηα πνπ παξνπζηάδνπλ, όια ηα ηεξπελνεηδή πξνέξρνληαη από δύν πξόδξνκεο ελώζεηο 

: ηζνπεληελπι-ππξνθσζθνξηθό (isopentenyl pyrophosphate: IPP) θαη δηκεζπιαιιπι-

ππξνθσζθνξηθό (dimethylallyl pyrophosphate: DMAPP). Απηά ηα ηζνκεξή παξάγνληαη από 

δύν δηαθνξεηηθά κνλνπάηηα πνπ δε ζρεηίδνληαη κεηαμύ ηνπο, ην κνλνπάηη ηνπ κεβαινληθνύ 

νμέσο (mevalonic acid pathway: MVA) θαη ην κε κεβαινληθό κνλνπάηη (1-deoxy-D-xylulose-

5-phosphate: (DXP pathway).  

Δπί καθξό δηάζηεκα, ην κνλνπάηη ηνπ κεβαινληθνύ νμέσο ζεσξνύληαλ ε κνλαδηθή 

πεγή ησλ δνκηθώλ κνλάδσλ ησλ ηζνπξελνεηδώλ. ηελ πνξεία αλαθαιύθζεθε ην κε 

κεβαινληθό κνλνπάηη (DXP pathway) (Rohmer, 1999, Rohmer et al., 1996). Σν κνλνπάηη ηνπ 

κεβαινληθνύ νμέσο βξίζθεηαη θπξίσο ζηνπο επθαξησηηθνύο νξγαληζκνύο, ηα αξραία θαη 

κεξηθά βαθηήξηα ελώ ην κε κεβαινληθό κνλνπάηη ζπλαληάηαη ζηνπο πξνθαξπσηηθνύο 

νξγαληζκνύο θαη ηα πιαζηίδηα ησλ θσηνζπλζεηηθώλ νξγαληζκώλ. Καη ηα δύν κνλνπάηηα 

αξρίδνπλ από έλα θεληξηθό ελδηάκεζν κόξην άλζξαθα: ην αθεηπιν-CoA ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

κνλνπαηηνύ MVA, θαη ην ππξνζηαθπιηθό θαη ε 3-θσζθνξηθή αθπδξνγνλάζε ζηελ 

πεξίπησζε ηνπ κνλνπαηηνύ DXP (Δηθόλα 1). 
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Δηθόλα 1: Τα δύν κνλνπάηηα βηνζύλζεζεο ηωλ ηζνπξελνεηδώλ. Αξηζηεξά : Σρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ 

κνλνπαηηνύ ηνπ κεβαινληθνύ νμέωο. Δεμηά: Σρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κε κεβαινληθνύ  κνλνπαηηνύ. Καη ηα 

δύν κνλνπάηηα θαηαιήγνπλ λα παξάγνπλ θαη ηα δύν πξόδξνκα ηζνκεξή κόξηα  (IPP/DMAPP). Τν IPP θαη ην  

DMAPP κπνξνύλ ζηε ζπλέρεηα λα κεηαηξαπνύλ κέζω ηξαλζθεξαζώλ ζε  πξέλπι-ππξνθωζθαηάζεο όπωο geranyl 

diphosphate (GPP), farnesyl diphosphate (FPP), θαη geranylgeranyl diphosphate (GGPP) (Kuzuyama, 2002). 
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ην ζαθραξνκύθεηα (Saccharomyces cerevisiae) ην πξόδξνκν κόξην IPP πξνέξρεηαη 

από ηελ ζπκπύθλσζε  ηξηώλ κνξίσλ νμηθνύ άιαηνο κε ην αθέηπιν-CoA θαη ην 3-πδξνμπ-3-

κεζπιγινπηαξπι- CoA κέζσ ηεο ελδπκηθήο αλαγσγήο ζε κεβαινληθό νμύ. Ζ αιιειόκνξθε 

ηζνκεξήο κνξθή DMAPP παξάγεηαη από ηνλ ηζνκεξηζκό ηνπ IPP. ην επόκελν ζηάδην ηεο 

βηνζπλζεηηθήο δηαδξνκήο, ε GPP ζπλζάζε ζπκππθλώλεη έλα κόξην DMAPP θαη έλα κόξην 

ΗΡΡ, ε FPP ζπλζάζε ζπκππθλώλεη έλα κόξην DMAPP κε δύν κόξηα IPP δηαδνρηθά θαη ε 

GGPP ζπλζάζε ζπκππθλώλεη έλα κόξην DMAPP κε ηξία κόξηα IPP δηαδνρηθά γηα λα 

ζπλζέζεη ηηο πξόδξνκεο ηεξπεληθέο ελώζεηο GPP, FPP θαη GGPP, αληίζηνηρα (Δηθόλα 2). 

Καηά ηε δηάξθεηα απηώλ ησλ επαλαιακβαλόκελσλ ζπκππθλώζεσλ, ηα ελδηάκεζα πξελπι-

δηθσζθνξηθά κόξηα ζπλήζσο δελ απειεπζεξώλνληαη από ηα έλδπκα παξά κόλν όηαλ έρεη 

πξνθύςεη ην ηειηθό πξντόλ. 

 

Δηθόλα 2: Χεκηθή δνκή ηωλ θύξηωλ πξόδξνκωλ ηεξπεληθώλ ελώζεωλ: IPP (isopentenyl pyrophosphate), GPP 

(geranyl diphosphate), FPP (farnesyl diphosphate), and GGPP (geranylgeranyl diphosphate). 

Οη θπθινπνηήζεηο θαη αλαδηαηάμεηο όισλ απηώλ ησλ γξακκηθώλ πξόδξνκσλ ελώζεσλ 

θαηαιύνληαη πεξαηηέξσ από ηηο ζπλζάζεο ησλ ηεξπελίσλ γηα ηελ παξαγσγή ησλ 

δηαθνξεηηθώλ ζθειεηώλ άλζξαθα ησλ ηεξπελνεηδώλ. Απηνί νη ζθειεηνί άλζξαθα κπνξνύλ λα 

κεηαηξαπνύλ κέζσ πνιιαπιώλ βεκάησλ γηα λα ζρεκαηίζνπλ πην ζύλζεηεο βηνδξαζηηθέο 

ελώζεηο (Chang and Keasling, 2006b). 

1.2.2 Καηεγνξίεο ηεξπελνεηδώλ 

Σα ηεξπέληα θαηαηάζζνληαη ζε δηαθνξεηηθέο θαηεγνξίεο ζύκθσλα κε ηνλ αξηζκό ησλ 

αλζξάθσλ πνπ πεξηέρνπλ ζηνπο ζθειεηνύο ηνπο (Πίλαθαο 2). Αλάινγα κε ηνλ αξηζκό ησλ 

κνλάδσλ ηζνπξελίνπ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ θαηαζθεπή ηνπ θάζε ηεξπελίνπ, κπνξνύλ 
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λα ρσξηζηνύλ ζε εκηηεξπέληα κε κία κνλάδα ηζνπξελίνπ (C5), κνλνηεξπέληα (C10), 

ζεζθηηεξπέληα (C15) θαη δηηεξπέληα (C20). Οη ηζνπξεληθέο κνλάδεο ζπλδένληαη κεηαμύ ηνπο 

έηζη ώζηε ε αξρή ηεο κίαο κνλάδαο λα ελώλεηαη κε ην ηέινο ηεο άιιεο . Τπάξρνπλ θαη άιιεο 

θαηεγνξίεο ηεξπελίσλ όπσο ηξη (C30) θαη ηεηξαηεξπέληα (C40) πνπ δελ αθνινπζνύλ απηόλ 

ηνλ θαλόλα θαη  έηζη δύν C15 ή C20 κνλάδεο αληίζηνηρα, είλαη ζπλδεδεκέλεο έηζη ώζηε ην 

ηέινο ηεο κίαο κνλάδαο λα ελώλεηαη κε ην ηέινο ηεο άιιεο. 

Πίλαθαο 2: Καηεγνξηνπνίεζε ηωλ ηεξπελνεηδώλ κε βάζε ηνλ αξηζκό ηωλ ηζνπξελνεηδώλ νκάδωλ. 

Μονάδερ ιζοππενίων Άηομα άνθπακα Καηηγοπιοποίηζη 

1 5 Ζκηηεξπέληα 

2 10 Μνλνηεξπέληα 

3 15 εζθηηεξπέληα 

4 20 Γηηεξπέληα 

6 30 Σξηηεξπέληα 

8 40 Σεηξαηεξπέληα 

>8 >40 Πνιπηεξπέληα 

1.2.3 Γηηεξπέληα 

Σα δηηεξπέληα απαληώληαη ζε όιν ηνλ θόζκν ζε ηεξάζηηα αθζνλία πνπ θηάλεη κέρξη 

θαη ηα 5000 θπζηθά δηηεξπέληα ηα νπνία πξνέξρνληαη από ην γέξαλπι-γέξαλπι δηθσζθνξηθό 

(Busch and Kirschning, 2008). Σα δηηεξπέληα βξίζθνληαη ζπρλά ζηε ξεηίλε ησλ θσλνθόξσλ, 

ζηα μπιώδε κέξε ησλ ςπραλζώλ, ζηα ζύλζεηα θαη ζε κεξηθά είδε ηεο νηθνγέλεηαο  

Euphorbiaceae. Ζ θπηόιε, έλα αθπθιηθό δηηεξπέλην κε ζρεηηθά απιή δνκή βξίζθεηαη ζε όια 

ηα θύιια ησλ πξάζηλσλ θπηώλ κηαο θαη απνηειεί ην έλα ηξίην ηνπ κνξίνπ ηεο ρισξνθύιιεο. 

Σα δηηεξπέληα απνηεινύληαη πάληα από κόξηα κε 20 άηνκα άλζξαθα (4 κνλάδεο ηζνπξελίσλ) 

θαη ραξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ηνπο απνηεινύλ ε ζθιαξεόιε θαη ε ακπηελόιε  (Ignea et 

al., 2015b). 

Άιια παξαδείγκαηα δηηεξπελίσλ κε πςειή εκπνξηθή αμία είλαη ε ηαμόιε θαη ε 

θνξζθνιίλε σο θαξκαθεπηηθά πξντόληα θαη ε ακβξνμίλε ζηελ αξσκαηνπνηία (Zerbe et al., 

2013, Ignea et al., 2015b). 
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1.3 Υξήζεηο ηεξπελνεηδώλ 

Σα ηζνπξελνεηδή έρνπλ κειεηεζεί από ηνλ άλζξσπν θαη έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί από 

απηόλ κε πνηθίινπο ηξόπνπο. Παξνπζηάδνπλ εκπνξηθό ελδηαθέξνλ σο ρξσζηηθέο νπζίεο 

ηξνθίκσλ θαη αληηνμεηδσηηθά (θαξνηελνεηδή), σο αξώκαηα θαη εληζρπηηθά γεύζεο (ηεξπέληα), 

σο θαξκαθεπηηθά πξντόληα (νπβηθηλόλε) θαη ελώζεηο κε αληηπαξαζηηηθή θαη αληηθαξθηληθή 

ηδηόηεηα (ηαμόιε) (Lee et al., 2005). Όια ηα ηζνπξελνεηδή ζπληίζεληαη από ηελ ίδηα αξρηθή 

έλσζε πνπ νλνκάδεηαη ηζνπεληελύι- δηθσζθνξηθό (IPP). ηε δύκε, ην κνλνπάηη ηνπ 

κεβαινληθνύ νμέσο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα λα ζρεκαηηζηεί εξγνζηεξόιε (πξνβηηακίλε 

D2) ε νπνία απνηειεί έλα νπζηαζηηθό κέξνο ηεο κεκβξάλεο ησλ δπκνκπθήησλ θαζώο ηνπο 

πξνζδίδεη δηαπεξαηόηεηα θαη ξεπζηόηεηα (Veen and Lang, 2004). 

Ζ ρξήζε ησλ ηεξπελνεηδώλ γηα θαξκαθεπηηθνύο ζθνπνύο είλαη εμαηξεηηθά ειπηδνθόξα 

ζηελ επνρή καο. Παξάγσγα ηνπ ζύλζεηνπ δηηεξπελίνπ ηαμόιε είλαη κεηαμύ ησλ επξέσο 

ρξεζηκνπνηνύκελσλ θαξκάθσλ ζηε ρεκεηνζεξαπεία ηνπ θαξθίλνπ. Ζ ηαμόιε εκθαλίδεη 

ηζρπξή αληηκηησηηθή ηδηόηεηα. Σν κόξην δεζκεύεη ηα εηεξνδηκεξή ηεο ηνπκπνπιίλεο, πξνσζεί 

θαη ζηαζεξνπνηεί ηε ζπγθξόηεζε ησλ κηθξνζσιελίζθσλ θαη θαηά ζπλέπεηα κεηώλεη ην 

πνζνζηό δηαίξεζεο ησλ θαξθηληθώλ θπηηάξσλ (Schiff and Horwitz, 1980). 

Όζν αλαθνξά ηε θαξκαθεπηηθή βηνκεραλία ππάξρνπλ θαη άιια ζεκαληηθά κόξηα 

όπσο ε αξηεκηζηλίλε, έλα παξάγσγν ζεζθηηεξπελίνπ (ιαθηόλε ηεο ελδνπεξνμεηδάζεο) πνπ 

παξνπζηάδεη έληνλε αλζεινλνζηαθή δξάζε. Απηό ην κόξην εμάγεηαη από ην θπηό Artemisia 

annua έλα θνηλό θπηό ηεο Αζίαο ην νπνίν απαληάηαη θαη ζηελ βόξεηα Ακεξηθή (Ro et al., 

2006). 

Τπάξρνπλ ζαθείο ελδείμεηο όηη ηα ηεξπέληα ζα κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ  θαη 

σο πξόδξνκα κόξηα γηα ρξήζε σο βηνθαύζηκα. Παξαδείγκαηνο ράξηλ, ε πιήξσο αλεγκέλε 

κνξθή ηνπ γξακκηθνύ ηεξπελίνπ θαξλεζέλην ζα κπνξνύζε λα ρξεζηκνπνηεζεί σο 

ελαιιαθηηθό βηνζπλζεηηθό ληίδει ζηελ αγνξά (Peralta‐Yahya and Keasling, 2010).  

Παξόιν πνπ ηα θπηά παξάγνπλ θπζηθά ηεξπέληα, ε γελεηηθή κεραληθή 

κηθξννξγαληζκώλ είλαη πην βνιηθή θαη νηθνλνκηθή όηαλ πξόθεηηαη γηα κεγάιεο θιίκαθαο 

παξαγσγή θαη γηα απηό πξνηηκάηαη. 

1.4 Πεξηνξηζκνί ζηε ρξήζε ησλ θπζηθώλ πξντόλησλ  

Σα ηεξπέληα θαζώο θαη όια ηα θπζηθά πξντόληα έρνπλ κεγάιε βηνκεραληθή αμία. 

Χζηόζν ε εμαγσγή απηώλ ησλ ζπζηαηηθώλ από θπζηθέο πεγέο είλαη κε απνηειεζκαηηθή ιόγσ 
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ηνπ όηη δε δηαζέηνπκε ηα κέζα εθρύιηζεο ηθαλνπνηεηηθήο πνζόηεηαο ρσξίο ην θόζηνο λα 

γίλεηαη πεξηνξηζηηθό. ηελ πεξίπησζε απόπεηξαο εμαγσγήο κεγάιεο πνζόηεηαο από ηα ίδηα ηα 

θπηά θαινύκαζηε λα αληηκεησπίζνπκε θαη άιινπο δπζκελήο παξάγνληεο όπσο επνρηαθή 

αλάπηπμε ησλ θπηώλ ή εύξεζε ησλ θπηώλ ζε πεξηνρέο εμαηξεηηθά δπζπξόζηηεο. Έλα επηπιένλ 

πξόβιεκα πνπ πξνθύπηεη από ηελ εμαγσγή από θπζηθέο πεγέο είλαη πσο ζα κπνξνύζε ε 

εθηεηακέλε ρξήζε θάπνησλ θπηώλ λα νδεγήζεη ζε δηαηαξαρή ηνπ νηθνζπζηήκαηνο ή αθόκα 

ρεηξόηεξα ζε εμαθάληζε ησλ ίδησλ ησλ θπηώλ. Έλα παξάδεηγκα δηαηαξαρήο ηνπ 

νηθνζπζηήκαηνο έρεη ήδε παξαηεξεζεί κε ηελ εμαγσγή παθιηηαμέιεο από ην θπηό Taxus 

brevifolia. Από ηελ άιιε ε εμαγσγή άκεζα από ηα θπηά απαηηεί ρεκηθνύο δηαιύηεο όπσο ε 

κεζαλόιε ή ε αθεηόλε πνπ απνηεινύλ επηβαξπληηθνύο παξάγνληεο ζηε κόιπλζε ηνπ 

πεξηβάιινληνο (Chang and Keasling, 2006a). 

ε πεξίπησζε ρεκηθήο ζύλζεζεο έλα πξόβιεκα απνηειεί ην γεγνλόο όηη ε δνκή πνπ 

πξνζδίδεη ηε βηνινγηθή δξάζε ησλ θπζηθώλ πξντόλησλ δύζθνια αλαπαξάγεηαη κε ρεκηθό 

ηξόπν ιόγν ηεο πνιππινθόηεηαο ηεο (Bohlmann and Keeling, 2008).  

Γηα όινπο ηνπο πξναλαθεξζέληεο ιόγνπο ππάξρεη απμαλόκελν ελδηαθέξνλ γηα ηελ 

αλάπηπμε ζπζηεκάησλ παξαγσγήο πνπ εθηόο από ηελ απμεκέλε παξαγσγή ζα ζηνρεύνπλ θαη 

ζηελ ειαρηζηνπνίεζε ηεο ρξήζεο επηθίλδπλσλ νπζηώλ (Chang and Keasling, 2006a). Ζ ρξήζε 

ηεο γελεηηθήο κεραληθήο ζε κηθξννξγαληζκνύο κε ζθνπό ηελ εηεξόινγε παξαγσγή κεγάισλ 

πνζνηήησλ θπζηθώλ πξντόλησλ κέζσ απηώλ ζα κπνξνύζε λα απνηειέζεη κία θαιή 

ελαιιαθηηθή ιύζε ηόζν ζηελ αλάπηπμε αλαλεώζηκσλ ζπζηεκάησλ όζν θαη ζηε βησζηκόηεηα 

ηνπο. 

1.5  Γελεηηθή κεραληθή κηθξννξγαληζκώλ γηα ηελ παξαγσγή 

ηεξπελνεηδώλ 

Ζ γελεηηθή κεραληθή παξαγσγήο ησλ ηεξπελίσλ κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε δύν 

θαηεγνξίεο, ζε απηήλ πνπ ζηνρεύεη θπζηθνύο θνξείο παξαγσγήο, ζπλήζσο ηα θπηά, θαη ζε 

απηήλ πνπ ζηνρεύεη ζε εηεξόινγνπο θνξείο, ζπλήζσο κηθξννξγαληζκνύο. Έλα θαιά 

κειεηεκέλν παξάδεηγκα θπηνύ είλαη ε κέληα (Mentha x piperita), ζηελ νπνία έρνπλ 

πξαγκαηνπνηεζεί πεηξάκαηα κε ζηόρν ηελ αύμεζε ηεο πεξηεθηηθόηεηαο ηεο κελζόιεο (Lange 

and Croteau, 1999, Lange et al., 2000, Mahmoud and Croteau, 2003). Μία άιιε πξνζέγγηζε 

είλαη ε πξνζπάζεηα παξαγσγήο ησλ επηζπκεηώλ ηεξπελνεηδώλ κέζσ ηζηνθαιιηέξγεηαο ησλ 

θπηώλ. Χζηόζν, ε εηεξόινγε παξαγσγή ηεξπελνεηδώλ δηαθέξεη πνιύ από ηηο παξαπάλσ 
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πξνζεγγίζεηο ζην γεγνλόο όηη ν νξγαληζκόο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο θνξέαο ζε απηήλ ηελ 

πεξίπησζε παξάγεη ειάρηζην έσο θαζόινπ ην ηεξπελνεηδέο πνπ καο ελδηαθέξεη, δηαζέηνληαο 

κόλν ην βαζηθό θεληξηθό κεηαβνιηθό κνλνπάηη ηζνπξελνεηδώλ πνπ παξάγεη ζηεξόιεο ή 

θηλόλεο. Παξόιε ηελ αμηνζαύκαζηε επηηπρία παξαγσγήο αιθαινεηδώλ θαη αξηεκηζηλίλεο ε 

γελεηηθή κεραληθή εηεξόινγσλ θνξέσλ παξνπζηάδεη δπζθνιίεο ηόζν ιόγσ έιιεηςεο γλώζεο 

ζην κνλνπάηη ησλ δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ όζν θαη ζηελ θαηαλόεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ. 

Δθ πξώηεο θαίλεηαη ε γελεηηθή κεραληθή ησλ θπηώλ πην ειθπζηηθή ιόγσ ηεο ήδε 

εγθαηεζηεκέλεο παξαγσγήο ηνπ ηεξπελνεηδνύο ζηνλ νξγαληζκό θαη ηελ ακεζόηεηα ηεο 

πξνζέγγηζεο απηήο. Με κία πην πξνζεθηηθή καηηά όκσο αληηιακβαλόκαζηε όηη ε γελεηηθή 

κεραληθή εηεξόινγσλ θνξέσλ παξνπζηάδεη ζαθή πιενλεθηήκαηα, όπσο ηελ απιόηεηα ηνπ 

κεηαβνιηθνύ κνλνπαηηνύ, επθνιία γελεηηθώλ ρεηξηζκώλ, πςειήο εμέιημεο εξγαιεία γελεηηθήο 

κεραληθήο θαη ηαρύηεηαο ησλ κεηαζρεκαηηζκώλ. Δπηπιένλ, όηαλ πξόθεηηαη γηα βηνκεραληθήο 

θιίκαθαο παξαγσγή είλαη ζίγνπξα πην εθηθηή ζε θαιιηέξγεηεο ππό ειεγρόκελεο ζπλζήθεο 

παξά ρξεζηκνπνηώληαο θπηά, ησλ νπνίσλ ε αλάπηπμε εμαξηάηαη από ηελ επνρή, ηνλ θαηξό 

θαη ην θιίκα. Έλα επηπιένλ όθεινο είλαη ε ζηαζεξή παξαγσγή όιν ην ρξόλν θαη θαη’ 

επέθηαζε θαη ε ζηαζεξόηεηα ζηελ ηηκή ηνπ παξαγόκελνπ πξντόληνο (Vickers et al., 2014).  

Γηα ηελ εηεξόινγε παξαγσγή ηεξπελνεηδώλ αξρηθά πξέπεη λα θαζνξηζηεί ν 

θαηάιιεινο νξγαληζκόο. ηελ απόθαζε απηή ζεκαζία πξέπεη λα δνζεί ζηελ ηθαλόηεηα 

παξαγσγήο ηεξπελίσλ από ηνλ ίδην ηνλ νξγαληζκό, εύθνινπο γελεηηθνύο ρεηξηζκνύο, πηζαλή 

ηνμηθόηεηα ησλ ηειηθώλ πξντόλησλ ζηνλ νξγαληζκό, παξνπζία αληαγσληζκνύ αλάκεζα ζηα 

δηάθνξα παξαγόκελα ηεξπέληα θαη ε ηθαλόηεηα κεηαζρεκαηηζκνύ θαη ηξνπνπνηήζεσλ πνπ 

δηαζέηεη ν νξγαληζκόο (Vickers et al., 2014). Με βάζε ηα παξαπάλσ νη πεξηζζόηεξν 

ρξεζηκνπνηνύκελνη νξγαληζκνί γηα ηελ παξαγσγή ηεξπελίσλ είλαη ην βαθηήξην Escherichia 

coli θαη ν ζαθραξνκύθεηαο Saccharomyces cerevisiae. 

Με ηε ρξήζε κεζόδσλ κεηαβνιηθήο κεραληθήο θαη ζπλζεηηθήο βηνινγίαο είλαη εθηθηό 

ν νξγαληζκόο λα γίλεη θαηάιιεινο γηα πςειή παξαγσγή βηνκεραληθήο θιίκαθαο 

(Krivoruchko et al., 2011). Μία από ηηο επηηπρεκέλεο εθαξκνγέο ηεο ζπλζεηηθήο βηνινγίαο 

ζην πεδίν απηό απνηειεί ε γελεηηθή κεραληθή ηνπ ζαθραξνκύθεηα γηα εκπνξηθή παξαγσγή 

ελόο πξόδξνκνπ κνξίνπ γηα ην αλζεινλνζηαθό θάξκαθν αξηεκηζηλίλε.  
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1.6 Δηεξόινγε βηνζύλζεζε ηεξπελνεηδώλ ζην κηθξννξγαληζκό 

Saccharomyces cerevisiae – Πιενλεθηήκαηα 

Ο ζαθραξνκύθεηαο Saccharomyces cerevisiae είλαη πνιύ δηαδεδνκέλνο ζηε γελεηηθή 

θαη θπηηαξηθή βηνινγία θπξίσο επεηδή απνηειεί έλαλ απιό επθαξπσηηθό νξγαληζκό. Ζ δύκε 

απνηειεί έλαλ εύθνιν ζηε δηαρείξηζε θαη ζηελ θαιιηέξγεηα νξγαληζκό ν νπνίνο επέηξεςε ηελ 

αλάπηπμε ηζρπξώλ πξόηππσλ ηερληθώλ, όπσο ην ζύζηεκα δύν πβξηδίσλ θαη ηελ αλάιπζε 

ζπλζεηηθήο γελεηηθήο ζπζηνηρίαο. Αθόκα, ε δύκε δηαζέηεη έλα απιό θαη θαιά 

ραξαθηεξηζκέλν γελεηηθό ζύζηεκα θαη ηε δπλαηόηεηα ξύζκηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ  

πνπ επηηξέπνπλ άιιεο γελεηηθέο ηξνπνπνηήζεηο λα πξαγκαηνπνηεζνύλ πην εύθνια (Giaever et 

al., 2002).  

Δπηπξόζζεηα, ε δύκε είλαη νξγαληζκόο πνπ πξνηηκάηαη γηα εηεξόινγε έθθξαζε ησλ 

ελδύκσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζην βηνζπλζεηηθό κνλνπάηη ησλ ηεξπελνεηδώλ επεηδή ηα πξόδξνκα 

κόξηα ησλ ηεξπελίσλ GPP, FPP θαη GGPP παξάγνληαη θπζηθά ζηε δύκε κηαο θαη 

ζπκκεηέρνπλ ζην κεηαβνιηθό κνλνπάηη ηεο ζηεξόιεο (Chambon et al., 1991). Αθόκα ε 

δηαζεζηκόηεηα γηα νκόινγν αλαζπλδηαζκό θάλεη ηε δύκε ειθπζηηθό νξγαληζκό θαη γηα 

ζπγθεθξηκέλεο ρξσκνζσκηθέο ηξνπνπνηήζεηο γηα ηελ βειηίσζε ηεο παξαγσγήο ησλ 

ηεξπελνεηδώλ (Schuler and Werck-Reichhart, 2003).  

εκαληηθό πιενλέθηεκα ηεο δύκεο απνηειεί  επίζεο ην γεγνλόο όηη δηαζέηεη ηζρπξό 

θπηηαξηθό ηνίρσκα θαη απνηειεζκαηηθνύο κεραληζκνύο εμαγσγήο, νη νπνίνη δηεπθνιύλνπλ 

ηελ έθθξηζε ησλ ελώζεσλ θαη θάλνπλ ηα θύηηαξα πην αλζεθηηθά ζηηο παξελέξγεηεο ησλ 

παξαγόκελσλ ελώζεσλ (Latge, 2007). Σέινο, άιια ζεηηθά ραξαθηεξηζηηθά ζηνλ 

κεηαζρεκαηηζκό ηεο δύκεο απνηεινύλ νη ρακειέο απαηηήζεηο ζε ζξεπηηθά ζπζηαηηθά, ην 

ρακειό pH θαη ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο, ε πςειή αλζεθηηθόηεηα ζηελ νζκσηηθή πίεζε, ε 

απμεκέλε πξνζαξκνζηηθόηεηα θαη ε ζπκβαηόηεηα θαιιηέξγεηαο κε ηελ ησξηλή ππνδνκή. 

1.7 Γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα ζηειέρε δύκεο γηα παξαγσγή 

ηεξπελνεηδώλ 

Με ηε ρξήζε ηεο γελεηηθήο κεραληθήο ζε έλδπκα θιεηδηά ηνπ κεβαινληθνύ 

κνλνπαηηνύ έρνπκε θαηαθέξεη λα θαηαζθεπάζνπκε ζηειέρε δύκεο ηα νπνία παξάγνπλ 

κεγαιύηεξε πνζόηεηα ηεξπελνεηδώλ. Βαζηθό έλδπκν πνπ πεξηνξίδεη ην ξπζκό βηνζύλζεζεο 

ησλ ζηεξνιώλ απνηειεί ην HMG2, ην νπνίν ππόθεηληαη ζε απνηθνδόκεζε κέζσ ελόο 
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ξπζκηζηηθνύ κεραληζκνύ αλάδξαζεο. Αθόκα ην έλδπκν ERG20 ην νπνίν απνηειεί ηελ 

πξέλπι-δηθσζθνξηθή ζπλζάζε θαη νδεγεί ζηελ παξαγσγή γέξαλπι-δηθσζθνξηθνύ θαη 

θάξλεζπι- δηθσζθνξηθνύ. Δπίζεο ην έλδπκν ERG9 ην νπνίν θαηαιύεη ηε βηνζύλζεζε ηνπ 

ζθνπαιελίνπ απνκαθξύλνληαο από ην θύηηαξν ηα δύν παξαπάλσ παξαγόκελα κόξηα. Αθόκα 

ην έλδπκν IDI1 ην νπνίν ζπκκεηέρεη ζηνλ ηζνκεξηζκό ηνπ IPP ζε DMAPP. Σα παξαπάλσ 

έλδπκα ξπζκίδνληαλ ώζηε λα παξάγνληαη πεξηζζόηεξν ή ιηγόηεξν κε ηελ ρξήζε απινεηδώλ 

θαη δηπινεηδώλ ζηειερώλ δύκεο. 

1.8 θνπόο ηεο Γηπισκαηηθήο Μεηαπηπρηαθήο Δξγαζίαο 

θνπόο ηεο εξγαζίαο είλαη λα βξεζνύλ νη θαηάιιειεο ζπλζήθεο θαη λα 

θαηαζθεπαζηνύλ νη θνξείο ώζηε λα παξάγεηαη πςειή πνζόηεηα δηηεξπελίσλ από γελεηηθά 

ηξνπνπνηεκέλα ζηειέρε δύκεο. 

Απηό ζηελ παξνύζα εξγαζία πξνζπαζήζακε λα επηηεπρζεί κε ηηο παξαθάησ 

πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο: 

 Σν κεηαζρεκαηηζκό βειηηζηνπνηεκέλσλ ζηειερώλ δύκεο γηα παξαγσγή ηεξπελνεηδώλ 

(δηηεξπελίσλ). 

 Σε κεηαιιαγή ησλ πιαζκηδίσλ pYES/CDS-Y95 θαη pYES/CLS-Y95 γηα βειηηζηνπνίεζε 

παξαγσγήο δηηεξπελίσλ θαη ηελ εύξεζε ηεο απνηειεζκαηηθόηεξεο απνηθίαο κεηά ηνλ 

κεηαζρεκαηηζκό γηα πεξαηηέξσ πεηξάκαηα. 

 Σε ζύγθξηζε ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο ηνπ θνξέα pESC-URA ζε ζρέζε κε ηνπο 

πξνεγνύκελα ρξεζηκνπνηνύκελνπο θνξείο pHTDH θαη pYES ζηελ παξαγσγή ησλ 

δηηεξπελίσλ: ζθιαξεόιε, καλόιε, νμείδην ηεο καλόιεο θαη κηιηηξαδηέλε. 
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2 ΤΛΗΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΗ  

 

 «Δίκαζηε εκείο πνπ δπκώλνπκε θαη 

δελ έρνπκε ςσκί, εκείο πνπ βγάδνπκε ην 

θάξβνπλν θαη θξπώλνπκε. Δκείο πνπ δελ 

έρνπκε ηίπνηα θαη εξρόκαζηε λα πάξνπκε 

ηνλ θόζκν.»  

 Σάζνο Λεηβαδίηεο 

1922-1988 

 

 

2.1 ηειέρε Μηθξννξγαληζκώλ 

2.1.1 Βαθηεξηαθά ζηειέρε 

Σν ζηέιερνο Mach1™-T1R - E. coli είλαη ηξνπνπνηεκέλν από ην αγξίνπ ηύπνπ 

ζηέιερνο W (ATCC #9637, S. A. Waksman) θαη παξέρεη πνιύ γξεγνξόηεξν ρξόλν 

δηπιαζηαζκνύ ζε ζύγθξηζε κε άιια βαθηεξηαθά ζηειέρε πξνο θισλνπνίεζε (8 ώξεο). 

Πεξηέρεη αληίζηαζε ζην θάγν T1 θαη επηινγή κέζσ ηνπ αληηβηνηηθνύ ακπηθηιιίλε. Ο 

γελόηππνο ηνπ είλαη F- θ80 (lacZ) ΓM15 ΓlacX74 hsdR (rK-mK+) ΓrecA1398 endA1 tonA 

(Invitrogen). 

2.1.2 ηειέρε ζαθραξνκύθεηα 

ηνλ Πίλαθαο 3 παξνπζηάδνληαη ηα ζηειέρε ζαθραξνκύθεηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

αλαιπηηθά. 
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Πίλαθαο 3: Σηειέρε Saccharomyces cerevisiae πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ.  

AM94 
Mat a/α, PGal1-HMG2(K6R):: HOX2, ura3, trp1, his3, PTDH3-

HMG2(K6R)::leu2X2, ERG9/erg9 

 (Ignea et al., 

2012) 

AM205 

Mat a/alpha,PGAL1-(K6R)HMG2::HOX2,ura3,trp1,PTDH3-

HMG2(K6R)X2-::leu2 ERG9/erg9, erg20/PTDH3-

ERG20(F96C)::erg20, PTDH3-ERG20 (F96C)::FLO5 3UTR. 

Derived from AM202 

(Ignea et al., 

2015b) 

AM238 
MATα his3, ura3, trp1, rox1, dos2, yer134c, vba5, ynr063w, ygr259c  

Derived from AM233 

(Trikka et al., 

2015) 

AM240 
Mat alpha his3, ura3, trp1, rox1, dos2, yer134c, vba5, ygr259c, 

ynr063w PTDH3-ERG20 F96C::erg20 
Unpublished 

AM250 
Mat alpha his3, ura3, trp1, rox1, dos2, yer134c, vba5, ygr259c, 

ynr063w, PTDH3-CLS-ERG2- (F96C)::Ty1A 
Unpublished 

2.2  Θξεπηηθά κέζα αλάπηπμεο  

2.2.1 Θξεπηηθό κέζν θαιιηέξγεηαο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ (Luria-

Bertani medium) 

Απηό ην ζξεπηηθό κέζν είλαη θαηάιιειν γηα θαιιηέξγεηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. Γηα 

ηε παξαζθεπή ελόο ιίηξνπ απαηηείηαη δηάιπζε: 10 g bacto-tryptone (Applichem), 5 g bacto-

yeast-extract (Applichem) θαη 5 g NaCl (Applichem) ζε απηνληζκέλν λεξό. Γίλεηαη ξύζκηζε 

ηνπ pH=7 θαη αθνινπζεί απνζηείξσζε γηα 20 min ζηνπο 121ºC. Αθόκα εάλ αληί γηα πγξό 

ζξεπηηθό δηάιπκα ρξεηάδεηαη ε παξαζθεπή ζηεξενύ ππνζηξώκαηνο θαηά ηελ αλάκεημε ησλ 

παξαπάλσ ζπζηαηηθώλ πξνζηίζεληαη θαη 20 g Bacto agar (Scharlau) (Bertani, 1951). 

2.2.2 Πιήξεο ζξεπηηθό κέζν θαιιηέξγεηαο ζαθραξνκύθεηα (YPD) 

Απηό ην ζξεπηηθό κέζν ρξεζηκνπνηείηε γηα ηελ θαιιηέξγεηα αγξίνπ ηύπνπ 

ζαθραξνκύθεηα. Γηα ηε παξαζθεπή ελόο ιίηξνπ απαηηείηαη δηάιπζε: 20 g bacto-peptone 

(Sigma), 10 g bacto-yeast-extract (Applichem) θαη 20 g glucose (Applichem) ζε απηνληζκέλν 

λεξό. Γίλεηαη ξύζκηζε ηνπ pH=5.8-6.2 θαη αθνινπζεί απνζηείξσζε γηα 20 min ζηνπο 121
0
C. 

Δπίζεο εάλ αληί γηα πγξό ζξεπηηθό δηάιπκα ρξεηάδεηαη ε παξαζθεπή ζηεξενύ ππνζηξώκαηνο 

θαηά ηελ αλάκεημε ησλ παξαπάλσ ζπζηαηηθώλ πξνζηίζεληαη θαη 20 g Bacto agar (Scharlau) 
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(Sherman, 2002). 

2.2.3 Θξεπηηθό κέζν θαιιηέξγεηαο ζαθραξνκύθεηα γηα επηινγή (CM) 

Γηα ηελ επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ ζαθραξνκύθεηα 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαηάιιειν πξσηόθνιιν επηινγήο κε βάζε ηελ απμνηξνθία πνπ παξνπζίαδε 

ην θάζε ζηέιερνο. Απηό ζήκαηλε όηη ηα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό κέζν πνπ ηνπ 

έιεηπε έλα ή πεξηζζόηεξα ακηλνμέα απαξαίηεηα γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ ζαθραξνκύθεηα (π.ρ. 

νπξαθίιε, URA ή νπξαθίιε θαη ηζηηδίλε καδί, URA+HIS). Έηζη κόλν ηα θύηηαξα πνπ είραλ 

κεηαζρεκαηηζηεί κε ην/α πιαζκίδην/α πνπ έθεξαλ ην/α γνλίδην/α πνπ ζπκπιήξσλε ηηο 

αληίζηνηρεο κεηαιιαγέο απμνηξνθίαο ήηαλ ζε ζέζε λα αλαπηπρζνύλ ζην ζπγθεθξηκέλν 

ζξεπηηθό κέζν. Ζ ζύζηαζε ηνπ ζξεπηηθνύ κέζνπ ήηαλ 6.7 g/L yeast nitrogen base without 

aminoacids (US Biological), 20 g/L glucose (Applichem) θαη 1,3 g/L dropout powder 

(Sigma).  Έγηλε ξύζκηζε ηνπ pH=5.8-6.2 ζε όια ηα ζηεξεά ζξεπηηθά κέζα. Σέινο, αλάινγα κε 

ην εάλ ε πεγή πδαηάλζξαθα ήηαλ γιπθόδε ή ελαιιαθηηθά γαιαθηόδε 20 g/L (Applichem) θαη 

ξαθηλόδε 10 g/L (US Biological), αληίζηνηρα θαηαζηέιιεηαη ή επάγεηαη ε έθθξαζε ησλ 

πεξηερνκέλσλ ζην πιαζκίδην γνληδίσλ ηα νπνία έρνπλ ζπληερζεί κε ηνλ ππνθηλεηή GAL. 

Δπίζεο ρξεζηκνπνηήζεθε Bacto-agar ηεο εηαηξείαο Scharlau γηα ηελ παξαζθεπή ζηεξενύ 

ζξεπηηθνύ κέζνπ (20 g/L). (Sherman, 2002). 

2.3 ηνθ γιπθεξόιεο 

Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηόζν ησλ βαθηεξηαθώλ ζηνθ γιπθεξόιεο όζν  θαη ηνπ 

ζαθραξνκύθεηα ρξεζηκνπνηήζεθε θνξεζκέλε θαιιηέξγεηα κηθξννξγαληζκώλ θαη 50% 

απνζηεηξσκέλν δηάιπκα γιπθεξόιεο (Sigma) ζε αλαινγία 1:1. Σα δείγκαηα ζηε ζπλέρεηα 

απνζεθεύηεθαλ ζηνπο -80ºC γηα καθξνρξόληα δηαηήξεζε ηνπο.  

2.4 Αληηβηνηηθά 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ ηα παξαθάησ αληηβηνηηθά. 

 Ακπηθηιιίλε, άιαο λαηξίνπ (100 mg/ml) (Sigma). Παξαζθεπάδεηαη ζηνθ δηάιπκα 

ζπγθέληξσζεο 100 mg/ml κε απηνληζκέλν λεξό, απνζηεηξώλεηαη κε κεκβξάλε 

θίιηξνπ 0.22 κm  θαη απνζεθεύεηαη ζηνπο  – 20ºC σο δείγκαηα ηνπ 1 ml. 

 Καλακπθίλε, ζετθό άιαο (100 mg/ml) (Applichem). Παξαζθεπάδεηαη ζηνθ δηάιπκα 

ζπγθέληξσζεο 100 mg/ml κε απηνληζκέλν λεξό, απνζηεηξώλεηαη κε κεκβξάλε 
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θίιηξνπ 0.22 κm  θαη απνζεθεύεηαη ζηνπο  – 20º C σο δείγκαηα ηνπ 1 ml. 

2.5 Πιαζκηδηαθνί θνξείο 

ηε δηάξθεηα ησλ πεηξακάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξαθάησ πιαζκηδηαθνί θνξείο 

όπσο παξνπζηάδνληαη αλαιπηηθά ζηνλ πίλαθα 4. 

Πίλαθαο 4: Παξνπζίαζε ηωλ πιαζκηδηαθώλ θνξέωλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

Πλαζμίδια Βαζικά σαπακηηπιζηικά 

pCRII-

TOPO 

 

Μέγεζνο 3973 kb, Πεξηέρεη : πεξηνρή θισλνπνίεζεο, εθθηλεηέο T7 γηα κεηαγξαθή RNA θαη αιιεινύρηζε, 

εκπξόζζηα θαη αληίζηξνθε ζέζε εθθηλεηώλ Μ13 γηα αιιεινύρηζε, origin F1 θαη αληίζηαζε ζηελ 

θαλακπθίλε. 

pYES2 

Παξέρεη θπζηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζην S. cerevisiae θαη Πεξηέρεη ην γνλίδην URA3 γηα ηελ επηινγή 

ζε δπκνκύθεηεο, 2 micron origin  γηα ηε ζπληήξεζε πςεινύ αξηζκνύ αληηγξάθσλ θαη ηνλ επαγόκελν 

ππνθηλεηή GAL 1. 

pHTDH3 Πεξηέρεη ππνθηλεηή TDH3 θαη δηαζέηεη απμνηξνθία ζηελ ηζηηδίλε. 

pUTDH3  Πεξηέρεη ππνθηλεηή TDH3 θαη δηαζέηεη απμνηξνθία ζηελ νπξαθίιε . 

pWTDH3 Πεξηέρεη ππνθηλεηή TDH3 θαη δηαζέηεη απμνηξνθία ζηελ ηξππηνθάλε. 

PYX143 
Φνξέαο ρακεινύ αξηζκνύ αληηγξάθσλ (ARS / CEN, LEU2) πνπ εθθξάδεη ηα γνλίδηα ππό ηνλ έιεγρν ηνπ 

δνκηθνύ ππνθηλεηή ΣΡΗ. 

pESC-

URA 

Μέγεζνο 6,6 kb. Απνηειεί επηζσκηθό πιαζκίδην δύκεο πνπ ζηεξίδεηαη ζην βαζηθό θνξκό ηνπ θνξέα 

pBluescript II SΚ
+
 (Agilent 2012).: Πεξηέρεη: γνλίδην πνπ αθνξά ηελ αξρή αληηγξαθήο ηνπ πιαζκηδίνπ 

pUC θαη ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιιίλε πνπ επηηξέπνπλ ηελ αληηγξαθή θαη ηελ επηινγή ζε 

ζηειέρε E coli πνπ πεξηέρνπλ ην θνξέα, γνλίδην  πνπ επηηξέπεη ηελ απηόλνκε αληηγξαθή ηνπ ζε 

ζαθραξνκύθεηα ζε πνιιαπιά αληίγξαθα, γνλίδην πνπ ζπκπιεξώλεη κεηαιιαγέο απμνηξνθίαο ηνπ 

ζηειέρνπο (URA3) γηα ηελ επηινγή ζε CM ζξεπηηθό κέζν πνπ απνπζηάδεη ε νπξαθίιε, ηελ θαζέηα 

έθθξαζεο ε νπνία πεξηέρεη ηηο αιιεινπρίεο ησλ ππνθηλεηώλ GAL1 θαη GAL10 ηνπ S. cerevisiae, Γύν 

πεξηνρέο θισλνπνίεζεο, κία αιιεινπρία ηεξκαηηζκνύ ηεο κεηαγξαθήο θαζνδηθά ηνπ θάζε ππνθηλεηή (2-

micron ori, URA3, f1 ori, T ADH1, MCS1/FLAG, p GAL10, p GAL1, MCS2/myc, T CYC1, pUC ori, 

ampicillin). 

 

2.6 Έλδπκα 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηάθνξα έλδπκα 

πνπ γηα κεγαιύηεξε επθνιία έρνπλ νκαδνπνηεζεί ζε πεξηνξηζηηθά έλδπκα θαη κε πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα όπσο θαίλεηαη παξαθάησ. 
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2.6.1 Πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ ηα εμήο πεξηνξηζηηθά έλδπκα (Δηαηξεία NEB) : EcoRІ, HindШ, 

XhoI, SalI, BglIII, BamHI, NotI, MfeI. 

2.6.2 Άιια έλδπκα 

Έγηλε επίζεο ρξήζε ησλ ελδύκσλ : RNase A (Applichem) θαη phusion high-fidelity 

DNA polymerase (NEB), Taq polymerase (Bioline). 

2.7 Πξσηόθνιια πιαζκηδηαθήο θισλνπνίεζεο κε ηε ρξήζε 

πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ (Τπνθισλνπνίεζε) 

2.7.1 Απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA κε αιθαιηθή ιύζε κε SDS 

από απνηθία βαθηεξίσλ (Miniprep) 

Δκβνιηάζηεθε κνλαδηαία απνηθία κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ E.coli κε ην 

επηζπκεηό πιαζκίδην ζε 5 ml ζξεπηηθό πιηθό (LB) κε ην θαηάιιειν αληηβηνηηθό (ζπλήζσο 

ακπηθηιιίλε αιιά θαη θαλακπθίλε). Δπώαζε ζηνπο 37
ν
C γηα κία λύρηα κε έληνλε κεραληθή 

αλάδεπζε. Αθνινύζεζε κεηαθνξά 4 ml θάζε θαιιηέξγεηαο ζε ζσιήλεο ηύπνπ eppendorf θαη 

θπγνθέληξεζε γηα 3 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε ηαρύηεηα 13.000 rpm γηα ηελ 

θαζίδεζε ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. Αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν πγξό θαη επαλαησξήζεθε 

ην βαθηεξηαθό ίδεκα ζε 250 κl παγσκέλνπ δηαιύκαηνο Ρ1 (πεξηέρεη Rnase A ζε 

πεξηεθηηθόηεηα 100 κg/ml γηα απνκάθξπλζε ηνπ RNA) κε έληνλε κεραληθή αλάδεπζε 

(vortex). Πξνζηέζεθαλ 250 κl θξέζθνπ δηαιύκαηνο P2 (0,2N NaOH, 1% SDS) ζην 

βαθηεξηαθό ελαηώξεκα, αλαθηλήζεθε 5 θνξέο θαη ηνπνζεηήζεθε γηα 5 min γηα αιθαιηθή 

ιύζε ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ. ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 350 κl όμηλνπ δηαιύκαηνο Ν3 

(5M potassium acetate, glacial acetic acid (Merck), H2O), θαη πξαγκαηνπνηήζεθε δηαζπνξά 

κε ειαθξύ αλαθάηεκα έηζη ώζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί εμνπδεηέξσζε δεκηνπξγώληαο ηηο 

θαηάιιειεο ζπλζήθεο γηα πξόζδεζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA ζηε silica κεκβξάλε. Καηόπηλ 

θπγνθεληξήζεθε ζηηο 13.000 rpm γηα 5 min θαη κεηαθέξζεθε ην ππεξθείκελν ζε θαζαξό 

eppendorf όπνπ θπγνθεληξήζεθε θαη πάιη γηα 5 min ζηηο 13.000 rpm. ε απηό ην ζηάδην 

θαηαθξεκλίδνληαη νη πξσηεΐλεο, ην γελσκηθό DNA θαη ηα ππνιείκκαηα ησλ θπηηάξσλ. ηε 

ζπλέρεηα ηνπνζεηείηαη ην ππεξθείκελν ζε ζηήιεο γηα πξόζδεζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA ζηε 

silica κεκβξάλε. Πξνζηέζεθαλ 500 κl PB (70% v/v πδξνρισξηθή γνπαληδίλε (Applichem), 
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30% v/v ηζνπξνπαλόιε (Fisher Scientific)), θαη 750 κl δηαιύκαηνο ΡΔ πνπ απνηειεί απιό 

δηάιπκα κε αηζαλόιε (80% v/v αηζαλόιε (Fisher Scientific), 10%  v/v Tris-HCl pH=7.5 

(Applichem) θαη 10% v/v απηνληζκέλν λεξό) γηα μέπιπκα κνιύλζεσλ όπσο άιαηα, 

κεηαβνιίηεο θαη δηαιπηά καθξνκνξηαθά θπηηαξηθά ζπζηαηηθά. Απνκαθξύλζεθαλ δηεμνδηθά 

ηα ζθαηξίδηα αηζαλόιεο κέζσ θπγνθέληξεζεο γηα 1 min ζηηο 13.000 rpm. Σειηθά, 

πξαγκαηνπνηήζεθε έθινπζε ησλ λνπθιετθώλ νμέσλ ζε 50 κl δηαιύκαηνο ΔΒ (10 mM Tris- H 

Cl pH 8.5) όπνπ αθέζεθε γηα 1 min ζηε κεκβξάλε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 

θπγνθεληξήζεθε γηα 1 min, επίζεο, ζηηο 13.000rpm κέζα ζε θαηλνύξγην eppendorf. 

Αθνινπζεί θύιαμε ηνπ απνκνλσκέλνπ πιαζκηδηαθνύ DNA ζηνπο -20
ν
C (QIAGEN miniprep 

kit). 

2.7.2 Αληίδξαζε πέςεο κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

Σα πεξηνξηζηηθά έλδπκα απνηεινύλ απαξαίηεηα εξγαιεία ζηνλ αλαζπλδηαζκό ηνπ 

DNA ιόγσ ηεο ηδηόηεηαο ηνπο λα αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο (4-6 δεύγε 

βάζεσλ) θαη λα θόβνπλ κε ηνλ ίδην ηξόπν θαη ηηο δύν αιπζίδεο DNA δίλνληαο θνιιώδε ή 

ηπθιά άθξα.  

Γηα λα γίλεη ε αληίδξαζε πέςεο αλακείρζεθαλ ηα παξαθάησ κέρξη ηειηθνύ όγθνπ 30 

κl ζε απνζηεηξσκέλν ζσιήλα ηύπνπ eppendorf: 

3 κl 10x restriction enzyme buffer (ζηηο πεξηζζόηεξεο αληηδξάζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε 

cutsmart NEBuffer (NEB), ε θαηάιιειε πνζόηεηα ηνπ ελδύκνπ ή ησλ ελδύκσλ (ζπλήζσο 

0.5-1 κl αλάινγα πάληα κε ηελ πνζόηεηα ηνπ DNA), ε θαηάιιειε πνζόηεηα DNA (ζπλήζσο 

5 κl γηα πέςε κε έλα έλδπκν, 10 κl γηα πέςε κε δύν έλδπκα θαη 15 κl όηαλ πξόθεηηαη γηα 

αθαίξεζε insert), 10xBSA (εηαηξεία)  κόλν εάλ απαηηείηαη γηα ηε δξάζε ηνπ ελδύκνπ, θαη 

ηέινο ζπκπιήξσζε κε απηνληζκέλν H2O κέρξη ηνλ απαηηνύκελν ηειηθό όγθν. 

Αθνινύζεζε επώαζε γηα 15 min ζηα έλδπκα πνπ ιεηηνπξγνύλ κε ην restriction 

enzyme buffer cut smart θαη 2 h ζηνπο 37
ν
C ζηα ππόινηπα, γηα πξαγκαηνπνίεζε ηεο 

αληίδξαζεο πέςεο. Ζ αληίδξαζε απηή πξαγκαηνπνηήζεθε γηα εμαγσγή ζπγθεθξηκέλσλ 

ηκεκάησλ DNA πνπ πξννξίδνληαη γηα θισλνπνίεζε ζε άιινπο πιαζκηδηαθνύο θνξείο ή 

αθόκα θαη γηα ηαπηνπνίεζε ηνπ ελζέκαηνο πνπ έρεη εληεζεί κεηά ηελ θισλνπνίεζε. 

2.7.3 Ηιεθηξνθόξεζε DNA ζε πήθησκα αγαξόδεο 0,8% 

Γηα λα δηαπηζησζεί ε πέςε κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα (δηαρσξηζκόο θαη αλαγλώξηζε 
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ηκεκάησλ DNA), γηα ηνλ θαζαξηζκό ηκεκάησλ DNA θαζώο θαη γηα ηελ επίηεπμε ηνπ 

θαζνξηζκνύ ηεο πνζόηεηαο DNA γηα ηελ αληίδξαζε ιηγάζεο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δηάθνξεο 

θάζεηο ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο ειεθηξνθόξεζε. Γηαιύζεθαλ 0.8 g αγαξόδεο 

(Invitrogen), αλάινγα κε ην κέγεζνο ησλ δεηγκάησλ DNA πξνο ειεθηξνθόξεζε, (δπγηζκέλα 

ζε ειεθηξνληθό δπγό αθξηβείαο) ζε 100 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 1Υ TAE (ζηνθ δηάιπκα 

50x, 24.2 % (w/v) Tris base (AppliChem), 3.72 % (w/v) EDTA (Sigma)) ζε θσληθή θηάιε κε 

ζέξκαλζε ζε θνύξλν κηθξνθπκάησλ γηα 2.5 min ώζηε λα δηαιπζεί ηειείσο ε αγαξόδε. ηε 

ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 3 κl ρξσζηηθήο gel red αθνύ είρε θξπώζεη ιίγν ην δηάιπκα ηεο 

αγαξόδεο (πεξίπνπ 55
ν
C). Σνπνζεηήζεθαλ ηα θαηάιιεια θηέληα ζηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθόξεζεο θαη αθέζεθε ην δηάιπκα ηεο αγαξόδεο λα πνιπκεξηζηεί γηα 20 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Μεηά έγηλε αθαίξεζε ησλ θηεληώλ εληόο ηνπ δηαιύκαηνο TAE ην 

νπνίν πξνζηέζεθε κέρξη ηελ θάιπςε ηνπ πεθηώκαηνο κέζα ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο. 

ε θάζε δείγκα πξνζηέζεθε loading buffer 6x έηζη ώζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε λα είλαη 1x 

(STEB for DNA, 100 mM Tris HCl, pH 7.5, 20 % Glycerol (w/v), 1 mM EDTA, θαη 

ηνπνζεηήζεθαλ ζηηο ζέζεηο θόξησζεο ηνπ πεθηώκαηνο γηα ζύγθξηζε ησλ εκθαληδόκελσλ 

δσλώλ κε ηνλ κάξηπξα 103SlambdaDNA/ EcoR I/ Hind III Digest ηεο γεξκαληθήο εηαηξείαο 

Jena Bioscience.. Ρπζκίζηεθε ε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο ζηα 150 V. Μεηά από ηνπιάρηζηνλ 

30 min παξνπζηάζηεθε ην απνηέιεζκα ηεο ειεθηξνθόξεζεο ζηελ εηδηθή ηξάπεδα ππεξηώδνπο 

αθηηλνβνιίαο γηα παξαηήξεζε.  

2.7.4 Απνκόλσζε επηζπκεηνύ ηκήκαηνο DNA από πήθησκα 

αγαξόδεο 

Ζ δηαδηθαζία έρεη σο εμήο: Tν πήθησκα αγαξόδεο πνπ θέξεη ηηο επηζπκεηέο δώλεο 

DNA ηνπνζεηήζεθε ζε ηξάπεδα ππεξηώδνπο αθηηλνβνιίαο θαη κε λπζηέξη αθαηξέζεθαλ ηα 

ηκήκαηα κε ηηο επηζπκεηέο δώλεο. Καηόπηλ ηνπνζεηήζεθαλ ζε ζσιήλεο ηύπνπ eppendorf θαη 

δπγίζηεθαλ ζε ειεθηξνληθό δπγό αθξηβείαο. Γηα θάζε 100 mg πεθηώκαηνο αγαξόδεο 

πξνζηέζεθαλ 200 κl Buffer QG (5.5 M guanidine thiocyanate (GuSCN), 20 mM Tris HCl, pH 

6.6). Αθνινύζεζε επώαζε ησλ δεηγκάησλ ζην πδαηόινπηξν γηα 10-15min ζηνπο 50
o
C έσο 

όηνπ δηαιπζεί εληειώο ην πήθησκα. 

Μεηά ην ηέινο ηεο επώαζεο, ην δηάιπκα πέξαζε από ζηήιεο (Nucleospin Plasmid 

Columns- Macherey-Nagel). ηε ζπλέρεηα, πξαγκαηνπνηήζεθε πιύζηκν ηεο κεκβξάλεο 

ζηιηθόλεο κε πξνζήθε 500 κl PB (70% v/v πδξνρισξηθή γνπαληδίλε (Applichem), 30% v/v 
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ηζνπξνπαλόιε (Fisher Scientific)) θαη 750 κl δηαιύκαηνο ΡΔ πνπ απνηειεί απιό δηάιπκα κε 

αηζαλόιε (80% v/v αηζαλόιε, 10%  v/v Tris-HCl pH=7.5 θαη 10% v/v απηνληζκέλν λεξό) γηα 

μέπιπκα κνιύλζεσλ. Δπεηεύρζε μήξαλζε ηεο κεκβξάλεο ζηιηθόλεο κε θπγνθέληξεζε γηα 

άιια 2 min ζηηο 13.000 rpm ώζηε λα έρεη αθαηξεζεί ηειείσο ην buffer κε ηελ αηζαλόιε. 

Σνπνζεηήζεθε ε θάζε ζηήιε δηαρσξηζκνύ ζε απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο ηύπνπ eppendorf 

ησλ 1.5 ml, πξνζηέζεθαλ 50 κl δηάιπκα ΔΒ θαη κεηά από 1 min επώαζεο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, θπγνθεληξήζεθαλ ηα δείγκαηα γηα 1 min ζηηο 13000 rpm. Ζ απνζήθεπζε ησλ 

δεηγκάησλ έγηλε ζηνπο -20
ν
C. 

2.7.5 Αληίδξαζε Ληγάζεο (Ligase reaction) 

Καηά ηελ αληίδξαζε ιηγάζεο ελώλνληαη ηκήκαηα DNA κε ηε δεκηνπξγία 

νκνηνπνιηθνύ θσζθνδηεζηεξηθνύ δεζκνύ κεηαμύ ησλ 3' πδξνμπιηθώλ άθξσλ ηεο κίαο 

αιπζίδαο θαη ην 5' θσζθνξηθό άθξν ηεο άιιεο. Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο -4
ν
C 

overnight θαη πεξηείρε ηελ θαηάιιειε πνζόηεηα (1:1 ή 1:2) από γξακκηθνύο θνξείο DNA θαη 

ηκεκάησλ DNA πνπ πεξηέρνπλ ην γνλίδην πνπ ζέινπκε λα ελζέζνπκε, T4 DNA Ligase (0.5 

κl) θαη T4 DNA Ligase 10x buffer, ATP (10 mM) (όια ηεο εηαηξείαο NEB) θαη H2O κέρξη 

ηειηθνύ όγθνπ 10 κl. εκαληηθή είλαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA (0.2 κM) πξνθεηκέλνπ λα 

πξνσζεζεί ε αιιειεπίδξαζε δηακνξηαθήο παξά ελδνκνξηαθήο έλσζεο. Με ηε ρξήζε 

δηαθνξεηηθώλ πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ από απηά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηε δηαδηθαζία 

ηεο θισλνπνίεζεο επηβεβαηώλεηαη ε ύπαξμε ηνπ επηζπκεηνύ γνληδίνπ.  

2.7.6 Παξαζθεπή δεθηηθώλ θπηηάξσλ Escherichia coli 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε κόιπλζε 5 ml πγξνύ ζξεπηηθνύ κέζνπ LB κε ην ζηέιερνο 

Mach I ηνπ βαθηεξίνπ E. coli θαη ηνπνζεηήζεθε γηα επώαζε κία λύρηα ζηνπο 37
o
C κε ηζρπξή 

αλάδεπζε. Σελ επόκελε κέξα κνιύλζεθαλ 100 ml κε έλα 1 ml από ηελ βαθηεξηαθή 

θαιιηέξγεηα θαη ηνπνζεηήζεθαλ κέζα ζε απνζηεηξσκέλε θσληθή θηάιε ηνπ ελόο ιίηξνπ. 

Έγηλε επώαζε κε ηζρπξή αλάδεπζε ζηνπο 37
ν
C κέρξη ε απνξξόθεζε ζηα 600 nm λα είλαη 

OD=0,6-0,8 ην νπνίν ειέγρζεθε κε θαζκαηνθσηόκεηξν. Όηαλ ηα βαθηεξηαθά θύηηαξα είραλ 

ηελ επηζπκεηή ζπγθέληξσζε (πεξίπνπ 108 θύηηαξα/ml), κεηαθέξζεθαλ ζε falcon θαη 

θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 2.500 rpm γηα 10 min ζηνπο 4
ν
C. Απνξξίθζεθε ην ππεξθείκελν πγξό 

θαη επαλαδηαιύζεθε ην ίδεκα ζε 30 ml παγσκέλνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο TfbI (30 mM 

CH3COOK, 50 mΜ MnCl2, 50 mM KCl, 10 mM CaCl2, 15% Glycerol). Καηόπηλ αθνινύζεζε 

επώαζε γηα 30 min ζηνλ πάγν. Μεηά ηελ επώαζε θπγνθεληξήζεθε ην δείγκα ζηηο 2000 rpm 
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γηα 10 min ζηνπο 4
ν
C θαη πεηάρηεθε ην ππεξθείκελν πγξό. Αθνινύζεζε επαλαδηάιπζε ησλ 

θπηηάξσλ ζε 4 ml παγσκέλν ξπζκηζηηθό δηάιπκα TfbII (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 

mM KCl, 15% Glycerol). ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ην κνίξαζκα ηνπ παξαπάλσ 

δηαιύκαηνο ζε απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο ηύπνπ eppendorf ώζηε λα πεξηέρνληαη 50 κl ζε 

θάζε ζσιήλα θαη επηηύρεη ε άκεζε ςύμε ηνπο κε πγξό άδσην θαη ε απνζήθεπζε ηνπο ζηνπο -

80
ν
C.  

2.7.7 Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ κε ζεξκηθή θαηαπόλεζε (Heat 

shock) 

Μέζα ζε παγσκέλν eppendorf πνπ πεξηέρεη 50 κl δεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ, 

θαη ην νπνίν ηνπνζεηήζεθε από ηνπο -80νC ακέζσο ζε πάγν, πξνζηέζεθαλ 2 κl β-

κεξθαπηναηζαλόιεο (Sigma) θαη 4 κl από ην κεηαζρεκαηηζκέλν πιαζκίδην θαη αλαδεύηεθαλ 

ήπηα. Έκεηλαλ γηα επώαζε 30 min ζηνλ πάγν θαη ζηε ζπλέρεηα πξνθιήζεθε ζεξκηθό ζνθ 

ζηνπο 42
ν
C γηα 45 sec θαη επαλαηνπνζεηήζεθαλ ηα δείγκαηα ζηνλ πάγν. Έπεηηα πξνζηέζεθαλ 

250 κl ζξεπηηθνύ δηαιύκαηνο LB ρσξίο αληηβηνηηθό θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 37
ν
C γηα 1 h ππό 

αλάδεπζε 200 ζηξνθώλ/ιεπηό. Καηόπηλ έγηλε ζηξώζηκν ησλ θπηηάξσλ ζε ζηεξεό ζξεπηηθό 

κέζν LB κε ην θαηάιιειν αληηβηνηηθό (π.ρ. ζε 100 ml ζξεπηηθνύ δηαιύκαηνο LB 100 κl 

ακπηθηιιίλεο (ζπγθέληξσζεο 100 mg/ml) θαη αθνύ ζηέγλσζε ην πγξό ζξεπηηθό ηνπνζεηήζεθε 

γηα επώαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 12-16 h. 

2.8 Δλίζρπζε ηκεκάησλ DNA κε ηε ρξήζε PCR 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) επηηξέπεη ηελ ελίζρπζε ηκεκάησλ DNA 

in vitro, δειαδή ρσξίο ηε ρξήζε δσληαλώλ νξγαληζκώλ. Με ηε ρξήζε ησλ θαηάιιεισλ 

εθθηλεηώλ θαη DNA πνιπκεξάζεο πνπ είλαη ζεξκνάληνρε πνιιαπιαζηάδεηαη έλα κηθξό 

δείγκα DNA έηζη ώζηε λα επαξθεί γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε. Ζ επηβεβαίσζε ελίζρπζεο ηνπ 

ζσζηνύ ηκήκαηνο DNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο. Γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ηεο αληίδξαζεο πξνζηέζεθε 1 κl από θάζε εθθηλεηή (ηειηθή ζπγθέληξσζε 

εθθηλεηώλ 10 pmol/κl), 5 κl 10x Taq polymerase buffer, 1 κl dNTPs (ζπγθέληξσζεο 10 mM), 

2 κl DNA πξνο ελίζρπζε (ζε αξαίσζε 1:10 από δείγκα 0.01-1ng), θαη 0,5 κl Taq ή phusion 

πνιπκεξάζεο ζε ηειηθό όγθν κεηά ηελ ζπκπιήξσζε απνζηεηξσκέλνπ ddH2O: 50 κl, κέζα ζε 

PCR epperdorfs. Σν DNA πξνζηέζεθε ζην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο θαη κεηά ηελ ζπκπιήξσζε 

κε ηελ θαηάιιειε πνζόηεηα λεξνύ θαη ην έλδπκν ηειεπηαίν κεηά ηελ ηνπνζέηεζε ησλ 

δεηγκάησλ ζηε ζπζθεπή PCR. Κάζε θνξά ε ζπζθεπή PCR ξπζκηδόηαλ αλάινγα κε ηηο 
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αλάγθεο ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο. 

2.9 Πξσηόθνιια κεηαζρεκαηηζκνύ ζαθραξνκύθεηα 

2.9.1 Παξαζθεπή δεθηηθώλ θπηηάξσλ θαη κεηαζρεκαηηζκόο 

ζαθραξνκύθεηα 

Υξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο κεηαζρεκαηηζκνύ ζαθραξνκύθεηα κε ηε ρξήζε νμηθνύ 

ιηζίνπ (LiOAc). Αξρηθά, πξνζηέζεθαλ 400 κl πξνθαιιηέξγεηαο (πνπ πξνέξρεηαη από 5 ml 

θαηάιιεινπ ζξεπηηθνύ κέζνπ κεηά ηελ πξνζζήθε 100 κl ζηνθ γιπθεξόιεο ηεο επηζπκεηήο 

θαιιηέξγεηαο θαη αλάπηπμε ζηνπο 30
ν
C γηα 12-16 ώξεο) γηα θάζε 50 ml ζξεπηηθνύ κέζνπ θαη 

επσάζηεθαλ ζηνπο 30
ν
C έσο όηνπ OD600 ~ 0.6-0.7. ηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη νη 

θαιιηέξγεηεο θάησ από ζηείξεο ζπλζήθεο ζε απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο falcon θαη 

θπγνθεληξνύληαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά ζηηο 28.000 rpm. Αθνύ αθαηξέζεθε 

ην ππεξθείκελν πιύζεθε ην ίδεκα κε 5 ml dd H2O θαη θπγνθεληξήζεθε θάησ από ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο έηζη ώζηε λα αθαηξεζνύλ ηα ππνιείκκαηα ηνπ ζξεπηηθνύ κέζνπ. ηε ζπλέρεηα 

αθνινύζεζε ε ίδηα δηαδηθαζία αιιά κε ηε ρξήζε solution 1 (1 M Lithium Acetate, 10X TE 

Buffer, ddH2O ζε αλαινγία 1:1:8) θαη ζηε ζπλέρεηα επαλαδηαιύζεθε ην ίδεκα ζε solution 1 

(400 κl solution 1 γηα θάζε 50 ml θαιιηέξγεηαο). ε eppendorf ησλ 1,5 ml ηνπνζεηήζεθαλ 5 

κl sssDNA (Sonicated single –stranded carrier DNA)  θαη 5 κl από ην θάζε πιαζκίδην 

αλάινγα κε ηνλ κεηαζρεκαηηζκό πνπ πξόθεηηαη λα πξαγκαηνπνηεζεί. ηε ζπλέρεηα 

πξνζηέζεθαλ 80 κl από ηα θύηηαξα πνπ βξίζθνληαλ κέζα ζην solution 1. Σέινο, ζε θάζε 

eppendorf ηνπνζεηήζεθαλ 350 κl solution 2 (1 M Lithium Acetate, 10X TE Buffer, 50 % 

PEG ζε αλαινγία 1:1:8) θαη επσάζηεθαλ ζηνπο 30ºC γηα 45 min. Καηόπηλ, ηα θύηηαξα 

ηνπνζεηήζεθαλ ζηνπο 42ºC γηα 15 min θαη ακέζσο κεηά θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 6.000 rpm 

γηα 2 min, αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν δηάιπκα, πξνζηέζεθαλ 150 κl δηάιπκα TE (αξαίσζε 

1:10 από stock δηάιπκα 10X TE buffer (pH 7.5) Tris HCL 0.5 M EDTA) θαη ηνπνζεηήζεθαλ 

θάζε θνξά ζε ηξπβιίν πεηξί κε ην θαηάιιειν ζξεπηηθό κέζν, όπνπ επσάζηεθαλ γηα 3-4 

εκέξεο. 

2.9.2 πλζήθεο θαιιηέξγεηαο ζαθραξνκύθεηα 

Σα ζηειέρε ρσξίο απμνηξνθίεο θαιιηεξγήζεθαλ ζε YPD ζξεπηηθό κέζν ελώ ηα 

γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα ζηειέρε θαιιηεξγήζεθαλ ζε απμνηξνθηθό ζξεπηηθό κέζν κε 

γαιαθηόδε θαη ξαθηλόδε ή κε γιπθόδε αλάινγα κε ην εάλ ήηαλ επηζπκεηή ε επαγσγή ηεο 



Χεκηθή πνηθηινκνξθία ηεξπεληθώλ ελώζεωλ 

 

21 

 

έθθξαζεο ζπγθεθξηκέλνπ/σλ γνληδίνπ/σλ ή όρη αληίζηνηρα. ε θάζε πεξίπησζε νη 

θαιιηέξγεηεο γίλνληαλ ζε εύξνο ζεξκνθξαζηώλ 25-30
ν
C θαη αλάδεπζε. 

2.9.3 Δθθίλεζε θαιιηέξγεηαο γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλνπ 

ζαθραξνκύθεηα 

Γηα ηελ εθθίλεζε ηεο θαιιηέξγεηαο γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλνπ ζαθραξνκύθεηα 

κνιύλνληαλ 5 ml ηνπ θαηάιιεινπ ζξεπηηθνύ κέζνπ ζε δνθηκαζηηθό ζσιήλα κε απνηθίεο από 

ηξπβιίν πεηξί. Ζ θαιιηέξγεηα απηή αθνύ αθελόηαλ λα κεγαιώζεη αξθεηά (12-16 ώξεο), 

ρξεζηκνπνηνύηαλ γηα ηελ εθθίλεζε ηεο θύξηαο θαιιηέξγεηαο (10 ml) ε νπνία επξόθεηην λα 

επσαζηεί γηα 3-4 εκέξεο καδί κε 1 ml δσδεθάλην. Σν δσδεθάλην ρξεζηκνπνηείηαη 

πξνθεηκέλνπ νη πηεηηθέο ελώζεηο πνπ παξάγνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θαιιηέξγεηαο λα 

δηαιπζνύλ εληόο ηνπ θαη ελ ζπλερεία λα είλαη ε απνκόλσζε ηνπο επθνιόηεξε. 

2.10 Πξσηόθνιιν αλάιπζεο αέξηαο ρξσκαηνγξαθίαο-

θαζκαηνκεηξίαο κάδαο (GC-MS) 

Ζ κέζνδνο απηή είλαη πνιύ δηαδεδνκέλε όηαλ επηδηώθεηαη λα επηηεπρζεί δηαρσξηζκόο 

θαη ραξαθηεξηζκόο κεηαμύ ησλ πηεηηθώλ ελώζεσλ ελόο άγλσζηνπ δείγκαηνο ιόγσ ηνπ 

ζπλδπαζκνύ ηεο αέξηαο ρξσκαηνγξαθίαο κε ηε θαζκαηνκεηξία κάδαο πνπ δίλεη πςειή 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ. Αξρηθά πξαγκαηνπνηείηαη έγρπζε ηνπ δείγκαηνο ζηε ζπζθεπή 

GC κε ηε ρξήζε ηξηρνεηδνύο ζηήιεο θαηά κήθνο ηεο νπνίαο ηα κόξηα ζπγθξαηνύληαη ζηε 

ζηήιε αλάινγα κε ηε ζρεηηθή ζπγγέλεηα ηνπο κε ηε ζηαηηθή θάζε ηεο ζηήιεο θαη εθιύνληαη 

ζε ραξαθηεξηζηηθνύο δηαθνξεηηθνύο ρξόλνπο γηα θάζε κόξην (ρξόλνο θαηαθξάηεζεο). Ο 

δηαθνξεηηθόο ρξόλνο έθιπζεο ηνπ θάζε κνξίνπ επηηξέπεη ζηε ζπλέρεηα ζην 

θαζκαηνθσηόκεηξν κάδαο λα ζπάζεη θάζε κόξην ζε ηνληζκέλα ηεκάρηα ηα νπνία αληρλεύνληαη 

ρξεζηκνπνηώληαο ηελ αλαινγία κάδαο/θνξηίν ηνπ θάζε ελόο. Σέινο, ζρεκαηίδεηαη έλα 

γξάθεκα κε θνξπθέο όπνπ ε θάζε κία απεηθνλίδεη ηδαληθά έλα δηαθνξεηηθό κόξην θαη ην 

κέγεζνο θάζε θνξπθήο είλαη αλάινγν ηεο πνζόηεηαο ηεο θάζε νπζίαο. Έηζη νη νπζίεο 

ηαπηνπνηνύληαη βάζε ελώζεσλ αλαθνξάο θαη ζπγθξίλνληαο θάζε θνξά ην ρξόλν 

θαηαθξάηεζεο θαη ηα θάζκαηα κάδαο ηεο θάζε νπζίαο. 
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3 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ  

 

 «Γηα λα γίλεη θαλείο ηθαλόο ζ' 

νπνηνδήπνηε επάγγεικα ηξία πξάγκαηα 

ρξεηάδνληαη: θύζε, κειέηε θαη πξαθηηθή 

εμάζθεζε.» 

 

 Αξηζηνηέιεο (384 π.Υ. – 322 π.Υ.)  

 

3.1 Γνθηκή κεηαζρεκαηηζκνύ δηαθνξεηηθώλ ζηειερώλ δύκεο 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ δνθηκαζηηθνί κεηαζρεκαηηζκνί ησλ ζηειερώλ δύκεο 

AM94, AM205, AM238, AM240 θαη AM250 κε ηνπο πιαζκηδηαθνύο θνξείο ηεο Δηθόλαο 3, 

νύησο ώζηε λα δηαπηζησζεί ε απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο κεζόδνπ κεηαζρεκαηηζκνύ. Έηζη, 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ ηα ήδε θισλνπνηεκέλα γνλίδηα ζηα παξαθάησ ζηειέρε δύκεο. (Πίλαθαο 

5). 
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Δηθόλα 3: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pH/SCLS, ην θνξέα pW/CLS (απνηθία 1), ην θνξέα pW/CLS (απνηθία 2), 

ην θνξέα pYES/CLS-Y95, ην θνξέα pU/ERG20-F96C, ην θνξέα pU/ERG20 95L96i θαη ην θνξέα pU/ERG20 

wt. 

Πίλαθαο 5: Παξνπζίαζε ηνπ ζπλδπαζκνύ ηωλ πιαζκηδίωλ κε ηα νπνία κεηαζρεκαηίζηεθαλ ηα ζηειέρε 

δύκεο AM94, AM205, AM238, AM240 θαη AM250. 

1 
 

pH/ SCLS 

2 pH/ SCLS + pW/ CLS 

3 pH/ SCLS + pYES/ CLS-Y95 

4 
pH/ SCLS + pW/ CLS + pU/ ERG20-F96C 

5 
pH/ SCLS + pW/ CLS + pU/ ERG20 95L96i 

6 
pH/ SCLS + pW/ CLS + pU/ ERG20 wt 

ηε ζπλέρεηα κεηαζρεκαηίζηεθαλ ηα ζηειέρε δύκεο AM94 θαη AM205 κε ηα ήδε 

θισλνπνηεκέλα πιαζκίδηα ηεο Δηθόλαο 4 θαη κε κεξηθά από ηα πιαζκίδηα ηεο Δηθόλαο 3 (pH/ 

SCLS, pU/ ERG20-F96C, pU/ ERG20 95L96i, pU/ ERG20 wt ) ζύκθσλα κε ηνλ πίλαθα 6. 
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Δηθόλα 4: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pW/CDS 1 θαη 2,γ) ην θνξέα pYES/CDS-Y95. 

Πίλαθαο 6: Παξνπζίαζε ηνπ ζπλδπαζκνύ ηωλ πιαζκηδίωλ κε ηα νπνία κεηαζρεκαηίζηεθαλ ηα ζηειέρε 

δύκεο AM94 θαη AM205. 

1 pH/SCLS + pW/CDS 

2 pH/SCLS + pYES/ CDS-Y95  

3 pH/SCLS +  pW/ CDS + pU/ ERG20-F96C 

4 pH/SCLS + pW/ CDS + pU/ ERG20 95L96i 

5 pH/SCLS +  pW/ CDS + pU/ ERG20 wt 

Σα κεηαζρεκαηηζκέλα ζηειέρε δύκεο αθνύ πέηπραλ απνζεθεύηεθαλ ηόζν σο απνηθίεο ζε 

πηάηα ζηνπο 4
o
C όζν θαη σο ζηνθ γιπθεξόιεο πγξήο θαιιηέξγεηαο γηα καθξνρξόληα 

απνζήθεπζε ζηνπο -80
o
C. 

3.2 Δπηινγή κεηαζρεκαηηζκέλσλ απνηθηώλ δύκεο κε ηε ρξήζε 

γνληδίσλ από ην κνλνπάηη ησλ θαξνηελνεηδώλ 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε PCR κεηαιιαμηγέλεζεο ζηα πιαζκίδηα pYES/CDS-Y95 

θαη pYES/CLS-Y95 έηζη ώζηε λα δεκηνπξγεζνύλ ηα πιαζκίδηα pYES/CDS-95L96i, 

pYES/CDS-95A96TGK θαη pYES/CLS-95L96i, pYES/CLS-95A96TGK αληίζηνηρα. Σα 

κεηαιιαγκέλα γνλίδηα αλακέλεηαη λα πξνσζνύλ ηελ παξαγσγή ησλ θαξνηελνεηδώλ ζην 

κνλνπάηη ηνπ κεβαινληθνύ νμένο ηεο δύκεο, θάηη πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ επηινγή ησλ 
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θαιύηεξσλ εθ ησλ κεηαιιαγκέλσλ απνηθηώλ, γηα ηε πεξαηηέξσ ρξήζε ηνπο γηα αύμεζε ηεο 

παξαγσγήο δηηεξπελίσλ. Απηό θαηέζηεη δπλαηό κέζσ ηεο αθόινπζεο δηαδηθαζίαο: Σν βαζηθό 

ζηέιερνο δύκεο ΑΜ94, ην νπνίν δελ είλαη βειηηζηνπνηεκέλν σο πξνο θάπνηα ζπγθεθξηκέλε 

νκάδα δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ, κεηαζρεκαηίζηεθε κεηά από ηελ θισλνπνίεζε ησλ 

πιαζκηδίσλ crtYB: phytoene synthase/lycopene cyclase  θαη crtI: phytoene desaturase genes 

από Xanthophyllomyces dendrorhous. Σα γνλίδηα απηά απνηεινύλ θνκκάηη ηνπ κνλνπαηηνύ 

βηνζύλζεζεο ησλ θαξνηελνεηδώλ. Με ηνπο κεηαζρεκαηηζκνύο απηνύο ζηνρεύνπκε ζηελ 

αλίρλεπζε κεηαιιάμεσλ πνπ πξνσζνύλ ηε βηνζύλζεζε θαξνηελνεηδώλ θαη θαη’ επέθηαζε θαη 

δηηεξπελίσλ. Ζ ρξήζε απηνύ ηνπ είδνπο screening επηηξέπεη ηελ ρξσκαηηθή αμηνιόγεζε ησλ 

απνηθηώλ πνπ παξάγνπλ θαξνηελνεηδή (πνξηνθαιί ρξώκα) θαη ην δηαρσξηζκό ηνπο από απηέο 

πνπ δελ παξάγνπλ (ιεπθό ρξώκα) θαζώο επίζεο ε έληαζε ηνπ ρξώκαηνο είλαη αλάινγε ηεο 

παξαγσγήο ησλ εθάζηνηε απνηθηώλ. Σν πξντόλ απηνύ ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ (ΑΜ94 + 

pH/crtYB + PYX143/crtI) κεηαζρεκαηίζηεθε πεξαηηέξσ είηε κε θάπνην από ηα αξρηθά 

πιαζκίδηα (pYES/CDS-Y95, pYES/CLS-Y95) είηε κε θάπνην από ηα κεηαιιαγκέλα 

πιαζκίδηα (pYES/CDS-95L96i, pYES/CDS-95A96TGK θαη pYES/CLS-95L96i, pYES/CLS-

95A96TGK) πνπ πξνέθπςαλ από δηαθνξεηηθέο απνηθίεο (Πίλαθαο 7).  

Πίλαθαο 7: Αλαιπηηθή παξνπζίαζε ηωλ κεηαζρεκαηηζκώλ ζηειερώλ ζαθραξνκύθεηα κε θωδηθό 9ΤΑ1-

9ΤΑ20. Με πξάζηλν ρξώκα επηζεκαίλνληαη ηα δείγκαηα ηωλ απνηθηώλ πνπ παξνπζίαζαλ θαιύηεξα απνηειέζκαηα. 

Code Strain plasmid (s) 

9TA1  
 
 
 
 
 
 

8TA3(ΑΜ94 + pH/crt YB-95 + pYX 143 
crtI 

 
 
 
 

pYES/ CDS-Y95 

9TA2 pYES/ CDS-95L96I  mini1 (FROM PCR 1ST COLONY) 

9TA3 pYES/ CDS-95L96I  mini2 (FROM PCR 2ND COLONY) 

9TA4 pYES/ CDS-95L96I  mini3 (FROM PCR 3RD COLONY) 

9TA5 pYES/ CDS-95A96TGK  mini1 (FROM PCR 1ST COLONY) 

9TA6 pYES/ CDS-95A96TGK  mini2 (FROM PCR 2ND COLONY) 

9TA7 pYES/ CDS-95A96TGK  mini3 (FROM PCR 3RD COLONY) 

9TA8 pYES/ CDS-95A96TGK  mini4 (FROM PCR 4TH COLONY) 

9TA9 pYES/ CDS-95A96TGK  mini5 (FROM PCR 5TH COLONY) 

9TA10 pYES/ CDS-95A96TGK  mini6 (FROM PCR 6TH COLONY) 

9TA11 pYES/ CDS-95A96TGK  mini7 (FROM PCR 7TH COLONY) 

9TA12 pYES/ CLS-Y95 

9TA13 pYES/ CLS-95L96I  mini1 (FROM PCR 1ST COLONY) 

9TA14 pYES/ CLS-95L96I  mini3 (FROM PCR 3RD COLONY) 

9TA15 pYES/ CLS-95A96TGK  mini1 (FROM PCR 1ST COLONY) 

9TA16 pYES/ CLS-95A96TGK  mini2 (FROM PCR 2ND COLONY) 

9TA17 pYES/ CLS-95A96TGK  mini3 (FROM PCR 3RD COLONY) 
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9TA18 pYES/ CLS-95A96TGK  mini4 (FROM PCR 4TH COLONY) 

9TA19 pYES/ CLS-95A96TGK  mini5 (FROM PCR 5TH COLONY) 

9TA20 pYES/ CLS-95A96TGK  mini6 (FROM PCR 6TH COLONY) 

Οη απνηθίεο πνπ πξνέθπςαλ ηνπνζεηήζεθαλ ζε πηάηα κε ζξεπηηθό κέζν επαγσγήο Gal-

Raff/U,H,L agar θαη αθνύ αλαπηύρζεθαλ γηα 3 εκέξεο πξαγκαηνπνηήζεθε νπηηθή ζύγθξηζε 

ηνπ ρξώκαηνο ησλ ηειηθώλ απνηθηώλ. Ζ παξνπζία έληνλνπ πνξηνθαιί ρξώκαηνο ππνδειώλεη 

ηηο πην επηηπρεκέλεο απνηθίεο δύκεο νη νπνίεο ήηαλ νη: 9ΣΑ4, 9ΣΑ13, 9ΣΑ18 θαη 9ΣΑ20 

(Δηθόλα 5). Από απηέο ηηο απνηθίεο επηιέγεθαλ νη 9ΣΑ4, 9ΣΑ13 θαη 9ΣΑ18 γηα ζπλέρηζε ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο κέζσ κεηαζρεκαηηζκνύ ηνπο ζε άιια ζηειέρε ζαθραξνκύθεηα. 

 

Δηθόλα 5: Πηάηα κε ζηαγόλεο 5 κl από ηηο απνηθίεο δύκεο κε θωδηθό 9ΤΑ1-9ΤΑ20 από ηα νπνία έγηλε ε  

επηινγή ηωλ θαιύηεξωλ κεηαιιαγκέλωλ πιαζκηδίωλ 9ΤΑ4, 9ΤΑ13, 9ΤΑ18 θαη 9ΤΑ20. 
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3.3 Καηαζθεπή θνξέσλ έθθξαζεο 

3.3.1 Καηαζθεπή ησλ θισλνπνηεκέλσλ θνξέσλ έθθξαζεο: pESC-

URA/CDS-Y95, pESC-URA/CLS-Y95, pESC-URA/CDS-95L96i, pESC-

URA/CLS-95L96i θαη pESC-URA/CLS-95A96TGK 

Έγηλε θισλνπνίεζε ησλ πξώησλ γνληδίσλ (CDS-Y95 θαη CLS-Y95) θαζώο θαη ησλ 

θαιύηεξσλ κεηαιιαγκέλσλ γνλίδησλ (CDS-95L96i, CLS-95L96i, CLS-95A96TGK) πνπ 

πξνέθπςαλ από ηα απνηειέζκαηα ηεο ελόηεηαο 3.2., ηα νπνία απνηεινύλ έλδπκα θαηεγνξίαο: 

Class II diTPS, S. fruticosa copalyldiphosphatesynthase (SfCDS) και C. creticus 8-

hydroxycopalyl diphosphate synthase (CcCLS) τα οποία παράγουν CPP και 8-OHCPP, 

αντίςτοιχα τα οποία ζχουν τθ δυνατότθτα να ςυνδυαςτοφν με τα ζνηυμα κατθγορίασ Class I 

diTPS, p1326 θαη SCLS, νδεγώληαο ζηελ παξαγσγή κηιηηξαδηέλεο, νμεηδίνπ ηεο καλόιεο, 

καλόιεο θαη ζθιαξεόιεο, από ην θνξέα πνπ κέρξη πξόηηλνο ρξεζηκνπνηνύληαλ (pYES) ζην 

θνξέα pESC-URA. Ο θνξέαο απηόο δηαζέηεη ηνπο εθθηλεηέο GAL1 θαη GAL10 κε αληίζεηε 

θαηεύζπλζε, δίλνληαο ηε δπλαηόηεηα εηζαγσγήο δύν γνληδίσλ ηαπηόρξνλα, θάηη πνπ 

ζεσξεηηθά ζα κπνξνύζε λα νδεγήζεη ζε απμεκέλε παξαγσγή ιόγσ ηεο εγγύηεηαο ησλ δύν 

εκπιεθόκελσλ γνληδίσλ. 

Αξρηθά γηα ηελ ππνθισλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ απαηηήζεθε ε απνκόλσζε 

πιαζκηδηαθνύ DNA (miniprep) από απνηθία βαθηεξίσλ Eschericia coli πνπ πεξηείρε ην θνξέα 

pESC-URA ρσξίο λα πεξηέρεη θάπνην θισλνπνηεκέλν γνλίδην θαζώο θαη ην θνξέα pYES πνπ 

πεξηείρε θάζε θνξά έλα από ηα παξαθάησ γνλίδηα: CDS-Y95, CLS-Y95, CDS-95L96I Mutant 

colony 3, CLS-95L96I Mutant colony 1 θαη CLS-95A96TGK Mutant colony 4. Καηόπηλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε ηνπ θνξέα pESC-URA θαη ησλ πιαζκηδίσλ pYES/ CDS-Y95, 

pYES/ CLS-Y95, pYES/ CDS-95L96I Mutant colony 3, pYES/ CLS-95L96I Mutant colony 1 

θαη pYES/ CLS-95A96TGK  Mutant colony 4 κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα BamHI θαη XhoI, 

γηα ηε δεκηνπξγία ησλ θαηάιιεισλ ζπκπιεξσκαηηθώλ άθξσλ. Αθνύ νινθιεξώζεθε ε πέςε 

ησλ παξαπάλσ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0,8% 

έηζη ώζηε λα απνκνλσζεί ε δώλε ηνπ θάζε γνληδίνπ θαη ηνπ θνκκέλνπ θνξέα pESC-URA από 

ην πήθησκα αγαξόδεο. ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε θαζαξηζκόο ηνπ DNA, ηόζν ηνπ 

θνξέα όζν θαη ησλ γνληδίσλ, ζύκθσλα κε ην αλαιπηηθό πξσηόθνιιν θαζαξηζκνύ θαη 

αθνινύζεζε αληίδξαζε ιηγάζεο ηνπ θνξέα pESC-URA κε ην θάζε έλα γνλίδην ρσξηζηά. 
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Μεηά ηελ αληίδξαζε ιηγάζεο ησλ παξαπάλσ θαζαξηζκέλσλ ηκεκάησλ DNA έγηλε ν 

κεηαζρεκαηηζκόο δεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ Eschericia coli ζε ζξεπηηθό κέζν LB κε 

ακπηθηιιίλε γηα αλάπηπμε απνηθηώλ κε επηινγή. Έπεηηα πξαγκαηνπνηήζεθε απνκόλσζε 

πιαζκηδηαθνύ DNA (miniprep) από ηηο κεηαζρεκαηηζκέλεο απνηθίεο Eschericia coli θαη 

έιεγρνο ηεο εηζαγσγήο ηνπ θάζε γνληδίνπ ζην θνξέα pESC-URA κε πέςε κε ηα πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα BglII θαη SalI θαη αλακελόκελεο δώλεο 8306 bp θαη 1615 bp γηα ην pESC-URA/ CDS-

Y95 θαη ην κεηάιιαγκα ηνπ, 8897 bp θαη 1054 bp γηα ην pESC-URA/CLS-Y95 θαη ηα 

κεηαιιάγκαηα ηνπ, κεηά από ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο, ελώ ν άδεηνο θνξέαο 

pESC-URA έπεηηα από πέςε κε ηα ίδηα έλδπκα παξνπζηάδεη δώλεο κεγέζνπο 5855 bp θαη 776 

bp . Ο έιεγρνο έγηλε ζε 8 θιώλνπο/απνηθίεο γηα ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95 θαη θαίλεηαη 

λα είλαη ζσζηόο ν θιώλνο πνπ πξνέθπςε από ηελ πξώηε απνηθία, ζε 4 θιώλνπο/απνηθίεο γηα 

ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95 θαη θαίλεηαη λα είλαη ζσζηόο ν θιώλνο πνπ πξνέθπςε από 

ηελ ηξίηε απνηθία (Δηθόλεο 6α θαη 6β). Δπίζεο ειέγρηεθαλ 10 απνηθίεο γηα ην θνξέα pESC-

URA/CDS 95L96i ρσξίο λα βξεζεί θάπνηα απνηθία κε ηηο ζσζηέο δώλεο (8306 bp θαη 1615 

bp) έπεηηα από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI, νπόηε δελ πξνρσξήζακε ζην επόκελν βήκα 

θισλνπνίεζεο κε απηό ην κεηάιιαγκα. Σα πηάηα πνπ πξνέθπςαλ κε ην θνξέα pESC-

URA/CLS 95A96TGK θαη pESC-URA/CLS 95L96i εγθαηαιείθζεθαλ δηόηη νη απνηθίεο πνπ 

πξνέθπςαλ ήηαλ ζε πνζόηεηα παξόκνηεο κε ηνλ άδεην θνξέα νπόηε απνθιείζηεθαλ σο κε 

επηιεγκέλεο. 
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Δηθόλα 6α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS 95L96i (απνηθίεο 1-4, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε 

ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI κε ηε ζεηξά), γ) ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95 (απνηθία 

1, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI), δ) ηε ζσζηή εθ ησλ νθηώ 

απνηθηώλ (απνηθία 1) pESC-URA/CDS-Y95 σο ζεηηθό control. 
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Δηθόλα 6β: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95 (απνηθίεο 2-4, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα 

κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI κε ηε ζεηξά), γ) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95 (απνηθία 1, πξώηα 

ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI). 

3.3.2 Καηαζθεπή ησλ θισλνπνηεκέλσλ θνξέσλ έθθξαζεο: pESC-

URA/CDS-Y95-SCLS, pESC-URA/CDS-Y95-p1326, pESC-URA/CLS-Y95-

SCLS θα pESC-URA/CLS-Y95-p1326 

Πξαγκαηνπνηήζεθε θισλνπνίεζε ησλ επόκελσλ γνληδίσλ SCLS θαη p1326 πνπ 

νδεγνύλ ζηελ παξαγσγή καλόιεο, νμεηδίνπ ηεο καλόιεο, ζθιαξεόιεο θαη κηιηηξαδηέλεο από 

ην θνξέα πνπ κέρξη πξόηηλνο ρξεζηκνπνηνύληαλ (pHTDH) ζηνπο ήδε θισλνπνηεκέλνπο 

θνξείο pESC-URA/CDS-Y95 θαη pESC-URA/CLS-Y95 πνπ θαηαζθεπάζηεθαλ 

πξνεγνπκέλσο. 

Αξρηθά γηα ηελ θισλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ SCLS θαη p1326 απαηηήζεθε ε 

απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA (miniprep) από απνηθία βαθηεξίσλ E. coli πνπ πεξηείρε ην 

θνξέα pH κε έλα από ηα γνλίδηα SCLS ή p1326 ήδε θισλνπνηεκέλν. Έπεηηα, 
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πξαγκαηνπνηήζεθε PCR γηα ηελ ελίζρπζε ησλ ηκεκάησλ DNA πνπ πεξηέρνπλ ηα γνλίδηα κε 

ηε ρξήζε ηνπ ελδύκνπ Phusion Polymerase πνπ δεκηνπξγεί ηπθιά άθξα νπόηε ζηε ζπλέρεηα 

απαηηήζεθε ε ρξήζε blunt-end PCR γηα ηε δεκηνπξγία A overhangs έηζη ώζηε λα είλαη 

δπλαηή ε θισλνπνίεζε ηνπο ζην θνξέα pTOPO (Πίλαθαο 8). 

Πίλαθαο 8: Παξνπζίαζε ηεο αιιεινπρίαο θαη ηεο Tm ηωλ εθθηλεηώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηελ 

αληίδξαζε PCR. 

Primers 

P1236NOT-5 : gcggccgcatgagaaggagagagaattttcca 32mer Tm=54.7 

P1326BGL-3 : agatctctattctccaacgggctcataa 28mer Tm=55.3 

SCLSmat-NOT-5 : gcggccgcatgagagttgggagcaggaaag 30mer Tm=55.0 

SCLS-BGL-3 : agatctcaaaagacaaaggatttcatatcttc 33mer Tm=57.4 

 

Δηθόλα 7α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA empty (πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε 

κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI), ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95 (πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από 

πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI), γ) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95 95L96i (πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε 

ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI), δ) ην θνξέα pTOPO/SCLS (απνηθίεο 1-3, πξώηα ρσξίο 

πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI κε ηε ζεηξά. 
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Δηθόλα 7β: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pTOPO/SCLS (απνηθίεο 4-6, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά 

από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI κε ηε ζεηξά. 

 

Δηθόλα 7γ: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pTOPO/p1326 (απνηθίεο 1-6, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά 

από πέςε κε ηα έλδπκα BglII θαη SalI κε ηε ζεηξά. 

Αθνινύζεζε ε θισλνπνίεζε ηνπ θνξέα pTOPO θάησ από ζπλζήθεο πςειήο 

αιαηόηεηαο θαη ν βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο ζε δεθηηθά θύηηαξα E. coli. Ζ επηινγή ησλ 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ αληηβηνηηθνύ 

θαλακπθίλε. Γηα ηελ επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ θιώλνπ pTOPO/SCLS πξαγκαηνπνηήζεθε 

πέςε κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα BglII θαη SalI θαη θαίλεηαη λα είλαη ζσζηόο ν θιώλνο 5 
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(Δηθόλα 7α θαη 7β). Γηα ηελ επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ θιώλνπ pTOPO/p1326 

πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα BglII θαη SalI θαη θαίλεηαη λα είλαη 

ζσζηνί νη θιώλνη 1-6 θαη επηιέγεηε κε βάζε ηελ θαιύηεξε πνζόηεηα ν θιώλνο 3 (Δηθόλα 7γ). 

 Καηόπηλ πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε ησλ θισλνπνηεκέλσλ θνξέσλ pESC-URA/CDS-

Y95, pESC-URA/CLS-Y95 θαη ησλ πιαζκηδίσλ pTOPO/SCLS θαη pTOPO/p1326 κε ηα 

πεξηνξηζηηθά έλδπκα BglII θαη NotI. Αθνύ νινθιεξώζεθε ε πέςε ησλ παξαπάλσ δεηγκάησλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0,8% έηζη ώζηε λα απνκνλσζεί ε 

δώλε ηνπ θάζε γνληδίνπ θαη ηνπ θνκκέλνπ θνξέα pESC-URA (ρξεζηκνπνηήζεθε ε απνηθία 2) 

από ην πήθησκα αγαξόδεο (Δηθόλα 8α θαη 8β). ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε θαζαξηζκόο 

ηνπ DNA, ηόζν ηνπ θνξέα όζν θαη ησλ γνληδίσλ, ζύκθσλα κε ην αλαιπηηθό πξσηόθνιιν 

θαζαξηζκνύ θαη αθνινύζεζε αληίδξαζε ιηγάζεο ησλ θνξέσλ pESC-URA/CDS-Y95 ή pESC-

URA/CLS-Y95 κε ην θάζε έλα γνλίδην (pTOPO/SCLS ή pTOPO/p1326) ρσξηζηά. Ο 

ζπλδπαζκόο ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ αλακέλεηαη λα παξάγεη ηα αθόινπζα πξντόληα ζύκθσλα 

κε ην πνηα γνλίδηα είλαη θισλνπνηεκέλα θάζε θνξά ζην θνξέα pESC-URA (Πίλαθαο 10). 

 

Δηθόλα 8α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95 (απνηθία 1, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα 

κεηά από πέςε κε ην έλδπκν BglII ή NotI κόλν θαη ζηε ζπλέρεηα ζε ζπλδπαζκό θαη ησλ δύν πεξηνξηζηηθώλ 

ελδύκσλ BglII θαη NotI, γ) ηνλ επηιεγκέλν θιώλν (5) ηνπ θνξέα pTOPO/SCLS (ρσξίο πέςε θαη έπεηηα από πέςε 

κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα BglII θαη NotI), δ) ηνλ επηιεγκέλν θιώλν (3) ηνπ θνξέα pTOPO/p1326 (ρσξίο πέςε 

θαη έπεηηα από πέςε κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα BglII θαη NotI). 
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Δηθόλα 8β: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95 (απνηθία 2, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα 

κεηά από πέςε κε ην έλδπκν BglII ή NotI κόλν θαη ηέινο ζε ζπλδπαζκό θαη ησλ δύν πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ 

BglII θαη NotI). 

Πίλαθαο 10: Παξνπζίαζε ηωλ αλακελόκελωλ παξαγόκελωλ πξνϊόληωλ ζε θάζε πεξίπηωζε. 

Κλωνοποιημένα Γονίδια Παπαγόμενο πποϊόν 

CDS-Y95 + SCLS Manool 

CDS-Y95 + p1326 Miltiradiene 

CLS-Y95 + SCLS Sclareol 

CLS-Y95 + p1326 Manoyl oxide 

3.3.2.1 Δπηινγή ζσζηνύ θιώλνπ γηα ηνλ θισλνπνηεκέλν θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-

SCLS 

Γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο εηζαγσγήο θαη ησλ δύν γνληδίσλ (CDS-Y95 θαη SCLS) ζην 

θνξέα pESC-URA αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI θαη 

αλακελόκελεο δώλεο 8700 bp, 2211 bp θαη 656 bp ζε 6 απνηθίεο. Οη θιώλνη 1, 3, 4 θαη 6 ηνπ 

θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS είλαη πηζαλόλ ζσζηνί (Δηθόλα 9α). 

Οη πηζαλόλ ζσζηνί θιώλνη 1, 4 θαη 6 ηνπ θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS 
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επαλειέγρζεθαλ κε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν XhoI θαη αλακελόκελεο δώλεο κεγέζνπο 

6816 bp , 3075 bp θαη 1676 bp (Δηθόλα 9β) θαη ζηε ζπλέρεηα νη θιώλνη 1, 3, 4 θαη 6 ηνπ 

θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS καδί κε ην ιαλζαζκέλν θιώλν 5 σο αξλεηηθό κάξηπξα, 

ειέγρζεθαλ γηα ηξίηε θνξά κε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν HindIII θαη αλακελόκελεο 

δώλεο κεγέζνπο 6240 bp, 4669 bp θαη 658 bp. Όπσο απνδείρζεθε ζσζηνί ήηαλ νη θιώλνη 1 

θαη 3 (Δηθόλα 9γ). 

 

Δηθόλα 9α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS (απνηθίεο 1-6, πξώηα ρσξίο πέςε θαη ζηε 

ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI ζηε ζεηξά). 
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Δηθόλα 9β: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII,  β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS (απνηθίεο 1, 4 θαη 6 πξώηα ρσξίο πέςε θαη 

ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν Xho ζηε ζεηξά). 

 

Δηθόλα 9γ: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA CDS-Y95-SCLS (απνηθίεο 1,3, 4, 5 θαη 6 πξώηα ρσξίο πέςε 

θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν HindIII, ζηε ζεηξά). 
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3.3.2.2 Δπηινγή ζσζηνύ θιώλνπ γηα ηνλ θισλνπνηεκέλν θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-

p1326 

Γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο εηζαγσγήο θαη ησλ δύν γνληδίσλ (CDS-Y95 θαη p1326) ζην 

θνξέα pESC-URA πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI θαη 

αλακελόκελεο δώλεο 7715 bp 2211 bp θαη 1664 bp, κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν SalI θαη 

αλακελόκελεο δώλεο κεγέζνπο 8645 bp, 1820 bp θαη 1125 bp, όζν θαη κε ην πεξηνξηζηηθό 

έλδπκν MfeI θαη αλακελόκελεο δώλεο κεγέζνπο 4473 bp, 4067 bp, 2765 bp θαη 285 bp. 

Δλ ζπλερεία, θαη αθνύ δελ είρακε θαηαθέξεη λα εληνπίζνπκε θάπνην ζσζηό θιώλν, 

πξαγκαηνπνηήζεθε επαλάιεςε ηεο αληίδξαζεο ιηγάζεο θαη ηνπ βαθηεξηαθνύ 

κεηαζρεκαηηζκνύ, επηιέρηεθαλ εθ λένπ απνηθίεο pESC-URA/CDS-Y95-p1326 θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ηα ίδηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα ρσξίο όκσο ζεηηθό απνηέιεζκα.  

Αθνύ επαλαιήθζεθε γηα άιιε κία θνξά ε αληίδξαζε ιηγάζεο θαη ν βαθηεξηαθόο 

κεηαζρεκαηηζκόο, επηιέρηεθαλ 12 απνηθίεο pESC-URA/CDS-Y95-p1326 (1-12), ζηηο νπνίεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI θαη αλακελόκελεο δώλεο κεγέζνπο 

7715 bp 2211 bp θαη 1664 bp .Φαίλνληαη ζσζηνί νη θιώλνη 4 θαη 11 (Δηθόλεο 10α θαη 10β). 
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Δηθόλα 10α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 (απνηθίεο 1-6 ζηε ζεηξά, πξώηα 

ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI). 

 

Δηθόλα 10β : Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 (απνηθίεο 7-12 ζηε ζεηξά, πξώηα 

ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI). 

Οη παξαπάλσ θιώλνη pESC-URA/CDS-Y95-p1326 επηβεβαηώζεθαλ έπεηηα από πέςε 

κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν MfeΗ θαη αλακελόκελεο δώλεο κεγέζνπο 4473 bp, 4067 bp, 2765 

bp, 285 bp (Δηθόλα 11). 
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Δηθόλα 11: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 (απνηθίεο 4 θαη 11 ζηε ζεηξά, πξώηα 

ρσξίο πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν MfeI). 

3.3.2.3 Δπηινγή ζσζηνύ θιώλνπ γηα ηνλ θισλνπνηεκέλν θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-

SCLS 

Γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο εηζαγσγήο θαη ησλ δύν γνληδίσλ (CLS-Y95 θαη SCLS) ζην 

θνξέα pESC-URA αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI ζε 6 

απνηθίεο θαη αλακελόκελεο δώλεο 7941 bp, 3000 bp θαη 656 bp. Καλέλαο θιώλνο δελ ήηαλ 

ζσζηόο. ηε ζπλέρεηα, ινηπόλ, πξαγκαηνπνηήζεθε εθ λένπ πέςε 6 απνηθηώλ pESC-

URA/CLS-Y95-SCLS κε ην ίδην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI. Σε δεύηεξε θνξά είλαη πηζαλόλ 

ζσζηνί νη θιώλνη 2 θαη 3 έπεηηα από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI (Δηθόλα 12α). 
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Δηθόλα 12α: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-SCLS (απνηθίεο 1-6 ζηε ζεηξά, πξώηα ρσξίο πέςε 

θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI). 

 

Δηθόλα 12β: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-SCLS (απνηθίεο 2 θαη 3 ζηε ζεηξά, πξώηα ρσξίο 

πέςε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν XhoI). 

Οη απνηθίεο 2 θαη 3 επαλειέγρζεθαλ κε πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν XhoI θαη 
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αλακελόκελεο δώλεο κεηά ηελ πέςε κεγέζνπο: 6816 bp θαη 4781 bp, θαη επηβεβαηώζεθαλ σο 

ζσζηέο (Δηθόλα 12β). 

3.3.2.4 Δπηινγή ζσζηνύ θιώλνπ γηα ηνλ θισλνπνηεκέλν θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-

p1326 

Γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο εηζαγσγήο θαη ησλ δύν γνληδίσλ (CLS-Y95 θαη p1326) ζην 

θνξέα pESC-URA αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε 6 θιώλσλ κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν 

EcoRI θαη αλακελόκελεο δώλεο 6956 bp 3000 bp θαη 1664 bp. Οη θιώλνη 4 θαη 6 είλαη 

εκθαλώο ζσζηνί (Δηθόλα 13). 

 

Δηθόλα 13: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά :α) ην 

κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ην θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-p1326 (απνηθίεο 1-6 ζηε ζεηξά, πξώηα ρσξίο πέςε 

θαη ζηε ζπλέρεηα κεηά από πέςε κε ην πεξηνξηζηηθό έλδπκν EcoRI). 

3.4 Έιεγρνο έθθξαζεο ησλ παξαγόκελσλ πξντόλησλ από ην θνξέα 

pESC-URA ζε ζύγθξηζε κε ηνπο πξνεγνύκελα ρξεζηκνπνηνύκελνπο 

θνξείο pYES θαη pHTDH 

Γηα λα κπνξέζεη λα θαηαζηεί ε ζύγθξηζε ηεο ρξήζεο ησλ δηαθνξεηηθώλ θνξέσλ ηθαλή 
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έπξεπε κεηά ηε θαηαζθεπή ησλ λέσλ θισλνπνηεκέλσλ θνξέσλ λα αθνινπζήζεη 

κεηαζρεκαηηζκόο ηόζν ησλ παιαηά ρξεζηκνπνηνύκελσλ (pYES/CDS-Y95, pYES/CDS-Y95 + 

pH/P1326, pYES/CDS-Y95 + pH/ SCLS, pYES/CLS-Y95,  pYES/CLS-Y95 + pH/P1326, pYES/CLS-Y95 + 

pH/ SCLS) όζν θαη ησλ λέσλ θνξέσλ έθθξαζεο ζε ζηειέρε ζαθραξνκύθεηα (θνξέαο pESC-

URA). Αθνινπζεί ν Πίλαθαο 12 κε ηα ζηειέρε δύκεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαζώο θαη ηνπο 

πιαζκηδηαθνύο θνξείο κε ηνπο νπνίνπο κεηαζρεκαηίζηεθε ην θάζε ζηέιερνο. 

  Πίλαθαο 12: Παξνπζίαζε ηωλ ζηειερώλ δύκεο θαη ηωλ πιαζκηδίωλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ην 

κεηαζρεκαηηζκό ηνπο. 

Πλαζμιδιακοί θοπείρ ηέλεσορ ΑΜ94 ηέλεσορ ΑΜ240 ηέλεσορ ΑΜ250 

pYES/CDS-Y95 √ √  

pYES/CDS-Y95 + pH/P1326 √ √  

pYES/CDS-Y95 + pH/ SCLS √ √  

pYES/CLS-Y95 √  √ 

pYES/CLS-Y95 + pH/P1326 √  √ 

pYES/CLS-Y95 + pH/ SCLS √  √ 

pESC-URA √ √ √ 

pESC-URA/CDS-Y95 √ √  

pESC-URA/CDS(Y95)-P1326 √ √  

pESC-URA/CDS(Y95)-SCLS  √ √  

pESC-URA/CLS-Y95 √  √ 

pESC-URA/CLS(Y95)-P1326  √  √ 

pESC-URA/CLS(Y95)-SCLS  √  √ 

Σν ζηέιερνο ΑΜ94 επηιέγεη ιόγσ ηνπ όηη απνηειεί έλα βαζηθό ζηέιερνο ηνπ 

εξγαζηεξίνπ ην νπνίν λαη κελ είλαη βειηηζηνπνηεκέλν γηα παξαγσγή ηεξπελίσλ (πεξηέρεη έλα 

αληίγξαθν ηνπ γνλίδηνπ Erg9p ζε ππνιεηπόκελε θαηάζηαζε δηαηεξώληαο ηελ παξαγσγή 

ζηεξνιώλ ζε ρακειά επίπεδα, ελώ ηαπηόρξνλα επηηξέπεη ζηε δύκε λα παξάμεη αξθεηή 

ζηεξόιε γηα ηελ επηβίσζε ηεο) αιιά παξακέλεη αλεπεξέαζην σο πξνο ην πνηα θαηεύζπλζε ζα 

αθνινπζεζεί ζηε πνξεία παξαγσγήο ησλ δηηεξπελίσλ, δίλνληαο καο ηε δπλαηόηεηα 

απνηειεζκαηηθόηεξεο ζύγθξηζεο. Σα ζηειέρε ΑΜ240 θαη ΑΜ250 είλαη αληίζηνηρα γελεηηθά 

ηξνπνπνηεκέλα έηζη ώζηε ην πξώην λα δίλεη θαιύηεξα απνηειέζκαηα γηα ρξήζε δηηεξπελίσλ 

πνπ πξνθύπηνπλ από ην γνλίδην CDS-Y95 (πεξηέρεη ην γνλίδην ERG20 F96C::erg20), ελώ ην 

δεύηεξν δίλεη θαιύηεξα απνηειέζκαηα ζηελ παξαγσγή δηηεξπελίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ην 
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γνλίδην CLS-Y95 (πεξηέρεη ην γνλίδην CLS-ERG2- (F96C)::Ty1A. 

Αθνύ επεηεύρζεζαλ νη παξαπάλσ κεηαζρεκαηηζκνί ζε δύν επαλαιήςεηο ζύκθσλα κε 

ηα πιαζκίδηα πνπ θαίλνληαη ζηηο Δηθόλεο 14, 15 θαη 16, επηιέγεθαλ νη θαιύηεξα 

αλαπηπγκέλεο απνηθίεο δύκεο πνπ πξνέθπςαλ θαη ηνπνζεηήζεθαλ γηα παξαγσγή ησλ 

αληίζηνηρσλ νπζηώλ θαη εθρύιηζε ηνπο κε ηε βνήζεηα δσδεθαλίνπ.  

 

Δηθόλα 14: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ηα πιαζκίδηα pYES/CDS-Y95 1, pYES/CDS-Y95 2, pYES/CLS-Y95 1, 

pYES/CLS-Y95 2, pESC-URA/CLS-Y95-p1326 1, pESC-URA/CLS-Y95-p1326 2, pH/SCLS 1, pH/SCLS 2 θαη 

pH/p1326. 
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Δηθόλα 15: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ηα πιαζκίδηα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 1, pESC-URA/CDS-Y95-p1326 

2, pESC-URA/CDS-Y95-SCLS 1, pESC-URA/CDS-Y95-SCLS 2, pESC-URA/CLS-Y95-SCLS 1, pESC-

URA/CLS-Y95-SCLS 2 θαη pESC-URA/CLS-Y95-p1326 1. 
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Δηθόλα 16: Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 0.8% ησλ δεηγκάησλ πνπ αθνξνύλ από αξηζηεξά 

:α) ην κάξηπξα ι/EcoRI/HindIII, β) ηα πιαζκίδηα pESC-URA 1, pESC-URA 2, pESC-URA/CLS-Y95 1, pESC-

URA/CLS-Y95 2, pESC-URA/CDS-Y95 1, pESC-URA/CDS-Y95 2 θαη pESC-URA/CLS-Y95-p1326 2. 

 

3.5 Απνηειέζκαηα GC-MS 

 

Σα δείγκαηα πνπ ζπιιέρζεθαλ κεηά από 3 εκέξεο αλάπηπμεο ηεο δύκεο (έσο 

θνξεζκνύ) κεηξήζεθαλ ζε GS-MS, κεηά από εθρύιηζε ησλ ηεξπελίσλ κε ρξήζε δσδεθάληνπ. 

Ο κεηαζρεκαηηζκόο ησλ γνληδίσλ ζηνλ θνξέα έθθξαζεο pESC-URA, ζπγθεθξηκέλα ζηνπο 

κεηαζρεκαηηζκνύο pESC-URA/CDS(Y95)-P1326, pESC-URA/CDS(Y95)-SCLS θαη pESC-

URA/CLS(Y95)-P1326, θαίλεηαη λα είλαη ελεξγόο  (Πίλαθαο 13).  
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Πίλαθαο 13: Παξνπζίαζε ηωλ παξαγόκελωλ δηηεξπελίωλ από ηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε δύκεο ΑΜ94, 

ΑΜ240 θαη ΑΜ250 έπεηηα από δηαθνξεηηθνύο κεηαζρεκαηηζκνύο, όπωο πξνθύπηνπλ από κέηξεζε ζε GC-MS. 

Πλαζμιδιακοί θοπείρ 
ηέλεσορ 

ΑΜ94 

ηέλεσορ 

ΑΜ240 

ηέλεσορ 

ΑΜ250 

pYES/CDS-Y95 - -  

pYES/CDS-Y95 + pH/P1326 - 
15 mg/L 

miltiradiene 
 

pYES/CDS-Y95 + pH/ SCLS 
 23 mg/L 

manool 
-  

pYES/CLS-Y95 -  - 

pYES/CLS-Y95 + pH/P1326 -  
15 mg/L 

manoyl oxide 

pYES/CLS-Y95 + pH/ SCLS -  - 

pESC-URA - - - 

pESC-URA/CDS-Y95 - -  

pESC-URA/CDS(Y95)-P1326 
12 mg/L 

miltiradiene 
-  

pESC-URA/CDS(Y95)-SCLS  - 
 32 mg/L 

manool 
 

pESC-URA/CLS-Y95 -  - 

pESC-URA/CLS(Y95)-P1326  
10 mg/L 

manoyl oxide 
 - 

pESC-URA/CLS(Y95)-SCLS  -  - 

 

Χζηόζν παξνπζηάζηεθε πξόβιεκα κε ηε ρξήζε ησλ θνξέσλ pYES θαη pHTDH πνπ 

έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί κε επηηπρία ζην παξειζόλ (πιαζκίδηα κάξηπξεο). Αθόκε θαη νη 

κεηαζρεκαηηζκνί πνπ παξνπζίαζαλ θάπνηα ελεξγόηεηα δελ μεπεξλάλε ηηο κέγηζηεο 

αλαθεξόκελεο ηηκέο πνπ έρνπλ επηηεπρζεί ζην παξειζόλ ζην εξγαζηήξην ( Πίλαθαο14). 

 

Σεππένιο ςγκένηπωζη (mg/L) Βιβλιογπαθική αναθοπά 

κλαπεόλη 403 (Ignea et al., 2015c) 

Μανόλη 96 (Ignea et al., 2015a) 
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Οξείδιο ηηρ μανόληρ 36 (Ignea et al., 2015a) 

Μιληιπαδιένη 26 (Ignea et al., 2015a) 

 

 Γελ ήηαλ ινηπόλ δπλαηή ε ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ, θαζώο θάζε 

κεηαζρεκαηηζκόο ζπγθξίλεηαη κε ηνλ αληηζηνηρό ηνπ ζηνλ θνξέα pESC-URA ώζηε λα 

πξνθύςεη ν βέιηηζηνο θνξέαο θισλνπνίεζεο. Γηα ην ιόγν απηό θξίζεθε απαξαίηεην λα 

επαλαιεθζεί ε όιε δηαδηθαζία κειινληηθά πξνθεηκέλνπ λα γίλεη απνηειεζκαηηθόηεξε 

ζύγθξηζε ηεο ρξήζεο ησλ παξαπάλσ δηαθνξεηηθώλ ζπζηεκάησλ θνξέσλ.
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4 ΤΕΖΣΖΖ  

 

 «Όπνπ ην ηειεζθόπην ζηακαηάεη λα 

καο βνεζάεη, εθεί αξρίδεη ην κηθξνζθόπην. 

Πνην απ' ηα δύν έρεη κεγαιύηεξε ζέα;» 

 

 

 

Βίθησξ Οπγθώ  

 

Ζ ζεκαζία ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο πνπ αθνινπζήζεθε έγθεηηαη ζην γεγνλόο όηη 

απνηειεί κέξνο ελόο επξύηεξνπ πεηξακαηηθνύ πιαηζίνπ κε ηειηθό ζηόρν ηελ εύξεζε κεζόδσλ 

αύμεζεο ηεο παξαγσγήο ηεξπελνεηδώλ ελώζεσλ ζην ζαθραξνκύθεηα. Απηό απνηειεί κία 

ελαιιαθηηθή κέζνδν ηεο εθρύιηζεο νπζηώλ από θπηηθνύο ηζηνύο θαη έλα κειινληηθό ηξόπν 

γηα ηελ παξαγσγή ηνπο κε νηθνλνκηθνύο όξνπο, γηα εκπνξηθνύο ζθνπνύο. Ζ παξαγσγή 

νπζηώλ από ηε δύκε πξνζθέξεη ην πιενλέθηεκα ηεο απινύζηεξεο ξύζκηζεο ησλ γνληδίσλ ζε 

ζρέζε κε ηα θπηά θαη ηε καδηθή παξαγσγή νπζηώλ θάησ από απόιπηα θαζνξηζκέλεο 

ζπλζήθεο. 

Ο κύθεηαο Saccharomyces cerevisiae, ζαλ επθαξπσηηθόο νξγαληζκόο, έρεη εμειίμεη 

έλα κεηαγξαθηθό θαη κεηαθξαζηηθό κεραληζκό ν νπνίνο κνηξάδεηαη πνιιά θνηλά ζεκεία κε 

ηνπο αληίζηνηρνπο κεραληζκνύο ησλ θπηώλ. Σν γεγνλόο απηό αλάγεη ηνλ ζαθραξνκύθεηα ζε 

έλαλ ηδεώδε νξγαληζκό γηα ηελ έθθξαζε θπηηθώλ γνληδίσλ πνπ νδεγνύλ ζηε βηνζύλζεζε 

θπηηθώλ δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ. Ο ζαθραξνκύθεηαο έρεη νξηζκέλα πιενλεθηήκαηα 

http://www.sansimera.gr/quotes/authors/10
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έλαληη ησλ ζήκεξα ρξεζηκνπνηνύκελσλ βαθηεξηαθώλ ζπζηεκάησλ γηα ηελ παξαγσγή 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ πνπ πξνέξρνληαη από θπηά, δώα θαη κύθεηεο. ηα θύηηαξα 

δύκεο κπνξεί λα εθηειεζηνύλ "επθαξπσηηθέο" κεηά-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ κπνξεί 

λα είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ δξαζηηθόηεηα, όπσο γιπθνδπιίσζε, αθπιίσζε ιηπαξώλ θαη 

πξσηενιπηηθή επεμεξγαζία. Απηή ε ππόζεζε βέβαηα πνηέ δελ επηβεβαηώζεθε κηαο θαη ζε 

πνιιέο πεξηπηώζεηο ε παξαγσγή απηώλ ησλ νπζηώλ ζε βαθηήξηα θαίλεηαη λα είλαη 

πεξηζζόηεξν απνδνηηθή (Martin and Scheinbach, 1989, Σξαληάο, 2009). 

Σα ηεξπελνεηδή ησλ θπηώλ αληηπξνζσπεύνπλ κηα θαηεγνξία ησλ δεπηεξνγελώλ 

κεηαβνιηηώλ κε πιεζώξα εθαξκνγώλ ζε πνιινύο βηνκεραληθνύο ηνκείο. Ζ εθρύιηζε απηώλ 

ησλ ελώζεσλ από ηηο θπζηθέο πεγέο ηνπο έρεη κεγάιν θόζηνο θαη είλαη κε θηιηθή σο πξνο ην 

πεξηβάιινλ. Γηα ην ιόγν απηό, έρνπλ γίλεη πξνζπάζεηεο πξνθεηκέλνπ λα θαηαζηεί δπλαηή ε 

βηνζύλζεζε ησλ θπζηθώλ ελώζεσλ κε ελαιιαθηηθνύο ηξόπνπο, ζε κηθξννξγαληζκνύο. 

Ο ζαθραξνκύθεηαο απνηειεί έλαλ ηδαληθό νξγαληζκό γηα εηεξόινγε παξαγσγή 

ηεξπελνεηδώλ ελώζεσλ. Κάπνηα πξόδξνκα κόξηα ησλ ηεξπελίσλ όπσο GPP θαη FPP ήδε 

ζπληίζεληαη ζηα θύηηαξα δύκεο, δεδνκέλνπ όηη ζπκκεηέρνπλ ζην βηνζπλζεηηθό κνλνπάηη ηεο 

εξγνζηεξόιεο. Δπηπιένλ, ε δύκε είλαη έλαο κνλνθύηηαξνο επθαξπσηηθόο νξγαληζκόο κε 

παξόκνηα νξγάλσζε κε ηνπο αλώηεξνπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο, δηεπθνιύλνληαο ηελ 

αλαθαηαζθεπή ησλ θπηηθώλ βηνζπλζεηηθώλ κνλνπαηηώλ. 

Οη εθαξκνγέο ησλ ηεξπελίσλ είλαη πνηθίιεο όπσο ζηε βηνκεραλία αξώκαηνο θαη 

γεύζεο, ζηελ παξαγσγή θαιιπληηθώλ πξντόλησλ, ζηε δηαηξνθή θαη ηε θαξκαθνινγία. 

Τπάξρνπλ πξόζθαηεο κειέηεο αλαθαηαζθεπήο ησλ βηνζπλζεηηθώλ κνλνπαηηώλ πνπ νδεγνύλ 

ζηελ παξαγσγή ηνπ δηηεξπελίνπ ηαμόιε (Ajikumar et al., 2010), ησλ ηξηηεξπελίσλ 

ginsenosides, πνπ αλήθνπλ ζε νκάδα ζηεξνεηδώλ γιηθνδηηώλ θαη ηξηηεξπελνεηδώλ ζαπνληλώλ 

πνπ απαληώληαη ζην ηδίλζελγθ (Dai et al., 2013) θαη norditerpenoid tanshinones, πνπ 

απνηεινύλ ιηπόθηιεο λαθζνθηλόλεο (Guo et al., 2013), όια γηα θαξκαθεπηηθέο εθαξκνγέο. 

Οη κεηαζρεκαηηζκνί πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα εξγαζία κε ήδε 

θισλνπνηεκέλα γνλίδηα ήηαλ απνηειεζκαηηθνί θαη ηα δείγκαηα θπιάρζεθαλ γηα πεξαηηέξσ 

ρξήζε ζηε ζπλέρεηα ησλ πεηξακάησλ. 

Έπεηηα ζην δεύηεξν πεηξακαηηθό κέξνο, επηιέρηεθαλ κε εύθνιν θαη απνηειεζκαηηθό 

ηξόπν, νη απνδνηηθόηεξεο κεηαιιαγκέλεο απνηθίεο, νη νπνίεο κπνξνύλ λα απνηειέζνπλ κία 

βάζε γηα πεξαηηέξσ γνληδηαθέο αιιαγέο πνπ ζην ζύλνιν ηνπο ζα απμήζνπλ ηε ξνή ηνπ 

κνλνπαηηνύ πξνο ηελ παξαγσγή δηηεξπελίσλ. 
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Σέινο, ηα απνηειέζκαηα ηνπ ηξίηνπ πεηξακαηηθνύ κέξνπο αλ θαη πνιιά ππνζρόκελα 

δελ έδσζαλ ζαθή εηθόλα γηα ην πνην ζύζηεκα θνξέσλ ιεηηνπξγεί απνηειεζκαηηθόηεξα κηαο 

θαη δελ παξαηεξήζεθε από ηηο κεηξήζεηο κε ην GC-MS παξαγσγή ησλ αληίζηνηρσλ 

δηηεξπελίσλ ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο. 

4.1 πκπεξάζκαηα – κειινληηθέο εξγαζίεο 

Μία πηζαλή κειινληηθή πξνζέγγηζε ζα κπνξνύζε λα είλαη ε ρξήζε βαθηεξηαθώλ 

ζπζηεκάησλ παξαγσγήο ησλ δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ κηαο θαη ζην παξειζόλ έρεη 

ιεηηνπξγήζεη απνηειεζκαηηθά ζε άιιεο πεξηπηώζεηο (Nakagawa, 2011). 

Οη δνθηκαζηηθνί κεηαζρεκαηηζκνί ζα κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ κειινληηθά ζε 

πεηξάκαηα ζύγθξηζεο ηόζν ζε ζρέζε κε δηαθνξεηηθνύο κεηαζρεκαηηζκνύο έπεηηα από 

γνληδηαθή κεηάιιαμε θάπνησλ εθ ησλ πεξηερόκελσλ γνληδίσλ, όζν θαη γηα ηε δνθηκή 

δηαθνξεηηθώλ ζπλζεθώλ αλάπηπμεο ηεο δύκεο κέρξη λα βξεζεί ν θαηαιιειόηεξνο γηα αύμεζε 

ηεο παξαγσγήο. 

Αθόκα, από ηα απνηειέζκαηα ηεο ελόηεηαο 3.2. θαίλεηαη όηη ε πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε απνηειεί κία απιή κέζνδν πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη 

ζε άιιεο αληίζηνηρεο πεξηπηώζεηο δίλνληαο εύθνια, γξήγνξα θαη αμηόπηζηα απνηειέζκαηα. 

ηε ζπλέρεηα, δελ πξέπεη λα παξαιείςνπκε ην γεγνλόο όηη ζα έπξεπε λα επαλαιεθζεί 

ηόζν ε δηαδηθαζία απνκόλσζεο ησλ ηεξπελνεηδώλ ελώζεσλ θαη ε εθ λένπ κέηξεζε ζε GC-

MS, όζν θαη από ηελ αξρή ε επαλάιεςε ηνπ ίδηνπ ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ ησλ 

θισλνπνηεκέλσλ γνληδίσλ ζηε δύκε, ζην ηξίην πεηξακαηηθό κέξνο. Απηό ζα κπνξνύζε λα 

νδεγήζεη ζε πην ζαθή απνηειέζκαηα, μεθαζαξίδνληαο πνηό από ηα δύν ζπζηήκαηα είλαη 

θαηαιιειόηεξν γηα ηε ζπλέρηζε βειηηζηνπνίεζεο ηνπ. 

Σέινο, δελ ζα πξέπεη λα παξαιεθζεί ν βαζηθόο ζηόρνο ηεο όιεο πξνζπάζεηαο πνπ 

απνηειεί ηελ εύξεζε όζν ην δπλαηόλ θαιύηεξσλ θαη απνηειεζκαηηθόηεξσλ κεζόδσλ αύμεζεο 

ηεο παξαγσγήο ηεξπελνεηδώλ ελώζεσλ. Απηό ζα νδεγήζεη όιε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

ζε άιιν επίπεδν, θαζηζηώληαο ηθαλή ηε βηνκεραληθή παξαγσγή ησλ ηεξπελίσλ ζε ειεγρόκελα 

εηεξόινγα ζπζηήκαηα όπσο ε δύκε ή ηα βαθηήξηα, κε ρακειό θόζηνο θαη απνηειεζκαηηθά. 

Τπάξρνπλ πνιινί γνληδηαθνί θαη πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο πνπ κέλνπλ λα ηξνπνπνηεζνύλ 

θαηάιιεια όπσο νη ζπλζήθεο αλάπηπμεο, ν απνδνηηθόηεξνο νξγαληζκόο, ε κεηάιιαμε θαη 

άιισλ γνληδίσλ πνπ εθθξάδνπλ έλδπκα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζην κνλνπάηη θαη ε ηξνπνπνίεζε 

ησλ ήδε κεηαιιαγκέλσλ γνληδίσλ. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ Η –ΥΑΡΣΔ ΦΟΡΔΧΝ 

 

ΥΖΜΑ 1 : ΓΔΝΔΣΗΚΟ ΥΑΡΣΖ ΣΟΤ ΠΛΑΜΗΓΗΑΚΟΤ ΦΟΡΔΑ PCRII-TOPO 



Δηπιωκαηηθή κεηαπηπρηαθή εξγαζία, Σεξαθεηκίδε Θεαλώ 

 

52 

 

 



Χεκηθή πνηθηινκνξθία ηεξπεληθώλ ελώζεωλ 

 

53 

 

σήμα 2 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pYES2 

 

σήμα 3 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pHTDH3myc 

pHTDH3myc

5427 bp

HIS3

Ampic illin

TDH3p

ts

myc tag

BamHI (730)

EcoRI (736)

MfeI (427)

Not I (763)

Sac I (1057)

SalI (1047)

Spe I (2)

XbaI (781)

XhoI (769)

BglII (2168)

BglII (2228)

KpnI (2009)

KpnI (5398)

NdeI (1758)

NdeI (2435)

SfiI (15)SfiI (5422)

HindIII (688)

HindIII (2132)

HindIII (2319)

PGEX3 (100.0%)

T7 forward (100.0%)

M13F (100.0%)

M13R (100.0%)
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σήμα 4 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pUTDH3myc 

 

pUTDH3myc

6035 bp

URA3

Am picillin

TDH3p

2ì ori

cyc1 term

myc tag

BamHI (730)

EcoRI (736)

HindIII (688)

MfeI (427)

NcoI (3591)

NdeI (3885)

Not I (763)

SfiI (15)

Spe I (2)

XbaI (781)

XhoI (769)
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σήμα 5 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pWTDH3myc  

 

pWTDH3myc

5250 bp

TRP1

Ampic illin

TDH3p

2ì ori

ts

myc tag

BamHI (735)

EcoRI (741)

KpnI (5227)

Not I (768)

Sac I (1062)

SalI (1052)

Spe I (7)

XhoI (774)

HindIII (693)

HindIII (1967)

MfeI (432)

MfeI (2340)

SfiI (1)

SfiI (20)

XbaI (786)

XbaI (2396)

PGEX3 (100.0%)

T7 forward (100.0%)

M13F (100.0%)

M13R (100.0%)
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σήμα 6 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα p 
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σήμα 7 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ επαγόκελνπ θνξέα έθθξαζεο γνληδίσλ ζηνλ ζαθραξνκύθεηα, pESC-URA (Stratagene) 
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σήμα 8 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ θαηαζθεπαζκέλνπ θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 
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σήμα 9 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ θαηαζθεπαζκέλνπ θνξέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS 
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σήμα 10 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ θαηαζθεπαζκέλνπ θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-p1326 



Χεκηθή πνηθηινκνξθία ηεξπεληθώλ ελώζεωλ 

 

61 

 

 

 



Δηπιωκαηηθή κεηαπηπρηαθή εξγαζία, Σεξαθεηκίδε Θεαλώ 

 

62 

 

σήμα 11 : Γελεηηθόο ράξηεο ηνπ θαηαζθεπαζκέλνπ θνξέα pESC-URA/CLS-Y95-SCLS
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ ΗΗ –ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΔ ΦΟΡΔΧΝ 
Πίνακας 1: Αλληλουχία του υορέα pCRII-TOPO 

 

1 AGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG CGCGTTGGCC GATTCATTAA 50 

51 TGCAGCTGGC ACGACAGGTT TCCCGACTGG AAAGCGGGCA GTGAGCGCAA 100 

101 CGCAATTAAT GTGAGTTAGC TCACTCATTA GGCACCCCAG GCTTTACACT 150 

151 TTATGCTTCC GGCTCGTATG TTGTGTGGAA TTGTGAGCGG ATAACAATTT 200 

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACA 250 

251 CTATAGAATA CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA 300 

301 CTAGTAACGG CCGCCAGTGT GCTGGAATTC GCCCTTAAGG GCGAATTCTG 350 

351 CAGATATCCA TCACACTGGC GGCCGCTCGA GCATGCATCT AGAGGGCCCA 400 

401 ATTCGCCCTA TAGTGAGTCG TATTACAATT CACTGGCCGT CGTTTTACAA 450 

451 CGTCGTGACT GGGAAAACCC TGGCGTTACC CAACTTAATC GCCTTGCAGC 500 

501 ACATCCCCCT TTCGCCAGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC CGCACCGATC 550 

551 GCCCTTCCCA ACAGTTGCGC AGCCTGAATG GCGAATGGAC GCGCCCTGTA 600 

601 GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG CGTGACCGCT 650 

651 ACACTTGCCA GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT TCCCTTCCTT 700 

701 TCTCGCCACG TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT CGGGGGCTCC 750 

751 CTTTAGGGTT CCGATTTAGT GCTTTACGGC ACCTCGACCC CAAAAAACTT 800 

801 GATTAGGGTG ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT AGACGGTTTT 850 

851 TCGCCCTTTG ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA CTCTTGTTCC 900 

901 AAACTGGAAC AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT TGATTTATAA 950 

951 GGGATTTTGC CGATTTCGGC CTATTGGTTA AAAAATGAGC TGATTTAACA 1000 

1001 AAAATTTAAC GCGAATTTTA ACAAAATTCA GGGCGCAAGG GCTGCTAAAG 1050 

1051 GAAGCGGAAC ACGTAGAAAG CCAGTCCGCA GAAACGGTGC TGACCCCGGA 1100 

1101 TGAATGTCAG CTACTGGGCT ATCTGGACAA GGGAAAACGC AAGCGCAAAG 1150 

1151 AGAAAGCAGG TAGCTTGCAG TGGGCTTACA TGGCGATAGC TAGACTGGGC 1200 

1201 GGTTTTATGG ACAGCAAGCG AACCGGAATT GCCAGCTGGG GCGCCCTCTG 1250 

1251 GTAAGGTTGG GAAGCCCTGC AAAGTAAACT GGATGGCTTT CTTGCCGCCA 1300 

1301 AGGATCTGAT GGCGCAGGGG ATCAAGATCT GATCAAGAGA CAGGATGAGG 1350 

1351 ATCGTTTCGC ATGATTGAAC AAGATGGATT GCACGCAGGT TCTCCGGCCG 1400 

1401 CTTGGGTGGA GAGGCTATTC GGCTATGACT GGGCACAACA GACAATCGGC 1450 

1451 TGCTCTGATG CCGCCGTGTT CCGGCTGTCA GCGCAGGGGC GCCCGGTTCT 1500 

1501 TTTTGTCAAG ACCGACCTGT CCGGTGCCCT GAATGAACTG CAGGACGAGG 1550 

1551 CAGCGCGGCT ATCGTGGCTG GCCACGACGG GCGTTCCTTG CGCAGCTGTG 1600 

1601 CTCGACGTTG TCACTGAAGC GGGAAGGGAC TGGCTGCTAT TGGGCGAAGT 1650 

1651 GCCGGGGCAG GATCTCCTGT CATCCCACCT TGCTCCTGCC GAGAAAGTAT 1700 

1701 CCATCATGGC TGATGCAATG CGGCGGCTGC ATACGCTTGA TCCGGCTACC 1750 

1751 TGCCCATTCG ACCACCAAGC GAAACATCGC ATCGAGCGAG CACGTACTCG 1800 

1801 GATGGAAGCC GGTCTTGTCG ATCAGGATGA TCTGGACGAA GAGCATCAGG 1850 

1851 GGCTCGCGCC AGCCGAACTG TTCGCCAGGC TCAAGGCGCG CATGCCCGAC 1900 

1901 GGCGAGGATC TCGTCGTGAC CCATGGCGAT GCCTGCTTGC CGAATATCAT 1950 

1951 GGTGGAAAAT GGCCGCTTTT CTGGATTCAT CGACTGTGGC CGGCTGGGTG 2000 

2001 TGGCGGACCG CTATCAGGAC ATAGCGTTGG CTACCCGTGA TATTGCTGAA 2050 

2051 GAGCTTGGCG GCGAATGGGC TGACCGCTTC CTCGTGCTTT ACGGTATCGC 2100 

2101 CGCTCCCGAT TCGCAGCGCA TCGCCTTCTA TCGCCTTCTT GACGAGTTCT 2150 

2151 TCTGAATTGA AAAAGGAAGA GTATGAGTAT TCAACATTTC CGTGTCGCCC 2200 

2201 TTATTCCCTT TTTTGCGGCA TTTTGCCTTC CTGTTTTTGC TCACCCAGAA 2250 

2251 ACGCTGGTGA AAGTAAAAGA TGCTGAAGAT CAGTTGGGTG CACGAGTGGG 2300 
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2301 TTACATCGAA CTGGATCTCA ACAGCGGTAA GATCCTTGAG AGTTTTCGCC 2350 

2351 CCGAAGAACG TTTTCCAATG ATGAGCACTT TTAAAGTTCT GCTATGTGGC 2400 

2401 GCGGTATTAT CCCGTATTGA CGCCGGGCAA GAGCAACTCG GTCGCCGCAT 2450 

2451 ACACTATTCT CAGAATGACT TGGTTGAGTA CTCACCAGTC ACAGAAAAGC 2500 

2501 ATCTTACGGA TGGCATGACA GTAAGAGAAT TATGCAGTGC TGCCATAACC 2550 

2551 ATGAGTGATA ACACTGCGGC CAACTTACTT CTGACAACGA TCGGAGGACC 2600 

2601 GAAGGAGCTA ACCGCTTTTT TGCACAACAT GGGGGATCAT GTAACTCGCC 2650 

2651 TTGATCGTTG GGAACCGGAG CTGAATGAAG CCATACCAAA CGACGAGCGT 2700 

2701 GACACCACGA TGCCTGTAGC AATGGCAACA ACGTTGCGCA AACTATTAAC 2750 

2751 TGGCGAACTA CTTACTCTAG CTTCCCGGCA ACAATTAATA GACTGGATGG 2800 

2801 AGGCGGATAA AGTTGCAGGA CCACTTCTGC GCTCGGCCCT TCCGGCTGGC 2850 

2851 TGGTTTATTG CTGATAAATC TGGAGCCGGT GAGCGTGGGT CTCGCGGTAT 2900 

2901 CATTGCAGCA CTGGGGCCAG ATGGTAAGCC CTCCCGTATC GTAGTTATCT 2950 

2951 ACACGACGGG GAGTCAGGCA ACTATGGATG AACGAAATAG ACAGATCGCT 3000 

3001 GAGATAGGTG CCTCACTGAT TAAGCATTGG TAACTGTCAG ACCAAGTTTA 3050 

3051 CTCATATATA CTTTAGATTG ATTTAAAACT TCATTTTTAA TTTAAAAGGA 3100 

3101 TCTAGGTGAA GATCCTTTTT GATAATCTCA TGACCAAAAT CCCTTAACGT 3150 

3151 GAGTTTTCGT TCCACTGAGC GTCAGACCCC GTAGAAAAGA TCAAAGGATC 3200 

3201 TTCTTGAGAT CCTTTTTTTC TGCGCGTAAT CTGCTGCTTG CAAACAAAAA 3250 

3251 AACCACCGCT ACCAGCGGTG GTTTGTTTGC CGGATCAAGA GCTACCAACT 3300 

3301 CTTTTTCCGA AGGTAACTGG CTTCAGCAGA GCGCAGATAC CAAATACTGT 3350 

3351 TCTTCTAGTG TAGCCGTAGT TAGGCCACCA CTTCAAGAAC TCTGTAGCAC 3400 

3401 CGCCTACATA CCTCGCTCTG CTAATCCTGT TACCAGTGGC TGCTGCCAGT 3450 

3451 GGCGATAAGT CGTGTCTTAC CGGGTTGGAC TCAAGACGAT AGTTACCGGA 3500 

3501 TAAGGCGCAG CGGTCGGGCT GAACGGGGGG TTCGTGCACA CAGCCCAGCT 3550 

3551 TGGAGCGAAC GACCTACACC GAACTGAGAT ACCTACAGCG TGAGCTATGA 3600 

3601 GAAAGCGCCA CGCTTCCCGA AGGGAGAAAG GCGGACAGGT ATCCGGTAAG 3650 

3651 CGGCAGGGTC GGAACAGGAG AGCGCACGAG GGAGCTTCCA GGGGGAAACG 3700 

3701 CCTGGTATCT TTATAGTCCT GTCGGGTTTC GCCACCTCTG ACTTGAGCGT 3750 

3751 CGATTTTTGT GATGCTCGTC AGGGGGGCGG AGCCTATGGA AAAACGCCAG 3800 

3801 CAACGCGGCC TTTTTACGGT TCCTGGCCTT TTGCTGGCCT TTTGCTCACA 3850 

3851 TGTTCTTTCC TGCGTTATCC CCTGATTCTG TGGATAACCG TATTACCGCC 3900 

3901 TTTGAGTGAG CTGATACCGC TCGCCGCAGC CGAACGACCG AGCGCAGCGA 3950 

3951 GTCAGTGAGC GAGGAAGCGG AAG 
   

 

Πίνακας 2: Αλληλουχία του υορέα pYES2 

 

  1 GGCCGCAAAT TAAAGCCTTC GAGCGTCCCA AAACCTTCTC AAGCAAGGTT 

 51 TTCAGTATAA TGTTACATGC GTACACGCGT CTGTACAGAA AAAAAAGAAA 

101 AATTTGAAAT ATAAATAACG TTCTTAATAC TAACATAACT ATAAAAAAAT 

151 AAATAGGGAC CTAGACTTCA GGTTGTCTAA CTCCTTCCTT TTCGGTTAGA 

201 GCGGATGTGG GGGGAGGGCG TGAATGTAAG CGTGACATAA CTAATTACAT 

251 GATGCGGCCC TCTAGATGCA TGCTCGAGCG GCCGCCAGTG TGATGGATAT 

301 CTGCAGAATT CCAGCACACT GGCGGCCGTT ACTAGTGGAT CCGAGCTCGG 

351 TACCAAGCTT AATATTCCCT ATAGTGAGTC GTATTACAGC TGCTAGTAGT 

401 CCGATCCGGG GTTTTTTCTC CTTGACGTTA AAGTATAGAG GTATATTAAC 

451 AATTTTTTGT TGATACTTTT ATTACATTTG AATAAGAAGT AATACAAACC 

501 GAAAATGTTG AAAGTATTAG TTAAAGTGGT TAATGCAGTT TTTGCATTTA 

551 TATATCTGTT AATAGATCAA AAATCATCGC TTCGCTGATT AATTACCCCA 

601 GAAATAAGGC TAAAAAACTA ATCGCATTAT CATCCTATGG TTGTTAATTT 

651 GATTCGTTCA TTTGAAGGTT TGTGGGGCCA GGTTACTGCC AATTTTTCCT 

701 CTTCATAACC ATAAAAGCTA GTATTGTAGA ATCTTTATTG TTCGGAGCAG 

751 TGCGGCGCGA GGCACATCTG CGTTTCAGGA ACGCGACCGG TGAGGACGAG 

 801 GACGCACGGA GGAGAGTCTT CCTTCGGAGG GCTGTCACCC GCTCGGCGGC 

 851 TTCTAATCCG TACTAGTGGA TCATCCCCAC GCGCCCTGTA GCGCCCCATT 
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 901 AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCCCAG CGTGACCCCT ACACTTCCCA 

 951 CCGCCCTAGC CCCCGCTCCT TTCGCTTTCT TCCCTTCCTT TCTCGCCACG 

1001 TTCGCCGGCT TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT GGGGGCATCC GTTTACCCTT 

1051 CCGATTTACT GCTTTACGGC ACCTCGACCC CAAAAAACTT GATTAGGGTG 

1101 ATGGTTCACG TAGTGGGCCA TCGCCCTGAT AGACCCTTTT TCGCCCTTTG 

1151 ACGTTGGAGT CCACGTTCTT TAATAGTGGA CTCTTGTTGG AAACTGGAAC 

1201 AACACTCAAC CCTATCTCGG TCTATTCTTT TGATTTATAA GGGATTTTGC 

1251 CGATTTCGGG CTATTCGTTA AAAAATGAGC TGATTTAACA AAAATTTAAC 

1301 GCGAATTTTA ACAAAATATT AACGTTTACA ATTTAAATAT TTGCTTATAC 

1351 AATCTTCCTG TTTTTGGGGC TTTTCTGATT ATCAACCGGG GTGGAGCTTC 

1401 CCATTGCGAA TACCGCTTCC ACAAACATTG CTCAAAAGTA TCTCTTTGCT 

1451 ATATATCTCT GTGCTATATC CCTATATAAC CTACCCATCC ACCTTTCGCT 

1501 CCTTGAACTT GCATCTAAAC TCGACCTCTA CATTTTTTAT GTTTATCTCT 

1551 AGTATTACTC TTTAGACAAA AAAATTGTAG TAAGAACTAT TCATAGAGTG 

1601 AATCGAAAAC AATACGAAAA TGTAAACATT TCCTATACGT AGTATATAGA 

1651 GACAAAATAG AAGAAACCGT TCATAATTTT CTGACCAATG AAGAATCATC 

1701 AACGCTATCA CTTTCTGTTC ACAAAGTATG CGCAATCCAC ATCGGTATAG 

1751 AATATAATCG GGGATGCCTT TATCTTGAAA AAATGCACCC GCAGCTTCGC 

1801 TAGTAATCAG TAAACGCGGG AAGTGGAGTC AGGCTTTTTT TATGGAAGAG 

1851 AAAATAGACA CCAAAGTAGC CTTCTTCTAA CCTTAACGGA CCTACAGTGC 

1901 AAAAAGTTAT CAAGAGACTG CATTATAGAG CGCACAAAGG AGAAAAAAAG 

1951 TAATCTAAGA TGCTTTGTTA GAAAAATAGC GCTCTCGGGA TGCATTTTTG 

2001 TAGAACAAAA AAGAAGTATA GATTCTTTGT TGGTAAAATA GCGCTCTCGC 

2051 GTTGCATTTC TGTTCTGTAA AAATGCAGCT CAGATTCTTT GTTTGAAAAA 

2101 TTAGCGCTCT CGTCGCGTTG CATTTTTGTT TTACAAAAAT GAAGCACAGA 

2151 TTCTTCGTTG GTAAAATAGC GCTTTCGCGT TGCATTTCTG TTCTGTAAAA 

2201 ATGCAGCTCA GATTCTTTGT TTGAAAAATT AGCGCTCTCG CGTTGCATT 

2251 TTGTTCTACA AAATGAAGCA CAGATGCTTC GTTAACAAAG ATATGCTATT 

2301 GAAGTGCAAG ATGGAAACGC AGAAAATGAA CCGGGGATGC GACGTGCAAG 

2351 ATTACCTATG CAATAGATGC AATAGTTTCT CCAGGAACCG AAATACATAC 

2401 ATTGTCTTCC GTAAAGCGCT AGACTATATA TTATTATACA GGTTCAAATA 

2451 TACTATCTGT TTCAGGGAAA ACTCCCAGGT TCGGATGTTC AAAATTCAAT 

2501 GATGGGTAAC AAGTACGATC GTAAATCTGT AAAACAGTTT GTCGGATATT 

2551 AGGCTGTATC TCCTCAAAGC GTATTCGAAT ATCATTGAGA AGCTGCAGCG 

2601 TCACATCGGA TAATAATGAT GGCAGCCATT GTAGAAGTGC CTTTTGCATT 

2651 TCTAGTCTCT TTCTCGGTCT AGCTAGTTTT ACTACATCGC GAAGATAGAA 

2701 TCTTAGATCA CACTGCCTTT GCTGAGCTGG ATCAATAGAG TAACAAAAGA 

2751 GTGGTAAGGC CTCGTTAAAG GACAAGGACC TGAGCGGAAG TGTATCGTAC 

2801 AGTAGACGGA GTATCTAGTA TAGTCTATAG TCCGTGGAAT TAATTCTCAT 

2851 CTTTGACAGC TTATCATCGA TAAGCTAGCT TTTCAATTCA ATTCATCATT 

2901 TTTTTTTTAT TCTTTTTTTT GATTTCGGTT TCTTTGAAAT TTTTTTGATT 

2951 CGGTAATCTC CGAACAGAAG GAAGAACGAA GGAAGGAGCA CAGACTTAGA 

3001 TTGGTATATA TACGCATATG TAGTGTTGAA GAAACATGAA ATTGCCCAGT 

3051 ATTCTTAACC CAACTGCACA GAACAAAAAC CTGCAGGAAA CGAAGATAAA 

3101 TCATGTCGAA AGCTACATAT AAGGAACGTG CTGCTACTCA TCCTAGTCCT 

3151 GTTGCTGCCA AGCTATTTAA TATCATGCAC GAAAAGCAAA CAAACTTGTG 

3201 TGCTTCATTG GATGTTCGTA CCACCAAGGA ATTACTGGAG TTAGTTGAAG 

3251 CATTAGGTCC CAAAATTTGT TTACTAAAAA CACATGTGGA TATCTTGACT 

3301 GATTTTTCCA TGGAGGGCAC AGTTAAGCCG CTAAAGGCAT TATCCGCCAA 

3351 GTACAATTTT TTACTCTTCG AAGACAGAAA ATTTGCTGAC ATTGGTAATA 

3401 CAGTCAAATT GCAGTACTCT GCGGGTGTAT ACAGAATAGC AGAATGGGCA 

3451 GACATTACGA ATGCACACGG TGTGGTGGGC CCAGGTATTG TTAGCGGTTT 

3501 GAAGCAGGCG GCAGAAGAAG TAACAAAGGA ACCTAGAGGC CTTTTGATGT 

3551 TAGCAGAATT GTCATGCAAG GGCTCCCTAT CTACTGGAGA ATATACTAAG 

3601 GGTACTGTTG ACATTGCGAA GAGCGACAAA GATTTTGTTA TCGGCTTTAT 

3651 TGCTCAAAGA GACATGGGTG GAAGAGATGA AGGTTACGAT TGGTTGATTA 

3701 TGACACCCGG TGTGGGTTTA GATGACAAGG GAGACGCATT GGGTCAACAG 

3751 TATAGAACCG TGGATGATGT GGTCTCTACA GGATCTGACA TTATTATTGT 

3801 TGGAAGAGGA CTATTTGCAA AGGGAAGGGA TGCTAAGGTA GAGGGTGAAC 

3851 GTTACAGAAA AGCAGGCTGG GAAGCATATT TGAGAAGATG CGGCCAGCAA 

3901 AACTAAAAAA CTGTATTATA AGTAAATGCA TGTATACTAA ACTCACAAAT 

3951 TAGAGCTTCA ATTTAATTAT ATCAGTTATT ACCCATTGAA AAAGGAAGAG 

4001 TATGAGTATT CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCA 

4051 TTTGCCTTCC TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT 

4101 GCTGAAGATC AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA 
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4151 CAGCGGTAAG ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA 

4201 TGAGCACTTT TAAAGTTCTG CTATGTGATA CACTATTATC CCGTATTGAC 

4251 GCCGGGCAAG AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATGACTT 

4301 GGTTGAGTAC TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG 

4351 TAAGAGAATT ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC 

4401 AACTTACTTC TGACAACGAT CGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT 

4451 GCACAACATG GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC 

4501 TGAATGAAGC CATACCAAAC GACGAGAGTG ACACCACGAT GCCTGTAGCA 

4551 ATGCCAACAA CGTTGCGCAA ACTATTAACT GGCGAACTAC TTACTCTAGC 

4601 TTCCCGGCAA CAATTAATAG ACTGAATGGA GGCGGATAAA GTTGCAGGAC 

4651 CACTTCTGCG CTCGGCCCTT CCGGCTGGCT GGTTTATTGC TGATAAATCT 

4701 GGAGCCGGTG AGCGTGGGTC TCGCGGTATC ATTGCAGCAC TGGGGCCAGA 

4751 TGGTAAGCGC TCCCGTATCG TAGTTATCTA CACGACGGGG AGTCAGGCAA 

4801 CTATGGATGA ACGAAATAGA CAGATCGCTG AGATAGGTGC CTCACTGATT 

4851 AAGCATTGGT AACTGTCAGA CCAAGTTTAC TCATATATAC TTTAGATTGA 

4901 TTTAAAACTT CATTTTTAAT TTAAAAGGAT CTAGGTGAAG ATCCTTTTTG 

4951 ATAATCTCAT GACCAAAATC CCTTAACGTG AGTTTTCGTT CCACTGAGCG 

5001 TCAGACCCCG TAGAAAAGAT CAAAGGATCT TCTTGAGATC CTTTTTTTCT 

5051 GCGCGTAATC TGCTGCTTGC AAACAAAAAA ACCACCGCTA CCAGCGGTGG 

5101 TTTGTTTGCC GGATCAAGAG CTACCAACTC TTTTTCCGAA GGTAACTGGC 

5151 TTCAGCAGAG CGCAGATACC AAATACTGTC CTTCTAGTGT AGCCGTAGTT 

5201 AGGCCACCAC TTCAAGAACT CTGTAGCACC GCCTACATAC CTCGCTCTGC 

5251 TAATCCTGTT ACCAGTGGCT GCTGCCAGTG GCGATAAGTC GTGTCTTACC 

5301 GGGTTGGACT CAAGACGATA GTTACCGGAT AAGGCGCAGC GGTCGGGCTG 

5351 AACGGGGGGT TCGTGCACAC AGCCCAGCTT GGAGCGAACG ACCTACACCG 

5401 AACTGAGATA CCTACAGCGT GAGCTATGAG AAAGCGCCAC GCTTCCCGAA 

5451 GGGAGAAAGG CGGACAGGTA TCCGGTAAGC GGCAGGGTCG GAACAGGAGA 

5501 GCGCACGAGG GAGCTTCCAG GGGGAAACGC CTGGTATCTT TATAGTCCTG 

5551 TCGGGTTTCG CCACCTCTGA CTTGAGCGTC GATTTTTGTG ATGCTCGTCA 

5601 GGGGGGCGGA GCCTATGGAA AAACGCCAGC AACGCGGCCT TTTTACGGTT 

5651 CCTGGGCTTT TGCTGGCCTT TTGCTCACAT GTTCTTTCCT GCGTTATCCC 

5701 CTGATTCTGT GGATAACCGT ATTACCGCCT TTGAGTGAGC TGATACCGCT 

5751 CGCCGCAGCC GAACGACCGA GCGCAGCGAG TCAGTGAGCG AGGAAGCGGA 

5801 AGAGCGCCCA ATACGCAAAC CGCCTCTCCC CGCGCGTTGG CCGATTCATT 

5851 AATGCAG 

 

Πίνακας 3: Αλληλουχία του υορέα pHTDH3myc 

 

  1 ACTAGTGGCC TATGCGGCCC AGTTCGAGTT TATCATTATC AATACTGCCA 

 51 TTTCAAAGAA TACGTAAATA ATTAATAGTA GTGATTTTCC TAACTTTATT 

101 TAGTCAAAAA ATTAGCCTTT TAATTCTGCT GTAACCCGTA CATGCCCAAA 

151 ATAGGGGGCG GGTTACACAG AATATATAAC ATCGTAGGTG TCTGGGTGAA 

201 CAGTTTATTC CTGGCATCCA CTAAATATAA TGGAGCCCGC TTTTTAAGCT 

251 GGCATCCAGA AAAAAAAAGA ATCCCAGCAC CAAAATATTG TTTTCTTCAC 

301 CAACCATCAG TTCATAGGTC CATTCTCTTA GCGCAACTAC AGAGAACAGG 

351 GGCACAAACA GGCAAAAAAC GGGCACAACC TCAATGGAGT GATGCAACCT 

401 GCCTGGAGTA AATGATGACA CAAGGCAATT GACCCACGCA TGTATCTATC 

451 TCATTTTCTT ACACCTTCTA TTACCTTCTG CTCTCTCTGA TTTGGAAAAA 

501 GCTGAAAAAA AAGGTTGAAA CCAGTTCCCT GAAATTATTC CCCTACTTGA 

551 CTAATAAGTA TATAAAGACG GTAGGTATTG ATTGTAATTC TGTAAATCTA 

601 TTTCTTAAAC TTCTTAAATT CTACTTTTAT AGTTAGTCTT TTTTTTAGTT 

651 TTAAAACACC AAGAACTTAG TTTCGAATAA ACACACAAGC TTATGGAACA 

701 GAAGCTAATA AGTGAGGAGG ATCTGAATGG ATCCGAATTC TGCAGATATC 

751 CATCACACTG GCGGCCGCTC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC GCATCATGTA 

801 ATTAGTTATG TCACGCTTAC ATTCACGCCC TCCCCCCACA TCCGCTCTAA 

851 CCGAAAAGGA AGGAGTTAGA CAACCTGAAG TCTAGGTCCC TATTTATTTT 

901 TTTATAGTTA TGTTAGTATT AAGAACGTTA TTTATATTTC AAATTTTTCT 

951 TTTTTTTCTG TACAGACGCG TGTACGCATG TAACATTATA CTGAAAACCT 

1001 TGCTTGAGAA GGTTTTGGGA CGCTCGAAGG CTTTAATTTG CGGCCGTCGA 
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1051 CGAGCTCCAA TTCGCCCTAT AGTGAGTCGT ATTACAATTC ACTGGCCGTC 

1101 GTTTTACAAC GTCGTGACTG GGAAAACCCT GGCGTTACCC AACTTAATCG 

1151 CCTTGCAGCA CATCCCCCCT TCGCCAGCTG GCGTAATAGC GAAGAGGCCC 

1201 GCACCGATCG CCCTTCCCAA CAGTTGCGCA GCCTGAATGG CGAATGGCGC 

1251 GACGCGCCCT GTAGCGGCGC ATTAAGCGCG GCGGGTGTGG TGGTTACGCG 

1301 CAGCGTGACC GCTACACTTG CCAGCGCCCT AGCGCCCGCT CCTTTCGCTT 

1351 TCTTCCCTTC CTTTCTCGCC ACGTTCGCCG GCTTTCCCCG TCAAGCTCTA 

1401 AATCGGGGGC TCCCTTTAGG GTTCCGATTT AGTGCTTTAC GGCACCTCGA 

1451 CCCCAAAAAA CTTGATTAGG GTGATGGTTC ACGTAGTGGG CCATCGCCCT 

1501 GATAGACGGT TTTTCGCCCT TTGACGTTGG AGTCCACGTT CTTTAATAGT 

1551 GGACTCTTGT TCCAAACTGG AACAACACTC AACCCTATCT CGGTCTATTC 

1601 TTTTGATTTA TAAGGGATTT TGCCGATTTC GGCCTATTGG TTAAAAAATG 

1651 AGCTGATTTA ACAAAAATTT AACGCGAATT TTAACAAAAT ATTAACGTTT 

1701 ACAATTTCCT GATGCGGTAT TTTCTCCTTA CGCATCTGTG CGGTATTTCA 

1751 CACCGCATAT GATCCGTCGA GTTCAAGAGA AAAAAAAAGA AAAAGCAAAA 

1801 AGAAAAAAGG AAAGCGCGCC TCGTTCAGAA TGACACGTAT AGAATGATGC 

1851 ATTACCTTGT CATCTTCAGT ATCATACTGT TCGTATACAT ACTTACTGAC 

1901 ATTCATAGGT ATACATATAT ACACATGTAT ATATATCGTA TGCTGCAGCT 

1951 TTAAATAATC GGTGTCACTA CATAAGAACA CCTTTGGTGG AGGGAACATC 

2001 GTTGGTACCA TTGGGCGAGG TGGCTTCTCT TATGGCAACC GCAAGAGCCT 

2051 TGAACGCACT CTCACTACGG TGATGATCAT TCTTGCCTCG CAGACAATCA 

2101 ACGTGGAGGG TAATTCTGCT AGCCTCTGCA AAGCTTTCAA GAAAATGCGG 

2151 GATCATCTCG CAAGAGAGAT CTCCTACTTT CTCCCTTTGC AAACCAAGTT 

2201 CGACAACTGC GTACGGCCTG TTCGAAAGAT CTACCACCGC TCTGGAAAGT 

2251 GCCTCATCCA AAGGCGCAAA TCCTGATCCA AACCTTTTTA CTCCACGCGC 

2301 CAGTAGGGCC TCTTTAAAAG CTTGACCGAG AGCAATCCCG CAGTCTTCAG 

2351 TGGTGTGATG GTCGTCTATG TGTAAGTCAC CAATGCACTC AACGATTAGC 

2401 GACCAGCCGG AATGCTTGGC CAGAGCATGT ATCATATGGT CCAGAAACCC 

2451 TATACCTGTG TGGACGTTAA TCACTTGCGA TTGTGTGGCC TGTTCTGCTA 

2501 CTGCTTCTGC CTCTTTTTCT GGGAAGATCG AGTGCTCTAT CGCTAGGGGA 

2551 CCACCCTTTA AAGAGATCGC AATCTGAATC TTGGTTTCAT TTGTAATACG 

2601 CTTTACTAGG GCTTTCTGCT CTGTCATCTT TGCCTTCGTT TATCTTGCCT 

2651 GCTCATTTTT TAGTATATTC TTCGAAGAAA TCACATTACT TTATATAATG 

2701 TATAATTCAT TATGTGATAA TGCCAATCGC TAAGAAAAAA AAAGAGTCAT 

2751 CCGCTAGGTG GAAAAAAAAA AATGAAAATC ATTACCGAGG CATAAAAAAA 

2801 TATAGAGTGT ACTAGAGGAG GCCAAGAGTA ATAGAAAAAG AAAATTGCGG 

2851 GAAAGGACTG TGTTATGACT TCCCTGACTA ATGCCGTGTT CAAACGATAC 

2901 CTGGCAGTGA CTCCTAGCGC TCACCAAGCT CTTAAAACGG AATTATGGTG 

2951 CACTCTCAGT ACAATCTGCT CTGATGCCGC ATAGTTAAGC CAGCCCCGAC 

3001 ACCCGCCAAC ACCCGCTGAC GCGCCCTGAC GGGCTTGTCT GCTCCCGGCA 

3051 TCCGCTTACA GACAAGCTGT GACCGTCTCC GGGAGCTGCA TGTGTCAGAG 

3101 GTTTTCACCG TCATCACCGA AACGCGCGAG ACGAAAGGGC CTCGTGATAC 

3151 GCCTATTTTT ATAGGTTAAT GTCATGATAA TAAGACGTCA GGTGGCACTT 

3201 TTCGGGGAAA TGTGCGCGGA ACCCCTATTT GTTTATTTTT CTAAATACAT 

3251 TCAAATATGT ATCCGCTCAT GAGACAATAA CCCTGATAAA TGCTTCAATA 

3301 ATATTGAAAA AGGAAGAGTA TGAGTATTCA ACATTTCCGT GTCGCCCTTA 

3351 TTCCCTTTTT TGCGGCATTT TGCCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACG 

3401 CTGGTGAAAG TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAC GAGTGGGTTA 

3451 CATCGAACTG GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTCGCCCCG 

3501 AAGAACGTTT TCCAATGATG AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCG 

3551 GTATTATCCC GTATTGACGC CGGGCAAGAG CAACTCGGTC GCCGCATACA 
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3601 CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGTACTC ACCAGTCACA GAAAAGCATC 

3651 TTACGGATGG CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG 

3701 AGTGATAACA CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA 

3751 GGAGCTAACC GCTTTTTTTC ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTG 

3801 ATCGTTGGGA ACCGGAGCTG AATGAAGCCA TACCAAACGA CGAGCGTGAC 

3851 ACCACGATGC CTGTAGCAAT GGCAACAACG TTGCGCAAAC TATTAACTGG 

3901 CGAACTACTT ACTCTAGCTT CCCGGCAACA ATTAATAGAC TGGATGGAGG 

3951 CGGATAAAGT TGCAGGACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG 

4001 TTTATTGCTG ATAAATCTGG AGCCGGTGAG CGTGGGTCTC GCGGTATCAT 

4051 TGCAGCACTG GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA 

4101 CGACGGGCAG TCAGGCAACT ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG 

4151 ATAGGTGCCT CACTGATTAA GCATTGGTAA CTGTCAGACC AAGTTTACTC 

4201 ATATATACTT TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT AAAAGGATCT 

4251 AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT AATCTCATGA CCAAAATCCC TTAACGTGAG 

4301 TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC 

4351 TTGAGATCCT TTTTTTCTGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC 

4401 CACCGCTACC AGCGGTGGTT TGTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT 

4451 TTTCCGAAGG TAACTGGCTT CAGCAGAGCG CAGATACCAA ATACTGTCCT 

4501 TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT GTAGCACCGC 

4551 CTACATACCT CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC TGCCAGTGGC 

4601 GATAAGTCGT GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA 

4651 GGCGCAGCGG TCGGGCTGAA CGGGGGGTTC GTGCACACAG CCCAGCTTGG 

4701 AGCGAACGAC CTACACCGAA CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA 

4751 AGCGCCACGC TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG GACAGGTATC CGGTAAGCGG 

4801 CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG GGGAACGCCT 

4851 GGTATCTTTA TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA 

4901 TTTTTGTGAT GCTCGTCAGG GGGGCCGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA 

4951 CGCGGCCTTT TTACGGTTCC TGGCCTTTTG CTGGCCTTTT GCTCACATGT 

5001 TCTTTCCTGC GTTATCCCCT GATTCTGTGG ATAACCGTAT TACCGCCTTT 

5051 GAGTGAGCTG ATACCGCTCG CCGCAGCCGA ACGACCGAGC GCAGCGAGTC 

5101 AGTGAGCGAG GAAGCGGAAG AGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG 

5151 CGCGTTGGCC GATTCATTAA TGCAGCTGGC ACGACAGGTT TCCCGACTGG 

5201 AAAGCGGGCA GTGAGCGCAA CGCAATTAAT GTGAGTTACC TCACTCATTA 

5251 GGCACCCCAG GCTTTACACT TTATGCTTCC GGCTCCTATG TTGTGTGGAA 

5301 TTGTGAGCGG ATAACAATTT CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC 

5351 GCCAAGCTCG GAATTAACCC TCACTAAAGG GAACAAAAGC TGGGTACCGG 

5401 GCCCCCCCTC GAAGGCCTAT GCGGCCA 

 

Πίνακας 4: Αλληλουχία του υορέα pUTDH3myc 

 

1 ACTAGTGGCC TATGCGGCCC AGTTCGAGTT TATCATTATC AATACTGCCA 

51 TTTCAAAGAA TACGTAAATA ATTAATAGTA GTGATTTTCC TAACTTTATT 

101 TAGTCAAAAA ATTAGCCTTT TAATTCTGCT GTAACCCGTA CATGCCCAAA 

151 ATAGGGGGCG GGTTACACAG AATATATAAC ATCGTAGGTG TCTGGGTGAA 

201 CAGTTTATTC CTGGCATCCA CTAAATATAA TGGAGCCCGC TTTTTAAGCT 

251 GGCATCCAGA AAAAAAAAGA ATCCCAGCAC CAAAATATTG TTTTCTTCAC 

301 CAACCATCAG TTCATAGGTC CATTCTCTTA GCGCAACTAC AGAGAACAGG 

351 GGCACAAACA GGCAAAAAAC GGGCACAACC TCAATGGAGT GATGCAACCT 

401 GCCTGGAGTA AATGATGACA CAAGGCAATT GACCCACGCA TGTATCTATC 

451 TCATTTTCTT ACACCTTCTA TTACCTTCTG CTCTCTCTGA TTTGGAAAAA 

501 GCTGAAAAAA AAGGTTGAAA CCAGTTCCCT GAAATTATTC CCCTACTTGA 



Χεκηθή πνηθηινκνξθία ηεξπεληθώλ ελώζεωλ 

 

69 

 

551 CTAATAAGTA TATAAAGACG GTAGGTATTG ATTGTAATTC TGTAAATCTA 

601 TTTCTTAAAC TTCTTAAATT CTACTTTTAT AGTTAGTCTT TTTTTTAGTT 

651 TTAAAACACC AAGAACTTAG TTTCGAATAA ACACACAAGC TTATGGAACA 

701 GAAGCTAATA AGTGAGGAGG ATCTGAATGG ATCCGAATTC TGCAGATATC 

751 CATCACACTG GCGGCCGCTC GAGCATGCAT CTAGAGGGCC GCATCATGTA 

801 ATTAGTTATG TCACGCTTAC ATTCACGCCC TCCCCCCACA TCCGCTCTAA 

851 CCGAAAAGGA AGGAGTTAGA CAACCTGAAG TCTAGGTCCC TATTTATTTT 

901 TTTATAGTTA TGTTAGTATT AAGAACGTTA TTTATATTTC AAATTTTTCT 

951 TTTTTTTCTG TACAGACGCG TGTACGCATG TAACATTATA CTGAAAACCT 

1001 TGCTTGAGAA GGTTTTGGGA CGCTCGAAGG CTTTAATTTG CGGCCCTGCA 

1051 TTAATGAATC GGCCAACGCG CGGGGAGAGG CGGTTTGCGT ATTGGGCGCT 

1101 CTTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCGGTCGT TCGGCTGCGG 

1151 CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT CCACAGAATC 

1201 AGGGGATAAC GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG CAAAAGCCCA 

1251 GGAACCGTAA AAAGGCCGCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG GCTCCGCCCC 

1301 CCTGACGAGC ATCACAAAAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT GGCGAAACCC 

1351 GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC TCCCTCGTGC 

1401 GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCCTTTCTC 

1451 CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCATAGC TCACGCTGTA GGTATCTCAG 

1501 TTCGGTGTAG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC GAACCCCCCG 

1551 TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGTCCAAC 

1601 CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACTGGCA GCAGCCACTG GTAACAGGAT 

1651 TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG AAGTGGTGGC 

1701 CTAACTACGG CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG CGCTCTGCTG 

1751 AAGCCAGTTA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCAAACA 

1801 AACCACCGCT GGTAGCGGTG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG CAGATTACGC 

1851 GCAGAAAAAA AGGATCTCAA GAAGATCCTT TGATCTTTTC TACGGGGTCT 

1901 GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA GGGATTTTGG TCATGAGATT 

1951 ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA TGAAGTTTTA 

2001 AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 

2051 TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC GTTCATCCAT 

2101 AGTTGCCTGA CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG GAGCGCTTAC 

2151 CATCTGGCCC CAGTGCTGCA ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCGGCT 

2201 CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC GGAAGGGCCG AGCGCAGAAG 

2251 TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATTCA GTCTATTAAT TGTTGCCGGG 

2301 AAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGGC 

2351 ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACTCTCG TCGTTTGGTA TGGCTTCATT 

2401 CAGCTCCGGT TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC CCCATGTTGT 

2451 GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC TTCGGTCCTC CGATCGTTGT CAGAAGTAAG 

2501 TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG GCAGCACTGC ATAATTCTCT 

2551 TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT GAGTACTCAA 

2601 CCAAGTCATT CTGAGAATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 

2651 GCGTCAATAC GGGATAATAG TGTATCACAT AGCAGAACTT TAAAAGTGCT 

2701 CATCATTGGA AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG ATCTTACCGC 

2751 TGTTGAGATC CAGTTCGATG TAACCCACTC GTGCACCCAA CTGATCTTCA 

2801 GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA 

2851 AAATGCCGCA AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT TGAATACTCA 

2901 TACTCTTCCT TTTTCAATGG GTAATAACTG ATATAATTAA ATTGAAGCTC 

2951 TAATTTGTGA GTTTAGTATA CATGCATTTA CTTATAATAC AGTTTTTTAG 

3001 TTTTGCTGGC CGCATCTTCT CAAATATGCT TCCCAGCCTG CTTTTCTGTA 

3051 ACGTTCACCC TCTACCTTAG CATCCCTTCC CTTTGCAAAT AGTCCTCTTC 
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3101 CAACAATAAT AATGTCAGAT CCTGTAGAGA CCACATCATC CACGGTTCTA 

3151 TACTGTTGAC CCAATGCGTC TCCCTTGTCA TCTAAACCCA CACCGGGTGT 

3201 CATAATCAAC CAATCGTAAC CTTCATCTCT TCCACCCATG TCTCTTTGAG 

3251 CAATAAAGCC GATAACAAAA TCTTTGTCGC TCTTCGCAAT GTCAACAGTA 

3301 CCCTTAGTAT ATTCTCCAGT AGATAGGGAG CCCTTGCATG ACAATTCTGC 

3351 TAACATCAAA AGGCCTCTAG GTTCCTTTGT TACTTCTTCT GCCGCCTGCT 

3401 TCAAACCGCT AACAATACCT GGGCCCACCA CACCGTGTGC ATTCGTAATG 

3451 TCTGCCCATT CTGCTATTCT GTATACACCC GCAGAGTACT GCAATTTGAC 

3501 TGTATTACCA ATGTCAGCAA ATTTTCTGTC TTCGAAGAGT AAAAAATTGT 

3551 ACTTGGCGGA TAATGCCTTT AGCGGCTTAA CTGTGCCCTC CATGGAAAAA 

3601 TCAGTCAAGA TATCCACATG TGTTTTTAGT AAACAAATTT TGGGACCTAA 

3651 TGCTTCAACT AACTCCAGTA ATTCCTTGGT GGTACGAACA TCCAATGAAG 

3701 CACACAAGTT TGTTTGCTTT TCGTGCATGA TATTAAATAG CTTGGCAGCA 

3751 ACAGGACTAG GATGAGTAGC AGCACGTTCC TTATATGTAG CTTTCGACAT 

3801 GATTTATCTT CGTTTCCTGC AGGTTTTTGT TCTGTGCAGT TGGGTTAAGA 

3851 ATACTGGGCA ATTTCATGTT TCTTCAACAC TACATATGCG TATATATACC 

3901 AATCTAAGTC TGTGCTCCTT CCTTCGTTCT TCCTTCTGTT CGGAGATTAC 

3951 CGAATCAAAA AAATTTCAAA GAAACCGAAA TCAAAAAAAA GAATAAAAAA 

4001 AAAATGATGA ATTGAATTGA AAAGCTAGCT TATCGATGAT AAGCTGTCAA 

4051 AGATGAGAAT TAATTCCACG GACTATAGAC TATACTAGAT ACTCCGTCTA 

4101 CTGTACGATA CACTTCCGCT CAGGTCCTTG TCCTTTAACG AGGCCTTACC 

4151 ACTCTTTTGT TACTCTATTG ATCCAGCTCA GCAAAGGCAG TGTGATCTAA 

4201 GATTCTATCT TCGCGATGTA GTAAAACTAG CTAGACCGAG AAAGAGACTA 

4251 GAAATGCAAA AGGCACTTCT ACAATGGCTG CCATCATTAT TATCCGATGT 

4301 GACGCTGCAG CTTCTCAATG ATATTCGAAT ACGCTTTGAG GAGATACAGC 

4351 CTAATATCCG ACAAACTGTT TTACAGATTT ACGATCGTAC TTGTTACCCA 

4401 TCATTGAATT TTGAACATCC GAACCTGGGA GTTTTCCCTG AAACAGATAG 

4451 TATATTTGAA CCTGTATAAT AATATATAGT CTAGCGCTTT ACGGAAGACA 

4501 ATGTATGTAT TTCGGTTCCT GGAGAAACTA TTGCATCTAT TGCATAGGTA 

4551 ATCTTGCACG TCGCATCCCC GGTTCATTTT CTGCGTTTCC ATCTTGCACT 

4601 TCAATAGCAT ATCTTTGTTA ACGAAGCATC TGTGCTTCAT TTTGTAGAAC 

4651 AAAAATGCAA CGCGAGAGCG CTAATTTTTC AAACAAAGAA TCTGAGCTGC 

4701 ATTTTTACAG AACAGAAATG CAACGCGAAA GCGCTATTTT ACCAACGAAG 

4751 AATCTGTGCT TCATTTTTGT AAAACAAAAA TGCAACGCGA CGAGAGCGCT 

4801 AATTTTTCAA ACAAAGAATC TGAGCTGCAT TTTTACAGAA CAGAAATGCA 

4851 ACGCGAGAGC GCTATTTTAC CAACAAAGAA TCTATACTTC TTTTTTGTTC 

4901 TACAAAAATG CATCCCGAGA GCGCTATTTT TCTAACAAAG CATCTTAGAT 

4951 TACTTTTTTT CTCCTTTGTG CGCTCTATAA TGCAGTCTCT TGATAACTTT 

5001 TTGCACTGTA GGTCCGTTAA GGTTAGAAGA AGGCTACTTT GGTGTCTATT 

5051 TTCTCTTCCA TAAAAAAAGC CTGACTCCAC TTCCCGCGTT TACTGATTAC 

5101 AGCGAAGCT GCGGGTGCAT TTTTTCAAGA TAAAGGCATC CCCGATTATA 

5151 TTCTATACCG ATGTGGATTG CGCATACTTT GTGAACAGAA AGTGATAGCG 

5201 TTGATGATTC TTCATTGGTC AGAAAATTAT GAACGGTTTC TTCTATTTTG 

5251 TCTCTATATA CTACGTATAG GAAATGTTTA CATTTTCGTA TTGTTTTCGA 

5301 TTCACTCTAT GAATAGTTCT TACTACAATT TTTTTGTCTA AAGAGTAATA 

5351 CTAGAGATAA ACATAAAAAA TGTAGAGGTC GAGTTTAGAT GCAAGTTCAA 

5401 GGAGCGAAAG GTGGATGGGT AGGTTATATA GGGATATAGC ACAGAGATAT 

5451 ATAGCAAAGA GATACTTTTG AGCAATGTTT GTGGAAGCGG TATTCGCAAT 

5501 GGGAAGCTCC ACCCCGGTTG ATAATCAGAA AAGCCCCAAA AACAGGAAGA 

5551 TTGTATAAGC AAATATTTAA ATTGTAAACG TTAATATTTT GTTAAAATTC 

5601 GCGTTAAATT TTTGTTAAAT CAGCTCATTT TTTAACGAAT AGCCCGAAAT 
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5651 CGGCAAAATC CCTTATAAAT CAAAAGAATA GACCGAGATA GGGTTGAGTG 

5701 TTGTTCCAGT TTCCAACAAG AGTCCACTAT TAAAGAACGT GGACTCCAAC 

5751 GTCAAAGGGC GAAAAAGGGT CTATCAGGGC GATGGCCCAC TACGTGAACC 

5801 ATCACCCTAA TCAAGTTTTT TGGGGTCGAG GTGCCGTAAA GCAGTAAATC 

5851 GGAAGGGTAA ACGGATGCCC CCATTTAGAG CTTGACGGGG AAAGCCGGCG 

5901 AACGTGGCGA GAAAGGAAGG GAAGAAAGCG AAAGGAGCGG GGGCTAGGGC 

5951 GGTGGGAAGT GTAGGGGTCA CGCTGGGCGT AACCACCACA CCCGCCGCGC 

6001 TTAATGGGGC GCTACAGGGC GCGTGGGGAT GATCC 

 

Πίνακας 5: Αλληλουχία του υορέα pWTDH3myc 

 

1 CGGCCACTAG TGGCCTATGC GGCCCAGTTC GAGTTTATCA TTATCAATAC 

51 TGCCATTTCA AAGAATACGT AAATAATTAA TAGTAGTGAT TTTCCTAACT 

101 TTATTTAGTC AAAAAATTAG CCTTTTAATT CTGCTGTAAC CCGTACATGC 

151 CCAAAATAGG GGGCGGGTTA CACAGAATAT ATAACATCGT AGGTGTCTGG 

201 GTGAACAGTT TATTCCTGGC ATCCACTAAA TATAATGGAG CCCGCTTTTT 

251 AAGCTGGCAT CCAGAAAAAA AAAGAATCCC AGCACCAAAA TATTGTTTTC 

301 TTCACCAACC ATCAGTTCAT AGGTCCATTC TCTTAGCGCA ACTACAGAGA 

351 ACAGGGGCAC AAACAGGCAA AAAACGGGCA CAACCTCAAT GGAGTGATGC 

401 AACCTGCCTG GAGTAAATGA TGACACAAGG CAATTGACCC ACGCATGTAT 

451 CTATCTCATT TTCTTACACC TTCTATTACC TTCTGCTCTC TCTGATTTGG 

501 AAAAAGCTGA AAAAAAAGGT TGAAACCAGT TCCCTGAAAT TATTCCCCTA 

551 CTTGACTAAT AAGTATATAA AGACGGTAGG TATTGATTGT AATTCTGTAA 

601 ATCTATTTCT TAAACTTCTT AAATTCTACT TTTATAGTTA GTCTTTTTTT 

651 TAGTTTTAAA ACACCAAGAA CTTAGTTTCG AATAAACACA CAAGCTTATG 

701 GAACAGAAGC TAATAAGTGA GGAGGATCTG AATGGATCCG AATTCTGCAG 

751 ATATCCATCA CACTGGCGGC CGCTCGAGCA TGCATCTAGA GGGCCGCATC 

801 ATGTAATTAG TTATGTCACG CTTACATTCA CGCCCTCCCC CCACATCCGC 

851 TCTAACCGAA AAGGAAGGAG TTAGACAACC TGAAGTCTAG GTCCCTATTT 

901 ATTTTTTTAT AGTTATGTTA GTATTAAGAA CGTTATTTAT ATTTCAAATT 

951 TTTCTTTTTT TTCTGTACAG ACGCGTGTAC GCATGTAACA TTATACTGAA 

1001 AACCTTGCTT GAGAAGGTTT TGGGACGCTC GAAGGCTTTA ATTTGCGGCC 

1051 GTCGACGAGC TCCAATTCGC CCTATAGTGA GTCGTATTAC AATTCACTGG 

1101 CCGTCGTTTT ACAACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT TACCCAACTT 

1151 AATCGCCTTG CAGCACATCC CCCCTTCGCC AGCTGGCGTA ATAGCGAAGA 

1201 GGCCCGCACC GATCGCCCTT CCCAACAGTT GCGCAGCCTG AATGGCGAAT 

1251 GGCGCGACGC GCCCTGTAGC GGCGCATTAA GCGCGGCGGG TGTGGTGGTT 

1301 ACGCGCAGCG TGACCGCTAC ACTTGCCAGC GCCCTAGCGC CCGCTCCTTT 

1351 CGCTTTCTTC CCTTCCTTTC TCGCCACGTT CGCCGGCTTT CCCCGTCAAG 

1401 CTCTAAATCG GGGGCTCCCT TTAGGGTTCC GATTTAGTGC TTTACGGCAC 

1451 CTCGACCCCA AAAAACTTGA TTAGGGTGAT GGTTCACGTA GTGGGCCATC 

1501 GCCCTGATAG ACGGTTTTTC GCCCTTTGAC GTTGGAGTCC ACGTTCTTTA 

1551 ATAGTGGACT CTTGTTCCAA ACTGGAACAA CACTCAACCC TATCTCGGTC 

1601 TATTCTTTTG ATTTATAAGG GATTTTGCCG ATTTCGGCCT ATTGGTTAAA 

1651 AAATGAGCTG ATTTAACAAA AATTTAACGC GAATTTTAAC AAAATATTAA 

1701 CGTTTACAAT TTCCTGATGC GGTATTTTCT CCTTACGCAT CTGTGCGGTA 

1751 TTTCACACCG CAGGCAAGTG CACAAACAAT ACTTAAATAA ATACTACTCA 

1801 GTAATAACCT ATTTCTTAGC ATTTTTGACG AAATTTGCTA TTTTGTTAGA 

1851 GTCTTTTACA CCATTTGTCT CCACACCTCC GCTTACATCA ACACCAATAA 

1901 CGCCATTTAA TCTAAGCGCA TCACCAACAT TTTCTGGCGT CAGTCCACCA 

1951 GCTAACATAA AATGTAAGCT TTCGGGGCTC TCTTGCCTTC CAACCCAGTC 
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2001 AGAAATCGAG TTCCAATCCA AAAGTTCACC TGTCCCACCT GCTTCTGAAT 

2051 CAAACAAGGG AATAAACGAA TGAGGTTTCT GTGAAGCTGC ACTGAGTAGT 

2101 ATGTTGCAGT CTTTTGGAAA TACGAGTCTT TTAATAACTG GCAAACCGAG 

2151 GAACTCTTGG TATTCTTGCC ACGACTCATC TCCATGCAGT TGGACGATAT 

2201 CAATGCCGTA ATCATTGACC AGAGCCAAAA CATCCTCCTT AGGTTGATTA 

2251 CGAAACACGC CAACCAAGTA TTTCGGAGTG CCTGAACTAT TTTTATATGC 

2301 TTTTACAAGA CTTGAAATTT TCCTTGCAAT AACCGGGTCA ATTGTTCTCT 

2351 TTCTATTGGG CACACATATA ATACCCAGCA AGTCAGCATC GGAATCTAGA 

2401 GCACATTCTG CGGCCTCTGT GCTCTGCAAG CCGCAAACTT TCACCAATGG 

2451 ACCAGAACTA CCTGTGAAAT TAATAACAGA CATACTCCAA GCTGCCTTTG 

2501 TGTGCTTAAT CACGTATACT CACGTGCTCA ATAGTCACCA ATGCCCTCCC 

2551 TCTTGGCCCT CTCCTTTTCT TTTTTCGACC GAATTAATTC TTAATCGGCA 

2601 AAAAAAGAAA AGCTCCGGAT CAAGATTGTA CGTAAGGTGA CAAGCTATTT 

2651 TTCAATAAAG AATATCTTCC ACTACTGCCA TCTGGCGTCA TAACTGCAAA 

2701 GTACACATAT ATTACGATGC TGTCTATTAA ATGCTTCCTA TATTATATAT 

2751 ATAGTAATGT CGTTTGGTGC ACTCTCAGTA CAATCTGCTC TGATGCCGCA 

2801 TAGTTAAGCC AGCCCCGACA CCCGCCAACA CCCGCTGACG CGCCCTGACG 

2851 GGCTTGTCTG CTCCCGGCAT CCGCTTACAG ACAAGCTGTG ACCGTCTCCG 

2901 GGAGCTGCAT GTGTCAGAGG TTTTCACCGT CATCACCGAA ACGCGCGAGA 

2951 CGAAAGGGCC TCGTGATACG CCTATTTTTA TAGGTTAATG TCATGATAAT 

3001 AATGGTTTCT TAGACGTCAG GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA 

3051 CCCCTATTTG TTTATTTTTC TAAATACATT CAAATATGTA TCCGCTCATG 

3101 AGACAATAAC CCTGATAAAT GCTTCAATAA TATTGAAAAA GGAAGAGTAT 

3151 GAGTATTCAA CATTTCCGTG TCGCCCTTAT TCCCTTTTTT GCGGCATTTT 

3201 GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC TGGTGAAAGT AAAAGATGCT 

3251 GAAGATCAGT TGGGTGCACG AGTGGGTTAC ATCGAACTGG ATCTCAACAG 

3301 CGGTAAGATC CTTGAGAGTT TTCGCCCCGA AGAACGTTTT CCAATGATGA 

3351 GCACTTTTAA AGTTCTGCTA TGTGGCGCGG TATTATCCCG TATTGACGCC 

3401 GGGCAAGAGC AACTCGGTCG CCGCATACAC TATTCTCAGA ATGACTTGGT 

3451 TGAGTACTCA CCAGTCACAG AAAAGCATCT TACGGATGGC ATGACAGTAA 

3501 GAGAATTATG CAGTGCTGCC ATAACCATGA GTGATAACAC TGCGGCCAAC 

3551 TTACTTCTGA CAACGATCGG AGGACCGAAG GAGCTAACCG CTTTTTTTCA 

3601 CAACATGGGG GATCATGTAA CTCGCCTTGA TCGTTGGGAA CCGGAGCTGA 

3651 ATGAAGCCAT ACCAAACGAC GAGCGTGACA CCACGATGCC TGTAGCAATG 

3701 GCAACAACGT TGCGCAAACT ATTAACTGGC GAACTACTTA CTCTAGCTTC 

3751 CCGGCAACAA TTAATAGACT GGATGGAGGC GGATAAAGTT GCAGGACCAC 

3801 TTCTGCGCTC GGCCCTTCCG GCTGGCTGGT TTATTGCTGA TAAATCTGGA 

3851 GCCGGTGAGC GTGGGTCTCG CGGTATCATT GCAGCACTGG GGCCAGATGG 

3901 TAAGCCCTCC CGTATCGTAG TTATCTACAC GACGGGCAGT CAGGCAACTA 

3951 TGGATGAACG AAATAGACAG ATCGCTGAGA TAGGTGCCTC ACTGATTAAG 

4001 CATTGGTAAC TGTCAGACCA AGTTTACTCA TATATACTTT AGATTGATTT 

4051 AAAACTTCAT TTTTAATTTA AAAGGATCTA GGTGAAGATC CTTTTTGATA 

4101 ATCTCATGAC CAAAATCCCT TAACGTGAGT TTTCGTTCCA CTGAGCGTCA 

4151 GACCCCGTAG AAAAGATCAA AGGATCTTCT TGAGATCCTT TTTTTCTGCG 

4201 CGTAATCTGC TGCTTGCAAA CAAAAAAACC ACCGCTACCA GCGGTGGTTT 

4251 GTTTGCCGGA TCAAGAGCTA CCAACTCTTT TTCCGAAGGT AACTGGCTTC 

4301 AGCAGAGCGC AGATACCAAA TACTGTCCTT CTAGTGTAGC CGTAGTTAGG 

4351 CCACCACTTC AAGAACTCTG TAGCACCGCC TACATACCTC GCTCTGCTAA 

4401 TCCTGTTACC AGTGGCTGCT GCCAGTGGCG ATAAGTCGTG TCTTACCGGG 

4451 TTGGACTCAA GACGATAGTT ACCGGATAAG GCGCAGCGGT CGGGCTGAAC 

4501 GGGGGGTTCG TGCACACAGC CCAGCTTGGA GCGAACGACC TACACCGAAC 
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4551 TGAGATACCT ACAGCGTGAG CATTGAGAAA GCGCCACGCT TCCCGAAGGG 

4601 AGAAAGGCGG ACAGGTATCC GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA CAGGAGAGCG 

4651 CACGAGGGAG CTTCCAGGGG GGAACGCCTG GTATCTTTAT AGTCCTGTCG 

4701 GGTTTCGCCA CCTCTGACTT GAGCGTCGAT TTTTGTGATG CTCGTCAGGG 

4751 GGGCCGAGCC TATGGAAAAA CGCCAGCAAC GCGGCCTTTT TACGGTTCCT 

4801 GGCCTTTTGC TGGCCTTTTG CTCACATGTT CTTTCCTGCG TTATCCCCTG 

4851 ATTCTGTGGA TAACCGTATT ACCGCCTTTG AGTGAGCTGA TACCGCTCGC 

4901 CGCAGCCGAA CGACCGAGCG CAGCGAGTCA GTGAGCGAGG AAGCGGAAGA 

4951 GCGCCCAATA CGCAAACCGC CTCTCCCCGC GCGTTGGCCG ATTCATTAAT 

5001 GCAGCTGGCA CGACAGGTTT CCCGACTGGA AAGCGGGCAG TGAGCGCAAC 

5051 GCAATTAATG TGAGTTACCT CACTCATTAG GCACCCCAGG CTTTACACTT 

5101 TATGCTTCCG GCTCCTATGT TGTGTGGAAT TGTGAGCGGA TAACAATTTC 

5151 ACACAGGAAA CAGCTATGAC CATGATTACG CCAAGCTCGG AATTAACCCT 

5201 CACTAAAGGG AACAAAAGCT GGGTACCGGG CCCCCCCTCG AAGGCCTATG 

 

Πίνακας 6: Αλληλουχία του υορέα PYX143 MCS 

 

  1 GGACGTTATG AAGAAGAGAT CTACGTATGG TCATTTCTTC TTCAGATTCC 

 51 CTCATGGAGA AAGTGCGGCA GATGTATATG ACAGAGTCGC CAGTTTCCAA 

101 GAGACTTTAT TCAGGCACTT CCATGATAGG CAAGAGAGAA GACCCAGAGA 

151 TGTTGTTGTC CTAGTTACAC ATGGTATTTA TTCCAGAGTA TTCCTGATGA 

201 AATGGTTTAG ATGGACATAC GAAGAGTTTG AATCGTTTAC CAATGTTCCT 

251 AACGGGAGCG TAATGGTGAT GGAACTGGAC GAATCCATCA ATAGATACGT 

301 CCTGAGGACC GTGCTACCCA AATGGACTGA TTGTGAGGGA GACCTAACTA 

351 CATAGTGTTT AAAGATTACG GATATTTAAC TTACTTAGAA TAATGCCATT 

401 TTTTTGAGTT ATAATAATCC TACGTTAGTG TGAGCGGGAT TTAAACTGTG 

451 AGGACCTTAA TACATTCAGA CACTTCTGCG GTATCACCCT ACTTATTCCC 

501 TTCGAGATTA TATCTAGGAA CCCATCAGGT TGGTGGAAGA TTACCCGTTC 

551 TAAGACTTTT CAGCTTCCTC TATTGATGTT ACACCTGGAC ACCCCTTTTC 

601 TGGCATCCAG TTTTTAATCT TCAGTGGCAT GTGAGATTCT CCGAAATTAA 

651 TTAAAGCAAT CACACAATTC TCTCGGATAC CACCTCGGTT GAAACTGACA 

701 GGTGGTTTGT TACGCATGCT AATGCAAAGG AGCCTATATA CCTTTGGCTC 

751 GGCTGCTGTA ACAGGGAATA TAAAGGGCAG CATAATTTAG GAGTTTAGTG 

801 AACTTGCAAC ATTTACTATT TTCCCTTCTT ACGTAAATAT TTTTCTTTTT 

851 AATTCTAAAT CAATCTTTTT CAATTTTTTG TTTGTATTCT TTTCTTGCTT 

901 AAATCTATAA CTACAAAAAA CACATACATA AACTAAAAGA ATTCGGATCC 

951 AGATCTAAGC TTGTCGACGT TTAAACCTCG AGGCGGCCGC GAGCTCAAAA 

1001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1501 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1551 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1601 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1651 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
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1701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1751 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1801 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1851 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1901 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1951 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2501 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2551 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2601 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2651 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2751 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2801 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2851 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2901 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

2951 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3501 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3551 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3601 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3651 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3751 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3801 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3851 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3901 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

3951 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
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4251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4501 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4551 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4601 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4651 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4751 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4801 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4851 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4901 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

4951 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5501 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5551 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5601 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5651 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5751 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5801 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5851 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5901 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

5951 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6001 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6051 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6101 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6151 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6201 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6251 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6301 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6351 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6401 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

6451 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
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Πίνακας 7: Αλληλουχία του υορέα pESC-URA 

 

  1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA 

 61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG 

121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC 

181 ACCATACCAC AGCTTTTCAA TTCAATTCAT CATTTTTTTT TTATTCTTTT TTTTGATTTC 

241 GGTTTCTTTG AAATTTTTTT GATTCGGTAA TCTCCGAACA GAAGGAAGAA CGAAGGAAGG 

301 AGCACAGACT TAGATTGGTA TATATACGCA TATGTAGTGT TGAAGAAACA TGAAATTGCC 

361 CAGTATTCTT AACCCAACTG CACAGAACAA AAACCTGCAG GAAACGAAGA TAAATCATGT 

421 CGAAAGCTAC ATATAAGGAA CGTGCTGCTA CTCATCCTAG TCCTGTTGCT GCCAAGCTAT 

481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA 

541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG 

601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG 

661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA 

721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC 

781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA 

841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG 

901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT 

961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC 

1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG 

1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA 

1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA 

1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC 

1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC 

1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT 

1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA 

1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA 

1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG 

1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA 

1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG 

1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA 

1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG 
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1801 GCGCGTCCAT TCGCCATTCA GGCTGCGCAA CTGTTGGGAA GGGCGATCGG TGCGGGCCTC 

1861 TTCGCTATTA CGCCAGCTGA ATTGGAGCGA CCTCATGCTA TACCTGAGAA AGCAACCTGA 

1921 CCTACAGGAA AGAGTTACTC AAGAATAAGA ATTTTCGTTT TAAAACCTAA GAGTCACTTT 

1981 AAAATTTGTA TACACTTATT TTTTTTATAA CTTATTTAAT AATAAAAATC ATAAATCATA 

2041 AGAAATTCGC TTATTTAGAA GTGTCAACAA CGTATCTACC AACGATTTGA CCCTTTTCCA 

2101 TCTTTTCGTA AATTTCTGGC AAGGTAGACA AGCCGACAAC CTTGATTGGA GACTTGACCA 

2161 AACCTCTGGC GAAGAATTGT TAATTAAGAG CTCAGATCTT ATCGTCGTCA TCCTTGTAAT 

2221 CCATCGATAC TAGTGCGGCC GCCCTTTAGT GAGGGTTGAA TTCGAATTTT CAAAAATTCT 

2281 TACTTTTTTT TTGGATGGAC GCAAAGAAGT TTAATAATCA TATTACATGG CATTACCACC 

2341 ATATACATAT CCATATACAT ATCCATATCT AATCTTACTT ATATGTTGTG GAAATGTAAA 

2401 GAGCCCCATT ATCTTAGCCT AAAAAAACCT TCTCTTTGGA ACTTTCAGTA ATACGCTTAA 

2461 CTGCTCATTG CTATATTGAA GTACGGATTA GAAGCCGCCG AGCGGGTGAC AGCCCTCCGA 

2521 AGGAAGACTC TCCTCCGTGC GTCCTCGTCT TCACCGGTCG CGTTCCTGAA ACGCAGATGT 

2581 GCCTCGCGCC GCACTGCTCC GAACAATAAA GATTCTACAA TACTAGCTTT TATGGTTATG 

2641 AAGAGGAAAA ATTGGCAGTA ACCTGGCCCC ACAAACCTTC AAATGAACGA ATCAAATTAA 

2701 CAACCATAGG ATGATAATGC GATTAGTTTT TTAGCCTTAT TTCTGGGGTA ATTAATCAGC 

2761 GAAGCGATGA TTTTTGATCT ATTAACAGAT ATATAAATGC AAAAACTGCA TAACCACTTT 

2821 AACTAATACT TTCAACATTT TCGGTTTGTA TTACTTCTTA TTCAAATGTA ATAAAAGTAT 

2881 CAACAAAAAA TTGTTAATAT ACCTCTATAC TTTAACGTCA AGGAGAAAAA ACCCCGGATC 

2941 CGTAATACGA CTCACTATAG GGCCCGGGCG TCGACATGGA ACAGAAGTTG ATTTCCGAAG 

3001 AAGACCTCGA GTAAGCTTGG TACCGCGGCT AGCTAAGATC CGCTCTAACC GAAAAGGAAG 

3061 GAGTTAGACA ACCTGAAGTC TAGGTCCCTA TTTATTTTTT TATAGTTATG TTAGTATTAA 

3121 GAACGTTATT TATATTTCAA ATTTTTCTTT TTTTTCTGTA CAGACGCGTG TACGCATGTA 

3181 ACATTATACT GAAAACCTTG CTTGAGAAGG TTTTGGGACG CTCGAAGATC CAGCTGCATT 

3241 AATGAATCGG CCAACGCGCG GGGAGAGGCG GTTTGCGTAT TGGGCGCTCT TCCGCTTCCT 

3301 CGCTCACTGA CTCGCTGCGC TCGGTCGTTC GGCTGCGGCG AGCGGTATCA GCTCACTCAA 

3361 AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA 

3421 AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTCCATAGGC 

3481 TCCGCCCCCC TGACGAGCAT CACAAAAATC GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA 

3541 CAGGACTATA AAGATACCAG GCGTTTCCCC CTGGAAGCTC CCTCGTGCGC TCTCCTGTTC 

3601 CGACCCTGCC GCTTACCGGA TACCTGTCCG CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT 

3661 CTCATAGCTC ACGCTGTAGG TATCTCAGTT CGGTGTAGGT CGTTCGCTCC AAGCTGGGCT 

3721 GTGTGCACGA ACCCCCCGTT CAGCCCGACC GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTCTTG 

3781 AGTCCAACCC GGTAAGACAC GACTTATCGC CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA 

3841 GCAGAGCGAG GTATGTAGGC GGTGCTACAG AGTTCTTGAA GTGGTGGCCT AACTACGGCT 

3901 ACACTAGAAG GACAGTATTT GGTATCTGCG CTCTGCTGAA GCCAGTTACC TTCGGAAAAA 

3961 GAGTTGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACAAA CCACCGCTGG TAGCGGTGGT TTTTTTGTTT 

4021 GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTTCTA 

4081 CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG AACGAAAACT CACGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT 

4141 CAAAAAGGAT CTTCACCTAG ATCCTTTTAA ATTAAAAATG AAGTTTTAAA TCAATCTAAA 

4201 GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT ACCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT 

4261 CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG TTGCCTGACT CCCCGTCGTG TAGATAACTA 

4321 CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCACGCT 

4381 CACCGGCTCC AGATTTATCA GCAATAAACC AGCCAGCCGG AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG 

4441 GTCCTGCAAC TTTATCCGCC TCCATCCAGT CTATTAATTG TTGCCGGGAA GCTAGAGTAA 

4501 GTAGTTCGCC AGTTAATAGT TTGCGCAACG TTGTTGCCAT TGCTACAGGC ATCGTGGTGT 

4561 CACGCTCGTC GTTTGGTATG GCTTCATTCA GCTCCGGTTC CCAACGATCA AGGCGAGTTA 

4621 CATGATCCCC CATGTTGTGC AAAAAAGCGG TTAGCTCCTT CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA 

4681 GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG TTATCACTCA TGGTTATGGC AGCACTGCAT AATTCTCTTA 

4741 CTGTCATGCC ATCCGTAAGA TGCTTTTCTG TGACTGGTGA GTACTCAACC AAGTCATTCT 

4801 GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT CTTGCCCGGC GTCAATACGG GATAATACCG 

4861 CGCCACATAG CAGAACTTTA AAAGTGCTCA TCATTGGAAA ACGTTCTTCG GGGCGAAAAC 

4921 TCTCAAGGAT CTTACCGCTG TTGAGATCCA GTTCGATGTA ACCCACTCGT GCACCCAACT 

4981 GATCTTCAGC ATCTTTTACT TTCACCAGCG TTTCTGGGTG AGCAAAAACA GGAAGGCAAA 

5041 ATGCCGCAAA AAAGGGAATA AGGGCGACAC GGAAATGTTG AATACTCATA CTCTTCCTTT 

5101 TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT ATTGTCTCAT GAGCGGATAC ATATTTGAAT 

5161 GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC CGCGCACATT TCCCCGAAAA GTGCCACCTG 

5221 AACGAAGCAT CTGTGCTTCA TTTTGTAGAA CAAAAATGCA ACGCGAGAGC GCTAATTTTT 

5281 CAAACAAAGA ATCTGAGCTG CATTTTTACA GAACAGAAAT GCAACGCGAA AGCGCTATTT 

5341 TACCAACGAA GAATCTGTGC TTCATTTTTG TAAAACAAAA ATGCAACGCG AGAGCGCTAA 

5401 TTTTTCAAAC AAAGAATCTG AGCTGCATTT TTACAGAACA GAAATGCAAC GCGAGAGCGC 

5461 TATTTTACCA ACAAAGAATC TATACTTCTT TTTTGTTCTA CAAAAATGCA TCCCGAGAGC 

5521 GCTATTTTTC TAACAAAGCA TCTTAGATTA CTTTTTTTCT CCTTTGTGCG CTCTATAATG 

5581 CAGTCTCTTG ATAACTTTTT GCACTGTAGG TCCGTTAAGG TTAGAAGAAG GCTACTTTGG 

5641 TGTCTATTTT CTCTTCCATA AAAAAAGCCT GACTCCACTT CCCGCGTTTA CTGATTACTA 
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5701 GCGAAGCTGC GGGTGCATTT TTTCAAGATA AAGGCATCCC CGATTATATT CTATACCGAT 

5761 GTGGATTGCG CATACTTTGT GAACAGAAAG TGATAGCGTT GATGATTCTT CATTGGTCAG 

5821 AAAATTATGA ACGGTTTCTT CTATTTTGTC TCTATATACT ACGTATAGGA AATGTTTACA 

5881 TTTTCGTATT GTTTTCGATT CACTCTATGA ATAGTTCTTA CTACAATTTT TTTGTCTAAA 

5941 GAGTAATACT AGAGATAAAC ATAAAAAATG TAGAGGTCGA GTTTAGATGC AAGTTCAAGG 

6001 AGCGAAAGGT GGATGGGTAG GTTATATAGG GATATAGCAC AGAGATATAT AGCAAAGAGA 

6061 TACTTTTGAG CAATGTTTGT GGAAGCGGTA TTCGCAATAT TTTAGTAGCT CGTTACAGTC 

6121 CGGTGCGTTT TTGGTTTTTT GAAAGTGCGT CTTCAGAGCG CTTTTGGTTT TCAAAAGCGC 

6181 TCTGAAGTTC CTATACTTTC TAGAGAATAG GAACTTCGGA ATAGGAACTT CAAAGCGTTT 

6241 CCGAAAACGA GCGCTTCCGA AAATGCAACG CGAGCTGCGC ACATACAGCT CACTGTTCAC 

6301 GTCGCACCTA TATCTGCGTG TTGCCTGTAT ATATATATAC ATGAGAAGAA CGGCATAGTG 

6361 CGTGTTTATG CTTAAATGCG TACTTATATG CGTCTATTTA TGTAGGATGA AAGGTAGTCT 

6421 AGTACCTCCT GTGATATTAT CCCATTCCAT GCGGGGTATC GTATGCTTCC TTCAGCACTA 

6481 CCCTTTAGCT GTTCTATATG CTGCCACTCC TCAATTGGAT TAGTCTCATC CTTCAATGCT 

6541 ATCATTTCCT TTGATATTGG ATCATACTAA GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTAT 

6601 AAAAATAGGC GTATCACGAG GCCCTTTCGT C 

 

Πίνακας 8: Αλληλουχία του κατασκευασμένου υορέα pESC-URA/CDS-Y95-p1326 

 

        1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA  

       61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG  

      121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC  

      181 ACCATACCAC AGCTTTTCAA TTCAATTCAT CATTTTTTTT TTATTCTTTT TTTTGATTTC  

      241 GGTTTCTTTG AAATTTTTTT GATTCGGTAA TCTCCGAACA GAAGGAAGAA CGAAGGAAGG  

      301 AGCACAGACT TAGATTGGTA TATATACGCA TATGTAGTGT TGAAGAAACA TGAAATTGCC  

      361 CAGTATTCTT AACCCAACTG CACAGAACAA AAACCTGCAG GAAACGAAGA TAAATCATGT  

      421 CGAAAGCTAC ATATAAGGAA CGTGCTGCTA CTCATCCTAG TCCTGTTGCT GCCAAGCTAT  

      481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA  

      541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG  

      601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG  

      661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA  

      721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC  

      781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA  

      841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG  

      901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT  

      961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC  

     1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG  

     1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA  

     1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA  

     1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC  

     1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC  

     1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT  

     1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA  

     1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA  

     1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG  

     1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA  

     1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG  

     1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA  

     1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG  

     1801 GCGCGTCCAT TCGCCATTCA GGCTGCGCAA CTGTTGGGAA GGGCGATCGG TGCGGGCCTC  

     1861 TTCGCTATTA CGCCAGCTGA ATTGGAGCGA CCTCATGCTA TACCTGAGAA AGCAACCTGA  

     1921 CCTACAGGAA AGAGTTACTC AAGAATAAGA ATTTTCGTTT TAAAACCTAA GAGTCACTTT  

     1981 AAAATTTGTA TACACTTATT TTTTTTATAA CTTATTTAAT AATAAAAATC ATAAATCATA  

     2041 AGAAATTCGC TTATTTAGAA GTGTCAACAA CGTATCTACC AACGATTTGA CCCTTTTCCA  

     2101 TCTTTTCGTA AATTTCTGGC AAGGTAGACA AGCCGACAAC CTTGATTGGA GACTTGACCA  

     2161 AACCTCTGGC GAAGAATTGT TAATTAAGAG CTCAGATCTC TATTCTCCAA CGGGCTCATA  

     2221 AACCAAGGAT TTCATATCTT CCATCATTTG TTGTGGAGAT GTGAATTCAT CGCCGCTTGC  

     2281 ATACAAGTAA CACCCGATCC TGCATACCTT GAGAAACATA TCTCTGCATT TTCTTGGGAA  

     2341 TTTGTTTCCT TTTATATACA CAATCTTCAT CAGCTGTCTC CTGTTCCATT CCGCCATTTC  

     2401 TTTTGCCTTT GTAATAGCTT CCTCTTCGGT AAAGGCGCTG TCGTCTTTGT TAGCTGCTAG  

     2461 CAGAAGGCTC ACGCTATTTC CTGTATTTTC CTTGCGTTCC TTTTCAAAGG TCTGCACGTC  

     2521 GTTGAGCAGG CGGTCGACCA TCGAAACATG CCTACACAAA TCGATGCACT CTTCACTCAG  

     2581 AAGCATTTCA TCGGTTAATT TTATACCCAT GAATTGCATC GACATGAGAA TGCAGATTCT  

     2641 GCACCCAATT GACACCCACG AATTAGACAA GTATTCATCC AAGCTCAGCT CCGTCTCATC  

     2701 GCTCCATGTA TCTAATTCTA TCTTGAAAAT TGATAGGATT TGAACCCACA GTTTAATTAG  
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     2761 AAAGTCTTTG ACACTGCGCC CTTGTGCGAC ATGAGCCCTC TCTACCAATT CATTCACTGT  

     2821 GTTGTATACC GCTGTGAAAA GGATTTCAAC TTCCTCGCAA CCATATTCTG CAGCGTTCTT  

     2881 CTCTTTCCAT TCTTTTACTA ATTCAAGGAT CTTGTATGAC TCTTGCTTAG TTCCGCCATG  

     2941 ATCGAATAAA TCATCAATTA GTGTAACGGG AATAATATGT TGGGCAAAAA CTATACGAAC  

     3001 TTCAGGCAAT TCGGGATCAC CAATAATTGC TGAAGTCAAA AAATTAGCAA CGCGCAGTAC  

     3061 ATTTCTTCCA AACCTCAATG TGTCCAACCT ACAATCAGAA TACCACCTCT GCAGTTGCTC  

     3121 AAGTTCTTCC CGGTGCTGGG CTTGGCACAT ATTAAAATCT TGCCTCGCAA ATGACAGGAA  

     3181 ATCTTCATTA CACAGATTAG GGAACCGAGC TCTCAGAGAT CGATAATGGC TTATGTCATA  

     3241 TAGGTCGAGG TTTCGTCTAA CTCCCATTCT GTCTAATATC CCATGGTAGT TCTTCAAGTA  

     3301 GTATTCCACC TGTTTGTGCA ACTTGTTGTC AGGAATGGAG TTGGTGAGCA ACTGTTGCTT  

     3361 GAGAAAGGTG GTGGTCCAAC CAAGTAGTTT CTCAAGACTG CTTTCTTCTT CCCTTATTCT  

     3421 CTCTTGTGCT GCTCTGTAAA GCTCGATCAC CGTCGCCACG TCAATCGTTT GCAGATCAAC  

     3481 ACGCTCTTGC TCAGCATACG GAGCCAGTGC CTCTAATGAA ACTTCATATC CTTTTACTCG  

     3541 CAAAAGTCTG AACGCCATTG CATGAGTAGT AACGTCCGAA TATATTTCGC TATCTTTCTC  

     3601 TCTCCATGAT CTGTATGTTT CCTCTAAAAT TGAGTCGATT TCGGATTGGA AGTATCGGTC  

     3661 GACGCCCAAC CTCTGGAGGG TGTCGATTAT ACACAGGCTC GATGGTATAT TCGGCGCGGA  

     3721 TTTGATGGCC GCAGCGGCAG CCAGAGGATT ATCATCTTTC CCGTTAAATT TCTCTTTTAT  

     3781 TTTCCCGATC AAATCAGTTG GAGGAGTTGC GAGGCTGCAA ACGGCGTTAA ACGATCGCTT  

     3841 AGTAGCGGCG ATGGCCGGAA AGATTTGGAA TGCATGACGT GGAAAATTCT CTCTCCTTCT  

     3901 CATGCGGCCG CCCTTTAGTG AGGGTTGAAT TCGAATTTTC AAAAATTCTT ACTTTTTTTT  

     3961 TGGATGGACG CAAAGAAGTT TAATAATCAT ATTACATGGC ATTACCACCA TATACATATC  

     4021 CATATACATA TCCATATCTA ATCTTACTTA TATGTTGTGG AAATGTAAAG AGCCCCATTA  

     4081 TCTTAGCCTA AAAAAACCTT CTCTTTGGAA CTTTCAGTAA TACGCTTAAC TGCTCATTGC  

     4141 TATATTGAAG TACGGATTAG AAGCCGCCGA GCGGGTGACA GCCCTCCGAA GGAAGACTCT  

     4201 CCTCCGTGCG TCCTCGTCTT CACCGGTCGC GTTCCTGAAA CGCAGATGTG CCTCGCGCCG  

     4261 CACTGCTCCG AACAATAAAG ATTCTACAAT ACTAGCTTTT ATGGTTATGA AGAGGAAAAA  

     4321 TTGGCAGTAA CCTGGCCCCA CAAACCTTCA AATGAACGAA TCAAATTAAC AACCATAGGA  

     4381 TGATAATGCG ATTAGTTTTT TAGCCTTATT TCTGGGGTAA TTAATCAGCG AAGCGATGAT  

     4441 TTTTGATCTA TTAACAGATA TATAAATGCA AAAACTGCAT AACCACTTTA ACTAATACTT  

     4501 TCAACATTTT CGGTTTGTAT TACTTCTTAT TCAAATGTAA TAAAAGTATC AACAAAAAAT  

     4561 TGTTAATATA CCTCTATACT TTAACGTCAA GGAGAAAAAA CCCCGGATCC ATGGCGCCCC  

     4621 TGACTTGCCA AACTCGTCGC AAGCAGCTAT CGAAAGTGAC GGAATGTCGA GTAGCAAATC  

     4681 TGGATACGTC ACAACTGAGT GAAAAACACA CTTCTCCTAT TCAAACTCCC GATGAGGTGA  

     4741 ATGAAAAGAT GGGGGACTAT ATTGAGTACG TGAAGAATCT TTTGATGACG TCCGGGGACG  

     4801 GGCGAATAAG CGTGTCGCCC TACGACACGT CGATAATCGC CCTAATCAAG GACTTGAAAG  

     4861 GGCGCGACGC CCCGCAGTTT CCATCGTGTC TCGAGTGGAT CGCGCGGAAC CAAAGGGCGG  

     4921 ATGGCTCGTG GGGCGATCAA TTCTTCTGCA TTTACGACCG GATTCTAAAT ACATTAGCAT  

     4981 GTGTCGTTGC CTTGAAATCG TGGAATCTTC ACGCTCACAT GATCCAAAAA GGCGTGACAT  

     5041 ACGTCAATGA AAATGTGCAC AAACTCAAAG ATGGGAATAT TGAGCACATG ACATCGGGGT  

     5101 TCGAAATCGT GGTTCCCGCC CTTGTTCAAA GAGCCAGAGA CTTGGGCATC CAAGGCCTAC  

     5161 CTTATGATCA TCCTCTCATC AAGGAGATTG CTAACACGAA ACAAGGAAGA TTAAAAAAGA  

     5221 TCCCCAAGGA TATGATATAC CAAACACCAA CGACTTTACT ATTCAGTTTG GAAGGATTGG  

     5281 AAGATTTGGA TTGGGAAAAG ATTCTGAAAC TGCAGTCAGG CGATGGCTCT TTCCTCACTT  

     5341 CTCCGTCGTC CACTGCCCAG GTGTTCATGA AGACCAAAGA TGAAAAATGC TTGAAATTCA  

     5401 TCGAGAACGC CGTCAAGAAT TGCGATGGAG GAGCGCCACA TACCTATCCA GTCGATGTCT  

     5461 TCGCAAGGCT TTGGGCAGTC GACAGACTAC AACGCCTAGG GATTTCCCGT TTCTTTCAGA  

     5521 AGGAAATTAA GTATTTCTTA GACCACATCA ACAGCGTTTG GACAGAAAAC GGCGTTTTCA  

     5581 GTGGTAGAGA TTCCGAATTT TGCGATATCG ATGATACCTC TATGGGCATC AGACTACTCA  

     5641 AAATGCATGG ATACAACGTC GATCCAAATG CACTTAATCA TTTCAAGCAG CCAGATGGGA  

     5701 AATTTTCTTG CTACGGTGGT CAAATGATCG AGTCTGCATC TCCAATATAC AATCTCTACA  

     5761 GGGCAGCTCA ACTGCGATTT CCAGGAGAAG AAATTCTTGA AGAAGCCACT AAATTTGCCT  

     5821 ATAACTTTTT GCAAGAAAAG ATAGCCAACA ACCAATTTCA AGAAAAATGG GTGATATCCG  

     5881 AGCACTTGAT AGATGAGGTT AAGCTCGGGC TGAAGATGCC ATGGTACGCC ACTCTACCCC  

     5941 GAGTTGAGGC TGCCTATTAT CTACAATATT ATGCTGCATC TGACGACGTA TGGATTGGCA  

     6001 AGGTTTTCTA CAGGATGCCA GAAATCAGCA ACGACACATA CAAAGAGCTC GCGGTATTGG  

     6061 ACTTCAACAG ATGCCAGGCA CAACATCAGT TCGAATGGAT TTATATGCAA GAATGGTATC  

     6121 ACAGAAGCAG CGTTAGTGAA TTCGGGATAA GCAAGAAAGA GCTGCTTCGT GCTTACTTTC  

     6181 TGGCCGCAGC AACCATATTT GAACCTGATA GAACTCAAGA GAGGCTTGTG TGGGCCAAAA  

     6241 CCCAAATTGT TTCTAAGATG ATCACATCAT TTGTTACCAA TGGCACTACA CTATCTTTGG  

     6301 ACCAAAAGAC TGCACTTTTA TCACAAATTG GACATAATTT CGATGGCCTC GATGAAATAA  

     6361 TTAGTGCAAT GAAAGATCAC GGACTGGCTG GGACCCTGTT GACAACCTTC CAGCAGCTTC  

     6421 TAGACGGATT CGACAGATAC ACTCGCCATC AGCTGAAAAA TGCGTGGAGC CAATGGTTCA  

     6481 TGAAATTGCA GCAAGGAGAG GCGAACGGCG GGGAAGACGC AGAGCTCCAA GCAAACATGT  

     6541 TGAACATCTG CGCCGGTCTC ATTGCTTTCA ATGAAGACGT ATTGTCGCAC CATGAATACA  

     6601 CGGCTCTTTC CACCCTCACT AACAAAATAT GCAAGCGCCT CACCCAAATT CAAGATAGAA  
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     6661 AGATGCTGGA AGTTGTGGAG GGGAGCATAA AGGATAAGGA ACTGGAACAA GATATGCAGG  

     6721 CGTTGGTGAA GTTAGTGCTT GAAGAAAATG GCGGCGGCAT GGACAGAAGC ATCAAACAGA  

     6781 CATTTTTGTC GGTTTTCAAG ACTTTTTACT ACAGCGCCTA CCACGATGAT GAGACCACCG  

     6841 ATGCTCATAT CTTCAAAGTA CTCTTTGGAC CGGTCGTAGG TAGCGGTAGC GGCAGCCAAT  

     6901 TCATGGCTTC AGAAAAAGAA ATTAGGAGAG AGAGATTCTT GAACGTTTTC CCTAAATTAG  

     6961 TAGAGGAATT GAACGCATCG CTTTTGGCTT ACGGTATGCC TAAGGAAGCA TGTGACTGGT  

     7021 ATGCCCACTC ATTGAACTAC AACACTCCAG GCGGTAAGCT AAATAGAGGT TTGTCCGTTG  

     7081 TGGACACGTA TGCTATTCTC TCCAACAAGA CCGTTGAACA ATTGGGGCAA GAAGAATACG  

     7141 AAAAGGTTGC CATTCTAGGT TGGTGCATTG AGTTGTTGCA GGCTTACTTC TTGGTCGCCG  

     7201 ATGATATGAT GGACAAGTCC ATTACCAGAA GAGGCCAACC ATGTTGGTAC AAGGTTCCTG  

     7261 AAGTTGGGGA AATTGCCATC AATGACGCAT TCATGTTAGA GGCTGCTATC TACAAGCTTT  

     7321 TGAAATCTCA CTTCAGAAAC GAAAAATACT ACATAGATAT CACCGAATTG TTCCATGAGG  

     7381 TCACCTTCCA AACCGAATTG GGCCAATTGA TGGACTTAAT CACTGCACCT GAAGACAAAG  

     7441 TGGACTTGAG TAAGTTCTCC CTAAAGAAGC ACTCCTTCAT AGTTACTTTC AAGACTGCTT  

     7501 ACTATTCTTT CTACTTGCCT GTCGCATTGG CCATGTACGT TGCCGGTATC ACGGATGAAA  

     7561 AGGATTTGAA ACAAGCCAGA GATGTCTTGA TTCCATTGGG TGAATACTTC CAAATTCAAG  

     7621 ATGACTACTT AGACTGCTTC GGTACCCCAG AACAGATCGG TAAGATCGGT ACAGATATCC  

     7681 AAGATAACAA ATGTTCTTGG GTAATCAACA AGGCATTGGA ACTTGCTTCC GCAGAACAAA  

     7741 GAAAGACTTT AGACGAAAAT TACGGTAAGA AGGACTCAGT CGCAGAAGCC AAATGCAAAA  

     7801 AGATTTTCAA TGACTTGAAA ATTGAACAGC TATACCACGA ATATGAAGAG TCTATTGCCA  

     7861 AGGATTTGAA GGCCAAAATT TCTCAGGTCG ATGAGTCTCG TGGCTTCAAA GCTGATGTCT  

     7921 TAACTGCGTT CTTGAACAAA GTTTACAAGA GAAGCAAATA GTATCTCGAG TAAGCTTGGT  

     7981 ACCGCGGCTA GCTAAGATCC GCTCTAACCG AAAAGGAAGG AGTTAGACAA CCTGAAGTCT  

     8041 AGGTCCCTAT TTATTTTTTT ATAGTTATGT TAGTATTAAG AACGTTATTT ATATTTCAAA  

     8101 TTTTTCTTTT TTTTCTGTAC AGACGCGTGT ACGCATGTAA CATTATACTG AAAACCTTGC  

     8161 TTGAGAAGGT TTTGGGACGC TCGAAGATCC AGCTGCATTA ATGAATCGGC CAACGCGCGG  

     8221 GGAGAGGCGG TTTGCGTATT GGGCGCTCTT CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT  

     8281 CGGTCGTTCG GCTGCGGCGA GCGGTATCAG CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA  

     8341 CAGAATCAGG GGATAACGCA GGAAAGAACA TGTGAGCAAA AGGCCAGCAA AAGGCCAGGA  

     8401 ACCGTAAAAA GGCCGCGTTG CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACGAGCATC  

     8461 ACAAAAATCG ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC GAAACCCGAC AGGACTATAA AGATACCAGG  

     8521 CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC CTCGTGCGCT CTCCTGTTCC GACCCTGCCG CTTACCGGAT  

     8581 ACCTGTCCGC CTTTCTCCCT TCGGGAAGCG TGGCGCTTTC TCATAGCTCA CGCTGTAGGT  

     8641 ATCTCAGTTC GGTGTAGGTC GTTCGCTCCA AGCTGGGCTG TGTGCACGAA CCCCCCGTTC  

     8701 AGCCCGACCG CTGCGCCTTA TCCGGTAACT ATCGTCTTGA GTCCAACCCG GTAAGACACG  

     8761 ACTTATCGCC ACTGGCAGCA GCCACTGGTA ACAGGATTAG CAGAGCGAGG TATGTAGGCG  

     8821 GTGCTACAGA GTTCTTGAAG TGGTGGCCTA ACTACGGCTA CACTAGAAGG ACAGTATTTG  

     8881 GTATCTGCGC TCTGCTGAAG CCAGTTACCT TCGGAAAAAG AGTTGGTAGC TCTTGATCCG  

     8941 GCAAACAAAC CACCGCTGGT AGCGGTGGTT TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA  

     9001 GAAAAAAAGG ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA  

     9061 ACGAAAACTC ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA TGAGATTATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA  

     9121 TCCTTTTAAA TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT  

     9181 CTGACAGTTA CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT  

     9241 CATCCATAGT TGCCTGACTC CCCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT  

     9301 CTGGCCCCAG TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG  

     9361 CAATAAACCA GCCAGCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG TCCTGCAACT TTATCCGCCT  

     9421 CCATCCAGTC TATTAATTGT TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT  

     9481 TGCGCAACGT TGTTGCCATT GCTACAGGCA TCGTGGTGTC ACGCTCGTCG TTTGGTATGG  

     9541 CTTCATTCAG CTCCGGTTCC CAACGATCAA GGCGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA  

     9601 AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA TCGTTGTCAG AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT  

     9661 TATCACTCAT GGTTATGGCA GCACTGCATA ATTCTCTTAC TGTCATGCCA TCCGTAAGAT  

     9721 GCTTTTCTGT GACTGGTGAG TACTCAACCA AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC  

     9781 CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG TCAATACGGG ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA  

     9841 AAGTGCTCAT CATTGGAAAA CGTTCTTCGG GGCGAAAACT CTCAAGGATC TTACCGCTGT  

     9901 TGAGATCCAG TTCGATGTAA CCCACTCGTG CACCCAACTG ATCTTCAGCA TCTTTTACTT  

     9961 TCACCAGCGT TTCTGGGTGA GCAAAAACAG GAAGGCAAAA TGCCGCAAAA AAGGGAATAA  

    10021 GGGCGACACG GAAATGTTGA ATACTCATAC TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT  

    10081 ATCAGGGTTA TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA  

    10141 TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG TGCCACCTGA ACGAAGCATC TGTGCTTCAT  

    10201 TTTGTAGAAC AAAAATGCAA CGCGAGAGCG CTAATTTTTC AAACAAAGAA TCTGAGCTGC  

    10261 ATTTTTACAG AACAGAAATG CAACGCGAAA GCGCTATTTT ACCAACGAAG AATCTGTGCT  

    10321 TCATTTTTGT AAAACAAAAA TGCAACGCGA GAGCGCTAAT TTTTCAAACA AAGAATCTGA  

    10381 GCTGCATTTT TACAGAACAG AAATGCAACG CGAGAGCGCT ATTTTACCAA CAAAGAATCT  

    10441 ATACTTCTTT TTTGTTCTAC AAAAATGCAT CCCGAGAGCG CTATTTTTCT AACAAAGCAT  

    10501 CTTAGATTAC TTTTTTTCTC CTTTGTGCGC TCTATAATGC AGTCTCTTGA TAACTTTTTG  
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    10561 CACTGTAGGT CCGTTAAGGT TAGAAGAAGG CTACTTTGGT GTCTATTTTC TCTTCCATAA  

    10621 AAAAAGCCTG ACTCCACTTC CCGCGTTTAC TGATTACTAG CGAAGCTGCG GGTGCATTTT  

    10681 TTCAAGATAA AGGCATCCCC GATTATATTC TATACCGATG TGGATTGCGC ATACTTTGTG  

    10741 AACAGAAAGT GATAGCGTTG ATGATTCTTC ATTGGTCAGA AAATTATGAA CGGTTTCTTC  

    10801 TATTTTGTCT CTATATACTA CGTATAGGAA ATGTTTACAT TTTCGTATTG TTTTCGATTC  

    10861 ACTCTATGAA TAGTTCTTAC TACAATTTTT TTGTCTAAAG AGTAATACTA GAGATAAACA  

    10921 TAAAAAATGT AGAGGTCGAG TTTAGATGCA AGTTCAAGGA GCGAAAGGTG GATGGGTAGG  

    10981 TTATATAGGG ATATAGCACA GAGATATATA GCAAAGAGAT ACTTTTGAGC AATGTTTGTG  

    11041 GAAGCGGTAT TCGCAATATT TTAGTAGCTC GTTACAGTCC GGTGCGTTTT TGGTTTTTTG  

    11101 AAAGTGCGTC TTCAGAGCGC TTTTGGTTTT CAAAAGCGCT CTGAAGTTCC TATACTTTCT  

    11161 AGAGAATAGG AACTTCGGAA TAGGAACTTC AAAGCGTTTC CGAAAACGAG CGCTTCCGAA  

    11221 AATGCAACGC GAGCTGCGCA CATACAGCTC ACTGTTCACG TCGCACCTAT ATCTGCGTGT  

    11281 TGCCTGTATA TATATATACA TGAGAAGAAC GGCATAGTGC GTGTTTATGC TTAAATGCGT  

    11341 ACTTATATGC GTCTATTTAT GTAGGATGAA AGGTAGTCTA GTACCTCCTG TGATATTATC  

    11401 CCATTCCATG CGGGGTATCG TATGCTTCCT TCAGCACTAC CCTTTAGCTG TTCTATATGC  

    11461 TGCCACTCCT CAATTGGATT AGTCTCATCC TTCAATGCTA TCATTTCCTT TGATATTGGA  

    11521 TCATACTAAG AAACCATTAT TATCATGACA TTAACCTATA AAAATAGGCG TATCACGAGG  

    11581 CCCTTTCGTC  

 

Πίνακας 9: Αλληλουχία του κατασκευασμένου υορέα pESC-URA/CDS-Y95-SCLS 

 

        1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA  

       61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG  

      121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC  

      181 ACCATACCAC AGCTTTTCAA TTCAATTCAT CATTTTTTTT TTATTCTTTT TTTTGATTTC  

      241 GGTTTCTTTG AAATTTTTTT GATTCGGTAA TCTCCGAACA GAAGGAAGAA CGAAGGAAGG  

      301 AGCACAGACT TAGATTGGTA TATATACGCA TATGTAGTGT TGAAGAAACA TGAAATTGCC  

      361 CAGTATTCTT AACCCAACTG CACAGAACAA AAACCTGCAG GAAACGAAGA TAAATCATGT  

      421 CGAAAGCTAC ATATAAGGAA CGTGCTGCTA CTCATCCTAG TCCTGTTGCT GCCAAGCTAT  

      481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA  

      541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG  

      601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG  

      661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA  

      721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC  

      781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA  

      841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG  

      901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT  

      961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC  

     1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG  

     1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA  

     1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA  

     1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC  

     1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC  

     1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT  

     1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA  

     1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA  

     1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG  

     1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA  

     1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG  

     1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA  

     1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG  

     1801 GCGCGTCCAT TCGCCATTCA GGCTGCGCAA CTGTTGGGAA GGGCGATCGG TGCGGGCCTC  

     1861 TTCGCTATTA CGCCAGCTGA ATTGGAGCGA CCTCATGCTA TACCTGAGAA AGCAACCTGA  

     1921 CCTACAGGAA AGAGTTACTC AAGAATAAGA ATTTTCGTTT TAAAACCTAA GAGTCACTTT  

     1981 AAAATTTGTA TACACTTATT TTTTTTATAA CTTATTTAAT AATAAAAATC ATAAATCATA  

     2041 AGAAATTCGC TTATTTAGAA GTGTCAACAA CGTATCTACC AACGATTTGA CCCTTTTCCA  

     2101 TCTTTTCGTA AATTTCTGGC AAGGTAGACA AGCCGACAAC CTTGATTGGA GACTTGACCA  

     2161 AACCTCTGGC GAAGAATTGT TAATTAAGAG CTCAGATCTT CAATTCATCG TTGATCCCAT  

     2221 AAGCATAAAA CGTACCCTTA GCCATCTCCA AAAATACATC TTTGCATCTT CTTGGCAAAA  

     2281 TGCTTTCTTT TTTATACACA ATCTGCAACA CTTTTCTCCA GTGATATTCA ACCATTTCAT  

     2341 TGATCTCTGC AATGGCTTCA TCTTCACTAA CTTTTCTTCC ATCTTTCTCA GTTGCTAGTA  

     2401 GAATGCTATA ACTTTTTCCT GCAATATTTT CCTCGCGCTC CCTCTCAGAA CTGCACACGT  

     2461 CGTTGAGCAG CCGGCCGACC ATACAGACAT GCCTAGCCAA ATCAGTGCAC TCTTCACTCA  

     2521 TAAGCATTTC ATCGGACAAT TTTACTCCGA CGAATTGCAT CGTCAGGAGA CCTGTCAGCC  

     2581 GGGAACCGTT CGACAACCAC GACGAAGAAA TGTATTCATC GAAGCTTTGC TGCGTGCCAT  
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     2641 TGCTCCATGT ATCTAATTCT ATCTTGAAAG CTGAGAGTAT TTCAACCCAC AATTTGACTA  

     2701 GAAACTCTTT CACACTACGC CCCTGTTCGA CACGAGCCCT CTCCGCCAAC TCATTTACTG  

     2761 TATTGTACAA CGCCATAAAA AGGATCTCAA GCTCCTCAGA TCCGTACTCT GCATCCGGAT  

     2821 TCTCCTTCCA TTCTTTTACT AATTCAATGA TCTTGTCACA CTCTTGACTA GAGCCATGAC  

     2881 AGTCGAAAAA ATCATCCATA ATTGTTACAA GCACAGATGT TTTAGCAAAT GCGAGACGAA  

     2941 CATAGTCAAA CGCATGATCA CCAATAATTA ATGAAGCCAA ATAATTAGCA ACAATAACTA  

     3001 CATCTCTTCC AAAGTTTAAT GTGTCCAACC TACAATCTGC ATACCACCTT TGCAGTTGTT  

     3061 GAAGTCCTTT CTGGTTCTGG GCTTCATGTA TATCGAAATC YTGCTTTGCG AAAACTAGAA  

     3121 AATCTTCGTT GCATAAATTA GAGAACCTGT TTGTAGATTT CAGAGCTTGA TAGTAGGTCA  

     3181 TGTCATATAG CTCGAGGTTT CGTCTAGCTC CCAATCTTAT GGTTATGCCT TTGTAATTCC  

     3241 TCAAGTAGAA TTCCACCAGT TTGTGCAGTT TTTTGTCAGG AATTGAGTTA TCTTGCACTT  

     3301 GCTTATTGAG AAAGATGGTA GTCCAAGCAA GAATTTTTTC AAGACTCCTC TCTTCTTCAT  

     3361 ATATTCTCTC ATTTGCTGCT CTATAAAGCT CAATAATCAT CGGCAGGTCA TTTGTTTGCT  

     3421 GGCTAACAGC CTCTTGGTTA CCATATGGAG CCAACTCCTC TGATGAAACT TCGTATCCTT  

     3481 TCACTCGCAA AAGCCTAAAT GCCATTGCAT GAGTAGTAAC GTTGCCATAT ATAACTTTGT  

     3541 GTTTTTCTTG CCACAACCTG AATGTGTTAT CTAAAATAGT GTTGATTTCA TATTGGAAGA  

     3601 ATTGATCGAC CCCCAACCTT TGAAGGGTGT CGATTATACA CAAATTAGAG GGTATATCTT  

     3661 CGGATCGAAG AGTCGTTGTC GTTGGAAATT TATCGTCTTC CCTCTTGAAA TTCTCTTTCA  

     3721 TTTTCGCCAT GAAATCTATT GTAGTAAGGC TGCAGTTAAC GATGAGACGT GATCTATTGG  

     3781 GGGTGGTCAC AGGAAATCCT TGGACTGGAA AATTTTCTTT CCTGCTCCCA ACTCTTTGGC  

     3841 CGGAGAAAGG CGTAACTCCG ACGTTGAAGG CGAGCGACAT GCGGCCGCCC TTTAGTGAGG  

     3901 GTTGAATTCG AATTTTCAAA AATTCTTACT TTTTTTTTGG ATGGACGCAA AGAAGTTTAA  

     3961 TAATCATATT ACATGGCATT ACCACCATAT ACATATCCAT ATACATATCC ATATCTAATC  

     4021 TTACTTATAT GTTGTGGAAA TGTAAAGAGC CCCATTATCT TAGCCTAAAA AAACCTTCTC  

     4081 TTTGGAACTT TCAGTAATAC GCTTAACTGC TCATTGCTAT ATTGAAGTAC GGATTAGAAG  

     4141 CCGCCGAGCG GGTGACAGCC CTCCGAAGGA AGACTCTCCT CCGTGCGTCC TCGTCTTCAC  

     4201 CGGTCGCGTT CCTGAAACGC AGATGTGCCT CGCGCCGCAC TGCTCCGAAC AATAAAGATT  

     4261 CTACAATACT AGCTTTTATG GTTATGAAGA GGAAAAATTG GCAGTAACCT GGCCCCACAA  

     4321 ACCTTCAAAT GAACGAATCA AATTAACAAC CATAGGATGA TAATGCGATT AGTTTTTTAG  

     4381 CCTTATTTCT GGGGTAATTA ATCAGCGAAG CGATGATTTT TGATCTATTA ACAGATATAT  

     4441 AAATGCAAAA ACTGCATAAC CACTTTAACT AATACTTTCA ACATTTTCGG TTTGTATTAC  

     4501 TTCTTATTCA AATGTAATAA AAGTATCAAC AAAAAATTGT TAATATACCT CTATACTTTA  

     4561 ACGTCAAGGA GAAAAAACCC CGGATCCATG GCGCCCCTGA CTTGCCAAAC TCGTCGCAAG  

     4621 CAGCTATCGA AAGTGACGGA ATGTCGAGTA GCAAATCTGG ATACGTCACA ACTGAGTGAA  

     4681 AAACACACTT CTCCTATTCA AACTCCCGAT GAGGTGAATG AAAAGATGGG GGACTATATT  

     4741 GAGTACGTGA AGAATCTTTT GATGACGTCC GGGGACGGGC GAATAAGCGT GTCGCCCTAC  

     4801 GACACGTCGA TAATCGCCCT AATCAAGGAC TTGAAAGGGC GCGACGCCCC GCAGTTTCCA  

     4861 TCGTGTCTCG AGTGGATCGC GCGGAACCAA AGGGCGGATG GCTCGTGGGG CGATCAATTC  

     4921 TTCTGCATTT ACGACCGGAT TCTAAATACA TTAGCATGTG TCGTTGCCTT GAAATCGTGG  

     4981 AATCTTCACG CTCACATGAT CCAAAAAGGC GTGACATACG TCAATGAAAA TGTGCACAAA  

     5041 CTCAAAGATG GGAATATTGA GCACATGACA TCGGGGTTCG AAATCGTGGT TCCCGCCCTT  

     5101 GTTCAAAGAG CCAGAGACTT GGGCATCCAA GGCCTACCTT ATGATCATCC TCTCATCAAG  

     5161 GAGATTGCTA ACACGAAACA AGGAAGATTA AAAAAGATCC CCAAGGATAT GATATACCAA  

     5221 ACACCAACGA CTTTACTATT CAGTTTGGAA GGATTGGAAG ATTTGGATTG GGAAAAGATT  

     5281 CTGAAACTGC AGTCAGGCGA TGGCTCTTTC CTCACTTCTC CGTCGTCCAC TGCCCAGGTG  

     5341 TTCATGAAGA CCAAAGATGA AAAATGCTTG AAATTCATCG AGAACGCCGT CAAGAATTGC  

     5401 GATGGAGGAG CGCCACATAC CTATCCAGTC GATGTCTTCG CAAGGCTTTG GGCAGTCGAC  

     5461 AGACTACAAC GCCTAGGGAT TTCCCGTTTC TTTCAGAAGG AAATTAAGTA TTTCTTAGAC  

     5521 CACATCAACA GCGTTTGGAC AGAAAACGGC GTTTTCAGTG GTAGAGATTC CGAATTTTGC  

     5581 GATATCGATG ATACCTCTAT GGGCATCAGA CTACTCAAAA TGCATGGATA CAACGTCGAT  

     5641 CCAAATGCAC TTAATCATTT CAAGCAGCCA GATGGGAAAT TTTCTTGCTA CGGTGGTCAA  

     5701 ATGATCGAGT CTGCATCTCC AATATACAAT CTCTACAGGG CAGCTCAACT GCGATTTCCA  

     5761 GGAGAAGAAA TTCTTGAAGA AGCCACTAAA TTTGCCTATA ACTTTTTGCA AGAAAAGATA  

     5821 GCCAACAACC AATTTCAAGA AAAATGGGTG ATATCCGAGC ACTTGATAGA TGAGGTTAAG  

     5881 CTCGGGCTGA AGATGCCATG GTACGCCACT CTACCCCGAG TTGAGGCTGC CTATTATCTA  

     5941 CAATATTATG CTGCATCTGA CGACGTATGG ATTGGCAAGG TTTTCTACAG GATGCCAGAA  

     6001 ATCAGCAACG ACACATACAA AGAGCTCGCG GTATTGGACT TCAACAGATG CCAGGCACAA  

     6061 CATCAGTTCG AATGGATTTA TATGCAAGAA TGGTATCACA GAAGCAGCGT TAGTGAATTC  

     6121 GGGATAAGCA AGAAAGAGCT GCTTCGTGCT TACTTTCTGG CCGCAGCAAC CATATTTGAA  

     6181 CCTGATAGAA CTCAAGAGAG GCTTGTGTGG GCCAAAACCC AAATTGTTTC TAAGATGATC  

     6241 ACATCATTTG TTACCAATGG CACTACACTA TCTTTGGACC AAAAGACTGC ACTTTTATCA  

     6301 CAAATTGGAC ATAATTTCGA TGGCCTCGAT GAAATAATTA GTGCAATGAA AGATCACGGA  

     6361 CTGGCTGGGA CCCTGTTGAC AACCTTCCAG CAGCTTCTAG ACGGATTCGA CAGATACACT  

     6421 CGCCATCAGC TGAAAAATGC GTGGAGCCAA TGGTTCATGA AATTGCAGCA AGGAGAGGCG  

     6481 AACGGCGGGG AAGACGCAGA GCTCCAAGCA AACATGTTGA ACATCTGCGC CGGTCTCATT  
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     6541 GCTTTCAATG AAGACGTATT GTCGCACCAT GAATACACGG CTCTTTCCAC CCTCACTAAC  

     6601 AAAATATGCA AGCGCCTCAC CCAAATTCAA GATAGAAAGA TGCTGGAAGT TGTGGAGGGG  

     6661 AGCATAAAGG ATAAGGAACT GGAACAAGAT ATGCAGGCGT TGGTGAAGTT AGTGCTTGAA  

     6721 GAAAATGGCG GCGGCATGGA CAGAAGCATC AAACAGACAT TTTTGTCGGT TTTCAAGACT  

     6781 TTTTACTACA GCGCCTACCA CGATGATGAG ACCACCGATG CTCATATCTT CAAAGTACTC  

     6841 TTTGGACCGG TCGTAGGTAG CGGTAGCGGC AGCCAATTCA TGGCTTCAGA AAAAGAAATT  

     6901 AGGAGAGAGA GATTCTTGAA CGTTTTCCCT AAATTAGTAG AGGAATTGAA CGCATCGCTT  

     6961 TTGGCTTACG GTATGCCTAA GGAAGCATGT GACTGGTATG CCCACTCATT GAACTACAAC  

     7021 ACTCCAGGCG GTAAGCTAAA TAGAGGTTTG TCCGTTGTGG ACACGTATGC TATTCTCTCC  

     7081 AACAAGACCG TTGAACAATT GGGGCAAGAA GAATACGAAA AGGTTGCCAT TCTAGGTTGG  

     7141 TGCATTGAGT TGTTGCAGGC TTACTTCTTG GTCGCCGATG ATATGATGGA CAAGTCCATT  

     7201 ACCAGAAGAG GCCAACCATG TTGGTACAAG GTTCCTGAAG TTGGGGAAAT TGCCATCAAT  

     7261 GACGCATTCA TGTTAGAGGC TGCTATCTAC AAGCTTTTGA AATCTCACTT CAGAAACGAA  

     7321 AAATACTACA TAGATATCAC CGAATTGTTC CATGAGGTCA CCTTCCAAAC CGAATTGGGC  

     7381 CAATTGATGG ACTTAATCAC TGCACCTGAA GACAAAGTGG ACTTGAGTAA GTTCTCCCTA  

     7441 AAGAAGCACT CCTTCATAGT TACTTTCAAG ACTGCTTACT ATTCTTTCTA CTTGCCTGTC  

     7501 GCATTGGCCA TGTACGTTGC CGGTATCACG GATGAAAAGG ATTTGAAACA AGCCAGAGAT  

     7561 GTCTTGATTC CATTGGGTGA ATACTTCCAA ATTCAAGATG ACTACTTAGA CTGCTTCGGT  

     7621 ACCCCAGAAC AGATCGGTAA GATCGGTACA GATATCCAAG ATAACAAATG TTCTTGGGTA  

     7681 ATCAACAAGG CATTGGAACT TGCTTCCGCA GAACAAAGAA AGACTTTAGA CGAAAATTAC  

     7741 GGTAAGAAGG ACTCAGTCGC AGAAGCCAAA TGCAAAAAGA TTTTCAATGA CTTGAAAATT  

     7801 GAACAGCTAT ACCACGAATA TGAAGAGTCT ATTGCCAAGG ATTTGAAGGC CAAAATTTCT  

     7861 CAGGTCGATG AGTCTCGTGG CTTCAAAGCT GATGTCTTAA CTGCGTTCTT GAACAAAGTT  

     7921 TACAAGAGAA GCAAATAGTA TCTCGAGTAA GCTTGGTACC GCGGCTAGCT AAGATCCGCT  

     7981 CTAACCGAAA AGGAAGGAGT TAGACAACCT GAAGTCTAGG TCCCTATTTA TTTTTTTATA  

     8041 GTTATGTTAG TATTAAGAAC GTTATTTATA TTTCAAATTT TTCTTTTTTT TCTGTACAGA  

     8101 CGCGTGTACG CATGTAACAT TATACTGAAA ACCTTGCTTG AGAAGGTTTT GGGACGCTCG  

     8161 AAGATCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT GCGTATTGGG  

     8221 CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG CTGCGCTCGG TCGTTCGGCT GCGGCGAGCG  

     8281 GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG TTATCCACAG AATCAGGGGA TAACGCAGGA  

     8341 AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG GCCAGGAACC GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG  

     8401 GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG  

     8461 AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC  

     8521 GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG  

     8581 GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT  

     8641 CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC CCCGTTCAGC CCGACCGCTG CGCCTTATCC  

     8701 GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCC  

     8761 ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG  

     8821 TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGGACA GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGCCA  

     8881 GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT TGATCCGGCA AACAAACCAC CGCTGGTAGC  

     8941 GGTGGTTTTT TTGTTTGCAA GCAGCAGATT ACGCGCAGAA AAAAAGGATC TCAAGAAGAT  

     9001 CCTTTGATCT TTTCTACGGG GTCTGACGCT CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGATT  

     9061 TTGGTCATGA GATTATCAAA AAGGATCTTC ACCTAGATCC TTTTAAATTA AAAATGAAGT  

     9121 TTTAAATCAA TCTAAAGTAT ATATGAGTAA ACTTGGTCTG ACAGTTACCA ATGCTTAATC  

     9181 AGTGAGGCAC CTATCTCAGC GATCTGTCTA TTTCGTTCAT CCATAGTTGC CTGACTCCCC  

     9241 GTCGTGTAGA TAACTACGAT ACGGGAGGGC TTACCATCTG GCCCCAGTGC TGCAATGATA  

     9301 CCGCGAGACC CACGCTCACC GGCTCCAGAT TTATCAGCAA TAAACCAGCC AGCCGGAAGG  

     9361 GCCGAGCGCA GAAGTGGTCC TGCAACTTTA TCCGCCTCCA TCCAGTCTAT TAATTGTTGC  

     9421 CGGGAAGCTA GAGTAAGTAG TTCGCCAGTT AATAGTTTGC GCAACGTTGT TGCCATTGCT  

     9481 ACAGGCATCG TGGTGTCACG CTCGTCGTTT GGTATGGCTT CATTCAGCTC CGGTTCCCAA  

     9541 CGATCAAGGC GAGTTACATG ATCCCCCATG TTGTGCAAAA AAGCGGTTAG CTCCTTCGGT  

     9601 CCTCCGATCG TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC GCAGTGTTAT CACTCATGGT TATGGCAGCA  

     9661 CTGCATAATT CTCTTACTGT CATGCCATCC GTAAGATGCT TTTCTGTGAC TGGTGAGTAC  

     9721 TCAACCAAGT CATTCTGAGA ATAGTGTATG CGGCGACCGA GTTGCTCTTG CCCGGCGTCA  

     9781 ATACGGGATA ATACCGCGCC ACATAGCAGA ACTTTAAAAG TGCTCATCAT TGGAAAACGT  

     9841 TCTTCGGGGC GAAAACTCTC AAGGATCTTA CCGCTGTTGA GATCCAGTTC GATGTAACCC  

     9901 ACTCGTGCAC CCAACTGATC TTCAGCATCT TTTACTTTCA CCAGCGTTTC TGGGTGAGCA  

     9961 AAAACAGGAA GGCAAAATGC CGCAAAAAAG GGAATAAGGG CGACACGGAA ATGTTGAATA  

    10021 CTCATACTCT TCCTTTTTCA ATATTATTGA AGCATTTATC AGGGTTATTG TCTCATGAGC  

    10081 GGATACATAT TTGAATGTAT TTAGAAAAAT AAACAAATAG GGGTTCCGCG CACATTTCCC  

    10141 CGAAAAGTGC CACCTGAACG AAGCATCTGT GCTTCATTTT GTAGAACAAA AATGCAACGC  

    10201 GAGAGCGCTA ATTTTTCAAA CAAAGAATCT GAGCTGCATT TTTACAGAAC AGAAATGCAA  

    10261 CGCGAAAGCG CTATTTTACC AACGAAGAAT CTGTGCTTCA TTTTTGTAAA ACAAAAATGC  

    10321 AACGCGAGAG CGCTAATTTT TCAAACAAAG AATCTGAGCT GCATTTTTAC AGAACAGAAA  

    10381 TGCAACGCGA GAGCGCTATT TTACCAACAA AGAATCTATA CTTCTTTTTT GTTCTACAAA  
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    10441 AATGCATCCC GAGAGCGCTA TTTTTCTAAC AAAGCATCTT AGATTACTTT TTTTCTCCTT  

    10501 TGTGCGCTCT ATAATGCAGT CTCTTGATAA CTTTTTGCAC TGTAGGTCCG TTAAGGTTAG  

    10561 AAGAAGGCTA CTTTGGTGTC TATTTTCTCT TCCATAAAAA AAGCCTGACT CCACTTCCCG  

    10621 CGTTTACTGA TTACTAGCGA AGCTGCGGGT GCATTTTTTC AAGATAAAGG CATCCCCGAT  

    10681 TATATTCTAT ACCGATGTGG ATTGCGCATA CTTTGTGAAC AGAAAGTGAT AGCGTTGATG  

    10741 ATTCTTCATT GGTCAGAAAA TTATGAACGG TTTCTTCTAT TTTGTCTCTA TATACTACGT  

    10801 ATAGGAAATG TTTACATTTT CGTATTGTTT TCGATTCACT CTATGAATAG TTCTTACTAC  

    10861 AATTTTTTTG TCTAAAGAGT AATACTAGAG ATAAACATAA AAAATGTAGA GGTCGAGTTT  

    10921 AGATGCAAGT TCAAGGAGCG AAAGGTGGAT GGGTAGGTTA TATAGGGATA TAGCACAGAG  

    10981 ATATATAGCA AAGAGATACT TTTGAGCAAT GTTTGTGGAA GCGGTATTCG CAATATTTTA  

    11041 GTAGCTCGTT ACAGTCCGGT GCGTTTTTGG TTTTTTGAAA GTGCGTCTTC AGAGCGCTTT  

    11101 TGGTTTTCAA AAGCGCTCTG AAGTTCCTAT ACTTTCTAGA GAATAGGAAC TTCGGAATAG  

    11161 GAACTTCAAA GCGTTTCCGA AAACGAGCGC TTCCGAAAAT GCAACGCGAG CTGCGCACAT  

    11221 ACAGCTCACT GTTCACGTCG CACCTATATC TGCGTGTTGC CTGTATATAT ATATACATGA  

    11281 GAAGAACGGC ATAGTGCGTG TTTATGCTTA AATGCGTACT TATATGCGTC TATTTATGTA  

    11341 GGATGAAAGG TAGTCTAGTA CCTCCTGTGA TATTATCCCA TTCCATGCGG GGTATCGTAT  

    11401 GCTTCCTTCA GCACTACCCT TTAGCTGTTC TATATGCTGC CACTCCTCAA TTGGATTAGT  

    11461 CTCATCCTTC AATGCTATCA TTTCCTTTGA TATTGGATCA TACTAAGAAA CCATTATTAT  

    11521 CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGGCGTAT CACGAGGCCC TTTCGTC  

 

Πίνακας 10: Αλληλουχία του κατασκευασμένου υορέα pESC-URA/CLS-Y95-p1326 

 

        1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA  

       61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG  

      121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC  

      181 ACCATACCAC AGCTTTTCAA TTCAATTCAT CATTTTTTTT TTATTCTTTT TTTTGATTTC  

      241 GGTTTCTTTG AAATTTTTTT GATTCGGTAA TCTCCGAACA GAAGGAAGAA CGAAGGAAGG  

      301 AGCACAGACT TAGATTGGTA TATATACGCA TATGTAGTGT TGAAGAAACA TGAAATTGCC  

      361 CAGTATTCTT AACCCAACTG CACAGAACAA AAACCTGCAG GAAACGAAGA TAAATCATGT  

      421 CGAAAGCTAC ATATAAGGAA CGTGCTGCTA CTCATCCTAG TCCTGTTGCT GCCAAGCTAT  

      481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA  

      541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG  

      601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG  

      661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA  

      721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC  

      781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA  

      841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG  

      901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT  

      961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC  

     1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG  

     1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA  

     1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA  

     1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC  

     1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC  

     1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT  

     1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA  

     1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA  

     1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG  

     1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA  

     1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG  

     1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA  

     1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG  

     1801 GCGCGTCCAT TCGCCATTCA GGCTGCGCAA CTGTTGGGAA GGGCGATCGG TGCGGGCCTC  

     1861 TTCGCTATTA CGCCAGCTGA ATTGGAGCGA CCTCATGCTA TACCTGAGAA AGCAACCTGA  

     1921 CCTACAGGAA AGAGTTACTC AAGAATAAGA ATTTTCGTTT TAAAACCTAA GAGTCACTTT  

     1981 AAAATTTGTA TACACTTATT TTTTTTATAA CTTATTTAAT AATAAAAATC ATAAATCATA  

     2041 AGAAATTCGC TTATTTAGAA GTGTCAACAA CGTATCTACC AACGATTTGA CCCTTTTCCA  

     2101 TCTTTTCGTA AATTTCTGGC AAGGTAGACA AGCCGACAAC CTTGATTGGA GACTTGACCA  

     2161 AACCTCTGGC GAAGAATTGT TAATTAAGAG CTCAGATCTC TATTCTCCAA CGGGCTCATA  

     2221 AACCAAGGAT TTCATATCTT CCATCATTTG TTGTGGAGAT GTGAATTCAT CGCCGCTTGC  

     2281 ATACAAGTAA CACCCGATCC TGCATACCTT GAGAAACATA TCTCTGCATT TTCTTGGGAA  

     2341 TTTGTTTCCT TTTATATACA CAATCTTCAT CAGCTGTCTC CTGTTCCATT CCGCCATTTC  

     2401 TTTTGCCTTT GTAATAGCTT CCTCTTCGGT AAAGGCGCTG TCGTCTTTGT TAGCTGCTAG  

     2461 CAGAAGGCTC ACGCTATTTC CTGTATTTTC CTTGCGTTCC TTTTCAAAGG TCTGCACGTC  

     2521 GTTGAGCAGG CGGTCGACCA TCGAAACATG CCTACACAAA TCGATGCACT CTTCACTCAG  
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     2581 AAGCATTTCA TCGGTTAATT TTATACCCAT GAATTGCATC GACATGAGAA TGCAGATTCT  

     2641 GCACCCAATT GACACCCACG AATTAGACAA GTATTCATCC AAGCTCAGCT CCGTCTCATC  

     2701 GCTCCATGTA TCTAATTCTA TCTTGAAAAT TGATAGGATT TGAACCCACA GTTTAATTAG  

     2761 AAAGTCTTTG ACACTGCGCC CTTGTGCGAC ATGAGCCCTC TCTACCAATT CATTCACTGT  

     2821 GTTGTATACC GCTGTGAAAA GGATTTCAAC TTCCTCGCAA CCATATTCTG CAGCGTTCTT  

     2881 CTCTTTCCAT TCTTTTACTA ATTCAAGGAT CTTGTATGAC TCTTGCTTAG TTCCGCCATG  

     2941 ATCGAATAAA TCATCAATTA GTGTAACGGG AATAATATGT TGGGCAAAAA CTATACGAAC  

     3001 TTCAGGCAAT TCGGGATCAC CAATAATTGC TGAAGTCAAA AAATTAGCAA CGCGCAGTAC  

     3061 ATTTCTTCCA AACCTCAATG TGTCCAACCT ACAATCAGAA TACCACCTCT GCAGTTGCTC  

     3121 AAGTTCTTCC CGGTGCTGGG CTTGGCACAT ATTAAAATCT TGCCTCGCAA ATGACAGGAA  

     3181 ATCTTCATTA CACAGATTAG GGAACCGAGC TCTCAGAGAT CGATAATGGC TTATGTCATA  

     3241 TAGGTCGAGG TTTCGTCTAA CTCCCATTCT GTCTAATATC CCATGGTAGT TCTTCAAGTA  

     3301 GTATTCCACC TGTTTGTGCA ACTTGTTGTC AGGAATGGAG TTGGTGAGCA ACTGTTGCTT  

     3361 GAGAAAGGTG GTGGTCCAAC CAAGTAGTTT CTCAAGACTG CTTTCTTCTT CCCTTATTCT  

     3421 CTCTTGTGCT GCTCTGTAAA GCTCGATCAC CGTCGCCACG TCAATCGTTT GCAGATCAAC  

     3481 ACGCTCTTGC TCAGCATACG GAGCCAGTGC CTCTAATGAA ACTTCATATC CTTTTACTCG  

     3541 CAAAAGTCTG AACGCCATTG CATGAGTAGT AACGTCCGAA TATATTTCGC TATCTTTCTC  

     3601 TCTCCATGAT CTGTATGTTT CCTCTAAAAT TGAGTCGATT TCGGATTGGA AGTATCGGTC  

     3661 GACGCCCAAC CTCTGGAGGG TGTCGATTAT ACACAGGCTC GATGGTATAT TCGGCGCGGA  

     3721 TTTGATGGCC GCAGCGGCAG CCAGAGGATT ATCATCTTTC CCGTTAAATT TCTCTTTTAT  

     3781 TTTCCCGATC AAATCAGTTG GAGGAGTTGC GAGGCTGCAA ACGGCGTTAA ACGATCGCTT  

     3841 AGTAGCGGCG ATGGCCGGAA AGATTTGGAA TGCATGACGT GGAAAATTCT CTCTCCTTCT  

     3901 CATGCGGCCG CCCTTTAGTG AGGGTTGAAT TCGAATTTTC AAAAATTCTT ACTTTTTTTT  

     3961 TGGATGGACG CAAAGAAGTT TAATAATCAT ATTACATGGC ATTACCACCA TATACATATC  

     4021 CATATACATA TCCATATCTA ATCTTACTTA TATGTTGTGG AAATGTAAAG AGCCCCATTA  

     4081 TCTTAGCCTA AAAAAACCTT CTCTTTGGAA CTTTCAGTAA TACGCTTAAC TGCTCATTGC  

     4141 TATATTGAAG TACGGATTAG AAGCCGCCGA GCGGGTGACA GCCCTCCGAA GGAAGACTCT  

     4201 CCTCCGTGCG TCCTCGTCTT CACCGGTCGC GTTCCTGAAA CGCAGATGTG CCTCGCGCCG  

     4261 CACTGCTCCG AACAATAAAG ATTCTACAAT ACTAGCTTTT ATGGTTATGA AGAGGAAAAA  

     4321 TTGGCAGTAA CCTGGCCCCA CAAACCTTCA AATGAACGAA TCAAATTAAC AACCATAGGA  

     4381 TGATAATGCG ATTAGTTTTT TAGCCTTATT TCTGGGGTAA TTAATCAGCG AAGCGATGAT  

     4441 TTTTGATCTA TTAACAGATA TATAAATGCA AAAACTGCAT AACCACTTTA ACTAATACTT  

     4501 TCAACATTTT CGGTTTGTAT TACTTCTTAT TCAAATGTAA TAAAAGTATC AACAAAAAAT  

     4561 TGTTAATATA CCTCTATACT TTAACGTCAA GGAGAAAAAA CCCCGGATCC ATGAGATGCA  

     4621 GCGCCAGGCG GACGCCCGAA CCACTGGCTC AAGGCTCAAA CGGTGGCAGA GATGGCGTGG  

     4681 AGGCGATACA GAGGTTGCAA ACAATTGCGG ATGATAAGAT CGACGGAGGA GCCAATGAGT  

     4741 TGGGAATTGT GGTTTGGGAT CTGATTAGGG ATGGTGTGGA CGCCGTGAAA TCCATGTTCG  

     4801 ATTCCATGGG AGATGGAGAT ATAAGCATCT CTGCCTACGA TACCGCATGG GTTGCTCTGG  

     4861 TTAAGGATGT CAATGGCAGC GGCGGCCCTC AGTTTCCCTC CTCCCTCCAG TGGATCGTCG  

     4921 ACAATCAGCT CCCGGATGGT TCTTGGGGTG ACAGTGAAGT ATTTTCCGCA TACGATCGTC  

     4981 TCCTCAAGAC TTTAGCTTGT GTTGTTGCCT TGAAATCATG GAATATTCGT CCTGACAAAT  

     5041 GCCAAAAAGG GTTGAAGTTC TTTAGAGATA ACATAAGCAA GCTTGAAAAG GAAAATGTAG  

     5101 AGGCTTCAGC GCAAATGCTG AGCGGGTTTG AAGTTGTGTT TCTTTCCCTT ATTGAAGTAG  

     5161 CTCGCCGTTT AGACATTCAA ATTCCTCTAC ATTCTCCTGT TTTCGAAGAC CTAATTGCTA  

     5221 GGAGAAATCT GAAATTTGCA AAGATACCGT TGGACTTAAT GCACAATGTA CCGACGTCAT  

     5281 TACTCAATAG CTTGGAGGGG ATGACAGGAG TGGAATTGGA CTGGGAAAAG CTTCTGAAAT  

     5341 TGCAGAGCCA AGATGGTTCA TTTATCACTT CCCCGTCCTC CACTGCTTTC GCTTTGATGC  

     5401 AGACCAATGA CACAAAGTGT TTGGGTTACT TGAAATTTGT GGTCCAAAAG TTCAACGGCG  

     5461 GTGCCCCAGG TCAGTACCCT GTAGAAATCT TCGAGCGTAT TTGGGTTGTT GATCGCCTAC  

     5521 AACGTCTAGG GATTTCAAGA TATTTCCAGC TGGAGATTAA AGAATGTTGT TTGGATTATG  

     5581 CTTTCAAACA TTGGACCCAG TATGGGAGTA GTTGGGCAAG AAATACTCCA GTGTATGACC  

     5641 TTGATGATAC CTGCATGGCT TTTAGGATAC TAAGGTTACA TGGCTACGAT GTTTCTGCTG  

     5701 AAGCATTTCG TCACTTTGAA AAAAACGGAG TCTTCTTCTG CTTCGGGTGG GAAACAACTC  

     5761 AGTCGGTAAC CGTGAACTTC AATCTGTACA GAGCAACTCA AGTGGCCTTT CCTGGAGAAA  

     5821 ATATTCTCAA GGAAGCAAAG CAGTTTTCTT TCAACTTTTT GATGAAAAAA CAGGCTGCTC  

     5881 GTGAGTTCCA GGACAAATGG GTCATTTTGA AGGACTTTCC TGGTGAGCTG AAGTATGCAT  

     5941 TAGAGTTTCC TTGGTATGCT AGCTTGCCTA GAGTGGAGAC CAGATTTTAC GTTGAGCAGT  

     6001 ATGGAGGTGA CAATGACGTC TGGATTGGCA AGACTCTTTA CAGGATGCCC TATATAAATA  

     6061 ATAATGTTTA TCTTGAACTG GCTAAGCTGG ACTTCAACAA TTGCCAGGCT TTGCACAGAA  

     6121 AGGAATGGGA GACTATGCAA AAGTGGTTCA TGGAGAGCAA GTTGGATGAA TTTGGGGTGA  

     6181 GTAGTAAAAC CCTACTTGAA TCATACTTTC TCGCTGCTGC CAGTATATTC GAACCAGAGA  

     6241 GATCAACGGA GCGGCTTGCC TGGGCCAAGA CGGCATTCCT GATGGAGACT ATTGGCTCTT  

     6301 ACTTTGATGA TGAAATGAAC TCCAAGGATT TGAGAAAAGC CTTCGTCCAA GAGTTTAAAA  

     6361 ACATCTACGA AAGAAGAATG GAAGCAAAAG GGACGAAATG GAACCTTATT ATCATCTTGC  

     6421 TAACGACCCT CAACCACTTG ACGGAGGTCT GTGGTAGAGA CATCAACTCA TATCTTTGCC  
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     6481 ATTCTTGGGA GAAATGGATG ATGATGTGGG AGCCGGAAGG CGACAGGTAC AAAGGGGCAG  

     6541 CGGAACTGCT GTCAAATTCT ATAAATCTAA GTTCCGGCCG CCTGTTCTCG AATGATACGT  

     6601 TGTCTCACCC AAATTATGAA AAGCTCGTCA CTCTCTCGAA TAAATTATGC CATCAACTCG  

     6661 GTAATTCCCG TAGAGGAAAC CATAATGAGG ATTCAGATAT CAAGGACACT AAAATCGAGA  

     6721 TTGCTATGCA AGAACTTGTG CAGTTAGTGC ATCAAAACTC CTCGGATGAC ATTAGCATGG  

     6781 ATTTAAAGCA AACTTTCTTC GCGGTGGTAA GGAGCTTTTA CTATGCTGCC CATTGTGATC  

     6841 GGGGAACCAT CAACTCTCAT ATTGTTAAAG TACTTTTTGA ATCAGTTGTT CTCGACGGTA  

     6901 GCGGCAGCGG TAGCGGTAGC GGCAGCGAAT TCATGGCTTC AGAAAAAGAA ATTAGGAGAG  

     6961 AGAGATTCTT GAACGTTTTC CCTAAATTAG TAGAGGAATT GAACGCATCG CTTTTGGCTT  

     7021 ACGGTATGCC TAAGGAAGCA TGTGACTGGT ATGCCCACTC ATTGAACTAC AACACTCCAG  

     7081 GCGGTAAGCT AAATAGAGGT TTGTCCGTTG TGGACACGTA TGCTATTCTC TCCAACAAGA  

     7141 CCGTTGAACA ATTGGGGCAA GAAGAATACG AAAAGGTTGC CATTCTAGGT TGGTGCATTG  

     7201 AGTTGTTGCA GGCTTACTTC TTGGTCGCCG ATGATATGAT GGACAAGTCC ATTACCAGAA  

     7261 GAGGCCAACC ATGTTGGTAC AAGGTTCCTG AAGTTGGGGA AATTGCCATC AATGACGCAT  

     7321 TCATGTTAGA GGCTGCTATC TACAAGCTTT TGAAATCTCA CTTCAGAAAC GAAAAATACT  

     7381 ACATAGATAT CACCGAATTG TTCCATGAGG TCACCTTCCA AACCGAATTG GGCCAATTGA  

     7441 TGGACTTAAT CACTGCACCT GAAGACAAAG TGGACTTGAG TAAGTTCTCC CTAAAGAAGC  

     7501 ACTCCTTCAT AGTTACTTTC AAGACTGCTT ACTATTCTTT CTACTTGCCT GTCGCATTGG  

     7561 CCATGTACGT TGCCGGTATC ACGGATGAAA AGGATTTGAA ACAAGCCAGA GATGTCTTGA  

     7621 TTCCATTGGG TGAATACTTC CAAATTCAAG ATGACTACTT AGACTGCTTC GGTACCCCAG  

     7681 AACAGATCGG TAAGATCGGT ACAGATATCC AAGATAACAA ATGTTCTTGG GTAATCAACA  

     7741 AGGCATTGGA ACTTGCTTCC GCAGAACAAA GAAAGACTTT AGACGAAAAT TACGGTAAGA  

     7801 AGGACTCAGT CGCAGAAGCC AAATGCAAAA AGATTTTCAA TGACTTGAAA ATTGAACAGC  

     7861 TATACCACGA ATATGAAGAG TCTATTGCCA AGGATTTGAA GGCCAAAATT TCTCAGGTCG  

     7921 ATGAGTCTCG TGGCTTCAAA GCTGATGTCT TAACTGCGTT CTTGAACAAA GTTTACAAGA  

     7981 GAAGCAAATA GTATCTCGAG TAAGCTTGGT ACCGCGGCTA GCTAAGATCC GCTCTAACCG  

     8041 AAAAGGAAGG AGTTAGACAA CCTGAAGTCT AGGTCCCTAT TTATTTTTTT ATAGTTATGT  

     8101 TAGTATTAAG AACGTTATTT ATATTTCAAA TTTTTCTTTT TTTTCTGTAC AGACGCGTGT  

     8161 ACGCATGTAA CATTATACTG AAAACCTTGC TTGAGAAGGT TTTGGGACGC TCGAAGATCC  

     8221 AGCTGCATTA ATGAATCGGC CAACGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT GGGCGCTCTT  

     8281 CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG GCTGCGGCGA GCGGTATCAG  

     8341 CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG GGATAACGCA GGAAAGAACA  

     8401 TGTGAGCAAA AGGCCAGCAA AAGGCCAGGA ACCGTAAAAA GGCCGCGTTG CTGGCGTTTT  

     8461 TCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACGAGCATC ACAAAAATCG ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC  

     8521 GAAACCCGAC AGGACTATAA AGATACCAGG CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC CTCGTGCGCT  

     8581 CTCCTGTTCC GACCCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGC CTTTCTCCCT TCGGGAAGCG  

     8641 TGGCGCTTTC TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC GGTGTAGGTC GTTCGCTCCA  

     8701 AGCTGGGCTG TGTGCACGAA CCCCCCGTTC AGCCCGACCG CTGCGCCTTA TCCGGTAACT  

     8761 ATCGTCTTGA GTCCAACCCG GTAAGACACG ACTTATCGCC ACTGGCAGCA GCCACTGGTA  

     8821 ACAGGATTAG CAGAGCGAGG TATGTAGGCG GTGCTACAGA GTTCTTGAAG TGGTGGCCTA  

     8881 ACTACGGCTA CACTAGAAGG ACAGTATTTG GTATCTGCGC TCTGCTGAAG CCAGTTACCT  

     8941 TCGGAAAAAG AGTTGGTAGC TCTTGATCCG GCAAACAAAC CACCGCTGGT AGCGGTGGTT  

     9001 TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAAAAAGG ATCTCAAGAA GATCCTTTGA  

     9061 TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA  

     9121 TGAGATTATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA TTAAAAATGA AGTTTTAAAT  

     9181 CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA CCAATGCTTA ATCAGTGAGG  

     9241 CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT TGCCTGACTC CCCGTCGTGT  

     9301 AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG TGCTGCAATG ATACCGCGAG  

     9361 ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA GCCAGCCGGA AGGGCCGAGC  

     9421 GCAGAAGTGG TCCTGCAACT TTATCCGCCT CCATCCAGTC TATTAATTGT TGCCGGGAAG  

     9481 CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT TGCGCAACGT TGTTGCCATT GCTACAGGCA  

     9541 TCGTGGTGTC ACGCTCGTCG TTTGGTATGG CTTCATTCAG CTCCGGTTCC CAACGATCAA  

     9601 GGCGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA  

     9661 TCGTTGTCAG AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GGTTATGGCA GCACTGCATA  

     9721 ATTCTCTTAC TGTCATGCCA TCCGTAAGAT GCTTTTCTGT GACTGGTGAG TACTCAACCA  

     9781 AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG TCAATACGGG  

     9841 ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA AAGTGCTCAT CATTGGAAAA CGTTCTTCGG  

     9901 GGCGAAAACT CTCAAGGATC TTACCGCTGT TGAGATCCAG TTCGATGTAA CCCACTCGTG  

     9961 CACCCAACTG ATCTTCAGCA TCTTTTACTT TCACCAGCGT TTCTGGGTGA GCAAAAACAG  

    10021 GAAGGCAAAA TGCCGCAAAA AAGGGAATAA GGGCGACACG GAAATGTTGA ATACTCATAC  

    10081 TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA TTGTCTCATG AGCGGATACA  

    10141 TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG  

    10201 TGCCACCTGA ACGAAGCATC TGTGCTTCAT TTTGTAGAAC AAAAATGCAA CGCGAGAGCG  

    10261 CTAATTTTTC AAACAAAGAA TCTGAGCTGC ATTTTTACAG AACAGAAATG CAACGCGAAA  

    10321 GCGCTATTTT ACCAACGAAG AATCTGTGCT TCATTTTTGT AAAACAAAAA TGCAACGCGA  
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    10381 GAGCGCTAAT TTTTCAAACA AAGAATCTGA GCTGCATTTT TACAGAACAG AAATGCAACG  

    10441 CGAGAGCGCT ATTTTACCAA CAAAGAATCT ATACTTCTTT TTTGTTCTAC AAAAATGCAT  

    10501 CCCGAGAGCG CTATTTTTCT AACAAAGCAT CTTAGATTAC TTTTTTTCTC CTTTGTGCGC  

    10561 TCTATAATGC AGTCTCTTGA TAACTTTTTG CACTGTAGGT CCGTTAAGGT TAGAAGAAGG  

    10621 CTACTTTGGT GTCTATTTTC TCTTCCATAA AAAAAGCCTG ACTCCACTTC CCGCGTTTAC  

    10681 TGATTACTAG CGAAGCTGCG GGTGCATTTT TTCAAGATAA AGGCATCCCC GATTATATTC  

    10741 TATACCGATG TGGATTGCGC ATACTTTGTG AACAGAAAGT GATAGCGTTG ATGATTCTTC  

    10801 ATTGGTCAGA AAATTATGAA CGGTTTCTTC TATTTTGTCT CTATATACTA CGTATAGGAA  

    10861 ATGTTTACAT TTTCGTATTG TTTTCGATTC ACTCTATGAA TAGTTCTTAC TACAATTTTT  

    10921 TTGTCTAAAG AGTAATACTA GAGATAAACA TAAAAAATGT AGAGGTCGAG TTTAGATGCA  

    10981 AGTTCAAGGA GCGAAAGGTG GATGGGTAGG TTATATAGGG ATATAGCACA GAGATATATA  

    11041 GCAAAGAGAT ACTTTTGAGC AATGTTTGTG GAAGCGGTAT TCGCAATATT TTAGTAGCTC  

    11101 GTTACAGTCC GGTGCGTTTT TGGTTTTTTG AAAGTGCGTC TTCAGAGCGC TTTTGGTTTT  

    11161 CAAAAGCGCT CTGAAGTTCC TATACTTTCT AGAGAATAGG AACTTCGGAA TAGGAACTTC  

    11221 AAAGCGTTTC CGAAAACGAG CGCTTCCGAA AATGCAACGC GAGCTGCGCA CATACAGCTC  

    11281 ACTGTTCACG TCGCACCTAT ATCTGCGTGT TGCCTGTATA TATATATACA TGAGAAGAAC  

    11341 GGCATAGTGC GTGTTTATGC TTAAATGCGT ACTTATATGC GTCTATTTAT GTAGGATGAA  

    11401 AGGTAGTCTA GTACCTCCTG TGATATTATC CCATTCCATG CGGGGTATCG TATGCTTCCT  

    11461 TCAGCACTAC CCTTTAGCTG TTCTATATGC TGCCACTCCT CAATTGGATT AGTCTCATCC  

    11521 TTCAATGCTA TCATTTCCTT TGATATTGGA TCATACTAAG AAACCATTAT TATCATGACA 

    11581 TTAACCTATA AAAATAGGCG TATCACGAGG CCCTTTCGTC 

 

Πίνακας 11: Αλληλουχία του κατασκευασμένου υορέα pESC-URA/CLS-Y95-SCLS 

 

        1 tcgcgcgttt CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA  

       61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG  

      121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC  

      181 ACCATACCAC AGCTTTTCAA TTCAATTCAT CATTTTTTTT TTATTCTTTT TTTTGATTTC  

      241 GGTTTCTTTG AAATTTTTTT GATTCGGTAA TCTCCGAACA GAAGGAAGAA CGAAGGAAGG  

      301 AGCACAGACT TAGATTGGTA TATATACGCA TATGTAGTGT TGAAGAAACA TGAAATTGCC  

      361 CAGTATTCTT AACCCAACTG CACAGAACAA AAACCTGCAG GAAACGAAGA TAAATCATGT  

      421 CGAAAGCTAC ATATAAGGAA CGTGCTGCTA CTCATCCTAG TCCTGTTGCT GCCAAGCTAT  

      481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA  

      541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG  

      601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG  

      661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA  

      721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC  

      781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA  

      841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG  

      901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT  

      961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC  

     1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG  

     1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA  

     1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA  

     1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC  

     1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC  

     1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT  

     1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA  

     1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA  

     1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG  

     1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA  

     1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG  

     1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA  

     1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG  

     1801 GCGCGTCCAT TCGCCATTCA GGCTGCGCAA CTGTTGGGAA GGGCGATCGG TGCGGGCCTC  

     1861 TTCGCTATTA CGCCAGCTGA ATTGGAGCGA CCTCATGCTA TACCTGAGAA AGCAACCTGA  

     1921 CCTACAGGAA AGAGTTACTC AAGAATAAGA ATTTTCGTTT TAAAACCTAA GAGTCACTTT  

     1981 AAAATTTGTA TACACTTATT TTTTTTATAA CTTATTTAAT AATAAAAATC ATAAATCATA  

     2041 AGAAATTCGC TTATTTAGAA GTGTCAACAA CGTATCTACC AACGATTTGA CCCTTTTCCA  

     2101 TCTTTTCGTA AATTTCTGGC AAGGTAGACA AGCCGACAAC CTTGATTGGA GACTTGACCA  

     2161 AACCTCTGGC GAAGAATTGT TAATTAAGAG CTCAGATCTT CAATTCATCG TTGATCCCAT  

     2221 AAGCATAAAA CGTACCCTTA GCCATCTCCA AAAATACATC TTTGCATCTT CTTGGCAAAA  

     2281 TGCTTTCTTT TTTATACACA ATCTGCAACA CTTTTCTCCA GTGATATTCA ACCATTTCAT  

     2341 TGATCTCTGC AATGGCTTCA TCTTCACTAA CTTTTCTTCC ATCTTTCTCA GTTGCTAGTA  

     2401 GAATGCTATA ACTTTTTCCT GCAATATTTT CCTCGCGCTC CCTCTCAGAA CTGCACACGT  
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     2461 CGTTGAGCAG CCGGCCGACC ATACAGACAT GCCTAGCCAA ATCAGTGCAC TCTTCACTCA  

     2521 TAAGCATTTC ATCGGACAAT TTTACTCCGA CGAATTGCAT CGTCAGGAGA CCTGTCAGCC  

     2581 GGGAACCGTT CGACAACCAC GACGAAGAAA TGTATTCATC GAAGCTTTGC TGCGTGCCAT  

     2641 TGCTCCATGT ATCTAATTCT ATCTTGAAAG CTGAGAGTAT TTCAACCCAC AATTTGACTA  

     2701 GAAACTCTTT CACACTACGC CCCTGTTCGA CACGAGCCCT CTCCGCCAAC TCATTTACTG  

     2761 TATTGTACAA CGCCATAAAA AGGATCTCAA GCTCCTCAGA TCCGTACTCT GCATCCGGAT  

     2821 TCTCCTTCCA TTCTTTTACT AATTCAATGA TCTTGTCACA CTCTTGACTA GAGCCATGAC  

     2881 AGTCGAAAAA ATCATCCATA ATTGTTACAA GCACAGATGT TTTAGCAAAT GCGAGACGAA  

     2941 CATAGTCAAA CGCATGATCA CCAATAATTA ATGAAGCCAA ATAATTAGCA ACAATAACTA  

     3001 CATCTCTTCC AAAGTTTAAT GTGTCCAACC TACAATCTGC ATACCACCTT TGCAGTTGTT  

     3061 GAAGTCCTTT CTGGTTCTGG GCTTCATGTA TATCGAAATC YTGCTTTGCG AAAACTAGAA  

     3121 AATCTTCGTT GCATAAATTA GAGAACCTGT TTGTAGATTT CAGAGCTTGA TAGTAGGTCA  

     3181 TGTCATATAG CTCGAGGTTT CGTCTAGCTC CCAATCTTAT GGTTATGCCT TTGTAATTCC  

     3241 TCAAGTAGAA TTCCACCAGT TTGTGCAGTT TTTTGTCAGG AATTGAGTTA TCTTGCACTT  

     3301 GCTTATTGAG AAAGATGGTA GTCCAAGCAA GAATTTTTTC AAGACTCCTC TCTTCTTCAT  

     3361 ATATTCTCTC ATTTGCTGCT CTATAAAGCT CAATAATCAT CGGCAGGTCA TTTGTTTGCT  

     3421 GGCTAACAGC CTCTTGGTTA CCATATGGAG CCAACTCCTC TGATGAAACT TCGTATCCTT  

     3481 TCACTCGCAA AAGCCTAAAT GCCATTGCAT GAGTAGTAAC GTTGCCATAT ATAACTTTGT  

     3541 GTTTTTCTTG CCACAACCTG AATGTGTTAT CTAAAATAGT GTTGATTTCA TATTGGAAGA  

     3601 ATTGATCGAC CCCCAACCTT TGAAGGGTGT CGATTATACA CAAATTAGAG GGTATATCTT  

     3661 CGGATCGAAG AGTCGTTGTC GTTGGAAATT TATCGTCTTC CCTCTTGAAA TTCTCTTTCA  

     3721 TTTTCGCCAT GAAATCTATT GTAGTAAGGC TGCAGTTAAC GATGAGACGT GATCTATTGG  

     3781 GGGTGGTCAC AGGAAATCCT TGGACTGGAA AATTTTCTTT CCTGCTCCCA ACTCTTTGGC  

     3841 CGGAGAAAGG CGTAACTCCG ACGTTGAAGG CGAGCGACAT GCGGCCGCCC TTTAGTGAGG  

     3901 GTTGAATTCG AATTTTCAAA AATTCTTACT TTTTTTTTGG ATGGACGCAA AGAAGTTTAA  

     3961 TAATCATATT ACATGGCATT ACCACCATAT ACATATCCAT ATACATATCC ATATCTAATC  

     4021 TTACTTATAT GTTGTGGAAA TGTAAAGAGC CCCATTATCT TAGCCTAAAA AAACCTTCTC  

     4081 TTTGGAACTT TCAGTAATAC GCTTAACTGC TCATTGCTAT ATTGAAGTAC GGATTAGAAG  

     4141 CCGCCGAGCG GGTGACAGCC CTCCGAAGGA AGACTCTCCT CCGTGCGTCC TCGTCTTCAC  

     4201 CGGTCGCGTT CCTGAAACGC AGATGTGCCT CGCGCCGCAC TGCTCCGAAC AATAAAGATT  

     4261 CTACAATACT AGCTTTTATG GTTATGAAGA GGAAAAATTG GCAGTAACCT GGCCCCACAA  

     4321 ACCTTCAAAT GAACGAATCA AATTAACAAC CATAGGATGA TAATGCGATT AGTTTTTTAG  

     4381 CCTTATTTCT GGGGTAATTA ATCAGCGAAG CGATGATTTT TGATCTATTA ACAGATATAT  

     4441 AAATGCAAAA ACTGCATAAC CACTTTAACT AATACTTTCA ACATTTTCGG TTTGTATTAC  

     4501 TTCTTATTCA AATGTAATAA AAGTATCAAC AAAAAATTGT TAATATACCT CTATACTTTA  

     4561 ACGTCAAGGA GAAAAAACCC CGGATCCATG AGATGCAGCG CCAGGCGGAC GCCCGAACCA  

     4621 CTGGCTCAAG GCTCAAACGG TGGCAGAGAT GGCGTGGAGG CGATACAGAG GTTGCAAACA  

     4681 ATTGCGGATG ATAAGATCGA CGGAGGAGCC AATGAGTTGG GAATTGTGGT TTGGGATCTG  

     4741 ATTAGGGATG GTGTGGACGC CGTGAAATCC ATGTTCGATT CCATGGGAGA TGGAGATATA  

     4801 AGCATCTCTG CCTACGATAC CGCATGGGTT GCTCTGGTTA AGGATGTCAA TGGCAGCGGC  

     4861 GGCCCTCAGT TTCCCTCCTC CCTCCAGTGG ATCGTCGACA ATCAGCTCCC GGATGGTTCT  

     4921 TGGGGTGACA GTGAAGTATT TTCCGCATAC GATCGTCTCC TCAAGACTTT AGCTTGTGTT  

     4981 GTTGCCTTGA AATCATGGAA TATTCGTCCT GACAAATGCC AAAAAGGGTT GAAGTTCTTT  

     5041 AGAGATAACA TAAGCAAGCT TGAAAAGGAA AATGTAGAGG CTTCAGCGCA AATGCTGAGC  

     5101 GGGTTTGAAG TTGTGTTTCT TTCCCTTATT GAAGTAGCTC GCCGTTTAGA CATTCAAATT  

     5161 CCTCTACATT CTCCTGTTTT CGAAGACCTA ATTGCTAGGA GAAATCTGAA ATTTGCAAAG  

     5221 ATACCGTTGG ACTTAATGCA CAATGTACCG ACGTCATTAC TCAATAGCTT GGAGGGGATG  

     5281 ACAGGAGTGG AATTGGACTG GGAAAAGCTT CTGAAATTGC AGAGCCAAGA TGGTTCATTT  

     5341 ATCACTTCCC CGTCCTCCAC TGCTTTCGCT TTGATGCAGA CCAATGACAC AAAGTGTTTG  

     5401 GGTTACTTGA AATTTGTGGT CCAAAAGTTC AACGGCGGTG CCCCAGGTCA GTACCCTGTA  

     5461 GAAATCTTCG AGCGTATTTG GGTTGTTGAT CGCCTACAAC GTCTAGGGAT TTCAAGATAT  

     5521 TTCCAGCTGG AGATTAAAGA ATGTTGTTTG GATTATGCTT TCAAACATTG GACCCAGTAT  

     5581 GGGAGTAGTT GGGCAAGAAA TACTCCAGTG TATGACCTTG ATGATACCTG CATGGCTTTT  

     5641 AGGATACTAA GGTTACATGG CTACGATGTT TCTGCTGAAG CATTTCGTCA CTTTGAAAAA  

     5701 AACGGAGTCT TCTTCTGCTT CGGGTGGGAA ACAACTCAGT CGGTAACCGT GAACTTCAAT  

     5761 CTGTACAGAG CAACTCAAGT GGCCTTTCCT GGAGAAAATA TTCTCAAGGA AGCAAAGCAG  

     5821 TTTTCTTTCA ACTTTTTGAT GAAAAAACAG GCTGCTCGTG AGTTCCAGGA CAAATGGGTC  

     5881 ATTTTGAAGG ACTTTCCTGG TGAGCTGAAG TATGCATTAG AGTTTCCTTG GTATGCTAGC  

     5941 TTGCCTAGAG TGGAGACCAG ATTTTACGTT GAGCAGTATG GAGGTGACAA TGACGTCTGG  

     6001 ATTGGCAAGA CTCTTTACAG GATGCCCTAT ATAAATAATA ATGTTTATCT TGAACTGGCT  

     6061 AAGCTGGACT TCAACAATTG CCAGGCTTTG CACAGAAAGG AATGGGAGAC TATGCAAAAG  

     6121 TGGTTCATGG AGAGCAAGTT GGATGAATTT GGGGTGAGTA GTAAAACCCT ACTTGAATCA  

     6181 TACTTTCTCG CTGCTGCCAG TATATTCGAA CCAGAGAGAT CAACGGAGCG GCTTGCCTGG  

     6241 GCCAAGACGG CATTCCTGAT GGAGACTATT GGCTCTTACT TTGATGATGA AATGAACTCC  

     6301 AAGGATTTGA GAAAAGCCTT CGTCCAAGAG TTTAAAAACA TCTACGAAAG AAGAATGGAA  
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     6361 GCAAAAGGGA CGAAATGGAA CCTTATTATC ATCTTGCTAA CGACCCTCAA CCACTTGACG  

     6421 GAGGTCTGTG GTAGAGACAT CAACTCATAT CTTTGCCATT CTTGGGAGAA ATGGATGATG  

     6481 ATGTGGGAGC CGGAAGGCGA CAGGTACAAA GGGGCAGCGG AACTGCTGTC AAATTCTATA  

     6541 AATCTAAGTT CCGGCCGCCT GTTCTCGAAT GATACGTTGT CTCACCCAAA TTATGAAAAG  

     6601 CTCGTCACTC TCTCGAATAA ATTATGCCAT CAACTCGGTA ATTCCCGTAG AGGAAACCAT  

     6661 AATGAGGATT CAGATATCAA GGACACTAAA ATCGAGATTG CTATGCAAGA ACTTGTGCAG  

     6721 TTAGTGCATC AAAACTCCTC GGATGACATT AGCATGGATT TAAAGCAAAC TTTCTTCGCG  

     6781 GTGGTAAGGA GCTTTTACTA TGCTGCCCAT TGTGATCGGG GAACCATCAA CTCTCATATT  

     6841 GTTAAAGTAC TTTTTGAATC AGTTGTTCTC GACGGTAGCG GCAGCGGTAG CGGTAGCGGC  

     6901 AGCGAATTCA TGGCTTCAGA AAAAGAAATT AGGAGAGAGA GATTCTTGAA CGTTTTCCCT  

     6961 AAATTAGTAG AGGAATTGAA CGCATCGCTT TTGGCTTACG GTATGCCTAA GGAAGCATGT  

     7021 GACTGGTATG CCCACTCATT GAACTACAAC ACTCCAGGCG GTAAGCTAAA TAGAGGTTTG  

     7081 TCCGTTGTGG ACACGTATGC TATTCTCTCC AACAAGACCG TTGAACAATT GGGGCAAGAA  

     7141 GAATACGAAA AGGTTGCCAT TCTAGGTTGG TGCATTGAGT TGTTGCAGGC TTACTTCTTG  

     7201 GTCGCCGATG ATATGATGGA CAAGTCCATT ACCAGAAGAG GCCAACCATG TTGGTACAAG  

     7261 GTTCCTGAAG TTGGGGAAAT TGCCATCAAT GACGCATTCA TGTTAGAGGC TGCTATCTAC  

     7321 AAGCTTTTGA AATCTCACTT CAGAAACGAA AAATACTACA TAGATATCAC CGAATTGTTC  

     7381 CATGAGGTCA CCTTCCAAAC CGAATTGGGC CAATTGATGG ACTTAATCAC TGCACCTGAA  

     7441 GACAAAGTGG ACTTGAGTAA GTTCTCCCTA AAGAAGCACT CCTTCATAGT TACTTTCAAG  

     7501 ACTGCTTACT ATTCTTTCTA CTTGCCTGTC GCATTGGCCA TGTACGTTGC CGGTATCACG  

     7561 GATGAAAAGG ATTTGAAACA AGCCAGAGAT GTCTTGATTC CATTGGGTGA ATACTTCCAA  

     7621 ATTCAAGATG ACTACTTAGA CTGCTTCGGT ACCCCAGAAC AGATCGGTAA GATCGGTACA  

     7681 GATATCCAAG ATAACAAATG TTCTTGGGTA ATCAACAAGG CATTGGAACT TGCTTCCGCA  

     7741 GAACAAAGAA AGACTTTAGA CGAAAATTAC GGTAAGAAGG ACTCAGTCGC AGAAGCCAAA  

     7801 TGCAAAAAGA TTTTCAATGA CTTGAAAATT GAACAGCTAT ACCACGAATA TGAAGAGTCT  

     7861 ATTGCCAAGG ATTTGAAGGC CAAAATTTCT CAGGTCGATG AGTCTCGTGG CTTCAAAGCT  

     7921 GATGTCTTAA CTGCGTTCTT GAACAAAGTT TACAAGAGAA GCAAATAGTA TCTCGAGTAA  

     7981 GCTTGGTACC GCGGCTAGCT AAGATCCGCT CTAACCGAAA AGGAAGGAGT TAGACAACCT  

     8041 GAAGTCTAGG TCCCTATTTA TTTTTTTATA GTTATGTTAG TATTAAGAAC GTTATTTATA  

     8101 TTTCAAATTT TTCTTTTTTT TCTGTACAGA CGCGTGTACG CATGTAACAT TATACTGAAA  

     8161 ACCTTGCTTG AGAAGGTTTT GGGACGCTCG AAGATCCAGC TGCATTAATG AATCGGCCAA  

     8221 CGCGCGGGGA GAGGCGGTTT GCGTATTGGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG  

     8281 CTGCGCTCGG TCGTTCGGCT GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG  

     8341 TTATCCACAG AATCAGGGGA TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCAAAAGG CCAGCAAAAG  

     8401 GCCAGGAACC GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC  

     8461 GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA  

     8521 TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT  

     8581 ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC  

     8641 TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC  

     8701 CCCGTTCAGC CCGACCGCTG CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA  

     8761 AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT  

     8821 GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGGACA  

     8881 GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGCCA GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT  

     8941 TGATCCGGCA AACAAACCAC CGCTGGTAGC GGTGGTTTTT TTGTTTGCAA GCAGCAGATT  

     9001 ACGCGCAGAA AAAAAGGATC TCAAGAAGAT CCTTTGATCT TTTCTACGGG GTCTGACGCT  

     9061 CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGATT TTGGTCATGA GATTATCAAA AAGGATCTTC  

     9121 ACCTAGATCC TTTTAAATTA AAAATGAAGT TTTAAATCAA TCTAAAGTAT ATATGAGTAA  

     9181 ACTTGGTCTG ACAGTTACCA ATGCTTAATC AGTGAGGCAC CTATCTCAGC GATCTGTCTA  

     9241 TTTCGTTCAT CCATAGTTGC CTGACTCCCC GTCGTGTAGA TAACTACGAT ACGGGAGGGC  

     9301 TTACCATCTG GCCCCAGTGC TGCAATGATA CCGCGAGACC CACGCTCACC GGCTCCAGAT  

     9361 TTATCAGCAA TAAACCAGCC AGCCGGAAGG GCCGAGCGCA GAAGTGGTCC TGCAACTTTA  

     9421 TCCGCCTCCA TCCAGTCTAT TAATTGTTGC CGGGAAGCTA GAGTAAGTAG TTCGCCAGTT  

     9481 AATAGTTTGC GCAACGTTGT TGCCATTGCT ACAGGCATCG TGGTGTCACG CTCGTCGTTT  

     9541 GGTATGGCTT CATTCAGCTC CGGTTCCCAA CGATCAAGGC GAGTTACATG ATCCCCCATG  

     9601 TTGTGCAAAA AAGCGGTTAG CTCCTTCGGT CCTCCGATCG TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC  

     9661 GCAGTGTTAT CACTCATGGT TATGGCAGCA CTGCATAATT CTCTTACTGT CATGCCATCC  

     9721 GTAAGATGCT TTTCTGTGAC TGGTGAGTAC TCAACCAAGT CATTCTGAGA ATAGTGTATG  

     9781 CGGCGACCGA GTTGCTCTTG CCCGGCGTCA ATACGGGATA ATACCGCGCC ACATAGCAGA  

     9841 ACTTTAAAAG TGCTCATCAT TGGAAAACGT TCTTCGGGGC GAAAACTCTC AAGGATCTTA  

     9901 CCGCTGTTGA GATCCAGTTC GATGTAACCC ACTCGTGCAC CCAACTGATC TTCAGCATCT  

     9961 TTTACTTTCA CCAGCGTTTC TGGGTGAGCA AAAACAGGAA GGCAAAATGC CGCAAAAAAG  

    10021 GGAATAAGGG CGACACGGAA ATGTTGAATA CTCATACTCT TCCTTTTTCA ATATTATTGA  

    10081 AGCATTTATC AGGGTTATTG TCTCATGAGC GGATACATAT TTGAATGTAT TTAGAAAAAT  

    10141 AAACAAATAG GGGTTCCGCG CACATTTCCC CGAAAAGTGC CACCTGAACG AAGCATCTGT  

    10201 GCTTCATTTT GTAGAACAAA AATGCAACGC GAGAGCGCTA ATTTTTCAAA CAAAGAATCT  
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    10261 GAGCTGCATT TTTACAGAAC AGAAATGCAA CGCGAAAGCG CTATTTTACC AACGAAGAAT  

    10321 CTGTGCTTCA TTTTTGTAAA ACAAAAATGC AACGCGAGAG CGCTAATTTT TCAAACAAAG  

    10381 AATCTGAGCT GCATTTTTAC AGAACAGAAA TGCAACGCGA GAGCGCTATT TTACCAACAA  

    10441 AGAATCTATA CTTCTTTTTT GTTCTACAAA AATGCATCCC GAGAGCGCTA TTTTTCTAAC  

    10501 AAAGCATCTT AGATTACTTT TTTTCTCCTT TGTGCGCTCT ATAATGCAGT CTCTTGATAA  

    10561 CTTTTTGCAC TGTAGGTCCG TTAAGGTTAG AAGAAGGCTA CTTTGGTGTC TATTTTCTCT  

    10621 TCCATAAAAA AAGCCTGACT CCACTTCCCG CGTTTACTGA TTACTAGCGA AGCTGCGGGT  

    10681 GCATTTTTTC AAGATAAAGG CATCCCCGAT TATATTCTAT ACCGATGTGG ATTGCGCATA  

    10741 CTTTGTGAAC AGAAAGTGAT AGCGTTGATG ATTCTTCATT GGTCAGAAAA TTATGAACGG  

    10801 TTTCTTCTAT TTTGTCTCTA TATACTACGT ATAGGAAATG TTTACATTTT CGTATTGTTT  

    10861 TCGATTCACT CTATGAATAG TTCTTACTAC AATTTTTTTG TCTAAAGAGT AATACTAGAG  

    10921 ATAAACATAA AAAATGTAGA GGTCGAGTTT AGATGCAAGT TCAAGGAGCG AAAGGTGGAT  

    10981 GGGTAGGTTA TATAGGGATA TAGCACAGAG ATATATAGCA AAGAGATACT TTTGAGCAAT  

    11041 GTTTGTGGAA GCGGTATTCG CAATATTTTA GTAGCTCGTT ACAGTCCGGT GCGTTTTTGG  

    11101 TTTTTTGAAA GTGCGTCTTC AGAGCGCTTT TGGTTTTCAA AAGCGCTCTG AAGTTCCTAT  

    11161 ACTTTCTAGA GAATAGGAAC TTCGGAATAG GAACTTCAAA GCGTTTCCGA AAACGAGCGC  

    11221 TTCCGAAAAT GCAACGCGAG CTGCGCACAT ACAGCTCACT GTTCACGTCG CACCTATATC  

    11281 TGCGTGTTGC CTGTATATAT ATATACATGA GAAGAACGGC ATAGTGCGTG TTTATGCTTA  

    11341 AATGCGTACT TATATGCGTC TATTTATGTA GGATGAAAGG TAGTCTAGTA CCTCCTGTGA  

    11401 TATTATCCCA TTCCATGCGG GGTATCGTAT GCTTCCTTCA GCACTACCCT TTAGCTGTTC  

    11461 TATATGCTGC CACTCCTCAA TTGGATTAGT CTCATCCTTC AATGCTATCA TTTCCTTTGA  

    11521 TATTGGATCA TACTAAGAAA CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGGCGTAT  

    11581 CACGAGGCCC TTTCGTC  
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