
�� ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ   ––  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ   ΤΤΗΗΣΣ   ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ

ΑΑΛΛΥΥΣΣΙΙ∆∆ΩΩΤΤHH  ΑΑΝΝΤΤII∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗ  ΠΠΟΟΛΛΥΥΜΜΕΕΡΡAAΣΣΗΗΣΣ ((PPCCRR)):: Eίναι µία µέθοδος που µας επιτρέπει να αντιγρά-

ψουµε επιλεκτικά (και εποµένως να πολλαπλασιάσουµε), εκατοµµύρια φορές συγκεκριµένες αλλη-

λουχίες δίκλωνου DNA, ακόµα και όταν αυτές απαντούν σε απειροελάχιστη ποσότητα µέσα σε ένα

σύνθετο µίγµα µορίων. Η διαδικασία περιλαµβάνει επαναλαµβανόµενους κύκλους σε διαφορετικές

θερµοκρασίες, µε γρήγορη µετάβαση από τη µία θερµοκρασία στην άλλη. Η όλη διαδικασία γίνεται

in vitro (χωρίς τη µεσολάβηση ζωντανού κυττάρου), µε συνέπεια να είναι ταχύτατη και κατά πολύ α-

πλούστερη από τις κλασικές µεθόδους κλωνοποίησης µέσω βιβλιοθηκών (βλέπε για περισσότερες

λεπτοµέρειες την ανάλυση της µεθόδου στο ένθετο, σελ. 210).

�_______________________________________________________________________________________

Η τεχνική αυτή αναπτύχθηκε από τον Dr. Kary Mullis στις αρχές της δεκαετίας του 1980 και θε-

ωρήθηκε τόσο σηµαντική για την προαγωγή της επιστήµης, ώστε το 1993 του απονεµήθηκε το

βραβείο Nobel Xηµείας. 

ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΕΕΝΝΟΟ DDNNAA:: Ονοµάζεται κάθε µόριο DNA που προέρχεται από τη σύνδεση (το συν-

δυασµό) αλληλουχιών DNA από άτοµα του ίδιου ή διαφορετικών ειδών. Με άλλα λόγια, οποιοδήπο-

τε µόριο DNA έχει προκύψει µε τµήµατα από διαφορετικές πηγές. Όπως είναι φανερό, σε ένα ανα-

συνδυασµένο µόριο DNA µπορεί να εδράζονται γονίδια διαφορετικών οργανισµών. (Βλέπε και Ανα-

συνδυασµός)
ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΟΟΣΣ:: Ονοµάζεται το φαινόµενο κατά το οποίο αλληλουχίες DNA προερχόµενες από το

ίδιο ή διαφορετικά είδη, συνδέονται (συνδυάζονται) µεταξύ τους. Μπορεί να συµβεί in vivo, όπως

στις περιπτώσεις κατά τις οποίες πλασµίδια ανταλλάσσουν τµήµατα, είτε µεταξύ τους, είτε µε το βα-

κτηριακό χρωµόσωµα. Μπορεί επίσης να συµβεί in vitro, όταν µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων

και DNA δεσµάσης, σχηµατίζονται «τεχνητά» µόρια DNA που περιέχουν αλληλουχίες προερχόµενες

από άλλα µόρια του ίδιου ή διαφορετικών οργανισµών (βλέπε και Ανασυνδυασµένο DNA).
ΑΑΝΝΙΙΧΧΝΝΕΕΥΥΤΤΗΗΣΣ:: Ένα µόριο DNA ή RNA ή αντίσωµα (πρωτεΐνη), που χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό µο-

ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  --  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ ΤΤΗΗΣΣ ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _119977

biologia197-232.qxd  14/6/2007  3:12   Page 197



ρίων- στόχων (γονιδίων, ρυθµιστικών περιοχών, πρωτεϊνών -τα αντισώµατα αναγνωρίζουν πρωτεϊ-
νες- κ.α.). Τα µόρια τα οποία χρησιµοποιούνται ως ανιχνευτές έχουν µικρό ή µεγάλο βαθµό εξειδί-
κευσης ως προς το µόριο - στόχο. Η εξειδίκευση τους ως προς το µόριο - στόχο οφείλεται στη δο-
µή τους όπως για παράδειγµα ένα κλειδί είναι κατασκευασµένο ώστε να ταιριάζει σε µια συγκεκρι-
µένη κλειδαριά. Συνήθως τα µόρια-ανιχνευτές είναι ιχνηθετηµένα, φέρουν δηλαδή ένα επιπλέον
τµήµα ώστε να είναι ορατά (και συνεπώς µέσω αυτών και το µόριο - στόχος) µέσω κατάλληλων τε-
χνικών (όπως χρώµα, φθορισµός κ.λπ.). Η διαδικασία ένωσης των ανιχνευτών µε συγκεκριµένες
αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων ονοµάζεται υυββρριιδδοοπποοίίηησσηη (βλέπε ένθετο σχ. βιβλίου, σελ. 180).

ΑΑΠΠΟΟ∆∆ΙΙΑΑΤΤΑΑΞΞΗΗ  ΤΤΟΟΥΥ  DDNNAA:: Το φαινόµενο κατά το οποίο, λόγω έκθεσης ενός µορίου DNA σε υψηλή θερ-

µοκρασία ή επεξεργασίας του µε κατάλληλες χηµικές ουσίες, σπάνε οι ασθενείς δεσµοί υδρογόνου

που αναπτύσσονται αυθόρµητα µεταξύ των νουκλεοτιδίων του. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα να δια-

χωρίζονται µεταξύ τους οι δύο κλώνοι του.

�_______________________________________________________________________________________

Γενικότερα, αποδιάταξη ενός βιοµορίου ονοµάζεται το φαινόµενο κατά το οποίο το βιοµόριο χά-

νει τη φυσική του διαµόρφωση στο χώρο, επειδή σπάνε οι ασθενείς (συγκριτικά µε τους οµοιο-

πολικούς) δεσµοί που αυθόρµητα, αναπτύσσονται µεταξύ ορισµένων χηµικών οµάδων του.
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Επιθυµητό τµήµα DNA

Yβριδισµός ανιχνευτή µε το
επιθυµητό τµήµα DNA

Μονόκλωνο DNA από
το φίλτρο.

∆ιάλυµα που
περιέχει ανιχνευτές.

3. Προσθήκη ανι-
χνευτή (διάλυµα).

Ραδιοσηµασµένος ανι-
χνευτής (DNA ή RΝΑ)

2. Χειρισµός κυττάρων
πάνω στο φίλτρο και α-
ποδιάταξη του DNA.

Yβριδισµός πάνω 
στο φίλτρο

Aποικίες που πε-
ριέχουν το επιθυ-
µητό τµήµα DNA.

Φιλτρο 
νιτροκυτταρίνης

5. Σύγκριση αυτοραδιογραφίας
φίλτρου µε το αρχικό τρυβλίο.

1. Μεταφορά κυττάρων σε
φίλτρο νιτροκυτταρίνης.

Βακτηριακές αποικίες που
περιλαµβάνουν τµήµατα α-
πό το γονιδίωµα του οργα-
νισµού δότη (τρυβλίο στε-
ρεής καλλιέργειας*).

4. Αυτοραδιογραφία
(Τεχνική εντοπισµού ραδιο-

σηµασµένων
µορίων).

ΕΕιικκόόνναα  5599::  YYββρριιδδοοπποοίίηησσηη  κκααιι  εεννττοοππιισσµµόόςς  εεππιιθθυυµµηηττοούύ  ττµµήήµµααττοοςς  DDNNAA  ααππόό  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη  ((µµιικκρροοσσκκοοππιικκάά))..  ((ΒΒλλέέππεε  εειικκ..  6622))

* Για τις τεχνικές καλλιέργειας των µικροοργανισµών στο εργαστήριο βλέπε κεφ. 7 και ένθετο σχ. βιβλίου σελ. 174.
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ΓΓΕΕΝΝΕΕΤΤΙΙΚΚΗΗ  ΜΜΗΗΧΧΑΑΝΝΙΙΚΚΗΗ::  Πρόκειται για τον τοµέα της επιστήµης της Βιολογίας, ο οποίος περιλαµβάνει

το σύνολο των τεχνικών που χρησιµοποιεί ο άνθρωπος, για να επεµβαίνει στο γενετικό υλικό των κυτ-

τάρων και κατ’ επέκταση των οργανισµών.

ΓΓΟΟΝΝΙΙ∆∆ΙΙΩΩΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΗΗ  ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΘΘΗΗΚΚΗΗ:: Το σύνολο των τµηµάτων DNA, του γονιδιώµατος ενός οργανισµού,

που έχουν κλωνοποιηθεί σε φορείς κλωνοποίησης (πλασµίδια ή DNA φάγων) και υπάρχουν µέσα σε

διακριτές οντότητες (βακτήρια ή βακτηριοφάγους αντίστοιχα).
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EEιικκόόνναα  6600::  ΓΓοοννιιδδιιωωµµααττιικκήή  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη..

Γονίδιο ανθεκτικότητας
στην αµπικιλλίνη

Θέση αναγνώρισης
EcoRI

DNA οργανισµού δότη.

1. Αποµόνωση πλασµιδια-
κού DNA και DNA οργανι-
σµού δότη.

2. Κόψιµο και των δύο
DNA µε την ίδια περιορι-
στική ενδονουκλεάση.

3. Ανάµιξη των δύο διαλυµά-
των των DNA. Τα θραύσµατα
του γονιδιώµατος του δότη, έ-
χουν συµπληρωµατικά µονό-
κλωνα άκρα µε τα πλασµίδια.

7. Tα βακτήρια καθώς αναπτύσσονται πολ-
λαπλασιάζουν το ανασυνδυασµένο DNA.

4. Προσθήκη DNA δε-
σµάσης και δηµιιουργία
ανασυνδυασµένου DNA.

5. Μετασχηµατισµός.
Εισαγωγή των ανασυνδυα-
σµένων DNA σε βακτήρια.

6. Επίστρωση των βακτηρίων σε στερεό
θρεπτικό υλικό που περιέχει αµπικιλλί-
νη και κατάλληλη ουσία που όταν δια-
σπάται δίνει µπλε χρώµα. Επώαση σε
κατάλληλη θερµοκρασία.

Τα βακτήρια που περιέχουν πλασµίδια α-
ναπτύσσονται σε αποικίες. Οι µπλέ αποι-
κίες περιέχουν το µη ανασυνδυασµένο
πλασµίδιο, ενώ οι λευκές το ανασυνδυα-
σµένο πλασµίδιο. Τα βακτήρια που δεν
µετασχηµατίστηκαν δεν αναπτύσσονται
παρουσία αµπικιλλίνης.

Γονίδιο β-γαλακτοσιδάσης

Τα βακτήρια περιέχουν το ανασυνδυα-
σµένο πλασµίδιο άρα το γονίδιο της β-
γαλακτοσιδάσης έχει καταστραφεί.

Τα βακτήρια περιέχουν µη ανασυνδυα-
σµένο πλασµίδιο µε λειτουργικό το γο-
νίδιο της β-γαλακτοσιδάσης που δια-
σπά την ουσία του υποστρώµατος, έτσι
οι αποικίες γίνονται µπλε.

Θραύσµατα διαφόρων µεγεθών του
γονιδιώµατος του οργανισµού δότη.

Μεγέθυνση κυττάρων
λευκής αποικίας.
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Στόχος της δηµιουργίας της βιβλιοθήκης είναι η αποθήκευση, ο πολλαπλασιασµός, η αποµόνωση,

και η µελέτη ενός τµήµατος DNA. Αν το τµήµα αυτό είναι γονίδιο, τότε είναι πιθανό να µας ενδιαφέ-

ρει και η λειτουργική έκφραση του, σε συγκεκριµένα κύτταρα, ιστούς όργανα κ.ά. του ίδιου ή δια-

φορετικού είδους οργανισµού.

Ένα τµήµα DNA του γονιδιώµατος ενός οργανισµού, του οποίου έχουµε κατασκευάσει τη γονιδιω-

µατική του βιβλιοθήκη, υπάρχει µέσα σε τρυβλία σε τόσα αντίγραφα, όσοι είναι οι φορείς κλωνο-

ποιησης που το φέρουν.

Έστω για παράδειγµα ότι µέσα σε κάθε βακτήριο ξενιστή υπάρχουν 3 αντίγραφα του ανασυνδυα-

σµένου πλασµιδίου µε ένα τµήµα DNA του γονιδιώµατος και κάθε αποικία των βακτηριών αποτελεί-

ται από περίπου 106 βακτήρια, τότε έχουµε στο τρυβλίο 3 x 106 αντίγραφα του κλωνοποιηµένου αυ-

τού τµήµατος του γονιδιώµατος του οργανισµού.

Είναι φανερό ότι η γονιδιωµατική βιβλιοθήκη ενός οργανισµού (π.χ. φυτού), που έχει το σύνολο

του γονιδιώµατος είναι η ίδια, ανεξάρτητα του ιστού που έχει αποµονωθεί το γονιδιωµατικό DNA

(ρίζα, φύλλα, βλαστός κ.α.). Από τη γονιδιωµατική βιβλιοθήκη µπορούµε να προσδιορίσουµε µε

ακρίβεια το είδος του οργανισµού. Η γονιδιωµατική βιβλιοθήκη εκτός από τα γονίδια περιέχει και

διαγονιδιακές περιοχές του γονιδιώµατος, τα κεντροµερίδια και τις ρυθµιστικές αλληλουχίες. 

ccDDNNAA:: Πρόκειται για ένα µονόκλωνο µόριο DNA το οποίο κατασκευάστηκε µε µήτρα ένα µόριο RNA. Έτσι,

το συγκεκριµένο cDNA είναι συµπληρωµατικό του RNA από το οποίο προήλθε. Η σύνθεση του cDNA

πραγµατοποιείται µέσω της αντίστροφης µεταγραφάσης (βλέπε και ds-cDNA).
ccDDNNAA  ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΘΘΗΗΚΚΗΗ:: Μία συλλογή κλώνων (π.χ. βακτηριακών ή φαγικών) στην οποία περιέχονται

µε τη µορφή του ds-cDNA, όλα τα γονίδια που µεταγράφονται στα κύτταρα τα οποία χρησιµο-

ποιήθηκαν για την κατασκευή της (βλέπε επίσης cDNA και ds-cDNA). Η cDNA βιβλιοθήκη απο-

τελείται µόνο από τα γονίδια τα οποία εκφράζονται την στιγµή της κατασκευής της και όχι από το

σύνολο των γονιδίων του κυτταρικού γονιδιώµατος. Αυτό συµβαίνει διότι για την κατασκευή της

cDNA βιβλιοθήκης χρησιµοποιείται το συνολικό mRNA του κυττάρου και, συνεπώς, µόνο τα εκ-

φραζόµενα (ενεργά) εκείνη τη στιγµή στο κύτταρο γονίδια αντιπροσωπεύονται από mRNA στο κυτ-

ταρόπλασµα.

Η cDNA βιβλιοθήκη δηµιουργείται αξιοποιώντας δύο χαρακτηριστικές ιδιότητες: 

α. την δυνατότητά µας να αποµονώνουµε εκλεκτικά µόνο τα ώριµα mRNA από το εκχύλισµα των υ-

πό µελέτη κύτταρων (αφορά στα ευκαρυωτικά κύτταρα) και 

β. τη χρήση της αντίστροφης µεταγραφάσης των ρετροϊών, η οποία µπορεί να συνθέσει DNA (cDNA)

µε µήτρα mRNA.

Το περιεχόµενο µιας cDNA βιβλιοθήκης µπορεί να διαφέρει σε κύτταρα του ίδιου ιστού σε διαφο-

ρετικές χρονικές στιγµές, ενώ διαφέρει και µεταξύ κύτταρων που προέρχονται από διαφορετικούς

ιστούς του ίδιου οργανισµού. Η διαφοροποίηση αυτή των περιεχοµένων µιας cDNA βιβλιοθήκης δι-

καιολογείται ακριβώς από το φαινόµενο της κυτταρικής διαφοροποίησης.
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ddss--ccDDNNAA::  Πρόκειται για ένα δίκλωνο µόριο DNA. Μπορεί να προκύπτει από τη χρησιµοποίηση ενός cDNA ως
µήτρα. Για τη σύνθεση της συµπληρωµατικής αλυσίδας in vitro χρησιµοποιείται µια DNA πολυµεράση (βλέ-
πε και cDNA).

ΕΕΤΤΕΕΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΟΟ  DDNNAA:: Το «ξένο» DNA.
ΚΚΛΛΩΩΝΝΟΟΣΣ:: Ένα σύνολο πανοµοιότυπων µορίων (π.χ. τα αντίγραφα του PCR), κυττάρων ή οργανισµών. Ο

πληθυσµός των πανοµοιότυπων κυττάρων ή οργανισµών παράγεται από επαναλαµβανόµενες, µη αµ-
φιγονικές, διαιρέσεις ενός µόνο κυττάρου ή οργανισµού π.χ. τα κύτταρα µιας βακτηριακής αποικίας.

ΚΚΛΛΩΩΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΣΣΗΗ:: Ονοµάζεται η διαδικασία παραγωγής µιας οµάδας από πανοµοιότυπα αντίγραφα (κα-
τά προτίµηση σε µεγάλο αριθµό), ενός µορίου ή ενός κυττάρου ή ενός οργανισµού. ∆∆ηηλλααδδήή  εείίννααιι  ηη
δδιιααδδιικκαασσίίαα  ππααρρααγγωωγγήήςς  κκλλώώννωωνν..
Ειδικότερα, κλωνοποίηση ενός τµήµατος DNA µπορεί να γίνει in vitro (PCR) ή in vivo (φυσιολογικά
ή µε βιβλιοθήκες). In vivo κλωνοποίηση είναι ο πολλαπλασιασµός του µέσα στο ίδιο ή διαφορετικό
κύτταρο ξενιστή. Το τµήµα αυτό του DNA µπορεί να µεταβιβάζεται σε επόµενες γενεές του ξενιστή.
Η κλωνοποίηση του DNA επιτρέπει την αποµόνωση, το χαρακτηρισµό και την ανάλυση κάποιου τµή-
µατος του γονιδιώµατος ή του cDNA, την εύρεση της αλληλουχίας των βάσεων, την ταυτοποίηση των
κωδικονίων, άρα και την εύρεση της αλληλουχίας των αµινοξέων των πρωτεϊνών που κωδικοποιού-
νται από τα γονίδια. Επίσης η κλωνοποίηση επιτρέπει και την εύρεση των ρυθµιστικών περιοχών της
έκφρασης των γονίδιων, όπως είναι π.χ. η αλληλουχία ενός υποκινητή.

cDNA βιβλιοθήκη από ρίζες ενός φυτού cDNA βιβλιοθήκη από βλαστό του ίδιου φυτού

Τοποθέτηση φίλτρου νιτροκυτταρίνης πάνω στο θρεπτικό
υλικό µε τους ανεπτυγµένους φάγους.

Αποµάκρυνση φίλτρου (µεταφορά βακτηριοφάγων).

Λύση των φάγων και ταυτόχρονη αποδιάταξη του DNA µε
κατάλληλες χηµικές ουσίες.

Κοινοί κλώνοι, άρα κοινά mRNA στις ρίζες
και στο βλαστό. Koινοί κλώνοι mRNA υπο-
δηλώνουν έκφραση κοινών γονιδίων.

Μη κοινοί κλώνοι mRNA που απα-
ντώνται µόνο στις ρίζες ή µόνο
στο βλαστό. Μη κοινοί κλώνοι υ-
ποδηλώνουν γονίδια εξειδικευµέ-
να για κάθε ιστό του φυτού.

Φιλτρό νιτροκυτταρίνης µε το αποτύπωµα
των θέσεων των φάγων.

Κοινοί κλώνοι, άρα κοινά mRNA
στις ρίζες και στο βλαστό.

Υβριδοποίηση µε τη χρήση κατάλληλου ανιχνευτή. 
Το µονόκλωνο cDNA από βλαστό (32P)
Το µονόκλωνο cDNA από ρίζες (32P)

ΕΕιικκόόνναα  6611::  ΣΣύύγγκκρριισσηη  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθηηκκώώνν  ααππόό  δδιιααφφοορρεεττιικκάά  µµέέρρηη  εεννόόςς  φφυυττοούύ..
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ΚΚΥΥΤΤΤΤΑΑΡΡΟΟ  ΞΞΕΕΝΝΙΙΣΣΤΤΗΗΣΣ:: Στα πλαίσια της τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου DNA, χρησιµοποιούµε

τον όρο αυτό, αναφερόµενοι σε ένα κύτταρο στο οποίο έχει εισαχθεί και φιλοξενείται, συνήθως

χωρίς να εκφράζεται, κάποιο ετερόλογο (ξένο ως προς το γονιδίωµα του οργανισµού) µόριο

DNA.

�_______________________________________________________________________________________

Η µοριακή βιολογία έχει δανειστεί τον όρο «ξενιστής» από την παρασιτολογία. Ως ξενιστής στην

παρασιτολογία, αναφέρεται ένα κύτταρο ή ένας οργανισµός που φέρει κάποιο παράσιτο. Ένας

ασθενής µε ΑIDS π.χ., είναι ένας ξενιστής του ιού ΗIV.

λλ--ΦΦΑΑΓΓΟΟΣΣ:: Είναι ένας βακτηριοφάγος, το γενετικό υλικό του οποίου χρησιµοποιείται στην γενετική µη-

χανική ως φορέας κλωνοποίησης. Ο λ-φάγος αποτελείται από ένα γραµµικό δίκλωνο µόριο DNA, το

οποίο περιέχει 48.514 ζεύγη βάσεων, των οποίων σήµερα γνωρίζουµε την αλληλουχία. Σε κάθε ά-

κρο του µορίου υπάρχουν 12 βάσεις που σχηµατίζουν κολλώδη (µονόκλωνα) άκρα. Αµέσως µόλις

το γενετικό υλικό του λ-φαγού εισέλθει στο βακτήριο-ξενιστή κυκλοποιείται εξαιτίας των κολλωδών

άκρων του µε την βοήθεια της DNA δεσµάσης του βακτηριακού κυττάρου.

Προκειµένου το µόριο DNA του φαγού να χρησιµοποιηθεί ως φορέας κλωνοποιήσης, αφαιρούνται

τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για τον λυσιγόνο κύκλο ζωής του (ώστε να µην είναι βλαπτικός για το

βακτηριακό κύτταρο - ξενιστή) και στην θέση τους γίνεται ένθεση του επιθυµητού (ετερόλογου) τµή-

µατος DNA, το οποίο θέλουµε να κλωνοποιήσουµε. Το τµήµα αυτό του DNA µπορεί να προέρχεται

από οποιαδήποτε πηγή (π.χ. καλαµπόκι) αλλά θα πρέπει να έχει µέγεθος της τάξεως των 20.000 ζευ-

γών βάσεων, όσο περίπου και το τµήµα του γονιδιώµατος του φαγού που αφαιρέθηκε.

ΛΛΥΥΣΣΙΙΓΓΟΟΝΝΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΚΚΥΥΚΚΛΛΟΟΣΣ  ΖΖΩΩΗΗΣΣ:: Κατά τον λυσιγονικό κύκλο ζωής του ο φάγος συνυπάρχει µε τον

ξενιστή του, ενσωµατώνοντας το γενετικό του υλικό στο χρωµοσωµικό γενετικό υλικό του ξενι-

στή του. Η ενσωµατωµένη µορφή του φάγου ονοµάζεται πρόφαγος. Με αυτή τη µορφή ο φάγος

µπορεί να περνάει από τη µια βακτηριακή γενεά στην άλλη, ώσπου να διεγερθεί από κάποιον πα-

ράγοντα, να αποσχιστεί από το βακτηριακό χρωµόσωµα και να αρχίσει λυτικό κύκλο (βλέπε ει-

κόνα 56, κεφ. 3, σελ. 171).
ΛΛΥΥΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΚΚΥΥΚΚΛΛΟΟΣΣ  ΖΖΩΩΗΗΣΣ:: Κατά το λυτικό κύκλο ζωής τους οι ιοί, εισάγουν το γενετικό τους υλικό µέ-

σα στο βακτήριο, αµέσως µετά καταστρέφουν το DNA του ξενιστή και δίνουν εντολή για την παρα-

γωγή νέων ιών και λυσοζύµης. Το ένζυµο αυτό καταστρέφει τελικά το βακτηριακό κυτταρικό τοίχω-

µα µε σκοπό την απελευθέρωση των απόγονων φάγων. Με σκοπό την αντιµετώπιση των φάγων, τα

βακτηρία παράγουν περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οι οποίες καταστρέφουν (κόβουν) το φαγικό DNA

µόλις εισαχθεί στο βακτηριακό κύτταρο (βλέπε εικόνα 57, κεφ. 3, σελ. 172).
ΜΜΕΕΤΤΑΑΣΣΧΧΗΗΜΜΑΑΤΤΙΙΣΣΜΜΟΟΣΣ:: Ο όρος χρησιµοποιείται από το σχολικό βιβλίο µε δύο διαφορετικές, συγγενι-

κές όµως, σηµασίες:

1. Μετασχηµατισµός ονοµάζεται η διαδικασία εισαγωγής DNA σε ένα βακτήριο (βλέπε σχ. βιβλίο, 

σελ. 57 και 59) και
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2. Μετασχηµατισµός ονοµάζεται το φαινόµενο της µεταβολής των γενετικών ιδιοτήτων ενός βακτη-

ρίου, λόγω της εισαγωγής σε αυτό DNA (βλέπε σχ. βιβλίο, σελ. 18 και 193).

Όταν λοιπόν λέµε πως ένα βακτήριο µετασχηµατίστηκε, εννοούµε είτε ότι εισήχθη σε αυτό DNA,

είτε ότι απέκτησε καινούριες γενετικές ιδιότητες λόγω της εισαγωγής σε αυτό DNA. 

�_______________________________________________________________________________________

Προκείµενου να αποφύγουµε πιθανή σύγχυση, κατά τη χρησιµοποίηση του όρου «µετασχηµατι-

σµός», ακολουθούµε τον ορισµό του σχολικού βιβλίου, αν και είναι ανακριβής. Ο όρος µετα-

σχηµατισµός αναφέρεται στην πρόσληψη «γυµνού» DNA, όταν αυτό προστίθεται σε ένα εναιώ-

ρηµα βακτηρίων. Όταν εισάγεται σε ένα βακτήριο DNA µέσω κάποιου φάγου, τότε το φαινόµε-

νο αυτό ονοµάζεται µµεεττααγγωωγγήή και όχι µετασχηµατισµός. Ανεξάρτητα από τα παραπάνω, όπως α-

ναφέρει και το σχολικό βιβλίο στη σελ. 193, ο όρος µετασχηµατισµός χρησιµοποιείται επίσης για

να περιγράψει τη µετατροπή ενός φυσιολογικού ευκαρυωτικού κυττάρου σε καρκινικό. Συχνά

λοιπόν λέµε ότι π.χ. ένα ανθρώπινο κύτταρο µετασχηµατίστηκε, εννοώντας ότι τροποποιήθηκαν

οι γενετικές του ιδιότητες µε αποτέλεσµα να µετατραπεί σε καρκινικό.

ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΕΕΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ:: Ένζυµα που αναγνωρίζουν συγκεκριµένες αλληλουχίες δίκλω-
νου DNA µε µήκος 4 - 8 νουκλεοτιδίων και πέπτουν (κόβουν)  το µόριο του DNA σε συγκεκριµένο ση-
µείο εντός του ορίου των αλληλουχιών αυτών. Με τη δράση των περιοριστικών ενδονουκλεασών δηµι-
ουργούνται τµήµατα DNA µε χαρακτηριστικά και συγκεκριµένα (για κάθε περιοριστική ενδονουκλεάση)
µονόκλωνα άκρα (κολλώδη άκρα). Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες παράγονται από βακτήρια και α-
ποτελούν µέρος του βιοχηµικού οπλοστασίου άµυνας των βακτηρίων απέναντι σε µόρια ξένου DNA. Με
την δράση των ενζύµων αυτών το ξένο DNA το οποίο θα εισβάλει στο βακτηριακό κύτταρο κόβεται σε
θραύσµατα και έτσι καθίσταται µη λειτουργικό. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αποµονώνονται από
βακτήρια µε βιοχηµικές µεθόδους και αποτελούν σηµαντικά εργαλεία της τεχνολογίας του ανασυν-
δυασµένου DNA επειδή από τη µια παράγουν µονόκλωνα κολλώδη άκρα, µέσω των οποίων τα τµήµα-
τα του DNA που επεξεργαζόµαστε µπορούν να επανασυνδεθούν και από την άλλη τα τµήµατα που προ-
κύπτουν από τη δράση τους έχουν µέγεθος ικανό για κλωνοποίηση. Αξίζει να σηµειώσουµε ότι υπάρ-
χουν και κάποιες περιοριστικές ενδονουκλεάσες που κόβουν κατά τέτοιο τρόπο, ωστε να δηµιουρ-
γούν δίκλωνα άκρα (τυφλά άκρα).

ΠΠεερριιοορριισσττιικκήή  ΕΕννδδοοννοουυκκλλεεάάσσηη ΜΜιικκρροοοορργγααννιισσµµόόςς  ππρροοέέλλεευυσσηηςς
ΑΑλλλληηλλοουυχχίίαα  ααννααγγννώώρριισσηηςς  

σσττοο  δδίίκκλλωωννοο  DDNNAA

EcoRI Escherichia coli
5΄GrAATTC3΄

3΄ CTTAAqG5΄

EcoRII Escherichia coli
5΄GrCCTGGC3΄

3΄ CGGACCqG5΄

HindII Haemophilus influenzae
5΄GTGrTAC3΄

3΄ CACqATG5΄

HindIII Haemophilus influenzae
5΄ArAGCTT3΄

3΄ TTCGAqA5΄
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ΠΠίίνναακκααςς  33:: Είδη διαφορετικών περιοριστικών ενδονουκλεασών, οι µικροοργανισµοί από τους οποίους αποµονώθηκαν

για πρώτη φορά (προσέξτε το όνοµα του ένζυµου και του µικροοργανισµού προέλευσης) και οι παλίνδροµες (οι δυο

κλώνοι έχουν την ίδια αλληλουχία νουκλεοτιδίων µε αντιπαράλληλο προσανατολισµό) αλληλουχίες του δίκλωνου

DNA που αναγνωρίζουν και κόβουν τα περιοριστικά αυτά ένζυµα.

ΠΠΛΛΑΑΣΣΜΜΙΙ∆∆ΙΙΟΟ:: Μικρό κυκλικό βακτηριακό εξωχρωµοσωµικό µόριο DNA, που αντιγράφεται ανεξάρτητα
από το χρωµοσωµικό µόριο DNA του βακτηρίου και φέρει συνήθως γονίδια ανθεκτικότητας σε α-
ντιβιοτικά ή /και γονίδια µεταφοράς σε άλλους οργανισµούς καθώς και γονίδια ανταλλαγής µεταξύ
µορίων γενετικού υλικού (βλέπε εικόνα 64).

ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ:: Ο προσδιορισµός πάνω σε ένα µόριο DNA των αλληλουχιών που αναγνω-
ρίζονται από περιοριστικές ενδονουκλεάσες και η απεικόνιση του µορίου και των σηµείων αυτών (θέ-
σεις περιορισµού) µε ένα απλό σχήµα (βλέπε εφαρµογή σελ. 246).

ΤΤΕΕΧΧΝΝΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΟΟΥΥ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΕΕΝΝΟΟΥΥ  DDNNAA:: Με τον όρο αυτό αναφερόµαστε στην δηµιουργία
νέων συνδυασµών του γενετικού υλικού µε την εισαγωγή, τροποποίηση ή απάλειψη τµηµάτων νου-
κλεϊκών οξέων που δοµούνται ή παράγονται, µε οποιονδήποτε τρόπο εκτός κυττάρου. Οι δοµήσεις
αυτές γίνονται µε την βοήθεια κάποιου πλασµιδίου ή ιού. Η προκύπτουσα δοµή, αν και δεν υπάρχει
φυσιολογικά, επιτρέπει την ενσωµάτωση µέσα στον οργανισµό ξενιστή στον οποίο µπορεί να συνε-
χίσει να πολλαπλασιάζεται και να µεταβιβάζεται στην επόµενη γενεά. Η ενσωµάτωση του ανασυν-
δυασµένου DNA µπορεί να γίνει µέσα στον ίδιο οργανισµό από τον οποίο έχει προέλθει το γενετικό
υλικό ή σε οργανισµό διαφορετικού είδους. 

ΤΤΕΕΧΧΝΝΗΗΤΤΑΑ  ΑΑΝΝΑΑΣΣΥΥΝΝ∆∆ΥΥΑΑΣΣΜΜΕΕΝΝΟΟ  DDNNAA:: Το µόριο DNA που κατασκευάζεται τεχνητά και περιέχει γονί-

δια από δύο ή περισσότερους οργανισµούς.

ΥΥΒΒΡΡΙΙ∆∆ΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΣΣΗΗ:: Η σύνδεση δυο µονόκλωνων αλυσίδων DNA ή DNA – RNA ή RNA – RNA µε υδρο-

γονικούς δεσµούς, σύµφωνα µε τον κανόνα της συµπληρωµατικότητας των βάσεων. Χρησιµοποιεί-

ται για την ανίχνευση κλώνων γονιδιωµατικής ή cDNA βιβλιοθήκης.

Ο υβριδισµός συγκεκριµένων τµηµάτων είναι µια αναλυτική µέθοδος χαρτογράφησης γονίδιων
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HaeIII Haemophilus aegyptius
5΄GGrCC3΄

3΄ CCqGG5΄

HpaII Haemophilus parainfluenzae
5΄CrCGG3΄

3΄ CCGqG5΄

PstI Providencia stuartii
5΄ CTGCArG3΄

3΄ GqACGTC5΄ 

SmaI Serratia marcescens
5΄CCCrGGG3΄

3΄ GGGqCCC5΄

BamI Bacillus amyloliquefaciens
5΄GrGATCC3΄

3΄ CCTAGqG5΄

Bgl II Bacillus globiggi
5΄ArGATCT3΄

3΄ TCTAGqA5΄
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πάνω σε έναν περιοριστικό χάρτη ενός τµήµατος DNA. Η αναλυτική αυτή µέθοδος µπορεί να

προσδιορίσει ένα συγκεκριµένο γονίδιο από ολόκληρο το υπόλοιπο γονιδιωµατικό DNA, που βρί-

σκεται µια φορά µέσα στο γονιδίωµα του οργανισµού δοτή. Σε επίπεδο RNA, µπορεί να προσ-

διορίσει την έκφραση κάποιου συγκεκριµένου γονίδιου από την πληθώρα των mRNA που υπάρ-

χουν µέσα στο κύτταρο, στο όργανο ή το αναπτυξιακό στάδιο (βλέπε εικ. 59).

ΦΦΟΟΡΡΕΕΑΑΣΣ  ΚΚΛΛΩΩΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΣΣΗΗΣΣ:: Οι φορείς κλωνοποίησης είναι µόρια DNA που µπορούν να αυτοδιπλα-

σιάζονται ανεξάρτητα από το κυρίως µόριο DNA σε ένα κύτταρο - ξενιστή όπως (συνήθως) ένα

βακτήριο και χρησιµοποιούνται για να µεταφέρουν στο κύτταρο - ξενιστή τµήµατα DNA (τα οποία

έχουν ενσωµατώσει), µε σκοπό την κλωνοποίησή τους. Οι συνηθέστερα χρησιµοποιούµενοι φο-

ρείς κλωνοποίησης είναι τα πλασµίδια και το DNA βακτηριοφάγων.

Ένας φορέας κλωνοποίησης όταν είναι πλασµίδιο πρέπει απαραιτήτως να διαθέτει:

• Μια θέση έναρξης της αντιγραφής ώστε να αυτοδιπλασιάζεται.

• Μια και µοναδική θέση αναγνώρισης από µια ορισµένη περιοριστική ενδονουκλεάση, ώστε

ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  --  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ ΤΤΗΗΣΣ ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _220055

Bακτηριακές αποικίες γονιδιω-
µατικής βιβλιοθήκης µε φορέα
κλωνοποίησης πλασµίδιο.

Φαγικές πλάκες γονιδιωµα-
τικής βιβλιοθήκης µε φορέα
κλωνοποίησης λ -φάγο.

Τοποθέτηση φίλτρου νιτροκυτταρίνης στο θρεπτικό
υλικό µε τις αποικίες και τις φαγικές πλάκες.

Αποµάκρυνση του φίλτρου 
(µεταφορά βακτηρίων ή φάγων πάνω στο φίλτρο).

Λύση των βακτηριακών κυττάρων ή των φάγων και ταυτό-
χρονη αποδιάταξη DNA µε κατάλληλες χηµικές ουσίες.

Φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε το απο-
τύπωµα των θέσεων των βακτηρίων

ή των φάγων.

Υβριδοποίηση σε κατάλληλη θερµοκρασία µε ση-
µασµένο ανιχνευτή 32Ρ.

Ακολουθεί αποµόνωση και καλλιέργεια βακτηρίων ή φάγων που φέρουν το επιθυµητό τµήµα του DNA.
Έτσι είναι δυνατό από ένα τρυβλίο µε 500 κλώνους να ξεχωρίζουµε και να αποµονώνουµε τον κλώ-
νο που φέρει το επιθυµητό τµήµα DNA.

EEιικκόόνναα  6622::  ΥΥββρριιδδοοπποοίίηησσηη  κκααιι  εεννττοοππιισσµµόόςς  εεππιιθθυυµµηηττώώνν  κκλλώώννωωνν  ααππόό  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη  ((µµαακκρροοσσκκοοππιικκάά))..

Αποικίες ή φαγικές πλάκες που φέρουν το επιθυµητό τµήµα DNA του γονιδιώµατος. 

Αυτοραδιογραφία
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220066  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  --  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ ΤΤΗΗΣΣ ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ

να πέπτεται µόνο µια φορά από αυτήν την περιοριστική ενδονουκλεάση. Έτσι θα ανοίγει ώ-

στε να εισαχθεί (ενθεθεί) σε αυτό το επιθυµητό ετερόλογο τµήµα DNA σε συγκεκριµένο ση-

µείο του πλασµιδίου χωρίς όµως το πλασµίδιο να καταστρέφεται (σκεφτείτε τι θα γινόταν αν

ένα πλασµίδιο είχε δύο ή περισσότερες θέσεις αναγνώρισης από µια συγκεκριµένη περιορι-

στική ενδονουκλεάση: θα κοβόταν σε δύο ή περισσότερα τµήµατα χωρίς βεβαίως τη δυνα-

τότητα να επανασυναρµολογηθεί σωστά).

DNA οργανισµού που θέλουµε να κλωνοποιήσουµε.

Θέση αναγνώρισης EcoRI.

Κλωνοποίηση

∆ηµιουργούνται ανασυνδυασµέ-
νοι ιοί. Κάθε ιός περιέχει διαφο-
ρετικό τµήµα του DNA του οργα-
νισµού δότη.

∆ηµιουργούνται ανασυνδυασµένα πλα-
σµίδια που περιέχουν διαφορετικού µή-
κους τµήµατα του DNA του οργανισµού
δότη.

Φάγοι κλώνοι που περιέχουν όλοι
το ίδιο τµήµα DNA του οργανισµού
δότη αφού όλοι είναι απόγονοι ε-
νός αρχικού ανασυνδυασµένου
φάγου. Το σύνολο των φάγων που
φέρουν το ίδιο τµήµα DNA του ορ-
γανισµού δότη, συνιστά µια φαγι-
κή πλάκα πάνω στο στέρεο θρε-
πτικό υλικό.

ΕΕιικκόόνναα  6633::  ΤΤµµήήµµαατταα  γγεεννεεττιικκοούύ  υυλλιικκοούύ  σσεε  φφοορρεείίςς  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  ((ββιιββλλιιοοθθήήκκεεςς))..

Βακτήρια κλώνοι που περιέχουν όλοι το ίδιο τµήµα DNA του οργανισµού
δότη αφού όλοι είναι απόγονοι ενός αρχικού µετασχηµατισµένου βακτη-
ρίου µε ένα ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Κάθε κλώνος συνιστά µια αποι-
κία πάνω στο στερεό θρεπτικό υλικό (τρυβλίο).

biologia197-232.qxd  14/6/2007  3:13   Page 206



• Κατάλληλα γονίδια τα οποία να του προσδίδουν ιδιότητες τέτοιες ώστε, όταν το ανασυνδυα-

σµένο πλασµίδιο έχει µετασχηµατίσει κάποιο κύτταρο ξενιστή, το τελευταίο να είναι δυνατόν

να επιλέγει µεταξύ των υπόλοιπων που δεν έχουν µετασχηµατιστεί ή που έχουν µετασχηµα-

τιστεί αλλά δεν έχουν δεχθεί το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο.

Τέτοιοι συνδυασµοί γονίδιων είναι:

• ∆υο γονίδια ανθεκτικότητας σε δυο διαφορετικά αντιβιοτικά, ένα εκ των οποίων διαθέτει µια θέ-

ση αναγνώρισης από ορισµένη περιοριστική ενδονουκλεάση και το άλλο όχι.

• Ένα γονίδιο ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό και το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης, που

φέρει και µια θέση αναγνώρισης µιας περιοριστικής ενδονουκλεάσης.

• Ένα γονίδιο ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό και ένα γονίδιο που κωδικοποιεί µια τοξική

πρωτεΐνη για τον ξενιστή. Το τελευταίο γονίδιο φέρει θέση αναγνώρισης για µια περιοριστική

ενδονουκλεάση.

ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΑΑ  --  ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ ΤΤΗΗΣΣ ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _220077

ΕΕιικκόόνναα  6644::  ∆∆ιιάάφφοορροοιι  ττύύπποοιι  ππλλαασσµµιιδδιιαακκώώνν  φφοορρέέωωνν  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς..

α.
β.

2.700 ζ.β

Γονίδιο
β-γαλακτοσιδάσης

Υποκινητής του γονίδιο
της β-γαλακτοσιδάσης

Υποκινητής γονιδίου
ανθεκτικότητας στην
τετρακυκλίνη

Γονίδιο ανθεκτι-
κότητας στην
στρεπτοµυκίνη

Τµήµα γονιδίου της β-γαλακτοσιδά-
σης που φέρει 10 γειτονικές µοναδι-
κές θέσεις αναγνώρισης από 10
διαφορετικά ένζυµα περιορισµού.

Γονίδιο ανθεκτι-
κότητας στην 
αµπικιλλίνη

Γονίδιο ανθεκτι-
κότητας στην
καναµυκίνη

Θ.Ε.Α.

Θ.Ε.Α.
Θ.Ε.Α.

Θ.Ε.Α.

Υποκινητής του γονί-
διο της τοξικότητας

Μοναδική θέση ανα-
γνώρισης για την EcoRI

Μοναδική θέση ανα-
γνώρισης για την HindIII

Γονίδιο ανθεκτικότη-
τας στην αµπικιλλίνη

Γονίδιο ανθεκτικότη-
τας στην τετρακυκλίνη

Γονίδιο ανθεκτικότη-
τας στην αµπικιλλίνη

Γονίδιο
τοξικότητας

γ. δ.
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ΚΚΑΑΤΤΑΑΣΣΚΚΕΕΥΥΗΗ   ΓΓΟΟΝΝΙΙ∆∆ΙΙΩΩΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΗΗΣΣ   ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΘΘΗΗΚΚΗΗΣΣ   ΜΜΕΕ   ΦΦΟΟΡΡΕΕΙΙΣΣ
ΚΚΛΛΩΩΝΝΟΟΠΠΟΟΙΙΗΗΣΣΗΗΣΣ   λλ --ΦΦΑΑΓΓΟΟΥΥΣΣ

Για να δηµιουργήσουµε µία γονιδιωµατική βιβλιοθήκη ενός οργανισµού µε φορείς κλωνοποίη-

σης λ-φάγους, αρχικά αποµονώνουµε το DNA από τον οργανισµό δότη και από τους φάγους. Το

DNA του οργανισµού που θέλουµε να κλωνοποιηθεί κόβεται µε µια περιοριστική ενδονουκλεά-

ση. Με το ίδιο ένζυµο κόβεται και το DNA του βακτηριοφάγου λ. Το DNA του φάγου είναι γραµ-

µικό και έχει τροποποιηθεί ώστε να κόβεται σε δύο θέσεις. Έτσι κόβεται σε τρία τµήµατα. Το κε-

ντρικό τµήµα περιέχει τα γονίδια που είναι υπεύθυνα για τη λυσιγόνο φάση του κύκλου ζωής του

φάγου και µπορεί να αποµακρυνθεί χωρίς να επηρεάσει το λυτικό κύκλο ζωής του. 

Το κοµµάτι αυτό που έχει µήκος 20.000 ζεύγη βάσεων, µπορεί ν’ αντικατασταθεί από ένα τµή-

µα ετερόλογου DNA αντίστοιχου µήκους. Τα δύο πλευρικά τµήµατα του φάγου που ονοµάζονται

βραχίονες αποµονώνονται και αναµειγνύονται µε τα τµήµατα του ετερόλογου DNA. Επειδή όλα

τα τµήµατα έχουν τα ίδια «κολλώδη άκρα» ενώνονται σύµφωνα µε τον κανόνα της συµπληρω-

µατικότητας και µε τη βοήθεια του ένζυµου DNA δεσµάση. Το ανασυνδυασµένο DNA του φάγου

που αποτελείται από τους δύο βραχίονες του φαγικού DNA και το ετερόλογο τµήµα DNA έχει το

σωστό µέγεθος και αναµειγνύεται µε τις πρωτεΐνες της κεφαλής και της ουράς, in vitro.  Έτσι πα-

ράγονται ανασυνδυασµένοι µολυσµατικοί φάγοι που έχουν τη δυνατότητα να µολύνουν ένα βα-

κτήριο ξενιστή. Είναι φανερό ότι παράγονται χιλιάδες ανασυνδυασµένοι φάγοι που ο καθένας

έχει ένα διαφορετικό ετερόλογο τµήµα DNA. ∆ηλαδή δηµιουργείται µια γονιδιωµατική βιβλιοθή-

κη λ-φάγων. Προσθέτουµε τους φάγους σε υγρή βακτηριακή καλλιέργεια µε πολλαπλάσιο α-

ριθµό κυττάρων, οπότε οι βακτηριοφάγοι προσκολλώνται στα βακτήρια και το DNA τους εισέρ-

χεται στα κύτταρα. Όπως και στην περίπτωση κλωνοποίησης σε πλασµίδια, η υγρή καλλιέργεια

επιστρώνεται σε στερεό θρεπτικό υλικό. Ακολουθεί επώαση για µερικές ώρες σε κατάλληλη θερ-

µοκρασία, οπότε τα µολυσµένα από τους φάγους κύτταρα λύονται και οι φάγοι που ελευθερώ-

νονται προσβάλλουν γειτονικά κύτταρα. Με τον τρόπο αυτό σχηµατίζονται τελικά µικρές περιο-

χές στις οποίες τα βακτήρια έχουν λυθεί από φάγους. Κάθε τέτοια περιοχή περιέχει εκατοµµύ-

ρια φάγους που έχουν προέλθει όλοι από τον πολλαπλασιασµό του ίδιου αρχικού ιού, άρα απο-

τελούν κλώνο και συνιστούν µια φαγική πλάκα. Όπως και στην περίπτωση της κλωνοποίησης σε

πλασµίδια ο κλώνος µε το επιθυµητό γονίδιο εντοπίζεται µε τη χρήση κατάλληλων ιχνηθετηµέ-

νων ανιχνευτών. 

ΕΕΝΝΘΘΕΕΤΤΟΟ     _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _220099
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221100 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ΕΕΝΝΘΘΕΕΤΤΟΟ

Γονιδίωµα κυττάρου δότη.

Κόψιµο µε περιοριστι-
κή ενδονουκλεάση. Ανασυνδυασµός 

φαγικού DNA µε τµήµα-
τα κυτταρικού DNA.

Kόψιµο DNA φάγου.

Αποµόνωση DNA φάγου.

Βακτηριοφάγοι (λ - φάγοι).

Αποµάκρυνση λυσιγόνων γονιδίων.

Ανασυνδυασµένο φαγικό
DNA.

Ανασυνδυασµένοι λ - φάγοι.

Μόλυνση βακτηρίων ξενιστών.

Βακτήριο

Μόλυνση Λύση

Φάγος

Βακτήριο

Φαγική πλάκα

Βακτήρια

Κλώνοι λ- φάγων που περιέχουν
το ίδιο τµήµα κυτταρικού DNA, ό-

λοι µαζί αποτελούν την φαγική
πλάκα.

Βιβλιοθήκη λ - φάγων
Κάθε φαγική πλάκα
περιέχει διαφορετικό
τµήµα του DNA του
κυττάρου δότη.

ΕΕιικκόόνναα  6655  αα  ::  ΚΚαατταασσκκεευυήή  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς  λλ--φφάάγγωωνν..

Κενά καψίδια φάγων.

αα..

Το θρεπτικό υλικό δεν πε-
ριέχει κάποιο αντιβιοτικό

(∆εν σχηµατίζονται µεµονωµένες
αποικίες καθώς τα βακτήρια εί-
ναι πάρα πολλά και το ένα πολύ
κοντά στο άλλο).
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ΕΕΝΝΘΘΕΕΤΤΟΟ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _221111

Υγρή βακτηριακή καλλιέργεια που µο-
λύνεται από ιούς της συγκεκριµένης

φαγικής πλάκας.
Έτσι πολλαπλασιάζουµε τους φάγους

µε το επιθυµητό τµήµα DNA.

Φίλτρο

Επώαση του φίλτρου
µε ραδιοσηµασµένο 
ανιχνευτή (32Ρ).

Φίλτρο νιτροκυτταρί-
νης. Αποτύπωµα φαγι-

κών πλακών.

Προσδιορισµός επιθυµητής φαγικής πλά-
κας που φέρει το επιθυµητό τµήµα DNA.

ΕΕιικκόόνναα  6655  ββ::  AAννίίχχννεευυσσηη  --  ΕΕννττοοππιισσµµόόςς  φφααγγιικκήήςς  ππλλάάκκααςς  µµεε  ττοο  εεππιιθθυυµµηηττόό  ττµµήήµµαα  DDNNAA  ττοουυ  οορργγααννιισσµµοούύ  δδόόττηη..

Αποτύπωση - εντο-
πισµός φαγικών
πλακών που υβρι-
δίζουν µε τον ανι-
χνευτή.

Αυτοραδιογραφία

ββ..
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ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΣΣ   ΑΑΛΛΥΥΣΣΙΙ∆∆ΩΩΤΤΗΗΣΣ   ΑΑΝΝΤΤΙΙ∆∆ΡΡΑΑΣΣΗΗΣΣ   ΠΠΟΟΛΛΥΥΜΜΕΕΡΡΑΑΣΣΗΗΣΣ
((PPOOLLYYMMEERRAASSEE  CCHHAAIINN  RREEAACCTTIIOONN))

Με τη µέθοδο PCR µπορούµε να αντιγράψουµε επιλεκτικά ένα ορισµένο δίκλωνο τµήµα DNA (DNA
στόχος), που βρίσκεται µεταξύ πολλών άλλων διαφορετικών τµηµάτων DNA, χωρίς τη µεσολά-
βηση ζωντανού οργανισµού. ∆ηλαδή είναι µια διαδικασία in vitro.

Κατ’ αρχήν, για την µέθοδο PCR πρέπει να διαθέτουµε το δίκλωνο DNA που φέρει το τµήµα
DNA που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε (κλωνοποιήσουµε). Στο επιθυµητό τµήµα DNA, πρέπει
να γνωρίζουµε την αλληλουχία των βάσεων του στα 3΄ άκρα των δύο αλυσίδων του*, έτσι ώστε
να κατασκευάσουµε τεχνητές εκκινητικές ολιγονουκλεοτιδικές αλυσίδες µονόκλωνου DNA, συ-
µπληρωµατικές ως προς τα 3΄ άκρα των αλυσίδων του DNA του τµήµατος που µας ενδιαφέρει.
Αυτές θα λειτουργήσουν ως πρωταρχικά τµήµατα.

Στο δοκιµαστικό σωλήνα υπό µορφή διαλύµατος, τοποθετούµε το δίκλωνο DNA που φέρει
το τµήµα DNA που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε, τα τεχνητά πρωταρχικά τµήµατα, ελεύθερα
δεοξυριβονουκλεοτίδια (Α, Τ, G, C) που θα χρησιµεύσουν στον πολυµερισµό των αλυσίδων και
Ταq DNA πολυµεράσες - που είναι DNA πολυµεράσες, oι οποίες αποµονώθηκαν από ένα θερ-
µόφιλο µικροοργανισµό (Thermus aquaticus) που ζει σε θερµοπηγές (80οC). Τα ένζυµα αυτά
µπορούν να λειτουργήσουν σε υψηλές θερµοκρασίες (µέχρι τους 95οC) - τέλος προσθέτουµε διά-
φορα µεταλλικά ιόντα, που βοηθούν στη λειτουργία της Taq DNA πολυµεράσης όπως Mg++.

Αρχικά, αυξάνουµε τη θερµοκρασία στους 95οC, ώστε να αποδιαταχθούν οι αλυσίδες του δί-
κλώνου DNA που έχουµε στο δοκιµαστικό σωλήνα. Έπειτα, µειώνουµε τη θερµοκρασία στους
55οC, ώστε να µπορέσουν οι τεχνητές ολιγονουκλεοτιδικές αλυσίδες να προσδεθούν (να υβρι-
δίσουν) στα 3΄ άκρα των δύο µονόκλωνων αλυσίδων του DNA και να λειτουργήσουν ως πρω-
ταρχικά τµήµατα, δίνοντας ένα ελεύθερο 3΄ ΟΗ- άκρο στην Taq DNA πολυµεράση, ώστε να ξε-
κινήσει τον πολυµερισµό. Η θερµοκρασία ανεβαίνει στους 72οC και η Taq DNA πολυµεράση µε
τη βοήθεια των ιόντων και χρησιµοποιώντας τα ελεύθερα δεοξυριβονουκλεοτίδια που υπάρχουν
στο δοκιµαστικό σωλήνα, ξεκινά τον πολυµερισµό των νεοσυντιθέµενων αλυσίδων DNA, πάντα
µε κατεύθυνση 5΄p3΄. Μετά το τέλος του πολυµερισµού έχουµε δύο νέα επιθυµητά τµήµατα
DNA, όµοια µε το αρχικό και µεταξύ τους, ενώ η θερµοκρασία µειώνεται σε 35οC. Ύστερα αυ-
ξάνουµε εκ νέου τη θερµοκρασία και επαναλαµβάνεται η ίδια διαδικασία για όσες φορές θέλουµε
(συνήθως 20 - 30), πάντα µε τον ίδιο τρόπο, οπότε σε κ κύκλους αντιγραφής του PCR θα έχου-
µε Nt= No x 2κ αντίγραφα του επιθυµητού τµήµατος. Όπου Νt = τελικός αριθµός αντιγράφων µε-
τά από κ κύκλους αντιγραφής, Νο= αρχικός αριθµός µορίων του επιθυµητού τµήµατος DNA. 

Κάθε κύκλος αντιγραφής διαρκεί περίπου 5 λεπτά.
Η µέθοδος PCR είναι εξαιρετικά ευαίσθητη. Επιτρέπει την ταχεία κλωνοποίηση και µελέτη ει-

δικών περιοχών DNA που βρίσκονται σε απειροελάχιστη ποσότητα. Έτσι, σήµερα αποτελεί ένα

221122 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ΕΕΝΝΘΘΕΕΤΤΟΟ

* Ακόµη και αν δεν γνωρίζουµε την αλληλουχία στα 3΄ άκρα του DNA στόχου, είναι δυνατή η κλωνοποίησή του µε PCR, µε
κατάλληλο σχεδιασµό των τεχνητών εκκινητικών ολιγονουκλεοτιδικών αλυσίδων DNA που θα χρησιµοποιήσουµε.
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από τα σηµαντικότερα εργαλεία της βιοτεχνολογικής έρευνας και βρίσκει εφαρµογές σε πολλές
επιστήµες από την παλαιοντολογία (µελέτη DNA σε απολιθώµατα) µέχρι την εγκληµατολογία 
(ανάλυση DNA υπόπτων). Ταυτόχρονα η προσφορά της στην ιατρική και ειδικότερα στην έγκαι-
ρη διάγνωση ασθενειών είναι τεράστια.

ΕΕΝΝΘΘΕΕΤΤΟΟ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _221133

1. Αύξηση
θερµοκρασιαςστους 95οC. Το
DNA αποδιατάσεται.

2. Μείωση θερµοκρασίας στους

55οC. Tα πρωταρχικά τµήµατα υβρι-

δίζουν στις συµπληρωµατικές τους

αλληλουχίες.

3. Θερµοκρασία στους 72οC.

Θερµοάντοχη Taq DNA πολυ-

µεράση αντιγράφει τα τµήµα-

τα DNA δηµιουργώντας συ-

µπληρωµατικές αλυσίδες.

4. Με νέο κύκλο αντιγραφής

δηµιουργούνται τέσσερα αντί-

γραφα DNA.

Εκκινητικές ολιγονουκλεοτιδικές αλλη-

λουχίες (πρωταρχικά τµήµατα).

Eλεύθερα δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs)

ΕΕιικκόόνναα  6666::  ΗΗ  ααλλυυσσιιδδωωττήή  ααννττίίδδρραασσηη  πποολλυυµµεερράάσσηηςς..

1oς Κύκλος

2oς Κύκλος

3΄ 

3΄ 

5΄ 

5΄ 
5΄ 

5΄ 

3΄ 

3΄ 

Α
Τ
G
C

κ.ο.κ.
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TTOOMM MMAANNIIAATTIISS ((11994433  --  ……))

Έλληνας τρίτης γενιάς που γεννήθηκε στο Denver του Colorado των Η.Π.Α. Πήρε

πτυχίο από το Πανεπιστήµιο του Colorado και πραγµατοποίησε τη διδακτορική του

διατριβή στο Πανεπιστήµιο Vanderbilt.

Μεταδιδακτορικά εργάστηκε µαζί µε τον καθηγητή Μαrk Ptashne στο Πανεπι-

στήµιο του Harvard και τον καθηγητή Frederick Sanger στο Πανεπιστήµιο του Cambridge.

Ο Tom Maniatis είναι πρωτοπόρος στον τοµέα της Μοριακής και Κυτταρικής Βιολογίας. Όχι µόνο

προσδιόρισε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός ρυθµιστικού στοιχείου του λ-φάγου στα πρώιµα στάδια

της Μοριακής Βιολογίας, αλλά ακόµη ανέπτυξε πρωτόκολλα για τον προσδιορισµό και την αποµόνωση

γονιδίων. Ο T. Maniatis αποτελεί ακόµη πρωτοπόρο στην ανάπτυξη της τεχνολογίας του ανασυνδυα-

σµένου DNA, καθώς ήταν αυτός που ανέπτυξε την τεχνολογία των cDNA βιβλιοθηκών.

Το 1982 ο T. Maniatis µαζί µε τους συνεργάτες του έγραψε την «Μπλε Βίβλο» των εργαστηρίων Μο-

ριακής Βιολογίας, ένα µνηµειώδες έργο που διαθέτει κάθε εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας («Μοlecular

Cloning- A Laboratory Manual»). Το εγχειρίδιο αυτό, που περιγράφει µε απλό τρόπο το σύνολο των τε-

χνικών της Γενετικής Μηχανικής άσκησε τεράστια επίδραση, σηµατοδοτώντας την ολοκλήρωση της

πρώτης φάσης ανάπτυξης της τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου DNA.

Η συµβολή του όµως στην επιστήµη δε σταµατάει στην «Μπλε Βίβλο». Μαζί µε άλλους δυο διεθνούς

φήµης Έλληνες επιστήµονες, το Φώτη Καφάτο και τον Αργύρη Ευστρατιάδη, στα µέσα του 1970 συνέ-

θεσαν τον πρώτο ολοκληρωµένο κλώνο DNA από το γονίδιο της αιµοσφαιρίνης. 

Ο Tom Maniatis έχει τιµηθεί µε πληθώρα σηµαντικών βραβείων για τη συµβολή του στην επιστήµη

της Βιολογίας και είναι µέλος της Ακαδηµίας Επιστηµών των Η.Π.Α. 

Σήµερα ο Tom Maniatis είναι διευθυντής του Τµήµατος Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας στο Πα-

νεπιστήµιο του Harvard ενώ είναι καθηγητής και στο Cold Spring Harbor Laboratory και στο California

Institute of Technology (CalTech).

Τα ερευνητικά του ενδιαφέροντα στρέφονται τώρα στη ρύθµιση και την έκφραση των γονιδίων στα

εγκεφαλικά κύτταρα, και στα κύτταρα του ανοσοβιολογικού συστήµατος.

221144  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _TTOOMM  MMAANNIIAATTIISS
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11.. Ποιοι παράγοντες συντέλεσαν ώστε να αναπτυχθεί αλµατωδώς η γενετική µηχανική;

(ΑΑππ..:: Από το 1953 … ανασυνδυασµένου DNA. σελ. 57)
22..  Ποιες δυνατότητες έδωσε στον άνθρωπο η τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA;

(ΑΑππ..:: Τεχνολογία … χέρια. σελ. 57)
33..  Πότε ένα µόριο DNA ονοµάζεται ανασυνδυασµένο;

(ΑΑππ..:: Σήµερα … οργανισµούς. σελ. 57)
44..  Ποιες δυνατότητες έχουν τα γενετικά τροποποιηµένα µικρόβια;

(ΑΑππ..:: Το DNA … ιδιότητες. σελ. 57)
55..  Τι ορίζουµε ως γενετική µηχανική;

(ΑΑππ..:: Οι τεχνικές … µηχανική. σελ. 57)
66..  Ποιους στόχους του ανθρώπου εξυπηρετεί η γενετική µηχανική;

(ΑΑππ..:: Η γενετική … κτηνοτροφία. σελ. 57)
77..  Αναφέρετε συνοπτικά τα σταδία της τεχνολογίας του ανασυνδυασµένου DNA.

(ΑΑππ..:: Η τεχνολογία … ανιχνευτών. σελ. 57)
88..  Ορίστε τη βιολογική διαδικασία του µετασχηµατισµού.

(ΑΑππ..:: Η εισαγωγή … µετασχηµατισµός. σελ. 57)
99..  Τι ονοµάζεται φορέας κλωνοποίησης και ποια µόρια µπορούν να χρησιµοποιηθούν για το σκοπό αυτό;

(ΑΑππ..:: Ο φορέας … ανασυνδυασµένο. σελ. 57)
1100..  ∆ώστε τους ορισµούς των εννοιών κλώνος και κλωνοποίηση.

(ΑΑππ..:: Ο όρος … οργανισµών. σελ. 57)
1111..  Ποιος είναι ο λόγος που οι προκαρυωτικοί οργανισµοί διαθέτουν τα ένζυµα περιοριστικές ενδο-

νουκλεάσες;

(ΑΑππ..:: Οι περιοριστικές … ξένου DNA. σελ. 57)
1122..  Ποιες ιδιότητες έχουν οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες;

(ΑΑππ..:: Οι περιοριστικές … δίκλωνο DNA. σελ. 57)
1133..  Ποια περιοριστική ενδονουκλεάση γνωρίζετε; Από ποιο µικρόβιο αποµονώθηκε και ποια αλληλου-

χία αναγνωρίζει;

(ΑΑππ..:: Μια … ένζυµο. σελ. 57-58)
1144..  Τι είναι δυνατό να συµβεί στο γονιδίωµα ενός ανώτερου ευκαρυωτικού οργανισµού όταν αναµειχθεί

µε την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI;

(ΑΑππ..:: Η αλληλουχία … ενδονουκλεάση σελ. 58)

ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  ΕΕΚΚΜΜΑΑΘΘΗΗΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΗΗΣΣ  ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _221155

ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ   ΕΕΚΚΜΜΑΑΘΘΗΗΣΣΗΗΣΣ   ΤΤΗΗΣΣ   ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ   
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1155..  Πώς δηµιουργείται ένα ανασυνδυασµένο πλασµίδιο;

(ΑΑππ..:: Στη συνέχεια … του οργανισµού σελ. 58-59)
1166..  Πότε χρησιµοποιούµε το ένζυµο DNA δεσµάση στην τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA;

(ΑΑππ..:: Τα δύο … κοµµάτια του DNA. σελ. 58-59)
1177..  Μετά την κατασκευή του ανασυνδυασµένου φορέα κλωνοποίησης, τι διαδικασία ακολουθείται για

την κατασκευή µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης;

(ΑΑππ..:: Βακτήρια … γονιδιωµατική βιβλιοθήκη. σελ. 59)
1188..  Τι απαιτείται ώστε να επιτευχθεί ο µετασχηµατισµός των βακτηρίων ξενιστών;

(ΑΑππ..:: Για να µπει … (µετασχηµατισµός). σελ. 59)
1199..  Πώς επιλέγουµε τα µετασχηµατισµένα βακτήρια µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο;

(ΑΑππ..:: Η επιλογή … κλώνο. σελ. 59)
2200..  Από τι αποτελείται µια γονιδιωµατική βιβλιοθήκη ;

(ΑΑππ..:: Το σύνολο … γονιδιωµατική βιβλιοθήκη. σελ. 59)
2211..  Σε ποιους οργανισµούς τα πλασµίδια αποτελούν τον συνηθέστερο φορέα κλωνοποίησης;

(ΑΑππ..:: Η κλωνοποίηση … µικρό γονιδίωµα. σελ. 59)
2222..  Πότε χρησιµοποιείται ως φορέας κλωνοποίησης ο λ - φάγος;

(ΑΑππ..:: Ένας … πλασµίδια. σελ. 59-60)
2233..  Περιγράψτε την διαδικασία κατασκευής µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης µε φορέα κλωνοποίησης

πλασµίδιο.

(ΑΑππ..:: Μια από τις … µε µικρό γονιδίωµα. σελ. 57-59)
2244..  Περιγράψτε την διαδικασία κατασκευής µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης µε φορέα κλωνοποίησης

λ - φάγο.

(ΑΑππ..:: Ένθετο σχ. βιβλίου σελ. 184 ή στο παρόν βιβλίο αντίστοιχο ένθετο κεφ. 4)
2255..  Πότε επιλέγουµε να κατασκευάσουµε cDNA βιβλιοθήκη;

(ΑΑππ..:: Στους ανώτερους … βιβλιοθήκες. σελ. 60)
2266..  Ποια είναι τα πλεονεκτήµατα µιας cDNA βιβλιοθήκης;

(ΑΑππ..:: Οι cDNA … των εξωνίων. σελ. 60)
2277..  Περιγράψτε την διαδικασία κατασκευής µιας cDNA βιβλιοθήκης.

(ΑΑππ..:: Για να … στο κύτταρο ξενιστή. σελ. 60)
2288..  Τι ονοµάζεται αποδιάταξη;

(ΑΑππ..:: Η αποµόνωση … αποδιάταξη. σελ. 60)
2299..  Ποια διαδικασία ονοµάζεται υβριδοποίηση, σε ποια ιδιότητα στηρίζεται και ποιες δυνατότητες µας

δίνει;

(ΑΑππ..:: Οι δυο µονόκλωνες … άλλα κοµµάτια. σελ. 60)
3300..  Πώς επιλέγεται η βακτηριακή αποικία - κλώνος που περιέχει το επιθυµητό τµήµα DNA;

(ΑΑππ..:: Μια γονιδιωµατική … συµπληρωµατικό τους DNA. σελ. 60-61)
3311..  Πού αλλού βρίσκει εφαρµογή η υβριδοποίηση;

(ΑΑππ..:: Η διαδικασία … βιβλιοθήκη. σελ. 61)
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3322..  Για ποιο λόγο κατασκευάζουµε βιβλιοθήκες;

(ΑΑππ..:: Η κατασκευή … αυτό κωδικοποιεί. σελ. 61)
3333..  Σε τι αποσκοπεί η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης;

(ΑΑππ..:: Η µέθοδος … ζωντανού κυττάρου. σελ. 61)
3344..  Πού βρίσκει εφαρµογή η PCR;

(ΑΑππ..:: Η τεχνική αυτή … απολιθώµατα. σελ. 61)
3355..  Περιγράψτε την µέθοδο PCR.

(ΑΑππ..:: Ένθετο σχ. βιβλίου, σελ. 182 ή στο παρόν βιβλίο αντίστοιχο ένθετο, κεφ. 4)

ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  ΕΕΚΚΜΜΑΑΘΘΗΗΣΣΗΗΣΣ  ΤΤΗΗΣΣ  ΘΘΕΕΩΩΡΡΙΙΑΑΣΣ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _221177
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ΝΝαα  ββάάλλεεττεε  σσεε  κκύύκκλλοο  ττoo  γγρράάµµµµαα  πποουυ  ααννττιισσττοοιιχχεείί  σσττηη  σσωωσσττήή  ααππάάννττηησσηη  ήή  σσττηη  φφρράάσσηη  πποουυ  σσυυµµππλληη--

ρρώώννεειι  σσωωσσττάά  ττηηνν  ππρρόότταασσηη::

11..  ΠΠώώςς  οοννοοµµάάζζοοννττααιι  τταα  κκυυκκλλιικκάά  µµόόρριιαα  DDNNAA  πποουυ  ααννααππααρράάγγοοννττααιι  ααννεεξξααρρττήήττωωςς;;

Α. διακεκοµµένα γονίδια

Β. εσώνια

Γ. ρυθµιστικά γονίδια

∆. πλασµίδια

22..  ΑΑπποοδδιιάάττααξξηη  εείίννααιι  ττοο  φφααιιννόόµµεεννοο  κκααττάά  ττοο  οοπποοίίοο

Α. ωριµάζει το πρόδροµο RNA

Β. µεταφράζεται το DNA

Γ. αποχωρίζονται µεταξύ τους οι αλυσίδες του DNA

∆. συνδέονται µεταξύ τους οι κλώνοι του DNA

33..  ΠΠώώςς  οοννοοµµάάζζοοννττααιι  τταα  ββαακκττηηρριιαακκάά  έέννζζυυµµαα  πποουυ  ττεεµµααχχίίζζοουυνν  ττοο  DDNNAA  σσεε  σσυυγγκκεεκκρριιµµέέννεεςς  θθέέσσεειιςς;;

Α. πολυµεράσες

Β. δεσµάσες

Γ. περιοριστικές ενδοκλουνεάσες

∆. κινάσες

44..  ΟΟιι  ππεερριιοορριισσττιικκέέςς  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσεεςς

Α. κόβουν τους δεσµούς υδρογόνου µεταξύ των βάσεων Α και G

Β. κόβουν τις πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες του µορίου του DNA σε ειδικές θέσεις

Γ. ενώνουν τµήµατα του ανασυνδυασµένου DNA µε 3 - 8 νουκλεοτίδια

∆. ενσωµατώνουν το DNA του δότη σε ειδική θέση του φορέα κλωνοποίησης

55..  ΤΤοο  έέννζζυυµµοο  EEccooRRII  κκόόββεειι  ττηηνν  ααλλυυσσίίδδαα  ττοουυ  γγοοννιιδδιιώώµµααττοοςς  εεννόόςς  εευυκκααρρυυωωττιικκοούύ  κκυυττττάάρροουυ  σσττιιςς  θθέέσσεειιςς
µµεεττααξξύύ  GG  κκααιι  ΑΑ..  ΈΈττσσιι  ππρροοκκύύππττοουυνν

Α. χιλιάδες τµήµατα του DNA µε τον ίδιο αριθµό νουκλεοτιδίων, που µπορούν να συνδεθούν µε το

πλασµίδιο φορέα

Β. πολλά τµήµατα του DNA από τα οποία µόνο ένα µπορεί να συνδεθεί µε το πλασµίδιο φορέα
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ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ   ΚΚΛΛΕΕΙΙΣΣΤΤΟΟΥΥ   ΤΤΥΥΠΠΟΟΥΥ��
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Γ. πολλά διαφορετικά τµήµατα του DNA που έχουν τη δυνατότητα να συνδεθούν µε το πλασµίδιο φο-

ρέα

∆. δύο τµήµατα του DNA µε διαφορετικό αριθµό νουκλεοτιδίων από τα οποία µόνο το ένα µπορεί να

συνδεθεί µε το πλασµίδιο φορέα

66..  ΟΟιι  ππεερριιοορριισσττιικκέέςς  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσεεςς  έέχχοουυνν  ττηη  δδυυννααττόόττηητταα  νναα  κκόόββοουυνν

Α. το πλασµίδο σε κατάλληλη θέση

Β. το ανασυνδυασµένο DNA σε κατάλληλη θέση

Γ. το γονιδίωµα του ευκαρυωτικού κυττάρου σε κατάλληλη θέση

∆. σε όλες τις θέσεις που περιγράφονται στα α,β,γ

77..  ΜΜεερριικκάά  ππλλαασσµµίίδδιιαα  φφέέρροουυνν  γγοοννίίδδιιοο  πποουυ  σσχχεεττίίζζεεττααιι  µµεε  ττηηνν  εευυααιισσθθηησσίίαα  ττωωνν  ββαακκττηηρρίίωωνν  σσεε  κκάάπποοιιοο  αα--
ννττιιββιιοοττιικκόό..  ΑΑυυττόό  εεξξυυππηηρρεεττεείί

Α. την κλωνοποίηση των βακτηρίων στα οποία έχει εισαχθεί αυτό το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο

Β. την καταστροφή του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου πριν την εισαγωγή του στο βακτήριο ξενιστή

Γ. την κλωνοποίηση των βακτηρίων που δε φέρουν το πλασµίδιο

∆. την αναπαραγωγή του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης

πολυµεράσης

88..  ΠΠώώςς  οοννοοµµάάζζεεττααιι  ττοο  µµόόρριιοο  ττοουυ  DDNNAA  πποουυ  σσυυννττίίθθεεττααιι  µµεε  µµήήττρραα  ττοο  mmRRNNAA  κκααιι  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  ττηηςς  ααννττίί--
σσττρροοφφηηςς  µµεεττααγγρρααφφάάσσηηςς;;

Α. ανασυνδυασµένο DNA

Β. cDNA

Γ. γονιδιωµατικό DNA

∆. χρωµοσωµικό DNA

99..  ΟΟιι  ππεερριιοορριισσττιικκέέςς  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσεεςς

Α. περιορίζουν τη µεταγραφή γονιδίων

Β. είναι απαραίτητες για την έναρξη της αντιγραφής

Γ. µεταγράφουν το DNA των ιών σε RNA

∆. κόβουν το DNA σε καθορισµένες θέσεις

1100..  ΜΜιιαα  γγοοννιιδδιιωωµµααττιικκήή  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη  ππεερριιέέχχεειι

Α. αντίγραφα ενός µόνο ανασυνδυασµένου πλασµιδίου

Β. αντίγραφα του συνολικού γονιδιώµατος ενός οργανισµού

Γ. αντίγραφα του mRNA του οργανισµού δότη

∆. τα απαραίτητα ένζυµα για την παραγωγή ανασυνδυασµένου DNA
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1111..  ΗΗ  ααπποοδδιιάάττααξξηη  ττοουυ  DDNNAA  γγίίννεεττααιι  µµεε

Α. τη χρήση των περιοριστικών ενδονουκλεασών

Β. αύξηση της θερµοκρασίας

Γ. ραδιενεργά σηµασµένα µόρια τους ανιχνευτές

∆. το ένζυµο DNA δεσµάση

ΝΝαα  χχααρραακκττηηρρίίσσεεττεε  µµεε  ΣΣ  ((σσωωσσττόό))  ήή  µµεε  ΛΛ  ((λλάάθθοοςς))  ττιιςς  ππααρραακκάάττωω  ππρροοττάάσσεειιςς::

ΣΣ ΛΛ
11.. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα, τα οποία

κόβουν το DNA σε ορισµένες περιοχές.

22.. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες δίκλωνου DNA

και το κόβουν σε ορισµένη θέση.

33.. Η αποµόνωση των περιοριστικών ενδονουκλεασών επέτρεψε στους ερευνητές να 

αναπτύξουν την τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA.

44.. Ως φορέας κλωνοποίησης χρησιµοποιείται πάντα DNA ευκαρυωτικών κυττάρων.

55.. Ως φορείς κλωνοποίησης χρησιµοποιούνται πλασµίδια, βακτηριοφάγοι και άλλοι ιοί.

66..  Με την τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA µπορούµε να ερευνήσουµε αλλά και

να τροποποιήσουµε το γενετικό υλικό.

77.. Το ανασυνδυασµένο µόριο DNA αποτελείται από DNA ενός οργανισµού και RNA άλ-

λου οργανισµού.

88.. Το ένζυµο EcoRI αναγνωρίζει και κόβει την αλληλουχία βάσεων                     µεταξύ

Α και G. 

99.. Η επίδραση µιας συγκεκριµένης περιοριστικής ενδονουκλεάσης έχει ως αποτέλεσµα

όλα τα τµήµατα DNA, που προκύπτουν από τη δράση της, να έχουν το ίδιο µήκος και

να κωδικοποιούν τις ίδιες πληροφορίες.

1100.. Τα ιχνηθετηµένα µόρια ανιχνευτές περιέχουν συµπληρωµατικές αλληλουχίες βά-

σεων µε το κλωνοποιηµένο DNA.

1111.. Η διαδικασία δηµιουργίας υβριδίων DNA - RNA ονοµάζεται µετασχηµατισµός.

1122.. Με τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) αντιγράφουµε ειδι-

κές αλληλουχίες DNA in vitro.

ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  ΚΚΛΛΕΕΙΙΣΣΤΤΟΟΥΥ  ΤΤΥΥΠΠΟΟΥΥ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _222211

5΄GAATTC3΄

3΄CTTAAG5΄

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF

FF FF
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ΝΝαα  σσυυµµππλληηρρώώσσεεττεε  µµεε  ττοουυςς  κκααττάάλλλληηλλοουυςς  όόρροουυςς  τταα  κκεεννάά  σσττιιςς  ππααρραακκάάττωω  ππρροοττάάσσεειιςς::

11..  Κατά τη διαδικασία παραγωγής ανασυνδυασµένου DNA τα ένζυµα ………………. …………………………..

κόβουν το DNA του δότη και του φορέα κλωνοποίησης σε συγκεκριµένη θέση.

22..  Το σύνολο των βακτηριακών κλώνων που περιέχουν ολόκληρο το DNA του δότη ονοµάζεται

………………….. ………………….. .

33..  Το ένζυµο EcoRI, που αποµονώθηκε από το βακτήριο Ε.coli, όταν συναντά την αλληλουχία βάσεων

………………….., κόβει την αλυσίδα µεταξύ των G – A.

44..  Με τη µέθοδο PCR αντιγράφουµε επιλεκτικά ειδικές αλληλουχίες ………….. .

55.. Το mRNA χρησιµοποιείται ως καλούπι για τη σύνθεση cDNA µε τη βοήθεια του ενζύµου

……………………… …………………….. .

66.. Κατά τη διαδικασία κατασκευής του ανασυνδυασµένου DNA, το DNA του δέκτη και το DNA του δότη

ενώνονται µε τη βοήθεια του ενζύµου …………… …………….. .

ΝΝαα  ααννττιισσττοοιιχχίίσσεεττεε  ττοουυςς  όόρροουυςς  πποουυ  ααννααγγρράάφφοοννττααιι  σσττηηνν  σσττήήλληη  ΙΙ  µµεε  ττιιςς  έέννννοοιιεεςς  ήή  ττιιςς  φφρράάσσεειιςς  πποουυ

ααννααγγρράάφφοοννττααιι  σσττηη  σσττήήλληη  ΙΙΙΙ..  ΓΓιιαα  ττοο  σσκκοοππόό  ααυυττόό  νναα  γγρράάψψεεττεε  δδίίππλλαα  ααππόό  κκάάθθεε  γγρράάµµµµαα  ττηηςς  σσττήήλληηςς  ΙΙ

ττοονν  ααρριιθθµµόό  πποουυ  ττααιιρριιάάζζεειι  ααππόό  ττηη  σσττήήλληη  ΙΙΙΙ..  ((ππ..χχ..  ΑΑ--11))

ΙΙ ΙΙΙΙ

ΑΑ..  ____ Περιοριστικές ενδονουκλε-

άσες

ΒΒ..  ____ DNA δεσµάση

ΓΓ..  ____ Πλασµίδια

1. Κυκλικά µόρια DNA των βακτηρίων.

2. Πρωτεΐνες που περιβάλλουν το γενετικό υλικό των

φάγων.

3. Κόβουν το DNA σε ειδικές θέσεις.

4. Ένζυµα που συνδέουν κοµµάτια DNA µε συµπλη-

ρωµατικά άκρα.

ΙΙ ΙΙΙΙ

ΑΑ..  ____ Ανασυνδυασµένο DNA

ΒΒ..  ____ Πλασµίδια

ΓΓ..  ____ Περιοριστική ενδονουκλεά-

ση

1. Ένζυµο EcoRI.

2. Υβριδοποιεί DNA - RNA.

3. Φορείς κλωνοποίησης.

4. Μόριο µε γονίδια από δύο ή περισσότερους οργα-

νισµούς.
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ΙΙ ΙΙΙΙ

ΑΑ..  ____ Υβριδοποίηση

ΒΒ..  ____ Αποδιάταξη

ΓΓ..  ____ Μετασχηµατισµός

1. Εισαγωγή ανασυνδυασµένων πλασµιδίων σε βα-

κτήρια.

2. Σύνδεση συµπληρωµατικών κλώνων DNA - DNA.

3. Αποµόνωση συγκεκριµένου γονιδίου.

4. ∆ιάσπαση δεσµών υδρογόνου µεταξύ των συµπλη-

ρωµατικών βάσεων.

ΙΙ ΙΙΙΙ

ΑΑ..  ____ Γονιδιωµατική βιβλιοθήκη

ΒΒ..  ____ cDNA βιβλιοθήκη

ΓΓ..  ____ Μετασχηµατισµός

1. ∆ιαδικασία εισόδου ανασυνδυασµένου DNA στα βα-

κτήρια.

2. Περιέχει τα αντίγραφα του ώριµου mRNΑ.

3. Αντίγραφα υβριδίων DNA - RNA.

4. Περιέχει το συνολικό DNA του οργανισµού δότη.
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ΝΝαα  ααππααννττήήσσεεττεε  σσύύννττοοµµαα  σσεε  κκααθθεεµµίίαα  ααππόό  ττιιςς  ππααρραακκάάττωω  εερρωωττήήσσεειιςς::

11..  ΠΠοούύ  ββρρίίσσκκεειι  εεφφααρρµµοογγήή  ηη  ττεεχχννοολλοογγίίαα  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA;;

Στην παραγωγή διαφόρων προϊόντων και τη δηµιουργία «βελτιωµένων» µικροοργανισµών, φυτών και

ζώων. Επίσης στην τεχνολογία αυτή στηρίζεται η γονιδιακή θεραπεία (κεφ. 8).

ΥΥΠΠΟΟ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΑΑ  ΑΑΠΠΑΑΝΝΤΤΗΗΜΜΕΕΝΝΕΕΣΣ  ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _222255

ΥΥΠΠΟΟ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΑΑ   ΑΑΠΠΑΑΝΝΤΤΗΗΜΜΕΕΝΝΕΕΣΣ   ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ
""

Βακτήριο

Κύριως µόριο 
DNA Πλασµίδιο 

Φορέας κλωνοποίησης

Αποµόνωση 
πλασµιδιακού DNA.

Αποµόνωση DNA.

Γονιδίωµα κυττάρου δότη.

Κύτταρο που περιέχει γονί-
διο που µας ενδιαφέρει.

Ανασυνδυασµένο πλασµίδιο

Μετασχηµατισµός

Μετασχηµατισµένο βακτήριο
ξενιστής

Κλωνοποίηση

Κλώνοι µετασχηµατισµένου
βακτηρίου

Αποµόνωση γονιδίου.
∆ηµιουργία διαγονι-
διακών οργανισµών.

Παραγωγή φαρµα-
κευτικών πρωτεϊνών.

∆ηµιουργία διαγονι-
διακών φυτών και

ζώων.

Αυξητική ορµόνη.

Καθαρισµός 
πετρελαιοκηλίδων.

ΑΤΤ (α1 - αντιθρυψίνη).
ΕΕφφααρρµµοογγέέςς  σσττηηνν  

ΓΓεεωωπποοννίίαα..

ΕΕφφααρρµµοογγέέςς  σσττοο  
ΠΠεερριιββάάλλλλοονν..

ΕΕφφααρρµµοογγέέςς  σσττηηνν  
ΙΙααττρριικκήή..

ΕΕιικκόόνναα  6677::  ΟΟιι  εεφφααρρµµοογγέέςς  ττηηςς  ττεεχχννοολλοογγίίααςς  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA..

Γονίδια Πρωτεΐνες

ΈΈρρεευυνναα  γγιιαα  ττιιςς  ππρρωωττεεΐΐννεεςς

ΈΈρρεευυνναα  γγιιαα  τταα  γγοοννίίδδιιαα..
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22..  ΤΤιι  χχααρραακκττηηρρίίζζοουυµµεε  ωωςς  ΓΓεεννεεττιικκήή  ΜΜηηχχααννιικκήή  κκααιι  πποοιιοουυςς  σσττόόχχοουυςς  εεξξυυππηηρρεεττεείί;;
Οι τεχνικές µε τις οποίες ο άνθρωπος επεµβαίνει στο γενετικό υλικό, αποτελούν τη Γενετική Μηχανική.
Η Γενετική Μηχανική έχει δύο στόχους:

α. Την κατανόηση των µυστηρίων της ζωής και της εξέλιξης της πάνω στη γη.
β. Τη βελτίωση της υγείας του ανθρώπου και του τρόπου διαβίωσής του. Η βελτίωση αυτή επιτυγ-

χάνεται µε εφαρµογές της Γενετικής Μηχανικής στην Ιατρική, στη Γεωργία, την Κτηνοτροφία, το
Περιβάλλον και τη Βιοµηχανία.

33..  ΓΓιιααττίί  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύµµεε  ττηηνν  ίίδδιιαα  ππεερριιοορριισσττιικκήή  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσηη  γγιιαα  νναα  κκόόψψοουυµµεε  ττοο  DDNNAA  ττοουυ  ππλλαασσµµιιδδίί--
οουυ  φφοορρέέαα  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  κκααιι  ττοο  DDNNAA  ττοουυ  δδόόττηη;;

Για να ενωθούν στη συνέχεια πρώτα µε δεσµούς υδρογόνου (αφού θα έχουν συµπληρωµατικά κολλώδη
άκρα) και µετά µε 3΄�5΄ φωσφοδιεστερικό δεσµό µε τη συµβολή της DNA δεσµάσης.

44..  ΠΠοοιιοοςς  εείίννααιι  οο  ρρόόλλοοςς  ττηηςς  DDNNAA  δδεεσσµµάάσσηηςς  σσττηη  δδιιααδδιικκαασσίίαα  µµεετταασσχχηηµµααττιισσµµοούύ  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ
DDNNAA;;

Ενώνει µε 3΄�5΄ φωσφοδιεστερικούς δεσµούς τα τµήµατα του φορέα κλωνοποίησης και του ετερόλο-
γου (ξένου) DNA. Αν ο φορέας κλωνοποίησης δεν έχει προσλάβει τµήµα DNA, η DNA δεσµάση επανα-
συνδέει τα τµήµατά του ή τον επανακυκλοποιεί.

55..  ΝΝαα  γγρράάψψεεττεε  δδύύοο  µµεεθθόόδδοουυςς  ππααρρααγγωωγγήήςς  ααννττιιγγρράάφφωωνν  µµιιααςς  ααλλλληηλλοουυχχίίααςς  ννοουυκκλλεεοοττιιδδίίωωνν  εεννόόςς  µµοορρίί--
οουυ  DDNNAA..  ΣΣεε  ττιι  ππλλεεοοννεεκκττεείί  ηη  µµιιαα  έέννααννττιι  ττηηςς  άάλλλληηςς;;

Η µία µέθοδος είναι η δηµιουργία βιβλιοθήκης, δηλαδή η ένθεση της αλληλουχίας σε πλασµίδιο και η
κλωνοποίηση του µετά την εισαγωγή του σε βακτήρια µε µετασχηµατισµό, ενώ η δεύτερη είναι η PCR.
Το πλεονέκτηµα της πρώτης είναι ότι λειτουργεί για άγνωστες αλληλουχίες που µπορούµε να τις διατη-
ρούµε για µεγάλο χρονικό διάστηµα αλλά είναι κοπιώδη και χρονοβόρα, ενώ η δεύτερη είναι πιο γρή-
γορη και δε χρειάζεται κυτταρική µεσολάβηση αλλά τα αντίγραφα δεν διατηρούνται για µεγάλα χρονι-
κά διαστήµατα.

66..  ΝΝαα  ππεερριιγγρρααφφοούύνν  τταα  σσττάάδδιιαα  ττηηςς  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA  σσεε  ββαακκττηηρριιοοφφάάγγοο  λλ..
Αρχικά γίνεται αποµόνωση DNA από φάγους και τον οργανισµό του οποίου θέλουµε να δηµιουργή-
σουµε τη γονιδιωµατική βιβλιοθήκη. Στη συνέχεια και τα δύο DNA κόβονται µε την ίδια περιοριστική εν-
δονουκλεάση. Τα αναµιγνύουµε και προσθέτουµε DNA δεσµάση. Εκεί δηµιουργούνται ανασυνδυα-
σµένα φαγικά µόρια DNA. Μετά προσθέτουµε τις πρωτεΐνες του φάγου, το φαγικό DNA πακετάρεται σε
αυτές και µε τους νέους φάγους µολύνουµε µία βακτηριακή υγρή καλλιέργεια. Το µίγµα επιστρώνεται
σε τρυβλία µε κατάλληλο θρεπτικό υλικό για την ανάπτυξη των βακτηρίων και µετά από επώαση παρα-
τηρούµε πλήρη ανάπτυξη βακτηρίων και ιικές (φαγικές) πλάκες στην επιφάνεια του τρυβλίου. Oι τελευ-
ταίες περιέχουν ανασυνδυασµένους φάγους. Το σύνολο των φαγικών πλακών συνιστούν την γονιδιω-
µατική βιβλιοθήκη του οργανισµού (βλέπε και σελ. 207 για αναλυτικότερη περιγραφή).
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77..  ΝΝαα  εεξξηηγγήήσσεεττεε  ττοουυςς  λλόόγγοουυςς  γγιιαα  ττοουυςς  οοπποοίίοουυςς  ηη  ααπποοµµόόννωωσσηη  ττωωνν  ππεερριιοορριισσττιικκώώνν  εεννδδοοννοουυκκλλεεαασσώώνν
κκααιι  ττωωνν  φφοορρέέωωνν  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  σσυυννέέββααλλεε  τταα  µµέέγγιισστταα  σσττηηνν  ααννάάππττυυξξηη  ττηηςς  ΓΓεεννεεττιικκήήςς  ΜΜηηχχααννιικκήήςς..

Πριν την αποµόνωση των περιοριστικών ενδονουκλεασών ήταν αδύνατον να κόψουµε το DNA σε τµή-

µατα ικανού µεγέθους για κλωνοποίηση και µε καθορισµένα άκρα που να είναι πάντα τα ίδια και εποµέ-

νως δεν µπορούσαµε να πάρουµε ένα συγκεκριµένο γονίδιο από ένα γονιδίωµα. Το DNA µπορούσε µό-

νο µηχανικά να σπάσει σε τυχαία τµήµατα, διαφορετικά κάθε φορά. Ακόµα και αν κάποιος έκοβε το DNA,

το τµήµα αυτό αυτό χάνονταν επειδή δεν υπήρχε φορέας κλωνοποιήσης για να ενθεθεί και να πολλα-

πλασιαστεί αυτόνοµα. Άρα η Γενετική Μηχανική ήταν σε νηπιακό επίπεδο, αφού δεν µπορούσε να γίνει

µελέτη και µεταφορά γονιδίων.

88..  ΝΝαα  γγρράάψψεεττεε  τταα  σσττάάδδιιαα  ππααρρααγγωωγγήήςς  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA..

Βλέπε σελ. 57 σχολικού βιβλίου (Η τεχνολογία του… µορίων ανιχνευτών,).

99..  ΓΓιιααττίί  τταα  ππλλαασσµµίίδδιιαα  φφοορρεείίςς  ττοουυ  DDNNAA  ττοουυ  οορργγααννιισσµµοούύ  δδόόττηη  εειισσάάγγοοννττααιι  σσεε  ββαακκττήήρριιαα  ξξεεννιισσττέέςς  τταα  οοπποοίίαα
δδεενν  έέχχοουυνν  ππλλαασσµµίίδδιιαα  κκααιι  εείίννααιι  εευυααίίσσθθηητταα  σσεε  ααννττιιββιιοοττιικκάά;;

Για να µπορούν τα βακτήρια που έχουν προσλάβει το πλασµίδιο ανασυνδυασµένο ή µη, να επιλεχθούν

έναντι των µη µετασχηµατισµένων βακτηρίων µε επίδραση αντιβιοτικού. Λόγω του πλασµιδίου τα µετα-

σχηµατισµένα βακτήρια θα είναι ανθεκτικά σε σχέση µε τα υπόλοιπα που δεν έχουν προσλάβει πλασµίδιο.

1100..  ΠΠοοιιαα  εείίννααιι  ηη  δδιιααφφοορράά  µµεεττααξξύύ  µµιιααςς  γγοοννιιδδιιωωµµααττιικκήήςς  κκααιι  µµιιααςς  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς;;

1111..  ΝΝαα  ππεερριιγγρράάψψεεττεε  ττηη  δδιιααδδιικκαασσίίαα  κκαατταασσκκεευυήήςς  µµιιααςς  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς..

• Αποµονώνεται ολικό mRNA από τον ιστό του οργανισµού που εκφράζεται το γονίδιο που µας ενδια-

φέρει να κλωνοποιήσουµε.

• Προστίθεται αντίστροφη µεταγραφάση και δηµιουργείται υβριδικό δίκλωνο µόριο mRNA - cDNA. Το

ένζυµο µε µήτρα το RNA συνθέτει µονόκλωνο συµπληρωµατικό DNA.
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ΓΓοοννιιδδιιωωµµααττιικκήή  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη

1. Aποµονώνεται όλο το DNA του οργανισµού.
1. Aποµονώνεται το mRNA από κύτταρα που εκφράζουν το συγκεκριµένο

γονίδιο. 

2. ∆εν χρησιµοποιείται αντίστροφη µεταγραφάση. 2. Χρησιµοποιείται το ένζυµο αντίστροφη µεταγραφάση.

3. Το αποµονωµένο DNA κόβεται µε περιοριστική εν-

δονουκλεάση σε τµήµατα ποικίλου µεγέθους.
3. Τα αποµονωµένα mRNA κλωνοποιούνται ως ds - cDNA.

4. Περιέχει όλη την ποσότητα του γενετικού υλικού (π.χ.

υποκινητές, αλληλουχίες λήξης µεταγραφής, εσώνια

κ.α), έτσι παρέχει το πλεονέκτηµα της αποµόνωσης και

µελέτης αυτών των  αλληλουχιών.

4. Περιέχει αντίγραφα των αλληλουχιών mRNA όλων των γονιδίων που εκ-

φράζονται στα κύτταρα αυτά την δεδοµένη χρονική στιγµή και έχει το πλε-

ονέκτηµα της αποµόνωσης µόνο των αλληλουχιών των γονιδίων που µε-

ταφράζονται σε αµινοξέα, δηλαδή των εξωνίων.

5. ∆εν χρησιµοποιείται για παραγωγή πρωτεϊνών από

βακτήρια, επειδή τα γονίδια περιέχουν και εσώνια.

5. Χρησιµοποιείται για την παραγωγή µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης π.χ.

της ινσουλίνης, από βακτήρια (βλέπε και ερώτηση κατανόησης 14).
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• Με προσθήκη NaOH (αλκαλικό περιβάλλον) ή αύξηση της θερµοκρασίας του διαλύµατος, καταστρέ-
φεται το RNA και το µονόκλωνο DNA, στο οποίο έχει σχηµατιστεί από την αντίστροφη µεταγραφάση
µια δίκλωνη φουρκέτα, που τελειώνει σε 3΄ άκρο, είναι έτοιµο να γίνει δίκλωνο.

• Με προσθήκη DNA πολυµεράσης το µονόκλωνο DNA µετατρέπεται σε δίκλωνο και µε ένα άλλο έν-
ζυµο (S1 νουκλεάση), κόβεται η φουρκέτα, δίνοντας ένα τέλεια δίκλωνο τµήµα.

• Στο δίκλωνο τµήµα DNA προστίθενται τεχνητά κολλώδη άκρα, συµπληρωµατικά προς αυτά που θα έ-
χει το πλασµίδιο όταν επωαστεί µε µια περιοριστική ενδονουκλεάση. Στο διάλυµα αυτό προστίθενται
πλασµίδια κοµµένα µε κατάλληλη περιοριστική ενδονουκλεάση που αφήνει µονόκλωνα άκρα, τέτοια
ώστε να είναι συµπληρωµατικά µε τα µονόκλωνα άκρα του τµήµατος DNA που έχει δηµιουργηθεί. Τέ-
λος προστίθεται και DNA δεσµάση.

• Τα ανασυνδυασµένα µόρια DNA του φορέα κλωνοποίησης εισάγονται σε βακτήρια µε µετασχηµατισµό.
• Τα βακτήρια που έχουν προσλάβει πλασµίδιο ανασυνδυασµένο ή µη, επιλέγονται σε θρεπτικό υλικό

που περιέχει κατάλληλο αντιβιοτικό.
• Ανάλογα µε το πλασµίδιο - φορέα κλωνοποίησης, οι αποικίες µε τα µετασχηµατισµένα βακτήρια µε

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, επιλέγονται στο ίδιο ή σε διαφορετικό θρεπτικό υλικό (βλέπε ορολογία
σελ. 203).

Κύτταρο δότης (π.χ. κύτταρο ανθρώπινου παγκρέατος)

Ώριµο mRNA ινσουλίνης

Αντίστροφη µεταγραφάση

mRNA
cDNAφουρκέτα

Υψηλή θερµοκρασία ή κατάλληλες χηµικές ουσίες

DNA Πολυµεράση
-3΄ - ΟΗ

∆ίκλωνο DNA (ds-cDNA)

S1 Noυκλεάση

ds cDNA
Προσθήκη κολλώδη άκρων π.χ. ΕcoRI

Kλωνοποίηση

Μετασχηµατισµός Καλλιέργεια
Μετασχηµατισµέ-
νων βακτηρίων

ΕΕιικκόόνναα  6688  αα::  ΚΚαατταασσκκεευυήή  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς  ((ΜΜιικκρροοσσκκοοππιικκάά))..

αα..
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Kαλλιέργεια βακτηρίων

Πέψη µε 
EcoRI

Αποµόνωση 
πλασµιδιακoύ

DNA

A. Aνασυνδυασµός
+ DNA δεσµάση

Kαλλιέργεια ανθρώπινων
κυττάρων παγκρέατος

Αποµόνωση 
mRNA

Μετασχηµατισµός
Βακτήρια 
ξενιστές

∆ράση αντίστροφης µετα-
γραφάσης και προσθήκη

EcoRI άκρων.

Μη µετασχηµατισµένο
βακτήριο

Πλασµίδια µε µη ανα-
συνδυασµένο DNA

Βακτήρια µε το ανασυν-
δυασµένο πλασµίδιο

MεγέθυνσηMεγέθυνση

+ Αµπικιλλίνη + Αµπικιλλίνη (αντιβιοτικό)

Τα βακτήρια που δεν έχουν προσλά-
βει πλασµίδιο και είναι ευαίσθητα σε
αντιβιοτικά, πεθαίνουν και έτσι δεν

σχηµατίζουν αποικίες.

12h

37oC

Aποµόνωση και επιλογή
των κυττάρων ξενιστών.

ΕΕιικκόόνναα  6688  ββ::  KKαατταασσκκεευυήή  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς  ((ΜΜαακκρροοσσκκοοππιικκάά))..

Αποικία µετασχηµατισµένων βακτη-
ρίων µε ανασυνδυασµένο πλασµίδιο.

Αποικία µετασχηµατισµένων βακτηρίων
µε µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. ββ..
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1122..  ΣΣττηη  δδιιααδδιικκαασσίίαα  κκαατταασσκκεευυήήςς  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA  πποοιιοοςς  εείίννααιι  οο  ρρόόλλοοςς::

α. ΤΤωωνν  ππλλαασσµµιιδδίίωωνν:: Φορείς κλωνοποίησης.

β. ΤΤωωνν  ββαακκττηηρρίίωωνν:: Ξενιστές.

γ. ΤΤωωνν  ππεερριιοορριισσττιικκώώνν  εεννδδοοννοουυκκλλεεαασσώώνν:: Κόβουν το DNA σε ποικίλα τµήµατα και δηµιουργούν κολλώδη

άκρα για να συνδεθούν τα µόρια.

δ. ΤΤηηςς  DDNNAA  δδεεσσµµάάσσηηςς:: Συνδέει µε 3΄�5΄ φωσφοδιεστερικούς δεσµούς τα ανασυνδυασµένα µόρια DNA.

1133..  ΜΜεε  πποοιιαα  µµέέθθοοδδοο  εειισσάάγγοοννττααιι  σσεε  ββαακκττήήρριιαα  τταα  ππλλαασσµµίίδδιιαα  µµεε  ττοο  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοο  DDNNAA;;  ΠΠώώςς  ααπποο--
µµοοννώώννοοννττααιι  τταα  ββαακκττήήρριιαα  ααυυττάά  ααππόό  τταα  υυππόόλλοοιιππαα,,  πποουυ  δδεενν  δδέέχχθθηηκκαανν  ττοο  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοο  DDNNAA;;

α. Με µετασχηµατισµό, µε ειδική κατεργασία των βακτηριών ώστε να γίνουν οι µεµβράνες τους παρο-

δικά διαπερατές σε µακροµόρια.

β. Με επίδραση αντιβιοτικού που θανατώνει όλα τα βακτήρια που δεν είναι ανθεκτικά, αφού δεν έχουν

προσλάβει πλασµίδιο.Η διάκριση των ξενιστών που έχουν προσλάβει ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, γί-

νεται µε βάση τις ιδιότητες του φορέα κλωνοποίησης (βλέπε ορολογία σελ. 203).

1144..  ΑΑππόό  όόσσαα  γγννωωρρίίζζεεττεε  πποοιιοοςς  ννοοµµίίζζεεττεε  όόττιι  εείίννααιι  οο  φφυυσσιιοολλοογγιικκόόςς  ρρόόλλοοςς  ττοουυ  ππλλαασσµµιιδδίίοουυ  σσεε  έένναα  ββαακκττήήρριιοο;;

Τα πλασµίδια χρησιµεύουν στα βακτήρια, για την εεππιιββίίωωσσηη και την εεππιικκρράάττηησσηη τους, µέσω των γονιδίων

που διαθέτουν καθώς και της δυνατότητας αυτόνοµης αντιγραφής τους.

α. Με τα γονίδια ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά τα πλασµίδια προστατεύουν το βακτήριο έναντι συ-

γκεκριµένων αντιβιοτικών, που µπορεί να παράγουν άλλοι µικροοργανισµοί, µε τους οποίους µοιρά-

ζονται το ίδιο περιβάλλον στη φύση.

β. Με τα γονίδια µεταφοράς γενετικού υλικού, το πλασµίδιο µεταφέρει από βακτήριο σε βακτήριο ή φυ-

τικό κύτταρο (κεφ. 9) νέες ιδιότητες, που µπορεί να είναι η ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά ή άλλα γο-

νίδια του βακτηρίου δότη. Χάρη στην αυτόνοµη αντιγραφή των πλασµιδίων, το βακτήριο δοτής µπο-

ρεί να κρατάει αντίγραφο της µεταφεροµένης γενετικής πληροφορίας. 

1155..  ΠΠοοιιαα  εείίννααιι  τταα  ππλλεεοοννεεκκττήήµµαατταα  κκααιι  πποοιιαα  τταα  µµεειιοοννεεκκττήήµµαατταα  ττηηςς  χχρρηησσιιµµοοπποοίίηησσηηςς  ττωωνν  ππλλαασσµµιιδδίίωωνν  σσττηηνν
ττεεχχννοολλοογγίίαα  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA;;

Τα πλεονεκτήµατα είναι ότι τα πλασµίδια υπάρχουν και πολλαπλασιάζονται ανεξάρτητα από το κεντρι-

κό µόριο DNA του βακτηρίου και εποµένως τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια πολλαπλασιάζουν και το ε-

τερόλογο γενετικό υλικό φτιάχνοντας πολλά αντίγραφα του σε κάθε βακτήριο που το φέρει. Επίσης τα

πλασµίδια που χρησιµοποιούνται στη Μοριακή Βιολογία διαθέτουν γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιο-

τικό που µας βοηθά να ξεχωρίσουµε τα βακτήρια που προσέλαβαν πλασµίδιο στο µετασχηµατισµό από

τα περισσότερα βακτήρια που δεν προσέλαβαν πλασµίδιο. Ακόµα έχουν µοναδικές θέσεις αναγνώρι-

σης περιοριστικών ενδονουκλεασών που βοηθούν στην εύκολη ένθεση τµηµάτων DNA που έχουν κο-

πεί µε την ίδια περιοριστική ενδονουκλεάση.

Τέλος µε το πλασµιδιο Ti µπορούµε να µετασχηµατίσουµε και φυτικά κύτταρα (βλέπε κεφ. 9).

Μειονέκτηµα των πλασµιδίων είναι ότι προσλαµβάνουν σχετικά µικρά τµήµατα ετερόλογου DNA. 
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1166..  ΠΠοοιιαα  εείίννααιι  τταα  ππλλεεοοννεεκκττήήµµαατταα  κκααιι  πποοιιαα  τταα  µµεειιοοννεεκκττήήµµαατταα  ττηηςς  χχρρηησσιιµµοοπποοίίηησσηηςς  ττωωνν  ιιώώνν  σσττηηνν  ττεεχχννοο--
λλοογγίίαα  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  DDNNAA;;

Παρόλο που οι ιοί είναι δύσκολοι στο χειρισµό τους, µπορούµε να κλωνοποιήσουµε σε αυτούς µεγαλύτε-

ρα τµήµατα DNA από ότι σε πλασµίδια. Ουσιαστικά χρησιµοποιείται ο λ - φάγος ο οποίος έχει τη δυνατό-

τητα να ενσωµατώνει τµήµατα DNA µήκους 10.000 - 20.000 ζευγών βάσεων αντί των 3.000 - 5.000 που εν-

σωµάτωναν τα πρώτα πλασµίδια. Επίσης πλεονέκτηµα του φάγου είναι ότι επειδή κόβεται σε δύο τµήµα-

τα από την περιοριστική ενδονουκλεάση δεν µπορεί να ξαναγίνει λειτουργικός, παρά µόνο αν ενσωµατώ-

σει το ετερόλογο γενετικό υλικό. Άρα από αυτή τη διαδικασία παράγονται µόνο ανασυνδυασµένοι φάγοι.

Επειδή οι ιοί εµφανίζουν εξειδίκευση µόλυνσης τόσο σε επίπεδο οργανισµού όσο και σε επίπεδο ιστού

πολυκύτταρου οργανισµού, θεωρητικά µπορούν να χρησιµοποιηθούν για το µετασχηµατισµό οποιου-

δήποτε κύτταρου. Έτσι οι ιοί µπορούν να χρησιµοποιηθούν και για την γονιδιακή θεραπεία, αλλά υπάρ-

χει κίνδυνος εµφάνισης καρκίνου στον ασθενή (βλέπε κεφ. 8).

1177..  ΘΘέέλλοουυµµεε  νναα  µµεελλεεττήήσσοουυµµεε  ττοο  γγεεννεεττιικκόό  υυλλιικκόό  εεννόόςς  ρρεεττρροοϊϊοούύ..  ΜΜπποορροούύµµεε  νναα  εεφφααρρµµόόσσοουυµµεε  ττηη  µµέέ--
θθοοδδοο  PPCCRR;;  ΑΑιιττιιοολλοογγήήσσττεε  ττηηνν  ααππάάννττηησσηη  σσααςς..

∆εν µπορούµε άµεσα επειδή για µήτρα σε PCR πρέπει να χρησιµοποιηθεί δίκλωνο DNA και όχι µονό-

κλωνο RNA που έχει ως γενετικό υλικό ο ρετροϊός. Θα πρέπει πρώτα µε αντίστροφη µεταγραφάση να

µετατρέψουµε το RNA σε cDNA  και κατόπιν µε DNA πολυµεράση σε δίκλωνο DNA. Μετά µπορούµε να

χρησιµοποιήσουµε PCR για να πολλαπλασιάσουµε το δίκλωνο πλέον DNA.

1188..  ΈΈνναα  γγοοννίίδδιιοο  εεννσσωωµµααττώώθθηηκκεε  σσεε  έένναα  ππλλαασσµµίίδδιιοο  ααλλλλάά  σσττοο  µµεετταασσχχηηµµααττιισσµµέέννοο  ββαακκττηηρριιαακκόό  κκύύττττααρροο  δδεενν

εεκκφφρρααζζόότταανν  ττοο  γγοοννίίδδιιοο..  ΜΜπποορρεείίττεε  νναα  σσκκεεφφττεείίττεε  µµεερριικκοούύςς  λλόόγγοουυςς  γγιι’’  ααυυττόό  ττοο  γγεεγγοοννόόςς;;

Πιθανόν να µην είχε καθόλου υποκινητή ή να µην διέθετε τον κατάλληλο υποκινητή, που να επιτρέπει

την έκφραση του γονιδίου. Μόνο αν υπάρχει ο σωστός συνδυασµός µεταγραφικών παραγόντων στο κύτ-

ταρο ξενιστή, που µπορούν να συνδέονται στον συγκεκριµένο υποκινητή, είναι δυνατό να ξεκινήσει η

µεταγραφή. Έτσι, όποια και αν είναι η προέλευση του γονιδίου που εισάγεται σε ένα βακτήριο-ξενιστή,

προκειµένου το γονίδιο να µπορεί να εκφραστεί θα πρέπει να διαθέτει έναν υποκινητή του βακτηρίου-

ξενιστή. Έτσι αν ο φορέας κλωνοποίησης στον οποίο θα ενθέσουµε το γονίδιο θέλουµε να είναι και φο-

ρέας έκφρασης, φροντίζουµε αµέσως πριν από τη θέση ένθεσης του ετερόλογου γονιδίου, να διαθέ-

τει έναν ισχυρό υποκινητή ενός γονιδίου του ξενιστή.

1199.. ΣΣεε  έένναα  εευυκκααρρυυωωττιικκόό  κκύύττττααρροο  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  εείίννααιι  υυππεεύύθθυυννοο  γγιιαα  ττηηνν  ππααρρααγγωωγγήή  µµιιααςς  ππρρωωττεεΐΐννηηςς  114488  αα--

µµιιννοοξξέέωωνν..  ΑΑνν  ττοο  ίίδδιιοο  γγοοννίίδδιιοο  κκλλωωννοοπποοιιηηθθεείί  σσεε  έένναα  ββαακκττηηρριιαακκόό  ππλληηθθυυσσµµόό,,  θθαα  ππααρρααχχθθεείί  ηη  αακκρριιββήήςς  ππρρωω--

ττεεΐΐννηη;;  ΝΝαα  ααιιττιιοολλοογγήήσσεεττεε  ττηηνν  ααππάάννττηησσηη  σσααςς..

Αν το γονίδιο περιέχει εσώνια, η µετάφραση του πρόδροµου mRNA που θα προκύψει από τα βακτηριακά

ριβοσώµατα θα δώσει µια πρωτεΐνη µε περισσότερα από 148 αµινοξέα και πιθανόν µη λειτουργική. ∆ε-

δοµένου ότι τα βακτηριακά κύτταρα δεν επιτελούν τις µετα-µεταγραφικές ούτε τις εκτεταµένες µετα-µε-

ταφραστικές τροποποιήσεις των ευκαρυωτικών κυττάρων.
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Αν το γονίδιο προέρχεται από cDNA βιβλιοθήκη, µπορεί να προκύψει µια µεγαλύτερη από 148 αµινο-

ξέα πρωτεΐνη, που στο ευκαρυωτικό κύτταρο υφίσταται αποµάκρυνση ενός ή περισσότερων αµινοξέων

µετα-µεταφραστικά, κάτι που δε γίνεται, τουλάχιστον όχι στον ίδιο βαθµό, στο βακτήριο (βλέπε σχ. βι-

βλίο σελ. 118).

2200..  ΠΠααρρααττηηρρήήθθηηκκεε  όόττιι  οοιι  κκλλώώννοοιι  εεννόόςς  µµοορρίίοουυ  DDNNAA  ααπποοχχωωρρίίζζοοννττααιι  σσττηη  θθεερρµµοοκκρραασσίίαα  ττωωνν  110000οοCC  κκααιι  οοιι

ππααρρααττηηρρήήσσεειιςς  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  οοιι  κκλλώώννοοιι  ππααρρααµµέέννοουυνν  ααννέέππααφφοοιι..  ΑΑυυττόό  ττοο  φφααιιννόόµµεεννοο  οοιι  εερρεευυννηηττέέςς  ττοο  οο--

ννόόµµαασσαανν  ααπποοδδιιάάττααξξηη  ττηηςς  ννοουυκκλλεεοοττιιδδιικκήήςς  ααλλυυσσίίδδααςς..

αα))  ΠΠώώςς  δδρραα  ηη  θθεερρµµοοκκρραασσίίαα  σσττοο  DDNNAA  γγιιαα  νναα  γγίίννεειι  ηη  ααπποοδδιιάάττααξξηη  ττωωνν  κκλλώώννωωνν  ττοουυ;;

ββ))  ΠΠααρρααττηηρρήήθθηηκκεε  όόττιι  σσεε  οορριισσµµέέννεεςς  ππεερριιππττώώσσεειιςς  ηη  ααπποοδδιιάάττααξξηη  ττωωνν  κκλλώώννωωνν  εείίννααιι  φφααιιννόόµµεεννοο  ααννττιι--

σσττρρεεππττόό..  ΠΠοοιιαα  σσηηµµααννττιικκήή  µµέέθθοοδδοοςς  γγιιαα  ττηη  σσύύγγχχρροοννηη  ΒΒιιοολλοογγίίαα  αανναακκααλλύύφφθθηηκκεε,,  πποουυ  ββαασσίίζζεεττααιι  ααφφεε--

ννόόςς  σσττηηνν  ιιδδιιόόττηητταα  ττηηςς  ααπποοδδιιάάττααξξηηςς  ττωωνν  κκλλώώννωωνν  κκααιι  ααφφεεττέέρροουυ  σσττηηνν  ιιδδιιόόττηητταα  ττηηςς  εεππααννέέλλιιξξηηςς  ττοουυςς;;

α) Οι δεσµοί υδρογόνου µε τους οποίους συγκρατούνται οι δύο αλυσίδες ενός δίκλωνου µορίου DNA

είναι ασθενής, µη-οµοιοπολικοί δεσµοί. αντίθετα οι 3΄�5΄ φωσφοδιεστερικοί δεσµοί µε τους οποίους

σχηµατίζονται οι πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες είναι ισχυροί οµοιπολικοί δεσµοί. Όταν ένα διάλυµα

DNA θερµανθεί αρκετά, οι ασθενείς δεσµοί υδρογόνου αδυνατίζουν και τελικά σπάζουν. Αντίθετα οι

ισχυροί φωσφοδιεστερικοί δεσµοί µένουν ανέπαφοι. όταν συµβεί αυτό, οι δύο αλυσίδες του DNA α-

ποχωρίζονται και καταστρέφεται η δευτεροταγής δοµή του µορίου. Η θερµοκρασία αποδιάταξης ε-

νός µορίου DNA καθορίζεται από την ποσοστιαία αναλογία ζευγών G-C που διαθέτει. Αυτό συµβαί-

νει επειδή µεταξύ ενός ζεύγους G-C αναπτύσσονται 3 δεσµοί υδρογόνου ενώ µεταξύ ενός ζεύγους

Α-Τ αναπτύσσονται 2 δεσµοί υδρογόνου. Γίνεται σαφές πως όσο αυξάνεται το ποσοστό των G-C σε

ένα µόριο DNA τόσο αυξάνει και η θερµοκρασία που αυτό απαιτεί για να αποδιαταχθεί.

β) Οι διαχωρισµένες συµπληρωµατικές αλυσίδες του DNA επανασυνδέονται αυτοµάτως δηµιουργώ-

ντας πάλι διπλή έλικα όταν η θερµοκρασία πέσει κάτω από τη θερµοκρασία αποδιάταξης. Οι ιδιότη-

τες της θερµικής αποδιάταξης και επαναδιάταξης της διπλής έλικας του DNA έδωσε τη δυνατότητα

ανάπτυξης της µεθόδου της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR).
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