
11.. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες προστατεύουν το βακτήριο από την εισβολή ετερόλογου DNA. Τι

θα µπορούσε να είναι το τελευταίο;

22..  Τα πλασµίδια φορείς κλωνοποίησης πρέπει να διαθέτουν γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό;

33.. Τα πλασµίδια φορείς κλωνοποίησης πρέπει να διαθέτουν µοναδική θέση αναγνώρισης περιοριστικής

ενδονουκλεάσης;

44.. Ποιες ιδιότητες µπορούµε να διακρίνουµε σε ένα πλασµίδιο;

55.. Ποιος είναι ο ρόλος των περιοριστικών ενδονουκλεασών στην τεχνολογία του ανασυνδυασµένου

DΝΑ;

66.. Τι ονοµάζεται µετασχηµατισµός και πώς επιτυγχάνεται;

77.. Τι ιδιότητες θα πρέπει να έχουν τα βακτήρια που χρησιµοποιούνται στο µετασχηµατισµό;

88.. Με τη DNA δεσµάση ενώνονται -επανακυκλοποιούνται- τα πλασµίδια που δεν ανασυνδυάστηκαν και

πλασµίδια που ανασυνδυάστηκαν µε το ετερόλογο DNA. Πως διαχωρίζονται αυτά, για να πάρουµε α-

ποκλειστικά τα µόρια µε ανασυνσυασµένο DNA;

99.. Μπορείτε να σκεφτείτε πως γίνεται η επιλογή των φάγων µε ανασυνδυασµένο DNA; (Οι φάγοι δεν πε-

ριέχουν γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά).

1100.. Στα πρώτα τεχνητά πλασµίδια, υπήρχαν δύο γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά (π.χ αµπικιλλίνη-

τετρακυκλίνη) και οι µοναδικές θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονουκλεασών ήταν µέ-

σα σε αυτά. Μπορείτε να σκεφτείτε πως αυτή η διάταξη βοηθούσε να διαχωριστούν τα βακτήρια που

έχουν προσλάβει ανασυνδυασµένα πλασµίδια από αυτά που έχουν προσλάβει τα µη ανασυνδυα-

σµένα πλασµίδια;

1111.. Στα πλασµίδια φορείς κλωνοποίησης της επόµενης γενιάς, ενσωµατώθηκε το γονίδιο lacZ, µέσα στο

οποίο υπήρχαν οι θέσεις αναγνώρισης διαφορετικών περιοριστικών ενδονουκλεασών. Το γονίδιο
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αυτό κωδικοποιεί για τη β-γαλακτοσιδάση. Στο θρεπτικό υλικό, εκτός από το αντιβιοτικό προσθέτουµε

το χηµικό X-gal. Όταν το γονίδιο λειτουργεί, η β-γαλακτοσιδάση διασπά το άχρωµο X-gal και το µε-

τατρέπει σε µπλε χρωστική. Από το µετασχηµατισµό παράγονται µπλε και άσπρες αποικίες. Ποιες

αποικίες έχουν προσλάβει µόνο πλασµίδια και ποιες ανασυνδυασµένο DNA; 

1122.. Τι είδους βιβλιοθήκη θα κατασκευάσουµε για να µελετήσουµε τα εσώνια ενός γονιδίου; Να αιτιο-

λογήσετε την απάντηση σας.

1133.. Ποια είναι η σηµασία των βιβλιοθηκών; 

1144.. Συγκρίνετε τη γονιδιωµατική µε την cDNA βιβλιοθήκη µε φορέα κλωνοποίησης πλασµίδιο, ως προς

την κατασκευή και τις εφαρµογές τους.

1155.. Το γονίδιο της β-αλυσίδας είναι υπεύθυνο για το σχηµατισµό µιας υποµονάδας της αιµοσφαιρίνης

Α. Αν το ίδιο γονίδιο κλωνοποιηθεί σε ένα βακτηριακό πληθυσµό, θα παραχθεί η ακριβής πολυπε-

πτιδική αλυσίδα; Να αιτιολογήσετε την απάντηση σας. 

1166.. Πιστεύετε ότι χωράει ένας ελέφαντας (Elephas maximus) στο ψυγείο σας;

1177.. Σε ποια βιβλιοθήκη, στη γονιδιωµατική ή σε µια cDNA αντιπροσωπεύονται περισσότερα γονίδια ε-

νός ανθρώπου;

1188.. Ποιες περιοχές του γενετικού υλικού δεν περιµένετε ποτέ να βρείτε σε cDNA βιβλιοθήκη;

1199.. Πως η DNA πολυµεράση φτιάχνει το δίκλωνο DΝΑ µε µήτρα το cDNA, χωρίς την παρουσία πριµο-

σώµατος;

2200.. Χρησιµοποιούνται περιοριστικές ενδονουκλεάσες στην κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης;  

2211.. Σε τι χρησιµεύει η υβριδοποίηση in vitro;

2222.. Τι είναι το µόριο ανιχνευτής; Που χρησιµοποιείται;

2233.. ∆ιαθέτουµε DNA από δύο οργανισµούς. Το ένα αποτελείται κατά 49% από ζεύγη Α-Τ και το άλλο

κατά 59% από ζεύγη G-C και έχουν περίπου το ίδιο µήκος. Αν στο διάλυµα στο οποίο βρίσκεται το

καθένα αρχίζουµε να αυξάνουµε τη θερµοκρασία, ποιο από τα δύο θα αποδιαταχθεί πρώτο;

2244.. ∆ιαθέτουµε τρία τµήµατα DNA. To πρώτο αποτελείται από 30 ζεύγη αζωτούχων βάσεων εκ των ο-

biologia233-268.qxd  14/6/2007  3:33   Page 234



ΕΕΡΡΩΩΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  ΚΚΑΑΤΤΑΑΝΝΟΟΗΗΣΣΗΗΣΣ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _223355

ποίων το 90% είναι G-C, το δεύτερο από 80 ζεύγη βάσεων και 70% G-C, το δε τρίτο από 100 ζεύ-

γη βάσεων και 72% A - T. Αν στο διάλυµα στο οποίο βρίσκεται το καθένα αρχίζουµε να αυξάνουµε

τη θερµοκρασία, µε ποια σειρά θα αποδιαταχθούν;

2255.. Ξεκινώντας από ένα µόριο στόχο, σε 5 κύκλους PCR, πόσα µόρια θα έχουν προκύψει; 

2266.. Θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί η µέθοδος PCR διαγνωστικά για να διαγνώσουµε σε άνθρωπο µό-

λυνση από κάποιο βακτήριο ή κάποιο ιό, όπως ο ιός της γρίπης;

2277.. Γνωρίζουµε ότι η DNA πολυµεράση απαιτεί την ύπαρξη ελευθέρου 3΄ - ΟΗ για να ξεκινήσει τον πολυ-

µερισµό της νεοσυντιθέµενης πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας. Ωστόσο στη µέθοδο PCR, στα αντιδρα-

στήρια δεν προστίθεται πριµόσωµα. Πώς η DNA πολυµεράση ξεκινάει την επιλεκτική αντιγραφή ενός

ορισµένου τµήµατος DNA, στο σύνολο του γενετικού υλικού που υπάρχει στην αντίδραση;

2288.. Η PCR µπορεί να πολλαπλασιάσει και RNA στόχο; Πώς θα µπορούσε να γίνει αυτό;

2299.. Ένα τµήµα DNA στόχος ενισχύεται µε PCR. Το τµήµα αυτό διαθέτει 4 θέσεις αναγνώρισης της EcoRI

και µια για την περιοριστική ενδονουκλεάση HindIII. Πόσα τµήµατα θα δηµιουργηθούν µετά το κό-

ψιµο µε EcoRI, πόσα µε ΗindIII και πόσα αν χρησιµοποιήσουµε και τις δύο ενδονουκλεάσες ταυτό-

χρονα; Αν θέλατε να εισάγετε αυτά τα τµήµατα σε πλασµίδια, µπορείτε να σκεφτείτε τι ενέργειες θα

κάνατε;

3300.. Σε ποιο στάδιο κατασκευής µιας γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης χρησιµοποιείται υπότονο διάλυµα;

3311.. Προκείµενου να κλωνοποιηθεί και να εκφραστεί από τα βακτήρια ξενιστές το γονίδιο που κωδικοποιεί

την αυξητική ορµόνη του ανθρώπου που αποµονώθηκε από ανθρώπινα κύτταρα που την εκφράζουν, τι

αλληλουχίες είναι απαραίτητο να προστεθούν στα άκρα του δίκλωνου µορίου DNA που προέκυψε;

3322.. Αν συµβεί µια µετάλλαξη σε ένα πλασµιδιακό φορέα κλωνοποίησης, τότε αυτός κρίνεται ακατάλληλος;

3333..  Όταν θέλουµε να κόψουµε σε πολλά κοµµάτια το γονιδίωµα ενός οργανισµού, τι είδους περιοριστικές

ενδονουκλεάσες θα χρησιµοποιήσουµε; Αυτές που αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες µήκους 4 νου-

κλεοτιδίων ή 8 νουκλεοτιδίων;

3344..  Θεωρητικά θα µπορούσε το µιτοχονδριακό DNA να χρησιµοποιηθεί ως φορέας κλωνοποίησης;

3355.. Μια αλληλουχία νουκλεοτιδίων έχει 5΄ ελεύθερο ΟΗ - άκρο και 3΄ ελεύθερο φωσφορικό άκρο. Μπο-

ρούµε να την πολλαπλασιάσουµε µε PCR;
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3366..  Μπορεί να χρησιµοποιηθεί γονιδιωµατική βιβλιοθήκη για τη σύνθεση πρωτεϊνών;

3377.. Να περιγράψετε τη διαδικασία κλωνοποίησης του γονιδίου της αλκοολικής αφυδρογονάσης από έ-

να είδος µυκήτων, χρησιµοποιώντας ως φορέα κλωνοποίησης το παρακάτω πλασµίδιο. Ποιά ή ποιές

περιοριστικές ενδονουκλεάσες θα χρησιµοποιήσετε;

3388.. Εξηγήστε το λόγο που είναι απαραίτητο κατά την κατασκευή µιας βιβλιοθήκης να µεταφέρουµε τα

κύτταρα από υγρή σε στερεή καλλιέργεια.

3399.. Πραγµατοποιώντας µια σειρά από πειράµατα έγινε δυνατή η αποµόνωση τριών τµηµάτων DNA. Το

πρώτο περιέχει τον υποκινητή του γονίδιου της ανθρώπινης µυοσίνης, το δεύτερο ένα εσώνιο αυ-

τού του γονίδιου και το τρίτο την 5΄ αµετάφραστη περιοχή του γονιδίου. Ποιο από τα παραπάνω τµη-

µατά θα επιλέγατε ως ανιχνευτή προκείµενου να εντοπίσετε ένα κλώνο που περιέχει το γονίδιο της

µυοσίνης σε µια cDNA βιβλιοθήκη;

4400..  Για ποιους λόγους ένα βακτήριο στο οποίο έχει εισαχθεί ένα γονίδιο ενός µύκητα δεν θα παράγει

την ίδια ακριβώς πρωτεΐνη, που θα παρήγαγε ο µύκητας; Πώς µπορούµε να ξεπεράσουµε αυτό το

πρόβληµα;

4411.. Με ποιες µεθόδους µπορούµε να διαπιστώσουµε ότι ένα φυτό έχει µολυνθεί από ιό µε µονόκλωνο

RNA ως γενετικό υλικό;

4422.. Με ποιες µεθόδους µπορούµε να διαπιστώσουµε ότι ένα ζώο έχει µολυνθεί από ιό µε µονόκλωνο

RNA ως γενετικό υλικό;

HHiinnddIIIIII,,  EEccooRRII,,  ΒΒaammHHII  κκααιι

ΗΗaaeeΙΙΙΙ:: περιοριστικές ενδονου-

κλεάσες. Τα βέλη δείχνουν τα

σηµεία όπου βρίσκονται οι αλ-

ληλουχίες που αναγνωρίζονται

από τις ενδονουκλεάσες αυ-

τές.

KKaannRR κκααιι  TTeettRR::  γονίδια που

προσδίδουν ανθεκτικότητα

στα αντιβιοτικά.
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4433.. Ένας βακτηριοφάγος µόλυνε ένα βακτήριο αλλά δεν κατάφερε να πολλαπλασιαστεί. ∆ώστε µια ε-

ξήγηση.

4444.. Μια οµάδα ερευνητών κατασκεύασε τις cDNA βιβλιοθήκες για τα κύτταρα των πετάλων και τα κύτ-

ταρα των φύλλων της τουλίπας. Μελετώντας τις αποικίες των βακτηρίων των δυο βιβλιοθηκών,

διαπίστωσαν ότι υπήρχαν αρκετοί όµοιοι κλώνοι στις δυο βιβλιοθήκες. Πώς δικαιολογείται η πα-

ρουσία όµοιων κλώνων και στις δυο βιβλιοθήκες; Αν κατασκεύαζαν γονιδιωµατικές βιβλιοθήκες

από τα ίδια µέρη του φυτού, θα υπήρχαν διαφορετικοί κλώνοι στις δύο βιβλιοθήκες;

4455.. Ένας επιστήµονας ενδιαφέρεται να κλωνοποιήσει το γονίδιο για τον παράγοντα πήξης αίµατος VIII

σε βακτήρια, ώστε να παράγει µεγάλες ποσότητες της πρωτεΐνης για τη θεραπεία των αιµορροφιλι-

κών. Γνωρίζοντας ότι τα βακτήρια δεν µπορούν να ωριµάσουν το RNA, χρησιµοποίησε συµπληρω-

µατικό DNA του mRNA του παράγοντα VIII αλλά αυτό δεν µπόρεσε να µεταγραφεί. Τι θα κάνει ο µο-

ριακός βιολόγος για να καταστήσει το γονίδιο µεταγράψιµο από τη βακτηριακή RNA πολυµεράση;

4466.. Τα βακτηριακά στελέχη που µετασχηµατίζονται µε ετερόλογο γενετικό υλικό ονοµάζονται επιδεκτι-

κά. Αντίθετα πολλά στελέχη ενός είδους µπορεί να µην είναι επιδεκτικά στον µετασχηµατισµό. Πού

πιστεύετε ότι µπορεί να διαφέρουν τα επιδεκτικά στελέχη ενός είδους στον µετασχηµατισµό από τα

µη επιδεκτικά;

4477.. Στα πειράµατα του ο Griffith αφού σκότωσε τα λεία στελέχη του πνευµονιόκκοκου µε θέρµανση, τα

ανέµειξε στη συνεχεία µε αδρά ζωντανά σε κανονική θερµοκρασία ώστε να µην πεθάνουν και τα

αδρά βακτήρια. Κατόπιν εµβολίασε µε αυτά τα ποντίκια, τα οποία ως γνωστόν πέθαναν από πνευ-

µονία. ∆εδοµένου ότι το DNA σε υψηλές θερµοκρασίες αποδιατάσσεται και σε αυτή την κατάσταση

δεν είναι λειτουργικό, πως πέτυχε το πείραµα του Griffith;

4488.. Υπάρχουν κυρίως δύο τρόποι για να µεταφερθεί το επιθυµητό γονίδιο στο κύτταρο ξενιστή. Ποιοι

είναι αυτοί; (Επιτρέπονται µέχρι έξι λέξεις για την περιγραφή του καθενός).

4499.. Πρέπει να παράγετε µια ανθρώπινη πρωτεΐνη σε βακτήρια. ∆εν γνωρίζετε την αµινοξική αλληλου-

χία της πρωτεΐνης. Περιµένετε όµως να υπάρχουν εσώνια. Ποια µέθοδο θα χρησιµοποιήσετε για να

πάρετε το DNA που σας ενδιαφέρει;

5500.. Ποια είναι τα ένζυµα που χρησιµοποιούνται κατά κύριο λόγο στην τεχνολογία του ανασυνδυασµέ-

νου DNA; 
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11.. Γιατί οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες και οι φορείς κλωνοποίησης είναι απαραίτητα εργαλεία για τη
Γενετική Μηχανική;

• Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που παράγονται από βακτήρια. Μπορούν να δια-
σπούν τους φωσφοδιεστερικούς δεσµούς στο εσωτερικό του µορίου του DNA και είναι  απαραί-
τητα εργαλεία της Γενετικής Μηχανικής, καθώς αναγνωρίζουν και κόβουν τις ίδιες πάντα ειδικές
αλληλουχίες µήκους 4 µε 8 ζευγών νουκλεοτιδίων, αφήνοντας µονόκλωνα αζευγάρωτα νουκλε-
οτίδια στα κοµµένα άκρα. Έτσι, τα άκρα αυτά µπορούν να σχηµατίσουν υδρογονικούς δεσµούς
µε τις συµπληρωµατικές βάσεις του φορέα κλωνοποίησης που έχει κοπεί επίσης µε την ίδια πε-
ριοριστική ενδονουκλεάση. Ακόµη, η συχνότητα της παρουσίας των θέσεων αναγνώρισης στο
DΝΑ επιτρέπει το κόψιµο του σε σχετικά µικρά τµήµατα. Όταν τα δύο τµήµατα DΝΑ (DΝΑ δότη και
φορέα κλωνοποίησης) αναµειχθούν, επειδή έχουν συµπληρωµατικά άκρα, ενώνονται µεταξύ τους
µε δεσµούς υδρογόνου και  µε τη µεσολάβηση της DΝΑ δεσµάσης µε φωσφωδιεστερικούς δε-
σµούς. Έτσι, δηµιουργούνται ανασυνδυασµένα µόρια DNA. Εποµένως, οι περιοριστικές ενδο-
νουκλεάσες µας επιτρέπουν το κόψιµο του DNA σε τµήµατα τέτοιου µεγέθους και µε τέτοια άκρα
ώστε να είναι ικανά να ενθεθούν σε πλασµίδια ή DNA φάγων µε σκοπό την κλωνοποίηση.

• Οι φορείς κλωνοποίησης είναι µόρια DΝΑ όπως πλασµίδια ή DΝΑ φάγων, που µπορούν να  αυ-
τοδιπλασιάζονται µέσα σε ένα κύτταρο ξενιστή όπως ένα βακτήριο γι’ αυτό είναι και απαραί-
τητα εργαλεία της Γενετικής Μηχανικής. Το DΝΑ αποµονώνεται από έναν οργανισµό - δότη,
κόβεται ενζυµατικά µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες, ενώνεται µε το φορέα κλωνοποίη-
σης και δηµιουργείται ένα ανασυνδυασµένο µόριο DNA, το οποίο µετασχηµατίζει ένα κύτταρο
ξενιστή µέσα στο οποίο δηµιουργεί πολλά αντίγραφα και µπορεί να µεταβιβάζεται στις επόµε-
νες γενεές των κυττάρων του ξενιστή.

22..  Τι είναι µια γονιδιωµατική βιβλιοθήκη;
α. Ένα κλώνος βακτηρίων που περιέχει ένα τµήµα DΝΑ ενός οργανισµού
β. Μια συλλογή βιβλίων για κλώνους
γ. Ένα σύνολο από κλώνους βακτηρίων που ο καθένας έχει ένα πλασµίδιο µε διαφορετικό τµήµα DΝΑ

ενός οργανισµού
δ. Ένα σύνολο από περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιούνται για να παράγουν διαφο-

ρετικούς κλώνους
ε. Τίποτε από τα παραπάνω
Ποια είναι η σωστή απάντηση;

Σωστή είναι η γγ.

AAΠΠΑΑΝΝΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ   ΣΣΧΧΟΟΛΛΙΙΚΚΟΟΥΥ   ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΥΥ		

biologia233-268.qxd  14/6/2007  3:33   Page 239



224400  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ΑΑΠΠΑΑΝΝΤΤΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  ΣΣΧΧΟΟΛΛΙΙΚΚΟΟΥΥ  ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΥΥ

33.. Θα µπορούσε να αναπτυχθεί η τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DΝΑ, αν ο γενετικός κώδικας δεν

ήταν καθολικός; Αιτιολογήστε την απάντηση σας.

Με τον όρο τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DΝΑ εννοούµε όλες τις τεχνικές που επιτρέπουν

την τροποποίηση της αλληλουχίας του και τη µεταφορά τµήµατος DΝΑ από έναν οργανισµό σε

έναν άλλο. Το DΝΑ που µεταφέρθηκε συνήθως θέλουµε να µπορεί να παράγει στον οργανισµό

δέκτη την ίδια πολυπεπτιδική αλυσίδα που παρήγαγε στον οργανισµό δότη. Αυτό είναι δυνατό  να

συµβεί, µόνο αν η ίδια τριπλέτα DNA της κωδικής αλυσίδας του γονιδίου, κωδικοποιεί το ίδιο α-

µινοξύ στην πολυπεπτιδική αλυσίδα και στους δύο οργανισµούς. Αυτό επιτυγχάνεται, επειδή ο

γενετικός κώδικας είναι καθολικός.

Βεβαίως, ακόµη και αν ο γενετικός κώδικας δεν ήταν καθολικός, η ανάπτυξη της τεχνολογίας

του ανασυνδυασµένου DNA θα ήταν δυνατή ως τεχνολογία λόγω της ανακάλυψης των ενζύµων

περιορισµού και των φορέων κλωνοποίησης, αλλά δεν θα µας προσέφερε την δυνατότητα να πα-

ράγουµε ένα όµοιο πολυπεπτίδιο που κωδικοποιείται από ένα γονίδιο ενός είδους, µεταφέροντας

αυτό το γονίδιο σε ένα άλλο είδος. Θα µας ήταν χρήσιµη όµως για την κατασκευή βιβλιοθηκών

και για την ανάπτυξη της γονιδιακής θεραπείας (βλέπε κεφ. 8).
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44..  Εξηγείστε µε σχήµατα πώς παράγεται το cDNA και πώς χρησιµοποιείται στην τεχνολογία του ανα-

συνδυασµένου DNA.

Για να κατασκευαστεί cDNA, αποµονώνεται
το ολικό mRNA από κύτταρα του οργανισµού
δότη που εκφράζουν το συγκεκριµένο γονί-
διο που µας ενδιαφέρει.
Το mRNA χρησιµοποιείται σαν καλούπι για τη
σύνθεση µιας συµπληρωµατικής αλυσίδας
DΝΑ (cDNA).
Η σύνθεση του cDNA γίνεται από το ένζυµο
αντίστροφη µεταγραφάση.
Παράγονται έτσι υβριδικά µόρια cDNA -
mRNA. 
Το mRNA διασπάται µε κατάλληλες χηµικές
ουσίες ή αποδιατάσσεται µε θέρµανση και το
cDNA χρησιµεύει σαν καλούπι για τη σύν-
θεση µια συµπληρωµατικής αλυσίδας DNA. 
Το αποτέλεσµα είναι η δηµιουργία δίκλωνου
µορίου DNA. Το δίκλωνο µόριο DΝΑ εισά-
γεται σε πλασµίδιο ή DNA βακτηριοφάγου.
Το ανασυνδυασµένο µόριο DNA εισάγεται
σε βακτήριο ξενιστή. Αν πρόκειται για πλα-
σµίδιο αυτό γίνεται µετά από κατάλληλη ε-
πεξεργασία, ώστε τα τοιχώµατα του βακτη-
ρίου να γίνουν παροδικά διαπερατά σε µα-
κροµόρια και στη συνέχεια το µετασχηµατι-
σµένο βακτήριο πολλαπλασιάζεται σε στε-
ρεό θρεπτικό υλικό και δίνει µία αποικία. Το
cDNA είναι συµπληρωµατικό του ώριµου
mRNA και έχει το πλεονέκτηµα αποµόνω-
σης από την κωδικοποιούσα περιοχή µόνο
των αλληλουχιών των ασυνεχών γονιδίων
που µεταφράζονται σε αµινοξέα, δηλαδή
των εξωνίων. Με αυτόν τον τρόπο δίνει τη
δυνατότητα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας ε-
νός συγκεκριµένου ασυνεχούς ευκαρυωτι-
κού γονιδίου από το βακτηριακό κύτταρο ξε-
νιστή. 

ΕΕιικκόόνναα  6699::  ΠΠλλαασσµµιιδδιιαακκήή  ccDDNNAA  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη..
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55.. Συµπληρώστε µε τις κατάλληλες λέξεις τα κενό στο κείµενο:

Το DΝΑ κόβεται µε ……………...…....… …………………......σε κοµµάτια µε γνωστό άκρα. Τα κοµµάτια συν-

δέονται µε ένα ………………........... ........................................, που έχει συµπληρωµατικό άκρα, µε τη βοή-

θεια ενός ενζύµου, που λέγεται ………………........... ........................................ .

Το cDNA µπορεί να κατασκευαστεί από το …………............…... µε τη βοήθεια του ενζύµου που ονοµά-

ζεται ………………........... ....................................... και να συνδεθεί µε ένα ………………...........

...................................... . Το ανασυνδυασµένο µόριο εισάγεται κατόπιν σε …………………………………… .

Το DΝΑ κόβεται µε ππεερριιοορριισσττιικκέέςς  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσεεςς σε κοµµάτια µε γνωστά άκρα. Τα κοµµάτια

συνδέονται µε ένα φφοορρέέαα  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς, που έχει συµπληρωµατικά άκρα, µε τη βοήθεια ενός

ενζύµου, που λέγεται DDNNAA  δδεεσσµµάάσσηη.

Το cDNA µπορεί να κατασκευαστεί από το mmRRNNAA  µε τη βοήθεια του ενζύµου, που ονοµάζεται

ααννττίίσσττρροοφφηη µµεεττααγγρρααφφάάσσηη και να συνδεθεί µε ένα φφοορρέέαα  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς. Το ανασυνδυασµέ-

νο µόριο εισάγεται κατόπιν σε ββαακκττήήρριιοο.

66..  Ποια κύτταρα θα χρησιµοποιούσατε, για να κατασκευάσετε µία cDNA βιβλιοθήκη, εάν θα θέλατε να

αποµονώσετε το γονίδιο για την:

α. Ινσουλίνη > Κύτταρα παγκρέατος.

β. Αιµοσφαιρίνη > Πρόδροµα ερυθροκύτταρα (τα ώριµα είναι απύρηνα).

γ. Αντισώµατα > Β λεµφοκύτταρα.

δ. Μυοσίνη > Μυϊκά κύτταρα.

77..  Για ποιο λόγο για την ενσωµάτωση DΝΑ ευκαρυωτικού οργανισµού σε πλασµίδιο χρησιµοποιείται η

ίδια περιοριστική ενδονουκλεάση, για να κόψει το πλασµίδιο και το DΝΑ του οργανισµού;

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα που παράγονται από βακτήρια και αναγνωρίζουν

ειδικές αλληλουχίες του δίκλωνου DΝΑ, µήκους 4-8 νουκλεοτιδίων. Μέχρι σήµερα έχουν απο-

µονωθεί πολλές περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οι οποίες, όποτε συναντούν την ειδική αλλη-

λουχία που αναγνωρίζουν στο γονιδίωµα ενός οργανισµου, κόβουν κάθε αλυσίδα σε συγκεκρι-

µένη θέση αφήνοντας µονόκλωνα άκρα από αζευγάρωτα νουκλεοτίδια. Τα άκρα αυτά µπορούν

να σχηµατίσουν αυθόρµητα υδρογονικούς δεσµούς µε τις συµπληρωµατικές αζωτούχες βάσεις

άλλων τµηµάτων DΝΑ, που έχουν κοπεί µε το ίδιο περιοριστικό ένζυµο. Εποµένως, η ίδια περιο-

ριστική ενδονουκλεάση έχει τη δυνατότητα και κόβει το πλασµίδιο και το DΝΑ του οργανισµού

δότη στις ίδιες συγκεκριµένες θέσεις δηµιουργώντας σ’ αυτά άκρα µε συµπληρωµατικές αλλη-

λουχίες αζωτούχων βάσεων. Τα δύο είδη DΝΑ, του πλασµιδίου και του οργανισµού δότη, ανα-

µειγνύονται και, επειδή έχουν συµπληρωµατικά άκρα, ενώνονται µεταξύ τους αυθόρµητα µε υ-

δρογονικούς δεσµούς και στη συνέχεια µε φωσφοδιεστερικούς δεσµούς παρουσία της DNA δε-

σµάσης. Έτσι, δηµιουργούνται ανασυνδυασµένα πλασµίδια.
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88..  Ποιος είναι ο ρόλος των παρακάτω στις τεχνικές της Γενετικής Μηχανικής; 

α. Περιοριστικές ενδονουκλεάσες.

β. Πλασµίδια.

γ. Βακτήρια.

α. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυµα προκαρυωτικών οργανισµών, που αναγνωρί-

ζουν ειδικές αλληλουχίες 4 µε 8 νουκλεοτιδίων του δίκλωνου DNA και κόβουν κάθε αλυσίδα

του σε συγκεκριµένη θέση, αφήνοντας µονόκλωνα άκρα από αζευγάρωτα νουκλεοτίδια, σε

τµήµατα µεγέθους ικανού για κλωνοποίηση.

β. Τα πλασµίδια είναι οι φορείς κλωνοποίησης, µε τους οποίους ενώνονται τα τµήµατα του DΝΑ

από τον οργανισµό - δότη, ώστε να δηµιουργηθεί το ανασυνδυασµένο µόριο DNA.

γ. Τα βακτήρια λειτουργούν ως κύτταρα ξενιστές. Σε αυτά µεταφέρονται τα ανασυνδυασµένα µό-

ρια DΝΑ και τα µετασχηµατίζουν. Κάθε βακτήριο που προσλαµβάνει ένα ανασυνδυασµένο

µόριο DΝA, µετά τον πολλαπλασιασµό του, δηµιουργεί ένα βακτηριακό κλώνο. Επίσης τα βα-

κτήρια χρησιµοποιούνται για την παραγωγή χρήσιµων προϊόντων όπως φαρµακευτικών πρω-

τεϊνών (βλέπε κεφ. 7 και 8) και τέλος από αυτά αποµονώνουµε τα πλασµίδια και τις περιορι-

στικές ενδονουκλεάσες που είναι εργαλεία για τη Γενετική Μηχανική.  

99.. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες:

α. Παράγονται φυσιολογικά από ευκαρυωτικά κύτταρα

β. Κόβουν µονόκλωνο µόριο DΝΑ

γ. Κόβουν το DΝΑ σε πολύ εξειδικευµένες θέσεις

δ. Εισάγονται στα βακτήρια από τους βακτηριοφάγους

Ποια από τις προτάσεις αυτές είναι σωστή;

Σωστή είναι η γγ.

1100..  Ποια από τις παρακάτω προτάσεις που αφορούν την DΝΑ δεσµάση είναι λανθασµένη;

α. Είναι ένζυµο

β. Είναι φυσιολογικό συστατικό των κυττάρων

γ. Μπορεί να ενώνει κοµµάτια στο ανασυνδυασµένο DΝΑ

δ. Παίρνει µέρος στην αντιγραφή του DΝΑ

ε. Ενώνει πολυπεπτίδια

Λανθασµένη είναι η εε.
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1111..  Τι είναι ή σε τι χρησιµοποιείται η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR); 

α. Είναι µέθοδος εύρεσης της ακολουθίας βάσεων του DΝΑ

β. Χρησιµοποιείται για να ανιχνεύει ένα ειδικό τµήµα DΝΑ

γ. Χρησιµοποιείται για να παράγει µεγάλες ποσότητες ενός ειδικού τµήµατος DΝΑ

δ. Χρησιµοποιείται για την χαρτογράφηση γονιδίων

Σωστή είναι η γγ.

Η παραπάνω επιλογή στηρίζεται στην διδακτέα ύλη του σχ. βιβλίου µέχρι το κεφ. 4. Πάντως πρέ-

πει να αναφέρουµε ότι επιστηµονικά είναι σωστές όλες οι επιλογές! (βλέπε κεφ. 6 και 8).

1122.. Σε πείραµα Γενετικής Μηχανικής χρησιµοποιείται πλασµίδιο που έχει δύο γονίδια ανθεκτικότητας

σε αντίστοιχα αντιβιοτικά: το ένα γονίδιο προσδίδει ανθεκτικότητα σε αµπικιλλίνη και το άλλο σε

στρεπτοµυκίνη. Στο πλασµίδιο αυτό εισάγεται τµήµα DΝΑ µέσα στο γονίδιο ανθεκτικότητας της α-

µπικιλλίνης. Στη συνέχεια µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µετασχηµατίζονται κύτταρα Escherichia

coli, που δεν είναι ανθεκτικά και στα δύο αντιβιοτικά. Αναλύστε τον τρόπο µε τον οποίο µπορούν να

επιλεγούν τα βακτήρια που περιέχουν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο.

Το διάλυµα των πλασµιδίων επωάζεται µε την περιοριστική ενδονουκλεάση, η οποία αναγνωρί-

ζει µια µοναδική θέση εντός του γονίδιου της αµπικιλλίνης. Μετά τη δράση του περιοριστικού έν-

ζυµου τα πλασµίδια γίνονται γραµµικά. Σε αυτά προστίθεται το διάλυµα µε τα τµήµατα DNA που

θέλουµε να  κλωνοποιήσουµε και DNA δεσµάση. Κάποια πλασµίδια ανασυνδυάστηκαν µε το τµή-

µα DNA ενώ κάποια αλλά επανακυκλοποιήθηκαν χωρίς να ανασυνδυαστούν. Τα τελευταία είναι

και τα περισσότερα. Στη συνεχεία µε τα παραπάνω πλασµίδια επιχειρείται µετασχηµατισµός των

βακτηρίων υγρής καλλιέργειας, τα οποία προηγούµενος έχουν υποστεί ειδική κατεργασία ώστε

τα τοιχώµατα τους να γίνουν παροδικά διαπερατά σε µακροµόρια. Από τα βακτήρια αυτά κάποια

µετασχηµατίζονται µε τα ανασυνδυασµένα πλασµιδια (α), κάποια µετασχηµατίζονται από τα µη

ανασυνδυασµένα πλασµίδια (β) και σε κάποια δεν επιτυγχάνεται ο µετασχηµατισµός (γ). Τα τε-

λευταία είναι και τα περισσότερα. Η υγρή βακτηριακή καλλιέργεια επιστρώνεται σε στέρεο θρε-

πτικό υλικό που περιέχει στρεπτοµυκίνη (τρυβλίο Α), όποτε σε αυτό δεν αναπτύσσονται τα βακτήρια

(γ) αφού δεν έχουν προσλάβει το πλασµίδιο. Αντίθετα αναπτύσσονται αποικίες των βακτηρίων

(β) και (α).

Η διάκριση µεταξύ των βακτηρίων (β) και (α) γίνεται ως εξής: σε ένα άλλο στέρεο θρεπτικό υλι-

κό που περιέχει αµπικιλλίνη (τρυβλίο Β) µεταφέρονται µε την ίδια διάταξη αποικιών που υπήρχε

στο προηγούµενο τρυβλίο, λίγα κύτταρα από κάθε αποικία. Σε αυτό το δεύτερο τρυβλίο ανα-

πτύσσονται βέβαια µόνο τα βακτήρια (β) στα οποία το γονίδιο της αµπικιλλίνης δεν έχει κατα-

στραφεί. Οπότε επιστρέφουµε στο τρυβλίο Α και επιλέγουµε τις αποικίες εκείνες που αποτε-

λούνται από κύτταρα που δεν αναπτύχθηκαν στο δεύτερο τρυβλίο.
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Περιοριστική 
ενδονουκλεά-
ση.

Ανασυνδυα-
σµός

Επώαση

Μη ανασυνδυασµένα
πλασµίδια.

Ανασυνδυασµένα
πλασµίδια 

Επιθυµητό DNA

Bακτήρια

Μετασχηµατισµός υγρής
βακτηριακής καλλιέργειας.

Μη µετασχηµατισµένα 
βακτήρια (γ).

Βακτήρια µετασχηµατισµένα
µε µη ανασυνδυασµένο 

πλασµίδιο (β).

Βακτήρια µετασχηµατισµένα
µε ανασυνδυασµένο 

πλασµίδιο (α).

Επίστρωση σε τρυβλίο (στερεή
καλλιέργεια) µε στρεπτοµυκίνη.

Μεταφορά λίγων κυττάρων
από κάθε αποικία του Α,

µε την ίδια διάταξη στο Β.

Επιστροφή στο τρυβλίο Α.
Επιλογή επιθυµητών κλώνων.

Τρυβλίο ΑΤρυβλίο Β, µε αµπικιλλίνη.
Αποτύπωµα του Α.

Αποικίες βακτηρίων
(α) + (β)

∆εν δηµιουργούν αποι-
κίες τα βακτήρια (γ).

Αποικίες µετασχηµατισµένων
βακτηρίων µε το µη ανασυν-

δυασµένο πλασµίδιο (β).

ΕΕιικκόόνναα  7700::  ΕΕππιιλλοογγήή  ββαακκττηηρρίίωωνν--ξξεεννιισσττώώνν  ττοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοουυ  φφοορρέέαα  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  ααππόό  ββιιββλλιιοοθθήήκκηη..

Τµήµα DNA προς
κλωνοποίηση

Πλασµίδια φο-
ρείς κλωνο-
ποίησης

Τα πλασµίδια έγι-
ναν γραµµικά µε-
τά την επίδραση
του ενζύµου!

Ανάµειξη

DNA δεσµά-
ση
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Για τη λύση των ασκήσεων αυτού του κεφαλαίου θα πρέπει να έχουµε κατά νου τα εξής:

3Ο αριθµός των τµηµάτων που προκύπτουν από την πέψη µε µια περιοριστική ενδονουκλεάση ενός

κκυυκκλλιικκοούύ  µµοορρίίοουυ  DDNNAA, είναι ίσος µε τον αριθµό των θέσεων αναγνώρισης από τη συγκεκριµένη πε-

ριοριστική ενδονουκλεάση στο µόριο αυτό.

∆ηλαδή, αν σε ένα πλασµίδιο υπάρχει κ φορές η χαρακτηριστική αλληλουχία που αναγνωρίζεται α-

πό την EcoRI, τότε αν το πλασµιδιο αυτό επωαστεί σε δοκιµαστικό σωλήνα µαζί µε την EcoRI, θα

προκύψουν κ δίκλωνα και γραµµικά τµήµατα, που όλα θα φέρουν τα χαρακτηριστικά µονόκλωνα ά-

κρα (κολλώδη άκρα) της EcoRI, και κατά συνέπεια είναι και τα κ αµέσως ικανά για ανασυνδυασµό.

3 Ο αριθµός των τµηµάτων που προκύπτουν από την πέψη µε µια περιοριστική ενδονουκλεάση, ενός

γγρρααµµµµιικκοούύ  µµοορρίίοουυ  DDNNAA, είναι κατά ένα περισσότερα από τον αριθµό των θέσεων αναγνώρισης από

την συγκεκριµένη περιοριστική ενδονουκλεάση στο µόριο αυτό.

∆ηλαδή, αν σε ένα ευκαριωτικό χρωµόσωµα υπάρχει κ φορές η χαρακτηριστική αλληλουχία που α-

ναγνωρίζεται από την EcoRI, τότε αν το χρωµόσωµα αυτό επωαστεί σε δοκιµαστικό σωλήνα µαζί µε

την EcoRI, θα προκύψουν κ+1 δίκλωνα και γραµµικά τµήµατα, που όλα εκτός από τα ακραία, θα φέ-

ρουν τα χαρακτηριστικά µονόκλωνα άκρα (κολλώδη άκρα) της EcoRI. Κατά συνέπεια είναι τα κ-2 εν-

διάµεσα τµήµατα αµέσως ικανά για ανασυνδυασµό. Τα δυο ακραία τµήµατα όµως, φέρουν µόνο στο

ένα άκρο τους κολλώδη άκρα και ο ανασυνδυασµός τους είναι εφικτός µόνο κατόπιν ειδικής κατερ-

γασίας, κατά την οποία θα προστεθούν κολλώδη άκρα και στην πλευρά του ακραίου τµήµατος που δεν

υπάρχουν. 

3 Κάθε φορά που µια περιοριστική ενδονουκλεάση αναγνωρίζει και πέπτει ένα µόριο DNA, σπάζουν 2

φωσφοδιεστερικοί δεσµοί. Ενώ κάθε φορά που ένα τµήµα DNA µε κολλώδη άκρα ενθέτεται σε έναν

φορέα κλωνοποίησης (πλασµίδιο ή λ-φάγο), που και αυτός έχει κοπεί µε την ίδια περιοριστική ενδο-

νουκλεαση, δηµιουργούνται 4 φωσφοδιεστερικοί δεσµοί.

3 Κάθε φορά που η περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI αναγνωρίζει και πέπτει την αλληλουχία
5΄GrΑΑΤΤ C3΄

3΄C TTAAqG5΄

διασπώνται 8 δεσµοί υδρογόνου, δηλαδή σπάζουν οι δεσµοί υδρογόνου µεταξύ των 4 ζευγών νου-

κλεοτιδίων Α=Τ. Ενώ κάθε φορά που ένα τµήµα DNA µε κολλώδη άκρα EcoRI ενθέτεται σε ένα φο-

ρέα κλωνοποίησης, σχηµατίζονται 16 δεσµοί υδρογόνου, 8 για κάθε ένα από τα δυο κολλώδη άκρα

του τµήµατος DNA.

3 Με την µέθοδο PCR, ενισχύονται επιλεκτικά (παράγονται σε πολλά αντίγραφα) δίκλωνα γραµµικά τµή-

µατα DNA. Η αύξηση του αριθµού των σχηµατιζόµενων αντιγράφων σε κάθε κύκλο αντιγραφής αυξά-

νει µε το ρυθµό της γεωµετρικής προόδου Νt=Ν0 χ 2κ, όπου Νt ο τελικός αριθµός των αντιγράφων µε-

τά από κ κύκλους, Ν0 ο αρχικός αριθµός των τµηµάτων που θέλουµε να ενισχύσουµε και κ οι κύκλοι
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της αντιγραφής που έχουν πραγµατοποιηθεί. Ο ρυθµός αύξησης των αντιγράφων είναι αυτός, δεδο-

µένου ότι µετά τον πρώτο κύκλο αντιγραφής έχουν σχηµατιστεί 2 αντίγραφα, µετά τον δεύτερο κύκλο

έχουν σχηµατιστεί 4 αντίγραφα κ.ο.κ. Όλα τα αντίγραφα αποτελούν ένα κλώνο τµηµάτων DNA.

3 Προκειµένου να κατασκευάσουµε τον περιοριστικό χάρτη ενός µορίου DNA, ακολουθούµε τα εξής

βήµατα:

Έστω ότι έχουµε ένα γραµµικό δίκλωνο µόριο DNA και το επωάζουµε µε δύο διαφορετικά περιορι-

στικά ένζυµα. Το καθένα ένζυµο επωάζεται µόνο του µε το µόριο DNA και επίσης επωάζεται το µό-

ριο DNA µε το µίγµα και των δύο περιοριστικών ενζύµων µαζί.

Αρχικά φτιάχνουµε τον χάρτη για το πρώτο ένζυµο, δηλαδή προσδιορίζουµε την θέση αναγνώρισης

του ενός περιοριστικού ένζυµου πάνω στο µόριο του DNA σε όλες τις πιθανές διατάξεις. Στη συνε-

χεία κάνουµε τον χάρτη του αλλού περιοριστικού ένζυµου και προσδιορίζουµε και πάλι όλες τις πι-

θανές διατάξεις, πάνω στο µόριο του DNA. Τέλος, συγκρίνουµε τους παραπάνω χάρτες µεταξύ τους

και φτιάχνουµε τον ολοκληρωµένο περιοριστικό χάρτη του µορίου, στον οποίο υπάρχουν όλες οι θέ-

σεις αναγνώρισης από όλα τα περιοριστικά ένζυµα. Πρέπει οι αποστάσεις µεταξύ των θέσεων πε-

ριορισµού πάνω στο µόριο του DNA, να συµφωνούν µε τον αριθµό και το µήκος των τµηµάτων, που

προκύπτουν από την πέψη του µορίου DNA και µε τα δυο περιοριστικά ένζυµα µαζί. 

ΕΕΦΦΑΑΡΡΜΜΟΟΓΓΗΗ

Έστω ένα γραµµικό µόριο DNA µε µήκος 30.000 ζεύγη νουκλεοτιδίων, το οποίο επωάζεται µε την πε-

ριοριστική ενδονουκλεάση EcoRI, οπότε παίρνουµε δύο θραύσµατα. Το ίδιο µόριο DNA επωάζεται µε

την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI και παίρνουµε πάλι δύο θραύσµατα διαφορετικού µήκους α-

πό τα προηγούµενα. Τέλος το µόριο DNA επωάζεται παρουσία και των δύο περιοριστικών ενζύµων, ο-

πότε προκύπτουν τρία θραύσµατα. Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται τα αποτελέσµατα από την επίδρα-

ση των δύο περιοριστικών ενζύµων στο συγκεκριµένο µόριο DNA. Με βάση τα αποτελέσµατα αυτά να

κατασκευαστεί ο περιοριστικός χάρτης του µορίου DNA.

� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::

Επειδή µετά τη δράση της EcoRI προκύπτουν δύο θραύσµατα, αυτό σηµαίνει ότι το µόριο του DNA, δια-

θέτει µία θέση αναγνώριστης για την EcoRI. Ο χάρτης του µορίου DNA για την EcoRI µπορεί να είναι εί-

τε ο Ι είτε ο ΙΙ.

ΠΠεερριιοορριισσττιικκόό  έέννζζυυµµοο ΘΘρρααύύσσµµαατταα  σσεε  ζζεεύύγγηη  ββάάσσεεωωνν

EcoRI 20.000, 10.000

BamHI 12.000, 18.000

EcoRI + BamHI 12.000, 8.000, 10.000
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Ι

ΙΙ

Οµοίως, η περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI αναγνωρίζει µία θέση πάνω στο µόριο του DNA. Ο χάρ-

της του µορίου για την BamHI µπορεί να είναι είτε ο Α είτε ο Β.

Α

Β

Συνδυάζοντας τους πιθανούς χάρτες του µορίου DNA για την EcoRI µε τους πιθανούς χάρτες του µορί-

ου για την BamHI ανά δύο, διαπιστώνουµε ότι αποκλείονται οι συνδυασµοί Α-Ι και Β-ΙΙ, διότι στον χάρτη

που θα προέκυπτε θα σχηµατίζονταν θραύσµατα µήκους 2.000 ζ.β. Από την άλλη πλευρά οι συνδυασµοί

Α-ΙΙ και Β-Ι δίνουν ο καθένας από ένα χάρτη µε µία θέση αναγνώριστης για κάθε περιοριστικό ένζυµο και

µε µήκος θραυσµάτων 12.000, 8.000 και 10.000 ζ.β. που συµφωνούν µε το µήκος των τριών θραυσµά-

των που προκύπτουν από την επώαση του µορίου DNA και µε τα δύο περιοριστικά ένζυµα µαζί.

Εποµένως, ο περιοριστικός χάρτης του µορίου DNA είναι:

Β-Ι

ή

Α-ΙΙ

∆ηλαδή σε κάθε περίπτωση το τµήµα των 8.000 ζ.β. βρίσκεται ανάµεσα στις δύο θέσεις αναγνώρισης

του µορίου DNA από τις συγκεκριµένες περιοριστικές ενδονουκλεάσες.
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10.000 ζ.β. Ε

Ε

20.000 ζ.β.

20.000 ζ.β. 10.000 ζ.β.

12.000 ζ.β. Β

Β

18.000 ζ.β.

18.000 ζ.β. 12.000 ζ.β.

10.000 ζ.β. Β

Ε

12.000 ζ.β.

12.000 ζ.β. 10.000 ζ.β.

8.000 ζ.β.

8.000 ζ.β.

Ε

Β
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11..  Σε ένα ανθρώπινο χρωµόσωµα εντοπίστηκε η δίκλωνη αλληλουχία (για λόγους ευκολίας αναφέρε-
ται µόνο ο ένας κλώνος) 5΄GAATTC3΄ δύο φορές µεταξύ µιας παρεµβαλλόµενης αλληλουχίας 2.500
ζευγών βάσεων. Ένα τεχνητό πλασµίδιο έχει µήκος 5.000 ζευγών βάσεων και σε αυτό υπάρχει η ίδια
αλληλουχία µια φορά.
α. Το ανθρώπινο χρωµόσωµα αποµονώνεται κατά τη δηµιουργία καρυότυπου και επωάζεται µε

EcoRI. Πόσοι φωσφοδιεστερικοί δεσµοί και πόσοι δεσµοί υδρογόνου θα σπάσουν κατά τη δηµι-
ουργία των θραυσµάτων που περιέχουν την παραπάνω αλληλουχία;

β. To πλασµίδιο επωάζεται µε ΕcoRI. Πόσα θραύσµατα προκύπτουν από το πλασµίδιο; Πόσοι φω-
σφοδιεστερικοί δεσµοί και πόσοι δεσµοί υδρογόνου σπάζουν από το πλασµίδιο κατά τη δηµιουρ-
γία των θραυσµάτων αυτών;

γ. Αναµειγνύονται πλασµίδια µε τα προαναφερόµενα θραύσµατα από το ανθρώπινο χρωµόσωµα
παρουσία DNA δεσµάσης. Πόσοι φωσφοδιεστερικοί δεσµοί και πόσοι δεσµοί υδρογόνου δηµι-
ουργούνται ανά πλασµίδιο; Από πόσα νουκλεοτίδια είναι δυνατόν να αποτελείται κάθε πλασµίδιο; 

� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::
α. Εφόσον το ανθρώπινο χρωµόσωµα αποµονώθηκε από κύτταρο που βρίσκεται στη µετάφαση της µί-

τωσης, θα διαθέτει δύο αδελφές χρωµατίδες. Έτσι σπάνε 8 φωσφοδιεστερικοί δεσµοί (αφού υπάρ-
χουν 2 θέσεις αναγνώρισης της EcoRI στην κάθε χρωµατίδα). Κάθε θέση αναγνώρισης διαθέτει τέσ-
σερα ζεύγη Α = Τ τα οποία καθίστανται µονόκλωνα. Συνεπώς σε κάθε θέση αναγνώρισης σπάνε ο-
κτώ δεσµοί υδρογόνου και επειδή υπάρχουν συνολικά τέσσερεις θέσεις αναγνώρισης, σπάνε συνο-
λικά 32 δεσµοί υδρογόνου.

β. Επειδή το πλασµίδιο αυτό έχει µία µόνο θέση αναγνώρισης της EcoRI, από κάθε θραύση του  προ-
κύπτει ένα µοναδικό γραµµικό θραύσµα, ενώ σπάζουν δύο φωσφοδιεστερικοί δεσµοί και 4 χ 2 = 8
δεσµοί υδρογόνου.

γ. Σε κάθε πλασµίδιο που δεν προσλαµβάνει το ανθρώπινο γενετικό υλικό, δηµιουργούνται δύο φω-
σφοδιεστερικοί δεσµοί και 8 δεσµοί υδρογόνου.
Για κάθε ανασυνδυασµένο πλασµίδιο δηµιουργούνται 4 φωσφοδιεστερικοί δεσµοί και 16 δεσµοί υ-
δρογόνου. 
Το µη ανασυνδυασµένο πλασµίδιο αποτελείται από 25.000 ζεύγη βάσεων δηλαδή 50.000 νουκλεο-
τίδια, αφού απλώς το γραµµικό µόριο επανακυκλοποιήθηκε δίχως να δεχθεί κάποιο θραύσµα του αν-
θρώπινου DNA. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο από την άλλη πλευρά, αποτελείται από 
(5.000 χ 2) + (2.500 χ 2) + (6 χ 2) = 15.012 νουκλεοτιδια ή 7.506 ζεύγη νουκλεοτιδίων. 
Τα τελευταία 12 νουκλεοτίδια αποτελούν τα 4 αζευγάρωτα νουκλεοτίδια (κολλώδη άκρα) συν ένα ζεύγος
G C, που φέρει σε κάθε άκρο του κάθε θραύσµα του ανθρώπινου DNA, µετά την δράση της EcoRI.≡≡

ΥΥΠΠΟΟ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΑΑ   ΛΛΥΥΜΜΕΕΝΝΕΕΣΣ   ΑΑΣΣΚΚΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ��
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22..  Σχεδιάστε ένα περιοριστικό χάρτη ενός γραµµικού µορίου DNA, χρησιµοποιώντας τα ακόλουθα δε-

δοµένα. Στον χάρτη πρέπει να προσδιορίζονται οι θέσεις αναγνώρισης του µορίου DNA από τα πε-

ριοριστικά ένζυµα.

� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::

Με βάση τα δεδοµένα του πίνακα συµπεραίνουµε ότι για το ένζυµο EcoRI υπάρχει µια θέση αναγνώρι-

σης στο συγκεκριµένο γραµµικό µόριο DNA, όποτε µε την δράση του σχηµατίζονται δύο τµήµατα. Οµοίως

για το ένζυµο HindIII. Ενώ για το ένζυµο BamHI υπάρχουν δύο θέσεις αναγνώρισης στο µόριο του DNA,

όποτε σχηµατίζονται τρία τµήµατα µετά την δράση του ένζυµου στο µόριο. 

Έτσι λοιπόν, ο περιοριστικός χάρτης του µορίου DNA για τις συγκεκριµένες περιοριστικές ενδονουκλε-

άσες είναι: 

B                      Ε                Η                Β

50        150                  100                 100                                  500

Βλέπε σελ. 246 

33..  Στους δοκιµαστικούς σωλήνες Α και Β έχουµε αποµονώσει το µιτοχονδριακό (mtDNA) και το χλω-

ροπλαστικό (cpDNA) γενετικό υλικό του φυτού Mentha viridis (δυόσµος) αντίστοιχα. 

α. Σε ποιον από τους δύο σωλήνες αναµένετε να υπάρχουν µεγαλύτερου µεγέθους µόρια DNA; 

β. Κάθε ένα από τα µόρια DNA, επωάζεται µε την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI, προκείµενου

να κατασκευάσουµε την βιβλιοθήκη του γενετικού υλικού των οργανιδίων του φυτού. Στην ανά-

λυση, βρέθηκε ότι το  mtDNA κόπηκε σε 9 τµήµατα, ενώ το cpDNA σε 16 τµήµατα. 

Πόσες θέσεις αναγνώρισης για την EcoRI φέρει κάθε είδος µορίου DNA; 

γ. Ποιος είναι ο ελάχιστος αριθµός φορέων κλωνοποίησης που απαιτούνται ώστε να κατασκευα-

στούν οι βιβλιοθήκες των οργανιδίων;

δ. Πόσοι δεσµοί υδρογόνου διασπάστηκαν κατά την πέψη των µορίων mtDNA και cpDNA; 

ε. Πόσοι δεσµοί υδρογόνου δηµιουργήθηκαν κατά τον ανασυνδυασµό των φορέων κλωνοποίησης

µε τα τµήµατα DNA των οργανιδίων;

ΠΠεερριιοορριισσττιικκόό  ΈΈννζζυυµµοο ΜΜήήκκοοςς  ττµµηηµµάάττωωνν  DDNNAA  σσεε  ζζεεύύγγηη  ββάάσσεεωωνν

Χωρίς την δράση περιοριστικού ένζυµου 900

EcoRI 700, 200

HindIII 600, 300

BamHI 500, 350, 50

EcoRI + HindIII 600, 200, 100

EcoRI + BamHI 500, 200, 150, 50

BamHI + HindIII 500, 250, 100, 50
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� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::

α. Στον δοκιµαστικό σωλήνα Β περιέχεται το γενετικό υλικό των χλωροπλαστών του φυτού, που είναι

µεγαλύτερο από το µιτοχονδριακό γενετικό του υλικό, που βρίσκεται στον σωλήνα Α.

β. Τόσο το mtDNA όσο και το cpDNA είναι κυκλικά µόρια, εποµένως στο mtDNA υπάρχουν 9 θέσεις 

αναγνώρισης από την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI και στο cpDNA υπάρχουν 16 θέσεις.

γ. Για την κατασκευή της βιβλιοθήκης του mtDNA, απαιτούνται τουλάχιστον 9 φορείς κλωνοποίησης, δε-

δοµένου ότι όλα τα τµήµατα που προκύπτουν από την δράση της EcoRI είναι άµεσα κλωνοποιήσιµα

(φέρουν στα άκρα τους κολλώδη άκρα EcoRI).  Για τους ίδιους λόγους απαιτούνται τουλάχιστον 16

φορείς κλωνοποίησης για την κατασκευή της βιβλιοθήκης του cpDNA.

δ. Κάθε φορά που η περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI αναγνωρίζει και πέπτει την αλληλουχία
5΄ GrΑΑΤΤ C 3΄

3΄ C TTAAqG 5΄

διασπώνται 8 δεσµοί υδρογόνου, δηλαδή σπάζουν οι δεσµοί υδρογόνου µεταξύ των 4 ζευγών νου-

κλεοτιδίων Α = Τ. Άρα για κάθε µόριο mtDNA του φυτού που πέπτεται από την EcoRI διασπώνται 

9 x 8 = 72 δεσµοί υδρογόνου. Αντίστοιχα για κάθε µόριο cpDNA του φυτού που πέτεται από την

EcoRI, διασπώνται 16 x 8 = 128 δεσµοί υδρογόνου.

ε. Κάθε τµήµα mtDNA ή cpDNA που προκύπτει από την δράση της EcoRI φέρει κολλώδη άκρα ΑΑΤΤ-

από την µια πλευρά του τµήµατος και -ΤΤΑΑ από την άλλη πλευρά του τµήµατος. Εποµένως όταν έ-

να τέτοιο τµήµα συνδέεται µε ένα φορέα κλωνοποίησης που έχει κοπεί από την ίδια περιοριστική εν-

δονουκλεάση, σχηµατίζονται 16 δεσµοί υδρογόνου. Συνεπώς όταν τα 9 τµήµατα του κάθε µορίου

mtDNA ανασυνδυάσουν 9 φορείς κλωνοποίησης, σχηµατίζονται συνολικά 9 x 16 = 144 δεσµοί υ-

δρογόνου. Για τους ίδιους λόγους σχηµατίζονται 16 x 16 = 256 δεσµοί υδρογόνου για την κατασκευή

της βιβλιοθήκης  ενός µορίου cpDNA.

44.. Θέλουµε να µελετήσουµε το γεωργικής σηµασίας έντοµο Calliptamus italicus (ακρίδα). Έχουµε 

αποµονώσει το πρώτο χρωµόσωµα του εντόµου, το οποίο επωάζεται µε τις περιοριστικές ενδονου-

κλεάσες HpaII (αναγνωρίζει ακολουθία 4 ζευγών βάσεων), PstI (αναγνωρίζει αλληλουχία 6 ζευγών

βάσεων) και EcoRII (αναγνωρίζει αλληλουχία 7 ζευγών βάσεων). Κάθε ενδονουκλεάση δρα σε ακέ-

ραιο χρωµόσωµα. Ποιο ένζυµο αναµένεται να δράσει περισσότερες φορές πάνω στο χρωµόσωµα;

Πόσοι 3΄- 5΄ φωσφοδιεστερικοί δεσµοί δηµιουργήθηκαν µε την ένθεση ενός θραύσµατος µε κολλώ-

δη άκρα EcoRII, σε φορέα κλωνοποίησης λ-φάγο;

� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::

Όσο µικρότερος είναι ο αριθµός των ζευγών βάσεων που αποτελούν την χαρακτηριστική αλληλουχία

αναγνώρισης µιας περιοριστικής ενδονουκλεάσης, τόσο πιθανότερη είναι η ύπαρξη µιας τέτοιας ορι-

σµένης ακολουθίας ζευγών νουκλεοτιδίων σε ένα µόριο DNA. Εποµένως, η περιοριστική ενδονουκλε-

άση HpaII αναµένεται να δηµιουργεί µεγαλύτερο αριθµό θραυσµάτων του πρώτου χρωµοσώµατος της

biologia233-268.qxd  14/6/2007  3:34   Page 253



225544 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ΥΥΠΠΟΟ∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΑΑ  ΛΛΥΥΜΜΕΕΝΝΕΕΣΣ  ΑΑΣΣΚΚΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ

ακρίδας, σε σχέση µε την δράση της PstI στο χρωµόσωµα και ακόµη µεγαλύτερο σε σχέση µε την δρά-

ση της EcoRII.

Κάθε φορά που µια περιοριστική ενδονουκλεάση αναγνωρίζει και πέπτει ένα µόριο DNA, σπάζουν 2

φωσφοδιεστερικοί δεσµοί. Ενώ κάθε φορά που ένα τµήµα DNA µε κολλώδη άκρα ενθέτεται σε έναν φο-

ρέα κλωνοποίησης (πλασµίδιο ή λ-φάγο), που και αυτός έχει κοπεί µε την ίδια περιοριστική ενδονου-

κλεάση, δηµιουργούνται 4 φωσφοδιεστερικοί δεσµοί. Εποµένως κατά την ένθεση ενός θραύσµατος µε

κολλώδη άκρα EcoRII σε φορέα κλωνοποίησης λ-φάγο σχηµατίζονται 4 φωσφοδιεστερικοί δεσµοί.

55.. Θέλουµε να συνθέσουµε τουλάχιστον 250 αντίγραφα ενός τµήµατος DNA, το οποίο αποτελείται από

1.200 ζεύγη νουκλεοτιδίων.

α. Αν η αντιγραφή του παραπάνω τµήµατος διαρκεί 5 min, πόσος συνολικά χρόνος θα χρειαστεί;

β. Ποιος είναι ο αριθµός των ελευθέρων δεοξυριβονουκλεοτιδίων που θα χρησιµοποιηθούν;

γ. Πόσοι 3΄ - 5΄ φωσφοδιεστερικοί δεσµοί πρέπει να σχηµατιστούν;

� ΛΛΥΥΣΣΗΗ::
α. Με τη µέθοδο PCR, ενισχύονται επιλεκτικά (παράγονται σε πολλά αντίγραφα) δίκλωνα γραµµικά τµή-

µατα DNA. Η αύξηση του αριθµού των σχηµατιζόµενων αντιγράφων σε κάθε κύκλο αντιγραφής αυξάνει
µε τον ρυθµό της γεωµετρικής προόδου Νt=Ν0  χ 2κ, όπου Νt ο τελικός αριθµός των αντιγράφων µετά
από κ κύκλους, Ν0 ο αρχικός αριθµός των τµηµάτων που θέλουµε να ενισχύσουµε και κ οι κύκλοι της
αντιγραφής που έχουν πραγµατοποιηθεί. Ο ρυθµός αύξησης των αντιγράφων είναι εκθετικός, δεδο-
µένου ότι µετά τον πρώτο κύκλο αντιγραφής έχουν σχηµατιστεί 2 αντίγραφα, µετά τον δεύτερο κύκλο
έχουν σχηµατιστεί 4 αντίγραφα κ.ο.κ. Όλα τα αντίγραφα αποτελούν ένα κλώνο τµηµάτων DNA.

Εποµένως εφόσον θέλουµε να συνθέσουµε τουλάχιστον 250 αντίγραφα ενός τµήµατος DNA, θα

πρέπει να ολοκληρωθούν 8 κύκλοι αντιγραφής (28 = 256), δηλαδή θα χρειαστούν 8 x 5 = 40 min.

β. Εφόσον το δίκλωνο τµήµα DNA που θέλουµε να αντιγράψουµε αποτελείται από 1.200 ζεύγη 

νουκλεοτιδίων, δηλαδή από 2.400 νουκλεοτίδια, θα χρησιµοποιηθούν τουλάχιστον 

(2.400 x 256) – 2.400 = 612.000 ελευθέρα νουκλεοτίδια για την σύνθεση των 255 νέων κλώνων του

µορίου DNA που σχηµατίζονται µε την µέθοδο PCR. 

Αφαιρούµε τα 2.400 νουκλεοτίδια που συνιστούσαν το αρχικό µόριο DNA, αφού αυτά δεν ήταν ε-

λεύθερα.

γ. Σε κάθε γραµµική µονόκλωνη αλυσίδα DNA µήκους 1.200 νουκλεοτιδίων που κατασκευάζεται δηµι-

ουργούνται 1.200 – 1 = 1.199 3΄ - 5΄ φωσφοδιεστερικοί δεσµοί. Άρα εφόσον σχηµατίζονται 255 x 2 = 510

νέες αλυσίδες DNA του επιθυµητού τµήµατος, θα σχηµατιστούν και 510 x 1.199 = 611.490, 3΄ - 5΄ φω-

σφοδιεστερικοί δεσµοί.

Στους παραπάνω υπολογισµούς δεν λήφθηκε υπόψη το γεγονός ότι ένας αριθµός 3΄ - 5΄ φωσφοδιε-

στερικών δεσµών δε σχηµατίστηκαν κατά τη διάρκεια της PCR, αλλά προϋπήρχαν στις εκκινητικές ο-

λιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες.
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AAΣΣΚΚΗΗΣΣΗΗ   ΥΥΠΠOO∆∆ΕΕΙΙΓΓΜΜΑΑ   ΓΓΙΙΑΑ   ΤΤΗΗΝΝ   ΚΚΑΑΤΤΑΑΣΣΚΚΕΕYYHH  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΥΥ
ΧΧAAΡΡΤΤΗΗ   ΕΕΝΝOOΣΣ   ΚΚΥΥΚΚΛΛΙΙΚΚΟΟΥΥ   ΜΜΟΟΡΡΙΙΟΟΥΥ   DDNNAA

Υποθέτουµε ότι διαθέτουµε ένα κυκλικό µόριο DNA, π.χ. το υποθετικό πλασµίδιο pNΜZ, το οποίο έχει

µήκος 7.600 ζεύγη βάσεων (ζ.β). Θέλουµε να σχεδιάσουµε τον περιοριστικό του χάρτη, όταν αυτό 

επωαστεί µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες PstI, BamHI και EcoRI.

Τα πειραµατικά βήµατα που θα ακολουθήσουµε είναι τα εξής:

ppNNΜΜZZ

11οο::  ΠΠΕΕΨΨΗΗ  ΤΤΟΟΥΥ  DDNNAA  ΜΜΕΕ  ΤΤΑΑ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΑΑ  ΕΕΝΝΖΖΥΥΜΜΑΑ..

Επωάζουµε το µόριο του DNA µε κάθε περιοριστικό ένζυµο ξεχωριστά και µε κάθε πιθανό συνδυασµό

αυτών. Όποτε παίρνουµε 7 δοκιµαστικούς σωλήνες:

1. pNΜZ µε PstI

2. pNΜZ µε BamHI 

3. pNΜZ µε PstI + BamHI 

4. pNΜZ µε EcoRI

5. pNΜZ µε PstI + EcoRI

6. pNΜZ µε BamHI + EcoRI

7. ladder (DNA λ φάγου + HindIII)

Ζεύγη 
Βάσεων

(ζ.β.)

7.600

1.000

2.000

3.000

4.000

5.000

6.000

7.000

1
pΝΜΖ

x
PPsstt II

2
pΝΜΖ

x
BBaammHHII

3
pΝΜΖ

x
PPsstt  II

+
BBaammHHII

4
pΝΜΖ

x
EEccooRR  II

5
pΝΜΖ

x
PPsstt II

+
EEccooRR  II

6
pΝΜΖ

x
BBaammHHII

+
EEccooRR  II

7
DNA λ-
φάγου
(ladder) 

x
Ηind ΙΙΙ

2233..113300
99..441166
66..555577

44..663311

22..332222
22..002277

556644

AAππ
όόσσ

τταα
σσηη

  ((mm
mm

))

ΖΖεε
ύύγγ

ηη  
ββάά

σσεε
ωω

νν  
((ζζ..

ββ..
))

+
πόλος

–
πόλος
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22οο::  ΗΗΛΛΕΕΚΚΤΤΡΡΟΟΦΦΟΟΡΡΗΗΣΣΗΗ  ΣΣΕΕ  ΠΠΗΗΚΚΤΤΩΩΜΜΑΑ  ΑΑΓΓΑΑΡΡΟΟΖΖΗΗΣΣ  ((GGeell))..

Το DNA µπορεί να αναλυθεί (να προσδιοριστεί δηλαδή το µήκος του κάθε θραύσµατος που προκύπτει

από την πέψη) µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Αυτή η διαδικασία στηρίζεται στο γεγονός ό-

τι το DNA είναι αρνητικά φορτισµένο. Σε αυτήν τη διαδικασία τα θραύσµατα του DNA µετακινούνται

προς το θετικό πόλο, που βρίσκεται στο τέλος της διαδροµής του gel και διαχωρίζονται καθώς τα µι-

κρότερου µήκους θραύσµατα της πέψης κινούνται ταχύτερα προς τον θετικό πόλο, σε σχέση µε τα µε-

γαλύτερου µήκος (βλέπε ένθετο σχολικού βιβλίου σελ. 188-189).

Βρίσκουµε το µήκος του κάθε τµήµατος που προέκυψε από τις πέψεις, συγκρίνοντας το µε τα γνω-

στού µεγέθους τµήµατα του DNA του φάγου, που έχει επωαστεί µε την περιοριστική ενδονουκλεάση

HindIII.

33οο::  ΠΠΑΑΡΡΑΑΤΤΗΗΡΡΗΗΣΣΗΗ  ΤΤΩΩΝΝ  ΖΖΩΩΝΝΩΩΝΝ  ΤΤΟΟΥΥ  DDNNAA..

Βυθίζουµε το gel σε διάλυµα που περιέχει κατάλληλο αντιδραστήριο για µερικά λεπτά και στη συνέχεια

παρατηρούµε το πήκτωµα υπό υπεριώδες φως, όποτε γίνονται εµφανείς οι ζώνες µε τα τµήµατα του DNA

(βλέπε σελ. 253).

44οο::  ΥΥΠΠΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΣΣΜΜΟΟΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ΜΜΗΗΚΚΟΟΥΥΣΣ  ΤΤΩΩΝΝ  ΤΤΜΜΗΗΜΜΑΑΤΤΩΩΝΝ  ΤΤΟΟΥΥ  DDNNAA..

ΑΑΝΝΑΑΛΛΥΥΣΣΗΗ ::

11..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNΜΜZZ

ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  PPssttII  κκααιι

BBaammHHII  ΞΞΕΕΧΧΩΩΡΡΙΙΣΣΤΤΑΑ..

Το αποτέλεσµα σε κάθε περίπτωση είναι έ-

να τµήµα µήκους 7.600 ζ.β. Έτσι εµείς µπο-

ρούµε να σχεδιάσουµε έναν απλό χάρτη

για καθένα από τα δυο ένζυµα, χωρίς αυ-

τό να σηµαίνει ότι οι θέσεις περιορισµού

είναι στο ίδιο σηµείο του πλασµίδιο και για

τα δυο ένζυµα.

ΑΑπποοττεελλέέσσµµαατταα  ττωωνν  ππέέψψεεωωνν

11 22 33 44 55 66

PPssttII BBaammHHII PPssttII + BBaammHHII EEccooRRII PPssttII + EEccooRRII BBaammHHII + EEccooRRII

7.600 7.600 6.000 4.700 4.700 4.000

1.600 2.900 1.990 2.900

910 700

PPsstt  II

BBaammHHII

77..660000

77..66000077..660000

77..660000
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22..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNΜΜZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  PPssttII  ++  BBaammHHII..

Η δράση και των δυο ένζυµων µαζί δηµιουργεί δυο τµήµατα, όπως φαίνεται στον παραπάνω πίνακα,

ένα των 6.000 ζ.β και ένα των 1.600 ζ.β.

Τοποθετούµε τις θέσεις των δυο ένζυµων πάνω στο πλασµίδιο ώστε να απέχουν µεταξύ τους 1.600 ζ.β

και 6.000 ζ.β.

Τοποθετώντας τον ένα κύκλο πάνω

στον άλλο και περιστρέφοντας τον

έναν από τους δυο πάνω στον άλλο,

τοποθετούµε τις δυο θέσεις περιο-

ρισµού έτσι ώστε αν κοπεί το πλα-

σµίδιο να σχηµατίζονται δυο τµήµα-

τα ένα µε µήκος 6.000 ζ.β και ένα

άλλο µε µήκος 1.600 ζ.β.

Παρατηρήστε ότι υπάρχουν δυο δυ-

νατοί συνδυασµοί!

33..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNΜΜZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΗΗΝΝ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΗΗ  EEccooRRII..

Η EcoRI κόβει το πλασµίδιο δυο φορές σχηµατίζοντας τµήµατα των 4.700 και 2.900 ζ.β.

Στο χάρτη αυτό παριστάνεται ο ένας

από τους δυο δυνατούς τρόπους το-

ποθετήσεις των σηµείων αναγνώρι-

σης της EcoRI.

44..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNΜΜZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ

ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  PPssttII  ++  EEccooRRII..

Τα δυο ένζυµα µαζί παράγουν τρία τµήµατα των 4.700,

1.990 και 910 ζ.β. Συγκρίνοντας αυτό το αποτέλεσµα µε

το αµέσως προηγούµενο της EcoRI, όταν είναι µόνη της

συµπεραίνουµε εύκολα ότι η θέση αναγνώρισης της PstI

στο pNΜZ, πρέπει να είναι µέσα στο τµήµα των 2.900 ζ.β.

µεταξύ των δυο θέσεων της EcoRI, κόβοντας αυτό σε

δυο τµήµατα, ένα των 1.990 ζ.β και ένα των 910 ζ.β.

EEccooRRII

EEccooRRII

22..990000

44..770000

PPsstt  II

BBaammHHII

PPsstt  II

EEccooRRII

EEccooRRII

22..990000

44..770000

66..000000
11..660000

44..770000
22..990000

44..770000
11..999900
991100

66..000000

11..660000

PPsstt  II

BBaammHHII
BBaammHHII

PPsstt  II
++

EEccooRRII

11..999900

991100991100

EEccooRRII

PPsstt  II
PPsstt  II

EEccooRRII
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Τοποθετώντας τον ένα κύκλο πάνω στον άλλο και περιστρέφοντας τον έναν από τους δύο, πάνω στον

άλλο, τοποθετούµε τις θέσεις περιορισµού έτσι ώστε αν κοπεί το πλασµίδιο να σχηµατίζονται τρία τµή-

µατα ένα µε µήκος 1.990 ζ.β, ένα άλλο µε µήκος 910 ζ.β. και ένα µε µήκος 4.700 ζ.β.

55..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNMMZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  BBaammHHII  ++  EEccooRRII..

Τα δυο ένζυµα µαζί παράγουν τρία τµήµατα των 4.000, 2.900 και 700 ζ.β. Συγκρίνοντας αυτό το απο-

τέλεσµα µε το προηγούµενο της EcoRI όταν είναι µόνη της, συµπεραίνουµε εύκολα ότι η θέση ανα-

γνώρισης της BamHI στο pNMZ, πρέπει να είναι µέσα στο τµήµα των 4.700 ζ.β. µεταξύ των δυο θέσε-

ων της EcoRI, κόβοντας αυτό σε δυο τµήµατα, ένα των

4.000 ζ.β και ένα των 700 ζ.β.

Τοποθετώντας τον ένα κύκλο πάνω στον άλλο και περι-

στρέφοντας τον έναν από τους δυο πάνω στον άλλο, τοπο-

θετούµε τις θέσεις περιορισµού έτσι ώστε αν κοπεί το πλα-

σµίδιο να σχηµατίζονται τρία τµήµατα ένα µε µήκος 2.900

ζ.β, ένα άλλο µε µήκος 4.000 ζ.β. και ένα µε µήκος 700 ζ.β.

Παρατηρήστε ότι υπάρχουν δυο δυνατοί συνδυασµοί!

66..  ΟΟ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNMMZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  BBaammHHII  KKAAII  PPssttII KKAAII  EEccooRRII..

Τελευταίο πράγµα που έχουµε να κάνουµε είναι να προσέξουµε τους χάρτες των PstI + EcoRI καθώς

και των BamHI + EcoRI, ώστε να τοποθετήσουµε τις θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονου-

κλεασών BamHI + PstI πάνω στο πλασµίδιο σωστά.

Αν κοιτάξουµε ξανά τα δεδοµένα της πέψης BamHI + PstI, παρατηρούµε ότι τα τµήµατα που παρά-

γονται είναι 6.000 ζ.β και 1.600 ζ.β. Έτσι συγκρίνοντας τους δύο χάρτες των PstI + EcoRI καθώς και των

BamHI + EcoRI, µπορούµε να δούµε ότι έτσι όπως έχουµε σχεδιάσει τον χάρτη BamHI + EcoRI, δεν

µας εξυπηρετεί.

BBaammHHII

EEccooRRII

EEccooRRII

22..990000

44..000000

BBaammHHII 770000

BBaammHHII

EEccooRRII

EEccooRRII

EEccooRRII

44..000000
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77..  ΟΟ  ΤΤΕΕΛΛΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΠΠΕΕΡΡΙΙΟΟΡΡΙΙΣΣΤΤΙΙΚΚΟΟΣΣ  ΧΧΑΑΡΡΤΤΗΗΣΣ  ΤΤΟΟΥΥ  ppNNMMZZ  ΓΓΙΙΑΑ  ΤΤΙΙΣΣ  ΕΕΝΝ∆∆ΟΟΝΝΟΟΥΥΚΚΛΛΕΕΑΑΣΣΕΕΣΣ  BBaammHHII  κκααιι  PPssttII κκααιι

EEccooRRII..

Αν ξανακοιτάξουµε τα δεδοµένα της πέψης των BamHI + PstI παρατηρούµε ότι σχηµατίζονται τα τµή-

µατα των 6.000 και 1.600 ζ.β. έτσι πρέπει να συγκρίνουµε τους χάρτες των BamHI + EcoRI και PstI +

EcoRI, για να φτιάξουµε τον τελικό χάρτη. ∆ουλεύοντας µε τους χάρτες που έχουµε σχεδιάσει δεν µπο-

ρούµε να βρούµε τις θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ένζυµων πάνω στο πλασµίδιο. Έτσι πρέ-

πει να σχεδιάσουµε έναν εναλλακτικό χάρτη των BamHI + EcoRI.

Συνεπώς ο τελικός περιοριστικός χάρτης του πλασµίδιο pNMZ για τις θέσεις αναγνώρισης των περιο-

ριστικών ενδονουκλεασών BamHI και PstI και EcoRI, είναι:

ΤΤώώρραα  ππλλέέοονν  εείίννααιι  πποολλύύ  εεύύκκοολλοο  νναα  σσχχεεδδιιάάσσεεττεε  ττοονν  σσωωσσττόό  χχάάρρττηη!!!!!!
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ΜΜεε  ββάάσσηη  ττηηνν  ππααρρααππάάννωω  ααννάάλλυυσσηη  σσκκεεφφττεείίττεε  γγιιαα  νναα  λλύύσσεεττεε  ττηηνν  ππααρραακκάάττωω  άάσσκκηησσηη..

Έχετε κλωνοποιήσει σε ένα πλασµίδιο ένα θραύσµα DNA µε άκρα ΕcoRΙ που έχει µέγεθος 1.650 ζευ-

γών βάσεων (bp), που περιέχει το γονίδιο για την ορµόνη λεπτίνη. Η πρώτη σας δουλειά είναι η κατα-

σκευή ενός περιοριστικού χάρτη του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου. Γνωρίζετε ότι κλωνοποιήσατε το

θραύσµα DNA σε πλασµιδιακό φορέα κλωνοποίησης 850 ζευγών βάσεων, που έχει µόνο µια ΕcoRΙ θέ-

ση (αυτή στην οποία έγινε η κλωνοποίηση). Υπάρχουν άλλες δύο περιοριστικές θέσεις στο πλασµίδιο.

Ο ακόλουθος πίνακας δείχνει τα περιοριστικά ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν και τα µεγέθη των DNA

θραυσµάτων που προκύπτουν. Σχεδιάστε τον χάρτη του κυκλικού ανασυνδυασµένου πλασµιδίου.

ΠΠεερριιοορριισσττιικκήή  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσηη ΜΜέέγγεεθθοοςς  θθρρααυυσσµµάάττωωνν  ((ζζ..ββ..))

ΕcoRΙ 850, 1650

ΕcoRΙ + BamHI 450, 850, 1200

ΕcoRΙ + Sal I 200, 850, 1450

BamHI + Sal I + EcoRI 200, 250, 850,1200
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11..  Με τη δράση της ΕcoRΙ ένα µόριο DΝΑ ευκαρυωτικού κυττάρου κόπηκε σε 50 τµήµατα.
α. Πόσες φορές βρισκόταν η αλληλουχία αναγνώρισης της περιοριστικής αυτής ενδονουκλεάσης

στο µόριο DΝΑ;
β. Πόσοι φωσφοδιεστερικοί δεσµοί έσπασαν στο  DΝΑ;
γ. Για να κλωνοποίησουµε τα παραπάνω τµήµατα πόσα τουλάχιστον πλασµίδια θα χρειαστούµε;
δ. Σε κάθε πλασµίδιο που κόβεται µε EcoRI πόσοι φωσφοδιεστερικοί δεσµοί διασπάστηκαν; Πόσοι

δεσµοί υδρογόνου διασπάστηκαν;
ε. Για να σχηµατιστεί ένα ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µε τη DNA δεσµάση πόσοι φωσφοδιεστερικοί

δεσµοί θα σχηµατιστούν;
στ. Αν η επιτυχία του µετασχηµατισµού είναι 10% πόσα τουλάχιστον βακτήρια θα χρειαστούν για το

µετασχηµατισµό;

22.. Με τη ΡCR µέθοδο κλωνοποιούµε ένα τµήµα DΝΑ που αποτελείται από 2.000 νουκλεοτίδια. Κάθε κύ-
κλος αντιγραφής αποτελείται από τρία στάδια. Ένα µε διάρκεια 1 λεπτό όπου η θερµοκρασία ανεβαίνει
στους 94οC και το DNA αποδιατάσσεται, στο δεύτερο στάδιο διάρκειας 1 λεπτού, η θερµοκρασία κα-
τεβαίνει στους 55οC και υβριδίζουν τα ειδικά ολιγονουκλεοτίδια εκατέρωθεν της προς ενίσχυση αλ-
ληλουχίας, στο τρίτο στάδιο διάρκειας 2 λεπτών, η θερµοκρασία ανεβαίνει στους 74οC και η θερµο-
αντοχή DNA πολυµεράση αντιγράφει το DNA.  Μετά από 2 ώρες πόσα αντίγραφα του γονιδίου θα έ-
χουν δηµιουργηθεί, διαθέτοντας µόνο ένα αρχικό αντίγραφο;

33.. Θέλουµε να αναπαράγουµε in vitro (µε PCR) τουλάχιστον 100 αντίγραφα ενός µορίου DNA, το οποίο
συνίσταται από 50.000 νουκλεοτίδια. Η διάρκεια της αντιγραφής αυτού του τµήµατος είναι 5 λεπτά.
α. Μετά από πόσο χρόνο θα έχουµε τον επιθυµητό αριθµό αντιγράφων, αρχίζοντας µε 2 αντίγραφα;
β. Πόσα νουκλεοτίδια θα υπάρχουν σε όλα συνολικά τα αντίγραφα και πόσα νουκλεοτίδια θα έχουν

χρησιµοποιηθεί για τη σύνθεση τους;

44.. Τo γονίδιο που θέλουµε να κλωνοποιήσουµε έχει εσωτερική θέση αναγνώρισης από την EcoRI. Παρα-
τηρούµε όµως ότι δεξιά και αριστερά από το γονίδιό µας υπάρχουν δύο θέσεις DraI. Το πλασµίδιο που
έχουµε στη διάθεσή µας δεν έχει µοναδική θέση αναγνώρισης DraI αλλά µιας άλλης περιοριστικής εν-
δονουκλεάσης, της EcoRV. Μπορεί να γίνει κλωνοποίηση; Σχεδιάστε το σηµείο ανασυνδυασµού στο πλα-
σµίδιο που θα προκύψει. 

EEccooRRVV:: 5΄GAT�ATC 3΄ DDrraaII:: 5΄TTT�AAA 3΄

3΄CTA�TAG 5΄
3΄AAA�TTT 5΄

ΑΑΣΣΚΚΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ   --   ΠΠΡΡΟΟΒΒΛΛΗΗΜΜΑΑΤΤΑΑ   ΓΓΙΙΑΑ   ΛΛΥΥΣΣΗΗ
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55..  ∆ίνεται το παρακάτω τµήµα DNA που θέλουµε να κλωνοποιήσουµε προκειµένου να παράγουµε ένα

ανθρώπινο πεπτίδιο σε βακτήρια.
55΄́ GGAAAATTTTCCAAAAGGCCTTTTCCCCGGGGAAΑΑAATTCCAATTGGTTTTTTTTCCTTTTAATTTTGGTTGGAAAATTTTCCTTAAAAGGAATTAATTCCAAAAGGCCTTTT  33΄́

33΄́ CCTTTTAAAAGGTTTTCCGGAAAAGGGGCCCCTTTTTTAAGGTTAACCAAAAAAGGAAAATTAAAACCAACCTTTTAAAAGGAATTTTCCTTAATTAAGGTTTTCCGGAAAA  55΄́

Το πλασµίδιο που έχετε στη διάθεσή σας είναι το pBluescript που διαθέτει µοναδικές θέσεις ανα-

γνώρισης για EcoRI, EcoRV και HindIII. Ποιο περιοριστικό ένζυµο θα επιλέξετε;

EEccooRRVV::  5΄GAT�ATC3΄ ΗΗiinnddIIIIII:: 5΄A�AGCTT3΄

3΄CTA�TAG5΄
3΄TTCGA�A5΄

66.. ∆ίνεται το παρακάτω τµήµα DNA που θέλουµε να κλωνοποιήσουµε για να παραχθεί ένα πεπτίδιο θη-

λαστικού σε βακτήρια. Το τµήµα µε τα µικρά γράµµατα είναι εσώνιο.
55΄́ CCCCCCGGAAAATTTTCCAATTGGTTTTTTTTCCTTTTAATTCCCCTTAAAATTggaaaaggAAAATTAAAAAATTGGAACCGGCCGGAAAATTTTCCCCTTCC  33΄́

33΄́ GGGGGGCCTTTTAAAAGGTTAACCAAAAAAAAGGAAAATTAAGGGGAATTTTAAccttttccTTTTAATTTTTTAACCTTGGCCGGCCTTTTAAAAGGGGAAGG  55΄́

∆ηµιουργούµε γονιδιωµατική βιβλιοθήκη του οργανισµού - δότη µε φορείς κλωνοποίησης πλασµίδια

που διαθέτουν µοναδική θέση EcoRI και επιλέγουµε µε υβριδοποίηση τον βακτηριακό κλώνο που πε-

ριέχει το αντίστοιχο γονίδιο. Με τη χρήση του γενετικού κώδικα να γράψετε το πεπτίδιο που δηµι-

ουργείται από τα βακτήρια ξενιστές.

77.. Από τα πλασµίδια που χρησιµοποιούνταν τη δεκαετία του 80΄, ιδιαίτερα δηµοφιλές ήταν το πλασµίδιο

pBR325. Περιείχε γονίδια ανθεκτικότητας για τρία αντιβιοτικά και µέσα σε αυτά µοναδικές θέσεις α-

ναγνώρισης περιοριστικών ενδονουκλεασών. Έτσι το γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη  περι-

είχε θέση για την PstI, το γονίδιο της ανθεκτικότητας της χλωραµφαινικόλης για την EcoRI και το γο-

νίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό τετρακυκλίνη για την BamHI. Σχεδιάστε ένα πείραµα για την δη-

µιουργία γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης ενός µύκητα σε Escherichia coli µε χρήση της EcoRI χρησιµο-

ποιώντας το συγκεκριµένο πλασµίδιο. Υπάρχει τρόπος να ξεχωρίσετε τα βακτήρια µε τα ανασυν-

δυασµένα πλασµίδια από τα βακτήρια µε τα µη ανασυνδυασµένα, µετά το µετασχηµατισµό;

88.. Από τα πλασµίδια τελευταίας γενιάς που χρησιµοποιούνται στην κλωνοποίηση είναι και το pZero2. To

πλασµίδιο αυτό φέρει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό καναµυκίνη και έχει τις θέσεις αναγνώρισης πε-

ριοριστικών ενδονουκλεασών µέσα στο γονίδιο ccdB, που το προϊόν του είναι µια πρωτεΐνη θανατη-

φόρα για τα βακτήρια. Ποια πλεονεκτήµατα προσφέρει αυτό το γεγονός σε σχέση µε τα κλασικά πλα-

σµίδια προηγούµενης γενιάς;

99.. ∆ιαθέτουµε στελέχη Escherichia coli που λόγω µετάλλαξης έχουν χάσει την ικανότητα να µεταβολί-

ζουν τη λακτόζη, στελέχη Escherichia coli που διαθέτουν κανονικά το οπερόνιο και µεταβολίζουν λα-

κτόζη, πλασµίδια φορείς µε ανθεκτικότητα στην αµπικιλλίνη, ΕcoRI η οποία δεν αναγνωρίζει καµιά θέ-

ση µέσα στο οπερόνιο, DNA δεσµάση, χηµικά για µετασχηµατισµό και θρεπτικό υλικό µε µόνη πηγή

σακχάρων τη λακτόζη. Μπορείτε να σχεδιάσετε πείραµα µε σκοπό να µεταφέρετε το οπερόνιο στα

ανίκανα να συνθέσουν λακτόζη βακτήρια; 

biologia233-268.qxd  14/6/2007  3:35   Page 262



ΑΑΣΣΚΚΗΗΣΣΕΕΙΙΣΣ  --  ΠΠΡΡΟΟΒΒΛΛΗΗΜΜΑΑΤΤΑΑ  ΓΓΙΙΑΑ  ΛΛΥΥΣΣΗΗ   _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _226633

1100.. ∆ίνεται ένα ανασυνδυασµένο πλασµίδιο (pBluescript) µε µέγεθος 6.000 ζεύγη βάσεων (ζ.β.) που πε-

ριέχει ένα ετερόλογο γονίδιο του οποίου θέλουµε να αναλύσουµε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία.

Για αυτό το σκοπό πρέπει να κόψουµε το µόριο του DNA σε µικρότερα τµήµατα, χρησιµοποιώντας

περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Ο φορέας κλωνοποίησης (pBluescript) πριν τον ανασυνδυασµό του

από το γονίδιο, σε θέση EcoRI, είχε µέγεθος 3.000 ζεύγη βάσεων. Οι µοναδικές θέσεις αναγνώρι-

σης περιοριστικών ενδονουκλεασών στο πλασµίδιο είναι: HindIII-EcoRV-ΕcoRI που βρίσκονται σε

σειρά. Χρησιµοποιώντας την EcoRI, παίρνουµε 2 τµήµατα των 3.000 ζ. β., χρησιµοποιώντας την

ΗindIII παίρνουµε 2 τµήµατα µήκους 1.800 και 4.200 ζ.β., τέλος µε την χρήση της ΕcoRV  προκύ-

πτουν δύο τµήµατα µήκους 800 και 5.200 ζ.β.. Σε πόσες θέσεις το κόβει κάθε ένζυµο το ανασυν-

δυασµένο πλασµίδιο; Να σχεδιάσετε τις θέσεις αναγνώρισης κάθε ενζύµου και τις µεταξύ τους α-

ποστάσεις.

1111.. Έστω ένα χρωµόσωµα ευκαρυωτικού οργανισµού που συνίσταται από ίσες αναλογίες των τεσσάρων

διαφορετικών νουκλεοτιδίων, Α,Τ, C, G. Αν το µήκος του είναι 163.840 ζ.β. και η κατανοµή των βά-

σεων εντελώς τυχαία, να υπολογίσετε πόσες θέσεις αναγνώρισης της EcoRI περιµένετε να βρε-

θούν σε αυτό.

1122.. ∆ιαθέτουµε δύο είδη βακτηρίων, το Acetobacter sp. και το Escherichia coli. Το πρώτο καταβολίζει

µόνο σακχαρόζη και παράγει οξικό οξύ ενώ το δεύτερο καταβολίζει ραφινόζη, σακχαρόζη, γλυκό-

ζη κ.α. σάκχαρα. Tα γονίδια καταβολισµού της ραφινόζης είναι επτά, οργανωµένα σε δύο οπερό-

νια. Το ένα οπερόνιο, αποτελούµενο από 4 γονίδια (raf 1 - 4) βρίσκεται σε ένα πλασµίδιο που φέρει

γονίδιο ανθεκτικότητας στην χλωραµφαινικόλη ενώ το δεύτερο οπερόνιο µε τα γονίδια raf 5 - 7 ε-

δράζεται στο χρωµόσωµα της E. coli. Πώς θα µπορούσαµε να κατασκευάσουµε µε την τεχνολογία

του ανασυνδυασµένου DNA ένα βακτήριο που να καταβολίζει ραφινόζη και να παράγει οξικό οξύ; 

1133..  ∆ίκλωνο και γραµµικό µόριο DNA επωάζεται µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI. Aποτέλε-

σµα είναι να προκύπτουν δύο τµήµατα των 15 kb και 25 kb (kb = χιλιάδες ζεύγη νουκλεοτιδίων). Αντί-

γραφο του ακέραιου µορίου υποβάλλεται σε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης, ώστε να παρα-

χθούν τουλάχιστον 1.000 νέα αντίγραφα. Στο προϊόν της αντίδρασης επιδρά η περιοριστική ενδο-

νουκλεάση BamHI και ταυτόχρονα η EcoRI, οπότε προκύπτουν 4.096 θραύσµατα, µεταξύ των οποίων

και 1.024 θραύσµατα µήκους 8 kb, το καθένα εκ των οποίων φέρει διαφορετικές αλληλουχίες στα

µονόκλωνα άκρα του και άλλα 1.024 θραύσµατα µήκους 7 kb που έχουν εκατέρωθεν τα ίδια µονό-

κλωνα άκρα. Πόσες θέσεις αναγνώρισης έχει η EcoRI στο µόριο και τι µήκος έχουν τα υπόλοιπα

θραύσµατα;
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ΖΖήήττηηµµαα   11οο

ΑΑ..  ΝΝαα  σσηηµµεειιώώσσεεττεε  ττηηνν  σσωωσσττήή  ααππάάννττηησσηη..

11..  ΤΤαα  ββαακκττήήρριιαα  πποουυ  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύννττααιι  σσαανν  ξξεεννιισσττέέςς  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννωωνν  ππλλαασσµµιιδδίίωωνν  ππρρέέππεειι  νναα  µµηη  δδιιαα--
θθέέττοουυνν::

α. Πλασµίδια.

β. Ενδονουκλεάσες που µπορεί να κόψουν το ετερόλογο DNA.

γ. DNA πολυµεράση.

δ. Πλασµίδια και ενδονουκλεάσες που µπορεί να κόψουν το ξένο DNA.

22..  ΜΜεε  ττηη  PPCCRR  µµέέθθοοδδοο  µµπποορροούύµµεε::

α. Να παράγουµε ένα γονιδιακό προϊόν, χωρίς τη µεσολάβηση ζωντανού κυττάρου.

β. Να πετύχουµε το ίδιο αποτέλεσµα µε τις cDNA βιβλιοθήκες, χωρίς κλωνοποίηση σε βακτήρια.

γ. Να µελετήσουµε τον υποκινητή ενός γονιδίου.

δ. Ότι περιγράφεται στα β. και γ.

33..  ΤΤιι  δδιιααδδιικκαασσίίαα  θθαα  αακκοολλοουυθθήήσσοουυµµεε  ππρροοκκεειιµµέέννοουυ  νναα  µµεελλεεττήήσσοουυµµεε  ττιιςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  λλήήξξηηςς  ττηηςς  µµεετταα--
γγρρααφφήήςς  εεννόόςς  γγοοννιιδδίίοουυ;;

α. Κατασκευή γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης.

β. Μέθοδο PCR.

γ. Κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης.

δ. Όλα τα παραπάνω.

ε. Ότι περιγράφεται στα α. και β.

44..  ΤΤιι  δδιιααδδιικκαασσίίαα  θθαα  αακκοολλοουυθθήήσσοουυµµεε  ππρροοκκεειιµµέέννοουυ  νναα  µµεελλεεττήήσσοουυµµεε  ττιιςς  33΄́  κκααιι  55΄́  ααµµεεττάάφφρραασσττεεςς  ππεερριιοο--
χχέέςς  εεννόόςς  γγοοννιιδδίίοουυ;;

α. Κατασκευή γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης.

β. Μέθοδο PCR.

γ. Κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης.

δ. Όλα τα παραπάνω.

ε. Τίποτα από τα παραπάνω, αφού οι περιοχές αυτές του γονιδίου δε µεταφράζονται.

∆∆ΙΙΑΑΓΓΩΩΝΝΙΙΣΣΜΜΑΑ   ��
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55..  ΓΓιιαα  ττηηνν  κκαατταασσκκεευυήή  γγοοννιιδδιιωωµµααττιικκήήςς  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς  χχρρηησσιιµµοοπποοιιεείίττααιι::

α. Η DNA πολυµεράση.

β. Περιοριστική ενδονουκλεάση.

γ. Η αντίστροφη µεταγραφάση.

δ. Ότι περιγράφεται στα α. και β.

((ΜΜόόρριιαα  1155))

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

ΑΑ.. Είναι προϋπόθεση για την επιλογή ενός βακτηριακού κλώνου από µια cDNA βιβλιοθήκη η ύπαρξη µο-

ρίου DNA ή RNA, συµπληρωµατικού του τµήµατος DNA, που θα χρησιµοποιηθεί ως ανιχνευτής.

ΒΒ.. Αν ακολουθήσουµε την διαδικασία κατασκευής cDNA βιβλιοθήκης, θα έχουµε δύο κατηγορίες βα-

κτηρίων, αυτά που δεν έχουν µετασχηµατιστεί και εκείνα που έχουν µετασχηµατιστεί από πλασµίδια

µε ανασυνδιασµένο DNA.

ΓΓ..  Ο όρος κλώνος µπορεί να αναφέρεται σε µια οµάδα πανοµοιότυπων µορίων.

∆∆..  Υπό την επίδραση της περιοριστικής ενδονουκλεάσης EcoRI σε ένα τµήµα DNA δηµιουργούνται µο-

νόκλωνα άκρα, που έχουν την εξής ακολουθία νουκλεοτιδίων: ΑΑΤΤ

ΕΕ..  Η πρωτεΐνη που θα παραχθεί από ένα βακτηριακό κλώνο cDNA βιβλιοθήκης ενός ευκαρυωτικού κυτ-

τάρου, θα είναι λειτουργική όπως και η πρωτεΐνη που θα παρήγαγε ο ευκαρυωτικός οργανισµός.

((ΜΜόόρριιαα  1100))

ΖΖήήττηηµµαα   22οο

ΑΑ..  ΠΠοοιιεεςς  ιιδδιιόόττηηττεεςς  ππρρέέππεειι  νναα  έέχχεειι  έένναα  ππλλαασσµµίίδδιιοο  πποουυ  ππρρόόκκεειιττααιι  νναα  χχρρηησσιιµµοοπποοιιηηθθεείί  ωωςς  φφοορρέέααςς  κκλλωω--

ννοοπποοίίηησσηηςς;;

((ΜΜόόρριιαα  1155))

ΒΒ..  ΝΝαα  σσυυµµππλληηρρώώσσεεττεε  µµεε  ττοουυςς  κκααττάάλλλληηλλοουυςς  όόρροουυςς  τταα  κκεεννάά  σσττιιςς  ππααρραακκάάττωω  ππρροοττάάσσεειιςς

ΑΑ.. Για την κατασκευή µιας cDNA βιβλιοθήκης αποµονώνουµε αρχικά ολικό ……………… . Από αυτό, µε

τη βοήθεια του ενζύµου …………….... ......................., δηµιουργούµε υβριδικά µόρια …………………. .

ΒΒ.. Στη συνέχεια είτε αποδιατάσσουµε τα παραπάνω υβριδικά µόρια µε θέρµανση είτε διασπούµε το

…..…………… µε κατάλληλες χηµικές ουσίες, ώστε να µπορέσει το …………… να χρησιµοποιηθεί σαν

µήτρα για τη σύνθεση του συµπληρωµατικού του κλώνου από το ένζυµο …………….... ..................... . 

ΓΓ.. Έτσι σχηµατίζονται δίκλωνα µόρια DNA τα οποία ενθέτουµε σε κάποιο φορέα κλωνοποίησης, ο οποίος

µπορεί να είναι είτε ………………. είτε…………………… . Το µεγάλο πλεονέκτηµα των cDNA βιβλιοθηκών
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είναι πως περιέχουν αντίγραφα γονιδίων από τα οποία λείπουν τα ….............……. . Το γεγονός αυτό

επιτρέπει την περαιτέρω παραγωγή των αντίστοιχων …….......…….. στα βακτήρια ξενιστές. 

((ΜΜόόρριιαα  55))

ΓΓ..  ΠΠόόσσαα  ττµµήήµµαατταα  DDNNAA  θθαα  ππρροοκκύύψψοουυνν  ααππόό  ττοο  κκόόψψιιµµοο  µµεε  ΕΕccοοRRII;;

α. Ενός δίκλωνου γραµµικού µορίου που φέρει µια θέση αναγνώρισης της EcoRI;

β. Ενός δίκλωνου γραµµικού µορίου που φέρει δύο θέσεις αναγνώρισης της EcoRI;

γ. Ενός πλασµιδίου που φέρει µια θέση αναγνώρισης της EcoRI;

δ. Ενός πλασµιδίου που φέρει δύο θέσεις αναγνώρισης της ΕcoRI;

ε. Ενός µονόκλωνου µορίου DNA που φέρει την αλληλουχία 5΄GAATTC3΄ ;

((ΜΜόόρριιαα  55))

ΖΖήήττηηµµαα   33οο

ΑΑ..  ΑΑννααλλύύσσττεε  σσεε  µµιιαα  µµιικκρρήή  ππααρράάγγρρααφφοο  ττοουυςς  ππααρραακκάάττωω  όόρροουυςς::  ΓΓεεννεεττιικκήή  ΜΜηηχχααννιικκήή,,  φφοορρέέααςς  κκλλωω--

ννοοπποοίίηησσηηςς,,  ππεερριιοορριισσττιικκέέςς  εεννδδοοννοουυκκλλεεάάσσεεςς,,  αανναασσυυννδδυυαασσµµέέννοο  DDNNAA,,  µµεετταασσχχηηµµααττιισσµµόόςς..

((ΜΜόόρριιαα  1100))

ΒΒ..  ΝΝαα  ααννααφφέέρρεεττεε  τταα  σσττάάδδιιαα  κκαατταασσκκεευυήήςς  γγοοννιιδδιιωωµµααττιικκήήςς  ββιιββλλιιοοθθήήκκηηςς  µµεε  φφοορρέέαα  κκλλωωννοοπποοίίηησσηηςς  ββαα--

κκττηηρριιοοφφάάγγοο  λλ..

((ΜΜόόρριιαα  1155))

ΖΖήήττηηµµαα   44οο

ΥΥπποοθθέέσσττεε  όόττιι  θθέέλλεεττεε  νναα  κκλλωωννοοπποοιιήήσσεεττεε  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  εεννόόςς  µµύύκκηητταα,,  ττοο  οοπποοίίοο  κκωωδδιικκοοπποοιιεείί  έένναα  οορριι--

σσµµέέννοο  ttRRNNAA..  ∆∆ιιααθθέέττεεττεε  κκύύττττααρραα  ττοουυ  µµύύκκηητταα,,  έένναα  δδεείίγγµµαα  ααππόό  κκααθθααρρόό  ttRRNNAA  κκααιι  έένναα  ππλλαασσµµίίδδιιοο  ττοουυ

ββαακκττηηρρίίοουυ  EE..  ccoollii..  ΤΤοο  ππλλαασσµµίίδδιιοο  ππεερριιλλααµµββάάννεειι,,  µµιιαα  θθέέσσηη  ααννααγγννώώρριισσηηςς  ααππόό  ττηηνν  EEccooRRII  µµέέσσαα  σσττοο  γγοο--

ννίίδδιιοο  ααννθθεεκκττιικκόόττηηττααςς  ττηηςς  ττεεττρραακκυυκκλλίίννηηςς  ((tteettRR))  κκααθθώώςς  κκααιι  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  ααννθθεεκκττιικκόόττηηττααςς  σσττηηνν  ααµµππιι--

κκιιλλλλίίννηη  ((aammppRR))..  ΠΠοοιιαα  ββήήµµαατταα  θθαα  αακκοολλοουυθθήήσσεεττεε  γγιιαα  νναα  κκλλωωννοοπποοιιήήσσεεττεε  ττοο  ττµµήήµµαα  ττοουυ  DDNNAA  πποουυ  µµααςς

εεννδδιιααφφέέρρεειι;;

((ΜΜόόρριιαα  2255))
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