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4. ΤΔΦΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝΓΥΑΣΜΔΝΟΥ DNA 

 

Γενικά  

  Να αλαθέξεηε ηα ζηάδηα ηεο κεηαθνξάο γελεηηθνύ πιηθνύ από έλα νξγαληζκό ζε άιιν 

 1
ο
 . Καηαζθεπή αλαζπλδπαζκέλνπ DNA 

   α) Δλδπκαηηθή επεμεξγαζία ηνπ DNA ηνπ νξγαληζκνύ - δόηε  

   β) Δλδπκαηηθή επεμεξγαζία ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο 

   γ) Γεκηνπξγία αλαζπλδπαζκέλνπ DNA (Σπλδπαζκόο ησλ δύν εηδώλ DNA) 

 2
ο
 . Μεηαθνξά αλαζπλδπαζκέλνπ κνξίνπ DNA ζε θύηηαξα – μεληζηέο  

    (Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ ή Γηακόιπλζε επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ
1
) 

 3
ο
 . Δπηινγή θαη απνκόλσζε ησλ θπηηάξσλ – μεληζηώλ 

 4
ο
 . Δπηινγή βαθηεξηαθνύ θιώλνπ πνπ πεξηέρεη ην επηζπκεηό ηκήκα DNA 

 

1
ο
 ζηάδιο: καηαζκεςή αναζςνδςαζμένος DNA 

  Να αλαθέξεηε ηα έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

 1) Πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

 2) DNA δεζκάζε 

 

  Πνπ βξίζθνληαη νη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο θαη πνηα είλαη ε ρξεζηκόηεηά ηνπο; 

 Δίλαη γλσζηό όηη ηα βαθηήξηα κπνξνύλ λα απνηξέπνπλ ηελ εηζβνιή μέλνπ DNA (όπσο ησλ βαθηεξηνθά-

γσλ) κε ηελ θαηαζηξνθή ηνπ από εηδηθά έλδπκα 
2
. Η ηδηόηεηα ησλ ελδύκσλ απηώλ λα πεξηνξίδνπλ ηε δξάζε 

ηνπ μέλνπ DNA θόβνληαο ην ζε εζσηεξηθά ζεκεία θαη όρη ζηα άθξα ηνπ, απνδίδεηαη ζηελ νλνκαζία ηνπο σο 

πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο. 

 Ωο ζήκεξα έρνπλ απνκνλσζεί εθαηνληάδεο δηαθνξεηηθέο πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο από κηα κεγάιε 

πνηθηιία βαθηεξίσλ. Κάζε κηα από απηέο αλαγλσξίδεη θαζνξηζκέλεο αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ θαη ηηο 

θόβεη, ζξαύνληαο ηνπο θσζθνδηεζηεξηθνύο δεζκνύο θαη ζηνπο δύν θιώλνπο ζε ζπγθεθξηκέλν ζεκείν.  

 

  Πσο δξνπλ νη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο;  

 Οη πεξηζζόηεξεο από απηέο αλαγλσξίδνπλ αιιεινπρίεο κήθνπο 4 σο 8 δεπγώλ βάζεσλ πνπ παξνπζηάδνπλ 

ζε όιεο ζρεδόλ ηηο πεξηπηώζεηο έλα είδνο ζπκκεηξίαο (ε κηζή αιιεινπρία ζηνλ έλα θιώλν έρεη ζρέζε αληη-

θεηκέλνπ-εηδώινπ κε ηε κηζή αιιεινπρία ζηνλ άιιν θιώλν) θαη απνηεινύλ παιίλδξνκα, δειαδή 

δηαβάδνληαη κε ηνλ ίδην ηξόπν θαη πξνο ηηο δύν θαηεπζύλζεηο. Τα ζεκεία θνπήο ηνπ DNAζε θάζε θιώλν 

είλαη επίζεο ζπκκεηξηθά κεηαμύ ηνπο. Η πην δηαδεδνκέλε πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε είλαη ε EcoRI πνπ 

απνκνλώζεθε από ην βαθηήξην Escherichia coli. 

                                                 
1
.  Βιέπε ιεπηνκέξεηεο πην θάησ ζηε ζειίδα 5. 

2
   Τα βαθηήξηα πνπ ηηο θέξνπλ πξνζηαηεύνπλ ην DNA ηνπο από ηελ επίδξαζε ησλ δηθώλ ηνπο πεξηνξηζηηθώλ ελδνλνπ-

θιεαζώλ, δηόηη έρνπλ κεζπιησκέλεο ηηο αιιεινπρίεο αλαγλώξηζεο ηνπο. 
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Δικόνα 1. 

Γξάζε ηεο πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο EcoRI. 

 
 Σηελ Δηθόλα 1 παξνπζηάδεηαη ε αιιεινπρία αλαγλώξηζεο ηεο πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο EcoRI. 

 Αλ ρξεζηκνπνηεζεί ε ίδηα πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε, ζε δύν δηαθνξεηηθά κόξηα DNA, ζα αλαγλσξίζεη 

θαη ζηα δύν ηελ θαζνξηζκέλε γη’ απηήλ αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ θαη ζα θόςεη ηα δύν κόξηα, έηζη ώζηε λα 

έρνπλ ζπκπιεξσκαηηθά άθξα (ραξαθηεξίδνληαη θνιιώδε άθξα). Η ζπλέλσζε ησλ δύν άθξσλ πνπ ζα γίλεη 

ζηε ζπλέρεηα κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηνπ ελδύκνπ δεζκάζε DNA ζα νδεγήζεη ζηελ παξαγσγή ελόο κνξίνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ DNA. 

 

Δικόνα 2. 

Γηαδηθαζία παξαγσγήο κνξίνπ αλαζπλδπαζκέλνπ κνξίνπ DNA. Δθ’ όζνλ θαη ηα δύν κόξηα DNA Α θαη Β θνπνύλ από 

ηελ ίδηα πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε, ηα 2 ηκήκαηα πνπ ζα πξνθύςνπλ από θάζε είδνο κνξίνπ ζα έρνπλ, ηα ίδηα άθξα 

κεηαμύ ηνπο.  
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  Πσο δξα ε πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε EcoRI ;  

 1) Αλαγλσξίδεη ηελ αιιεινπρία 5’-GAATTC-3’. 

 2) Κόβεη θαη ηηο δύν αιπζίδεο ηνπ DNA κεηαμύ G θαη Α, δει ζξαύεη ηνπο θσζθνδηεζηεξηθνύο δεζκνύο 

κεηαμύ ησλ λνπθιενηηδίσλ πνπ έρνπλ G θαη ησλ λνπθιενηηδίσλ πνπ έρνπλ Α. 

 

 Πνηα είλαη ε ζρέζε ηνπ κήθνπο ησλ ζξαπζκάησλ ηνπ DNA κεηά από δξάζε ηεο πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο ;  

 Ο αξηζκόο ησλ δεπγώλ λνπθιενηηδίσλ πνπ αλαγλσξίδεηαη από θάζε πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε επεξεάδεη ηε ζπρλό-

ηεηα κε ηελ νπνία δξα ην έλδπκν θαη ζπλεπώο ην θαηά κέζν όξν κήθνο ησλ ζξαπζκάησλ πνπ απνθόπηεη ζε έλα κόξην 

DNA. H EcoRI γηα παξάδεηγκα δξα όπνπ αλαγλσξίδεη ηελ αιιεινπρία GAATTC. Δπεηδή θάζε λνπθιενηίδην κπνξεί λα 

ππάξρεη ζε έλα κόξην DNA κε πηζαλόηεηα ¼, ε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία κπνξεί λα ππάξρεη κε πηζαλόηεηα: 

 ¼·¼·¼·¼·¼·¼ ή 1/4096. Απηό ζεκαίλεη όηη ε αιιεινπρία απηή ππάξρεη θάζε 4096 λνπθιενηίδηα, νπόηε θαη ε EcoRI ζα 

δξα θαηά κέζν όξν θάζε 4096 λνπθιενηίδηα, νπόηε απηό ζα είλαη θαη θαηά κέζν όξν ην κήθνο ελόο ζξαύζκαηνο πνπ 

απνθόπηεηαη από έλα κόξην DNA όηαλ ππνζηεί ηελ επίδξαζε ηεο EcoRI. Αληίζεηα κηα άιιε πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε 

πνπ αλαγλσξίδεη κηα αιιεινπρία 4 δεπγώλ λνπθιενηηδίσλ ζα δξα πνιύ ζπρλόηεξα (κε πηζαλόηεηα ¼·¼·¼·¼ =1/256), 

νπόηε ζα απνθόπηεη θαη ηκήκαηα DNA κηθξόηεξνπ κήθνπο.  

 

  Πνηα είλαη ε ζεκαζία ησλ πεξηνξηζηηθώλ ελδνλνπθιεαζώλ ;  

 Οη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο ιόγσ ηεο ηθαλόηεηάο ηνπο λα θόβνπλ κε εμαηξεηηθή αθξίβεηα ηα κόξηα 

ηνπ DNA ζε θαζνξηζκέλα ζεκεία, έρνπλ γίλεη ηα αλαληηθαηάζηαηα εξγαιεία γηα ηελ αλάιπζε ησλ ρξσκν-

ζσκάησλ, ηελ εύξεζε ησλ αιιεινπρηώλ κεγάισλ κνξίσλ DNA, ηελ απνκόλσζε γνληδίσλ θαη ηελ ζύλζεζε 

λέσλ κνξίσλ DNA πνπ ζηε ζπλέρεηα θισλνπνηνύληαη.  

 

  Πσο δξα ε DNA δεζκάζε; 

 Οη δεζκνί πδξνγόλνπ πνπ αλαπηύζζνληαη απζόξκεηα κεηαμύ ησλ θνιισδώλ άθξσλ δύν ζξαπζκάησλ 

DNA, δελ είλαη αξθεηά ηζρπξνί, ώζηε ην αλαζπλδπαζκέλν DNA λα είλαη ζηαζεξό. Γηα ην ιόγν απηό ρξεηά-

δεηαη ε ζπλδξνκή ησλ δεζκαζώλ, πνπ ζα ελώζνπλ κε θσζθνδηεζηεξηθνύο δεζκνύο ηα άθξα ησλ θιώλσλ 

θάζε ζξαύζκαηνο.  

 

 

 

 

Δικόνα 3. 

Γξάζε DNA δεζκάζεο. 

 

 

 

 

 

 



 

 

Βιολογία Καηεύθςνζηρ Γ’ Λςκείος 

                4
ο
 Κεθάλαιο 

    
5 

 

  Πνηα είλαη ε δηαθνξά κεηαμύ πεξηνξηζηηθώλ ελδνλνπθιεαζώλ θαη DNA δεζκάζεο;  

 Οη δύν θαηεγνξίεο ελδύκσλ (πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο θαη DNA δεζκάζεο) πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

καδί γηα ηελ παξαγσγή αλαζπλδπαζκέλσλ κνξίσλ DNA, εθηεινύλ ηελ αθξηβώο αληίζεηε δηαδηθαζία. Οη 

πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο ζπάδνπλ θσζθνδηεζηεξηθνύο δεζκνύο, ελώ νη DNA δεζκάζεο δεκηνπξγνύλ  

 

 

2
ο
 ζηάδιο: μεηαθοπά αναζςνδςαζμένος DNA ζε κύηηαπο -ξενιζηή 

  Πνηα κόξηα DNA ραξαθηεξίδνληαη θνξείο θισλνπνίεζεο; 

 Φνξέαο απιώο ή θνξέαο θισλνπνίεζεο ραξαθηεξίδεηαη θάζε κόξην DNA πνπ κπνξεί λα ελζσκαηώζεη 

έλα γνλίδην, ώζηε λα ην κεηαθέξεη ζε έλα θύηηαξν ή νξγαληζκό δέθηε. Φνξείο θισλνπνίεζεο είλαη:  

 1) ηα πιαζκίδηα ησλ βαθηεξίσλ 

 2) ην DNA ησλ ηώλ (θάγνη
3
, αδελντνί

4
). 

 

  Πνύ νθείιεηαη ε αλάγθε ρξεζηκνπνίεζεο θνξέσλ θισλνπνίεζεο; 

 Η αλάγθε ηεο ρξεζηκνπνίεζεο θνξέσλ πεγάδεη από ηελ αληθαλόηεηα ελόο γνληδίνπ πνπ έρεη εηζαρζεί ζε έλα θύηηαξν 

λα θάλεη ν,ηηδήπνηε «από κόλν ηνπ»: Δπεηδή ην γνλίδην δελ είλαη κέξνο ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ θπηηάξνπ ζην νπνίν εηζάγε-

ηαη: 

   Γελ κπνξεί λα δηπιαζηαζηεί.  

   Γελ κπνξεί λα εθθξαζηεί,  

   θαη ζπλήζσο δηαζπάηαη γξήγνξα από ηα έλδπκα ηνπ δέθηε.  

 

  Πνηεο είλαη νη ραξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο ησλ θνξέσλ θισλνπνίεζεο; 

 Όια ηα παξαπάλσ πξνβιήκαηα, αιιά θαη πνιιά άιια πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δπλαηόηεηα αλαγλώξηζεο 

θαη εληνπηζκνύ ησλ θπηηάξσλ πνπ έρνπλ δερηεί ην μέλν γνλίδην μεπεξληνύληαη κε ηε ρξήζε ησλ θνξέσλ, 

ράξε ζηηο αθόινπζεο ηδηόηεηεο πνπ έρνπλ: 

 1) Οη θνξείο θόβνληαη από κηα ζπγθεθξηκέλε πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε ζε κηα κόλν ζέζε. 

 2) Οη θνξείο είλαη αξθεηά κεγάινη ώζηε λα κπνξνύλ λα ελζσκαηώλνπλ πξνο κεηαθνξά γνλίδηα.  

 3) Σπλήζσο είλαη θπθιηθά κόξηα, ώζηε ε πηζαλόηεηα δηάζπαζήο ηνπο από ηα έλδπκα ηνπ δέθηε λα πεξην-

ξίδεηαη.  

 4) Γεληθώο πεξηέρνπλ ξπζκηζηηθέο αιιεινπρίεο όπσο ζεκεία έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο, ππνθηλεηέο θ.α. 

ώζηε λα κπνξνύλ λα αληηγξάθνληαη θαη λα εθθξάδνληαη.  

 5) Πεξηέρνπλ γνλίδηα δείθηεο (π.ρ. γνλίδηα αλζεθηηθόηεηαο ζηα αληηβηνηηθά), ώζηε λα δηεπθνιύλεηαη ν 

εληνπηζκόο ησλ θπηηάξσλ πνπ ηνπο έρνπλ πξνζιάβεη.  

 

 

                                                 
3
 Φάγνο ή βαθηεξηνθάγνο: ηόο πνπ έρεη σο μεληζηή βαθηήξην. 

4
 Αδελντόο: ηόο πνπ έρεη DNA σο γελεηηθό πιηθό. 
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  Πνηεο είλαη νη ραξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο ησλ θνξέσλ θισλνπνίεζεο; 

 

 

 

 

 

 

 

  Ση νλνκάδεηαη κεηαζρεκαηηζκόο θαη ηη δηακόιπλζε*; 

 Οη όξνη κεηαζρεκαηηζκόο θαη δηακόιπλζε ρξεζηκνπνηνύληαη γηα λα απνδώζνπλ ηελ κεηαθνξά μέλνπ 

γελεηηθνύ πιηθνύ ζην δέθηε 

 Μεηαζρεκαηηζκόο είλαη ην απνηέιεζκα ηεο κεηαθνξάο ηνπ μέλνπ γελεηηθνύ πιηθνύ κε ηε ρξεζηκνπνίεζε 

πιαζκηδίσλ σο θνξέσλ ζε βαθηήξηα.  πιαζκίδηα → βαθηήξηα     

 Γηακόιπλζε είλαη ην απνηέιεζκα ηεο κεηαθνξάο ηνπ μέλνπ γελεηηθνύ πιηθνύ κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηώλ 

σο θνξέσλ ζε επθαξπσηηθά θύηηαξα.  ηνί → επθαξπσηηθά θύηηαξα    

 Η δηαδηθαζία ηεο δηακόιπλζεο ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ γνληδηαθή ζεξαπεία γελεηηθώλ αζζελεηώλ ηνπ 

αλζξώπνπ. 

 

 

  ΢ε πνηεο πεξηπηώζεηο γνληδηαθήο ζεξαπείαο βξίζθεη εθαξκνγή ε ρξήζε ηώλ σο θνξέσλ θισλνπνίεζεο (ε 

δηακόιπλζε) ;  

Οη ηνί- θνξείο έρνπλ ελζσκαησκέλν ην θπζηνινγηθό αλζξώπηλν γνλίδην. 

 Ονομαζία αζθένειας αίηιο θορέας κύηηαρα-

ζηότοι 

ηύπος γονιδιακής 

θεραπείας 

1 Μνξθή αλεπάξθεηαο 

ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ 

ζπζηήκαηνο 

ελδύκν ΑDA (απακη-

λάζε ηεο αδελνζίλεο) 

πνπ παίξλεη κέξνο 

ζηνλ κεηαβνιηζκό ησλ 

πνπξηλώλ 

 

ηόο–θνξέαο 

 

ιεκθνθύηηαξα 

 

ex vivo 5 

2  

Κπζηηθή ίλσζε 

πξσηεΐλε πνπ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ 

ζσζηή ιεηηνπξγία ησλ 

επηζειηαθώλ θπηηάξσλ 

ησλ πλεπκόλσλ  

 

αδελντόο 

θύηηαξα ηνπ 

αλαπλεπζηηθνύ 

ζπζηήκαηνο 

 

in vivo 6 

 

 

                                                 
5
 ex vivo: επεηδή ηα θύηηαξα-ζηόρνη ηξνπνπνηνύληαη έμσ από ηνλ νξγαληζκό θαη εηζάγνληαη πάιη ζ’ απηόλ. 

6
 in vivo: επεηδή ηα θύηηαξα-ζηόρνη ηξνπνπνηνύληαη κέζα ζηνλ δσληαλό νξγαληζκό. Σπγθεθξηκέλα ε ηξνπνπνίεζε 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ςεθαζκό κε ηε βνήζεηα βξνγρνζθνπίνπ. 

 

 

Τύπορ θοπέα 
Μέγιζηο μήκορ DNA πος μποπεί να 

ενζωμαηώζει 

Πιαζκίδην 10 kbp 

Ιόο (Αδελντόο, Βαθηεξηνθάγνο) 30kbp 

Βιέπε  8
ν
  Κεθάιαην ηνπ ζρνι. βηβιίνπ 

Ο όξνο «δηακόιπλζε» δελ ππάξρεη ζην βηβιίν, αιιά 

ρξεζηκνπνηείηαη εδώ γηα λα ηνληζηεί ε ρξεζηκνπνίε-

ζεο ησλ ηώλ σο θνξέσλ θισλνπνίεζεο. 
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 Πνηεο είλαη νη ραξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο ησλ ηώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο θνξείο θισλνπνίεζεο; 

 Οη ηνί πξηλ ηε ρξεζηκνπνίεζε ηνπο σο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο θνξείο γελεηηθνύ πιηθνύ έρνπλ ππνζηεί 

γελεηηθή ηξνπνπνίεζε ώζηε λα είλαη αθίλδπλνη. Γύν θπξίσο ηύπνη ηώλ ρξεζηκνπνηνύληαη σο θνξείο: 

Τύπος ιού Λεπηομέρειες ηης δράζης ηοσς 

Βακηηριοθάγοι 
Οη ηνί ησλ βαθηεξίσλ. Δίλαη θαηάιιεινη γηα ηε κεηαθνξά κεγάισλ γνληδίσλ ζε 

θαιιηέξγεηεο βαθηεξίσλ. 

Αδενοϊοί 

Ινί πνπ παξαζηηνύλ ζηνλ άλζξσπν θαη πξνθαινύλ αλαπλεπζηηθά λνζήκαηα όπσο 

ην θνηλό θξπνιόγεκα. Δίλαη θαηάιιεινη γηα ηε κεηαθνξά γελεηηθνύ πιηθνύ κε ηε 

κέζνδν ηεο γονιδιακήρ θεπαπείαρ. Πξηλ ηε ρξεζηκνπνίεζή ηνπο σο θνξείο έρνπλ 

ππνζηεί γελεηηθή ηξνπνπνίεζε ώζηε λα θαηαζηνύλ αθίλδπλνη.  
Τν γελεηηθό πιηθό ησλ αδελντώλ : 

   είλαη δίθισλν γξακκηθό κόξην DNA,  

   δελ ελζσκαηώλεηαη ζην γνληδίσκα ηνπ θπηηάξνπ ζην νπνίν εηζέξρνληαη, 

   δελ απηνδηπιαζηάδεηαη,  

   κπνξεί όκσο λα εθθξάδεηαη, (εθηόο ησλ γνληδίσλ πνπ θαζνξίδνπλ ηελ παξαγσγή ησλ 

πξσηετλώλ ηνπ θαςηδίνπ ηνπο, ιόγσ ηεο γελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο πνπ έρνπλ ππνζηεί). 

Σπλεπώο κεηά ηελ εηζαγσγή ηνπο ζην θύηηαξν δέθηε δελ γίλεηαη ζπλαξκνιόγεζε λέσλ ηώλ 

θαη ην θύηηαξν πνπ ηνπο έρεη δερηεί δελ ιύεηαη, ελώ εθθξάδεη ην μέλν γελεηηθό πιηθό πνπ 

κεηαθέξνπλ. 

 

 

 

  Γώζηε έλα ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα πιαζκηδίνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο θνξέαο θισλνπνίεζεο ζηελ 

Βηνηερλνινγία  

 Τν πιαζκίδην Ti, πνπ θπζηνινγηθά ππάξρεη ζην βαθηήξην Agrobacterium tumefasciens, ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα κεηαθέξεη δηάθνξα γνλίδηα ζε θπηηθά θύηηαξα. Έλα από ην γνλίδηα απηά είλαη θαη ην γνλίδην ην ππεύζπ-

λν γηα ηελ παξαγσγή κηαο εληνκνθηόλνπ ηνμίλεο πνπ θπζηνινγηθά παξάγεηαη από ην εδαθόβην βαθηήξην 

Baccilus thuringiensis.  

 Τα κεηαζρεκαηηζκέλα πιαζκίδηα Ti εηζάγνληαη ζε θαιιηέξγεηα θπηηθώλ θπηηάξσλ, όπνπ θαη ελζσκαηώ-

λνληαη ζην γελεηηθό πιηθό ησλ θπηώλ. Έηζη, ηα θπηά κπνξνύλ λα παξάγνπλ κόλα ηνπο ηελ εληνκνθηόλν 

ηνμίλε θαη λα είλαη αλζεθηηθά ζηα δηάθνξα έληνκα. Τα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα απηά θπηά απνηεινύλ ηηο 

πνηθηιίεο Bt. 

 Σρεκαηηθά έρνπκε:  γνλίδην ππεύζπλν γηα παξαγσγή ηνμίλεο ηνπ Bt → πιαζκίδην Ti → *θπηηθά θύηηαξα  

 

 

  Γηαηί ηα θύηηαξα πνπ πξόθεηηαη λα δερζνύλ ηνπο θνξείο πξέπεη πξνεγνπκέλσο λα ππνζηνύλ θαηάιιειε 

επεμεξγαζία; 

 Τν ζρεηηθά κεγάιν κέγεζνο ησλ θνξέσλ εκπνδίδεη ηε δηέιεπζε ηνπο κέζσ ηεο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ 

πνπ ζα ηνπο δερηεί. Πξέπεη ζπλεπώο ε κεκβξάλε ησλ δεθηώλ λα γίλεη κε θάπνην ηξόπν δηαπεξαηή ζηνπο 

θνξείο. Απηό επηηπγράλεηαη κε δηάθνξεο κεζόδνπο πνπ εμαξηώληαη από ην είδνο ηνπ θπηηάξνπ-δέθηε.  

 

 

 

 

 ΠΡΟ΢ΟΧΗ . Σν πιαζκίδην Σi εηζάγεηαη ζε θπηηθά θύηηαξα θαη 

όρη ζε βαθηήξηα. Γελ πξόθεηηαη επνκέλσο γηα κεηαζρεκαηηζκό. 

 

Βιέπε  9
ν
  Κεθάιαην  ηνπ ζρνι. βηβιίνπ 
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3
ο
 ζηάδιο: επιλογή και απομόνωζη κύηηαπων – ξενιζηών πος έσοςν δεσθεί ηο αναζςνδςαζμένο DNA 

  Πνηα είλαη ε ζεκαζία ρξεζηκνπνίεζεο γελεηηθώλ δεηθηώλ; 

 Η εηζαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ DNA κέζσ ησλ θνξέσλ (πιαζκίδηα, ηνί) ζηα θύηηαξα μεληζηέο, γηα 

δηάθνξνπο ιόγνπο δελ είλαη κηα δηαδηθαζία κε 100% επηηπρία. Σε πνιιά θύηηαξα δελ εηζάγεηαη θαλ ν θνξέ-

αο, αιιά αθόκε θαη από απηά ζηα νπνία εηζάγεηαη, έλα κηθξό κόλν κέξνο θέξεη ηειηθώο ην πξνο κεηαθνξά 

γελεηηθό πιηθό. Δίλαη ζπλεπώο απαξαίηεηε ε ύπαξμε δεηθηώλ ώζηε λα εληνπίδνληαη  

 α. ηα θύηηαξα πνπ έρνπλ δερζεί ην θνξέα θαη  

 β. από απηά όζα έρνπλ δερηεί θαη ην μέλν γελεηηθό πιηθό.  

 

 

Δικόνα 4. 

Πνηθηινκνξθία ηνπ πιεζπζκνύ ησλ βαθηεξίσλ πνπ έρνπλ ππνζηεί ηελ δηαδηθαζία κεηαθνξάο αλαζπλδπαζκέλνπ DNA. 

 

  Πσο εληνπίδνληαη ηα βαθηήξηα πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί (έρνπλ δερηεί έλα πιαζκίδην- θνξέα); 

 Έλαο θνηλόο γελεηηθόο δείθηεο γηα ηνλ εληνπηζκό ησλ βαθηεξίσλ πνπ έρνπλ δερηεί έλα πιαζκίδην- θνξέα 

είλαη έλα γνλίδην ηνπ πιαζκηδίνπ πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζην αληηβηνηηθό ηεηξαθπθιίλε. Έηζη ηα 

βαθηήξηα ζηα νπνία εηζάγεηαη ην πιαζκίδην, «εηζάγεηαη» θαη ε ηδηόηεηα λα επηβηώλνπλ παξνπζία ηεηξαθπ-

θιίλεο. Από ηελ θαιιηέξγεηα ινηπόλ όισλ ησλ βαθηεξίσλ ζηα νπνία έγηλε απόπεηξα κεηαζρεκαηηζκνύ ζε 

ζξεπηηθά ππνζηξώκαηα πνπ πεξηέρνπλ ηεηξαθπθιίλε, όζα επηβηώλνπλ είλαη εθείλα ζηα νπνία ε εηζαγσγή ηνπ 

πιαζκηδίνπ ήηαλ επηηπρήο. 
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Δικόνα 5. 

Πιαζκίδην πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξίσλ. Πεξηέρεη: 1) γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ηεηξα-

θπθιίλε θαη 2) γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιίλε, ζην νπνίν όκσο ππάξρεη αιιεινπρία αλαγλώξηζεο 

πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο. 

 

 

 

 

Δικόνα 6. 

Σεκαζία ησλ γελεηηθώλ δεηθηώλ γηα ηνλ εληνπηζκό:  

 1) ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ (δείθηεο αλζεθηηθόηεηαο ζε ηεηξαθπθιίλε) 

 2) ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θαη αλαζπλδπαζκέλσλ βαθηεξίσλ (δείθηεο αλζεθηηθόηεηαο ζε ακπηθηιίλε). 

 

 

Σημεία κξπήπ 

Πλαζμίδιξ Ξέμξ μόοιξ DNA  

Σημεία κξπήπ 

Καηεζηοαμμέμξ γξμίδιξ 

αμθεκηικόηηηαπ ζηημ 

αμπικιλίμη 

Μεηαζςημαηιζμέμξ 

βακηήοιξ πξρ θέοει ηξ 

αμαζρμδραζμέμξ DNA 

Γξμίδιξ αμθεκηικόηηηαπ 

ζηημ ηεηοακρκλίμη 

Αμαζρμδραζμέμξ πλαζμίδιξ  

Γξμίδιξ αμθεκηικό 

ζηημ αμπικιλίμη 
Γξμίδιξ αμθεκηικό ζηημ 

ηεηοακρκλίμη 

Αλληλξρςία αμαγμώοιζηπ  

πεοιξοιζηικήπ εμδξμξρκλεάζηπ  
Αλληλξρςία έμαονηπ  

ηηπ αμηιγοαθηπ 
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  Πσο εληνπίδνληαη ηα βαθηήξηα πνπ έρνπλ δερηεί ην πιαζκίδην-θνξέα κε ην μέλν γελεηηθό πιηθό; 

 Σύκθσλα κε ηα παξαπάλσ, εληνπίδνληαη ηα βαθηήξηα ηα νπνία κεηαζρεκαηίζηεθαλ θαη όρη εθείλα ζηα 

νπνία ην πιαζκίδην εηζήγαγε ην μέλν γελεηηθό πιηθό. Γηα ηνλ εληνπηζκό απηώλ ησλ βαθηεξίσλ απαηηείηαη ε 

ύπαξμε ελόο δεύηεξνπ γελεηηθνύ δείθηε πνπ είλαη ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιίλε. Τν γνλίδην 

απηό όκσο πεξηέρεη αιιεινπρία αλαγλώξηζεο πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο. 

 Καζώο ην μέλν γελεηηθό πιηθό εηζάγεηαη κεηαμύ ησλ αιιεινπρηώλ ηνπ γνληδίνπ γηα ηελ αλζεθηηθόηεηα 

ζηελ ακπηθηιίλε, ην γνλίδην θαηαζηξέθεηαη, νπόηε ηα βαθηήξηα πνπ έρνπλ πξνζιάβεη έλα ηέηνην πιαζκίδην 

(αλαζπλδπαζκέλν) δελ κπνξνύλ λα επηβηώζνπλ ζε πεξηβάιινλ κε ακπηθηιίλε θαη έηζη δηαθξίλνληαη απ’ όζα 

κεηαζρεκαηίζηεθαλ (πήξαλ δει. πιαζκίδην αιιά όρη αλαζπλδπαζκέλν) πνπ επηβηώλνπλ, κηα θαη ζε απηά ην 

γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιίλε έρεη παξακείλεη άζηθην. 

 

  Πσο γίλεηαη γεληθά ε επηινγή θαη απνκόλσζε θύηηαξσλ–μεληζηώλ πνπ έρνπλ δερζεί ην αλαζπλδπαζκέλν 

DNA; (Βιέπε εηθόλα 7) 

 Αλ ινηπόλ αθνινπζεζνύλ νη δηαδηθαζίεο (1), (2), (3), (4), (5) ηνπ ζρήκαηνο (θνπή ησλ δύν κνξίσλ DNA 

κε ηελ ίδηα πεξηνξηζηηθή ελδνλνπθιεάζε, ζύλδεζε ησλ ηκεκάησλ πνπ πξνθύπηνπλ κε δεζκάζε, εηζαγσγή 

ησλ πιαζκηδίσλ ζηα βαθηήξηα) θαη ηα βαθηήξηα θαιιηεξγεζνύλ (6) είλαη δπλαηή ε παξαγσγή κηαο λέαο 

θαιιηέξγεηαο πνπ απνηειεί αληίγξαθν ηεο αξρηθήο. Η λέα θαιιηέξγεηα κεηαθέξεηαη έλα ζξεπηηθό ππόζηξσκα 

πνπ δελ έρεη κηθξόβηα (7). 

 Αλ ζηε λέα θαιιηέξγεηα πνπ έρεη δεκηνπξγεζεί (8) πξνζηεζεί ην αληηβηνηηθό ηεηξαθπθιίλε (9), ηα βαθηή-

ξηα πνπ ζα πεζάλνπλ (ζην ζρήκα επηζεκαίλνληαη κε ην γξάκκα Α) ζα είλαη όζα δελ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί 

ώζηε λα δηαζέηνπλ γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο γηα ηελ ηεηξαθπθιίλε (10). Αληίζεηα απηά πνπ ζα επηβηώζνπλ (Β, 

Γ) ζα έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί θαη ζα είλαη δύν θαηεγνξηώλ: Όζα έρνπλ αλαζπλδπαζκέλν DNA (έρνπλ θαηε-

ζηξακκέλν γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιίλε) θαη όζα δελ έρνπλ αλαζπλδπαζκέλν DNA (αλ θαη 

πήξαλ πιαζκίδην δελ πήξαλ ην μέλν γελεηηθό πιηθό, νπόηε έρνπλ άζηθην ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ 

ακπηθηιίλε). Πξνζζέηνληαο ζηε θαιιηέξγεηα απηή ακπηθηιίλε (11) κπνξνύκε λα δηαθξίλνπκε πνηα απνηθία 

βαθηεξίσλ έρεη αλαζπλδπαζκέλν DNA. Τα βαθηήξηα πνπ επηβηώλνπλ (Γ) δελ θέξνπλ αλαζπλδπαζκέλν DNA 

θαζώο ην άζηθην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο γηα ηελ ακπηθηιίλε ηνπο επηηξέπεη λα επηβηώζνπλ. Αληηζέησο όζα 

πεζάλνπλ (Β) θέξνπλ αλαζπλδπαζκέλν DNA πνπ παξελεβιήζε ζην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο γηα ηελ ακπηθη-

ιίλε. Με ηνλ ηξόπν απηό κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί ζηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα (6), πνηα απνηθία βαθηεξίσλ 

έρεη αλαζπλδπαζκέλν DNA, λα απνκνλσζεί θαη λα θαιιηεξγεζεί. 
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Δικόνα 7. 

Πσο γίλεηαη ε επηινγή θαη ε απνκόλσζε ησλ θπηηάξσλ-μεληζηώλ (βαθηεξίσλ) πνπ έρνπλ δερζεί ην αλαζπλδπαζκέλν DNA. Σηα ζηάδηα 6 θαη 7 γίλεηαη ηνπνζέηεζε θίιηξνπ ληηξν-

θπηηαξίλεο ζηελ θαιιηέξγεηα. Τν θίιηξν παίξλεη ηα βαθηήξηα από ηηο δηάθνξεο απνηθίεο θαη έηζη αληηγξάθεηαη ε θαιιηέξγεηα. 

 

ΤΕΤΡΑΚΥΚΛΙΝΗ ΑΜΠΙΚΙΛΙΝΗ 
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ο
 ζηάδιο:  επιλογή και απομόνωζη ξενιζηών πος πεπιέσοςν μια ζςγκεκπιμένη αλληλοςσία DNA 

  Ση είλαη ε απνδηάηαμε θαη ηη ε πβξηδνπνίεζε ησλ λ. νμέσλ; 

 Η έθζεζε ηνπ DNA ζε πςειή ζεξκνθξαζία (100
ν
 C) ή ζε πνιύ ςειό pH (13) πξνθαιεί ηελ ζξαύζε ησλ 

δεζκώλ πδξνγόλνπ πνπ ζπγθξαηνύλ ηνπο δύν ζπκπιεξσκαηηθνύο θιώλνπο θαη ζπλεπώο ηνλ δηαρσξηζκό 

ηνπο. Η δηαδηθαζία απηή πνπ νλνκάδεηαη απνδηάηαμε είλαη αληηζηξεπηή. Σπγθεθξηκέλα, νη δύν απνρσξηζκέ-

λνη θιώλνη ηνπ DNA κπνξνύλ λα επαλαζπλδεζνύλ ζε θαηάιιειεο ζπλζήθεο
7
. Παξόκνηα ζύλδεζε κπνξεί λα 

γίλεη κεηαμύ νπνηνπδήπνηε δεύγνπο κνλόθισλσλ κνξίσλ λνπθιετθώλ νμέσλ (DNA/DNA, RNA/RNA, ή 

RNA/DNA), κε ηελ πξνππόζεζε όηη νη θιώλνη ηνπο είλαη ζπκπιεξσκαηηθνί. Η παξαγσγή ηέηνησλ δίθισλσλ 

κνξίσλ ραξαθηεξίδεηαη πβξηδνπνίεζε θαη έρεη κεγάιε εθαξκνγή ζηνλ εληνπηζκό θαη ηελ αλάιπζε ζπγθε-

θξηκέλσλ αιιεινπρηώλ ζε κόξηα DNA ή RNA.  

 

  Ση είλαη ηα κόξηα cDNA; 

 Τα κόξηα cDNA είλαη ηα κόξηα DNA πνπ παξάγνληαη κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθά-

ζεο θαη πνζόηεηαο δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ, ρξεζηκνπνηώληαο σο πξόηππν έλα ζπγθεθξηκέλν κόξην mRNA.  

 

  Πσο θαηαζθεπάδνληαη ηα κόξηα cDNA; 

 1) Σηελ αξρή κε πξόηππν ηνλ θιώλν ελόο κνξίνπ mRNA θαη κε ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε ζπληίζεηαη 

in vitro, έλαο ζπκπιεξσκαηηθόο θιώλνο DNA, ην cDNA.  

 2) Τν δίθισλν πβξηδηθό κόξην πνπ ζρεκαηίδεηαη απνδηαηάζζεηαη (κε ζέξκαλζε ή ρξήζε ρεκηθώλ νπζηώλ) 

θαη πξνθύπηεη κνλόθισλν cDNA.  

 3) Ο θιώλνο ηνπ cDNA πνπ πξνθύπηεη ρξεζηκνπνηείηαη σο πξόηππν γηα ηε ζύλζεζε ελόο ζπκπιεξσκαηη-

θνύ θιώλνπ DNA. Έηζη παξάγεηαη έλα δίθισλν κόξην cDNA, πνπ δελ είλαη ην γνλίδην κε βάζε ην νπνίν 

παξάρζεθε ην αξρηθό κόξην ηνπ mRNA, αιιά κόλν ην ηκήκα ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί έληαμε ακηλν-

μέσλ. 

(Βιέπε επίζεο εηθόλα 14) 

 

  Ση είλαη ηα κόξηα αληρλεπηέο θαη πνηα ε ιεηηνπξγία ηνπο; 

 Τα κόξηα αληρλεπηέο είλαη κνλόθισλα κόξηα DNA ή RNA κηθξνύ ζρεηηθά κήθνπο
8
 πνπ έρνπλ επηζεκαλ-

ζεί ξαδηελεξγά ή ηξνπνπνηεζεί ρεκηθά ώζηε λα εληνπίδνληαη κε ηερληθέο θζνξηζκνύ. Χάξε ζηε δπλαηόηεηά 

ηνπο λα πβξηδνπνηνύλ θάζε άιιν κνλόθισλν κόξην πνπ έρεη ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία σο πξνο απηνύο, 

κπνξνύλ λα ζπλδένληαη καδί ηνπ θαη έηζη λα «πξνδίδνπλ» ηελ ύπαξμή ηνπ.  

 Μηα εηδηθή θαηεγνξία κνξίσλ αληρλεπηώλ DNA είλαη ηα κόξηα cDNA πνπ κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ 

σο αληρλεπηέο ηνπ κνξίνπ mRNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο πξόηππν γηα ηε ζύλζεζή ηνπ. 

                                                 
7
 Τν 1961 αλαθαιύθζεθε όηη νη δύν απνρσξηζκέλνη θιώλνη ηνπ DNA κπνξνύλ λα επαλαζπλδεζνύλ, αλ εθηεζνύλ γηα αξθεηό ρξνληθό 

δηάζηεκα ζε ζεξκνθξαζία 65ν C. 
8
 20 έσο 100 λνπθιενηίδηα. 
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Τξπξθέηηζη θίληοξρ μιηοξκρηηαοίμηπ 

ζηημ καλλιέογεια. Τξ θίληοξ παίομει ηα 

βακηήοια από ηιπ διάθξοεπ απξικίεπ. 

Σηξ θίληοξ ποξζηίθεμηαι ξρζίεπ 

πξρ ποξκαλξύμ λύζη ηωμ κρηηάοωμ 

και απξδιάηανη ηξρ DNA. 
Τξ θίληοξ απξπλέμεηαι με 

απξηέλεζμα μα απξμείμει πάμω 

ηξρ μόμξ ηξ απξδιαηεηαγμέμξ 

DNA.  

Σηξ θίληοξ ποξζηίθεμηαι επιζη-

μαζμέμξι αμιςμερηέπ πξρ θέοξρμ 

καθξοιζμέμεπ αλληλξρςίεπ. 

Με ειδικέπ ηεςμικέπ απξκαλύπηξμηαι ξι 

απξικίεπ πξρ έςξρμ ζρμπληοωμαηικέπ 

αλληλξρςίεπ με ηξμ αμιςμερηή. 

 Η αληίδξαζε πβξηδηζκνύ κεηαμύ ησλ αληρλεπηώλ θαη ησλ κνξίσλ πνπ αληρλεύνπλ είλαη ηόζν επαίζζεηε θαη εηδηθή, 

έηζη ώζηε, είλαη δπλαηόο ν εληνπηζκόο ελόο κνξίνπ κε ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία αθόκε θαη αλ ε ζπγθέληξσζή ηνπ 

είλαη 1 κόξην αλά θύηηαξν. 

 

  Πνηα είλαη ε ρξεζηκόηεηα ησλ κνξίσλ αληρλεπηώλ; 

Χάξε ζηνπο αληρλεπηέο είλαη δπλαηή: 

 1) Η εύξεζε ελόο ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ αλάκεζα ζηα ρηιηάδεο πνπ ππάξρνπλ ζε κηα γνληδησκαηηθή 

βηβιηνζήθε.  

 2) Ο εληνπηζκόο κηθξώλ αιιεινπρηώλ DNA ζε κηα κεγάιε πνζόηεηα DNA.  

 3) Ο εληνπηζκόο ησλ γνληδίσλ πνπ είλαη παξόκνηα ζε δηαθνξεηηθά είδε νξγαληζκώλ.  

 4) Η ζπζρέηηζε ησλ γνληδίσλ κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ νξγαληζκώλ. (Αλ ν αληρλεπηήο έρεη ζπληεζεί ώζηε λα 

απνηειείηαη από ηκήκα ηεο αιιεινπρίαο ησλ λνπθιενηηδίσλ ηνπ ελόο θιώλνπ ελόο γνληδίνπ, κπνξεί λα 

εληνπίζεη αλ ππάξρεη αληίζηνηρν ηκήκα ζε έλα άιιν γνλίδην ελόο άιινπ νξγαληζκνύ).  

 5) Η απνζαθήληζε αλ έλα γνλίδην κεηαγξάθεηαη ζε έλα θύηηαξν θαη ζε πνηό βαζκό. (Ο αληρλεπηήο πνπ 

έρεη ζπληεζεί ώζηε λα πεξηέρεη ηκήκα ηεο αιιεινπρίαο ελόο γνληδίνπ, αλακηγλύεηαη κε ην mRNA ηνπ θπηηά-

ξνπ. Από ηελ ύπαξμε πβξηδνπνηεκέλσλ κνξίσλ ή όρη, δηαπηζηώλεηαη αλ ην γνλίδην κεηαγξάθεηαη, ελώ από 

ηνλ αξηζκό ησλ πβξηδνπνηεκέλσλ κνξίσλ δηαπηζηώλεηαη ν βαζκόο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ ζην ζπγθεθξη-

κέλν θύηηαξν.)  

 6) Η εύξεζε ησλ ππνθηλεηώλ, ησλ αιιεινπρηώλ έλαξμεο θαη ιήμεο ηεο κεηαγξαθήο, ηα εζώληα θ.α.. 

(Μεηά ηελ πβξηδνπνίεζε ν αληρλεπηήο πθίζηαηαη ηελ επίδξαζε εηδηθώλ λνπθιεαζώλ, ώζηε λα απνκνλσζνύλ 

ηα ηκήκαηα ηνπ πνπ πβξηδνπνηνύλ ην ώξηκν mRNA, από ηα ηκήκαηα πνπ δελ ην πβξηδνπνηνύλ, όπσο ηα 

εζώληα, θ.α.)  

 7) Η έγθαηξε δηάγλσζε γελεηηθώλ αζζελεηώλ, θαζώο έρνπλ παξαρζεί αληρλεπηέο πνπ είλαη ζπκπιεξσκα-

ηηθνί κε ηηο αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ πνπ επζύλνληαη γηα λνζήκαηα όπσο ε θπζηηθή ίλσζε, ε κπηθή 

δπζηξνθία θ.α.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 8. 

Χξήζε αληρλεπηώλ γηα ηνλ εληνπηζκό ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο DNA ζην ζπλνιηθό βαθηεξηαθό DNA.  
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Δικόνα 9. 

Δληνπηζκόο αιιεινπρηώλ ζε κόξην DNA θαη εύξεζε εμσλίσλ ζε κόξην mRNA.  

 

 Πσο γίλεηαη ε ζύλζεζε ησλ κνξίσλ αληρλεπηώλ; 

 Οη αληρλεπηέο είλαη κνλόθισλα κόξηα DNA ή RNA ηα νπνία έρνπλ θαζνξηζκέλε αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ θαη είλαη 

επηζεκαζκέλα (κε ξαδηελεξγά ηζόηνπα ή θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο) ώζηε λα κπνξνύλ λα εληνπίδνληαη. Χξεζηκνπνηνύληαη 

ζηνλ εληνπηζκό αιιεινπρηώλ λνπθιενηηδίσλ (π.ρ γνληδίσλ) πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο σο πξνο απηνύο. Οη αληρλεπηέο 

«καξηπξνύλ» ηε ζέζε ησλ αιιεινπρηώλ απηώλ ζην DNA ηνπ γνληδηώκαηνο, θαζώο ζπλδένληαη καδί ηνπο κε δεζκνύο 

πδξνγόλνπ (πβξηδνπνίεζε) κεηά ηελ απνδηάηαμε ηνπ DNA ζην νπνίν αλαδεηείηαη ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην ή αιιεινπρία. 

 Οη αληρλεπηέο παξάγνληαη κε ηε βνήζεηα πνιπκεξαζώλ θαη επηζεκαζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ, ζε in vitro αληηγξαθή, 

κεηαγξαθή ή αληίζηξνθε κεηαγξαθή. 

 Μηα γλσζηή αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ ηνπ DNA κπνξεί λα αληηγξαθεί κε ηε ρξήζε DNA πνιπκεξαζώλ θαη επηζεκα-

ζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ, ώζηε λα παξαρζνύλ δίθισλα ζπγαηξηθά κόξηα ησλ νπνίσλ ν έλαο θιώλνο έρεη επηζεκαλζεί. Από 

ηελ απνδηάηαμε απηώλ ησλ ζπγαηξηθώλ κνξίσλ πξνθύπηνπλ επηζεκαζκέλα κνλόθισλα DNA πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο 

αληρλεπηέο ηεο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο ζην γνληδίσκα ή ηε γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε.  

 Δπίζεο κε ηε βνήζεηα ηεο RNA πνιπκεξάζεο θαη επηζεκαζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ, κηα γλσζηή αιιεινπρία λνπθιενηηδί-

σλ ηνπ DNA κεηαγξάθεηαη ώζηε λα παξαρζνύλ επηζεκαζκέλα κόξηα RNA-αληρλεπηέο ηεο αιιεινπρίαο απηήο, ζην 

γνληδίσκα.  

 Η κεγάιε εμεηδίθεπζε ηεο αληίδξαζεο πβξηδνπνίεζεο αλάκεζα ζην κόξην αληρλεπηή θαη ηηο αλαδεηνύκελεο αιιεινπρίεο 

λνπθιενηηδίσλ επηηξέπεη ηελ εύξεζή ηνπο αθόκε θαη αλ ζην θύηηαξν ή ην δηάιπκα πεξηέρνληαη εθαηνκκύξηα δηαθνξεηηθώλ 

αιιεινπρηώλ DNA ή RNA. 
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Δικόνα 10. 

Γηαδηθαζία παξαγσγήο αληρλεπηώλ.  

 

 

 

Μέθοδοι κλωνοποίηζης γονιδίων 

  Ση είλαη ε Γνληδησκαηηθή Βηβιηνζήθε; 

 Η ηερλνινγία αλαζπλδπαζκέλνπ DNA επηηξέπεη ηελ θνπή ηνπ γνληδηώκαηνο ελόο νξγαληζκνύ θαη ηελ 

εηζαγσγή θαζελόο από ηα ηκήκαηα πνπ πξνθύπηνπλ ζε βαθηήξηα κε ηε κεζνιάβεζε πιαζκηδίσλ ή βαθηεξη-

νθάγσλ. Με ηελ θαιιηέξγεηα απηώλ ησλ βαθηεξίσλ πξνθύπηνπλ απνηθίεο παλνκνηόηππσλ βαθηεξίσλ 

(θιώλνη) θάζε κηα από ηηο νπνίεο έρεη θαη έλα ηκήκα από ην γνληδίσκα ηνπ νξγαληζκνύ δόηε. Τν ζύλνιν ησλ 

απνηθηώλ πνπ παξάγνληαη, πνπ όπσο είλαη θπζηθό πεξηέρνπλ ην ζύλνιν ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ νξγαληζκνύ 

δόηε, απνηειεί κηα γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε.  

 

  Πνηνη θνξείο θισλνπνίεζεο ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηε θαηαζθεπή γνληδησκαηηθώλ βηβιηνζεθώλ; 

 1) βαθηεξηνθάγνη: Γηα ηε θαηαζθεπή γνληδησκαηηθώλ βηβιηνζεθώλ σο θνξείο θισλνπνίεζεο ρξεζηκν-

πνηνύληαη ζπλήζσο νη βαθηεξηνθάγνη, (θπξίσο ν βαθηεξηνθάγνο ι) ιόγσ ησλ ζπγθξηηηθώλ πιενλεθηεκάησλ 

ηνπο σο πξνο ηα πιαζκίδηα (ελζσκαηώλνπλ κεγαιύηεξα ηκήκαηα DNA, θαη είλαη απνηειεζκαηηθόηεξνη ζηε 
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κεηαθνξά μέλνπ DNA ζηα βαθηήξηα, δηόηη ηα κνιύλνπλ κε κεγαιύηεξε πηζαλόηεηα από ηα πιαζκίδηα). Με 

ηε ρξήζε ησλ βαθηεξηνθάγσλ δελ πξνθύπηνπλ απνηθίεο βαθηεξίσλ, αιιά θιώλνη βαθηεξηνθάγσλ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 11. 

Χξήζε βαθηεξηνθάγσλ γηα ηελ κεηαθνξά αλαζπλδπαζκέλνπ DNA.  

 

 Σηελ πεξίπησζε ησλ γνληδησκαηηθώλ βηβιηνζεθώλ πνπ απνηεινύληαη από θιώλνπο βαθηεξηνθάγσλ ηζρύνπλ ηα 

αθόινπζα: 

 Όηαλ έλαο βαθηεξηνθάγνο κνιύλεη έλα βαθηήξην, ην ιύεη θαη απειεπζεξώλνληαη λένη θάγνη πνπ κνιύλνπλ ηα 

γεηηνληθά ηνπ. Έηζη ζηα βαθηήξηα κηαο απνηθίαο πνπ έρνπλ κνιπλζεί από βαθηεξηνθάγνπο δελ αξγνύλ λα δεκηνπξγε-

ζνύλ ζηηο ζέζεηο ησλ απνηθηώλ, «κπαιώκαηα» από λεθξά βαθηήξηα. Τα «κπαιώκαηα» απηά νλνκάδνληαη πιάθεο θαη 

απνηεινύλ θιώλνπο παλνκνηόηππσλ βαθηεξηνθάγσλ. 

 2) πιαζκίδηα: Με ηε κεζνιάβεζε πιαζκηδίσλ πξαγκαηνπνηείηαη ε εηζαγσγή θαζελόο από ηα ηκήκαηα 

DNA ηνπ γνληδηώκαηνο ελόο νξγαληζκνύ ζε βαθηήξηα Με ηελ θαιιηέξγεηα απηώλ ησλ βαθηεξίσλ πξνθύ-

πηνπλ απνηθίεο παλνκνηόηππσλ βαθηεξίσλ (θιώλνη βαθηεξίσλ) θάζε κηα από ηηο νπνίεο έρεη θαη έλα ηκήκα 

από ην γνληδίσκα ηνπ νξγαληζκνύ δόηε. 

 

Δικόνα 12. 

Καηαζθεπή γνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο κε ηελ βνήζεηα πιαζκηδίσλ σο θνξέσλ.  

 

 Σηελ πεξίπησζε ησλ γνληδησκαηηθώλ βηβιηνζεθώλ πνπ απνηεινύληαη από θιώλνπο βαθηεξίσλ ε αλί-

ρλεπζε ηεο απνηθίαο πνπ θέξεη έλα γνλίδην ηνπ ελδηαθέξνληόο καο γίλεηαη κε ηηο κεζόδνπο πνπ εθηίζεληαη 

ζηνπο γελεηηθνύο δείθηεο. (Βιέπε ζειίδεο 8 θαη 9) 
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Δικόνα 13. 

Καηαζθεπή γνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο κε ηελ βνήζεηα θάγσλ σο θνξέσλ θαη εληνπηζκόο ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ 

αλάκεζα ζε θιώλνπο βαθηεξηνθάγσλ κε ηελ ρξήζε επηζεκαζκέλνπ κνξίνπ αληρλεπηή. 

Σηε θαιιηέξγεηα ησλ βαθηεξίσλ ηνπνζεηείηαη έλα θίιηξν ληηξνθπηηαξίλεο πνπ είλαη έλα πιηθό ην νπνίν δεζκεύεη ην 

DNA. Έηζη έλα κέξνο ηνπ DNA ησλ θιώλσλ κεηαθέξεηαη ζην θίιηξν θαη αθνύ πξνζηεζνύλ θαηάιιειεο ρεκηθέο νπζίεο 

ώζηε λα απνδηαηαρζεί πβξηδνπνηείηαη κε κόξηα αληρλεπηέο. Με ηελ έθζεζε ελόο θσηνγξαθηθνύ θηικ ζην θίιηξν απηό, 

κπνξνύκε λα δηαπηζηώζνπκε από ηε ζέζε ηεο καύξεο θειίδαο πνηνο από ηνπο θιώλνπο πεξηέρεη ην γνλίδην ηνπ ελδηα-

θέξνληόο καο. 

 

  Ση είλαη ε cDNA βηβιηνζήθε; 

 Με ηελ εηζαγσγή κνξίσλ cDNA ζε πιαζκίδηα ή βαθηεξηνθάγνπο θαη ηελ επαθόινπζε δηαδηθαζία ηεο 

θισλνπνίεζεο πξνθύπηνπλ θιώλνη πνπ πεξηέρνπλ από ην ζπλνιηθό γνληδίσκα ηνπ θπηηάξνπ κόλν ην ηκήκα 
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ηνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ ζύλζεζε πξσηετλώλ. Τν ζύλνιν ησλ θιώλσλ ησλ βαθηεξίσλ ή ησλ βαθηεξηνθάγσλ 

πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί κε ηε κέζνδν απηή απνηειεί κηα cDNA βηβιηνζήθε.  

 

 

Δικόνα 14. 

Καηαζθεπή κνξίνπ cDNA.  
 

  Πνηα είλαη ε νπζηώδεο δηαθνξά κεηαμύ γνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο θαη cDNA βηβιηνζήθεο; 

 Τα γνλίδηα, θαη εηδηθόηεξα απηά πνπ θσδηθνπνηνύλ ηελ παξαγσγή πξσηετλώλ, απνηεινύλ κηα κεηνλόηεηα 

ζην γνληδίσκα ησλ αλώηεξσλ επθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ. Σπλεπώο ν εληνπηζκόο ελόο ζπγθεθξηκέλνπ 

γνληδίνπ ζηε γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε ησλ νξγαληζκώλ απηώλ είλαη κηα εμαηξεηηθά επίπνλε δηαδηθαζία, 

θαζώο ε πιεηνλόηεηα ησλ θιώλσλ πεξηέρεη κε θσδηθνπνηνύζεο πεξηνρέο ηνπ DNA.  

 Αληηζέησο, ην ζπλνιηθό ώξηκν mRNA πνπ παξάγεηαη από έλα ζπγθεθξηκέλν επθαξπσηηθό θύηηαξν, 

αληαλαθιά κόλν εθείλν ην ηκήκα ηνπ γνληδηώκαηνο πνπ θσδηθνπνηεί ηελ παξαγσγή πξσηετλώλ ζην θύηηαξν 

απηό, θαη κάιηζηα ηηο αιιεινπρίεο πνπ κεηαθξάδνληαη δειαδή ηα εμώληα.  

 

  Πσο θαηαζθεπάδεηαη κηα cDNA βηβιηνζήθε; 

 Ο εληνπηζκόο ελόο ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ κε ηε βνήζεηα ηνπ mRNA ζην νπνίν κεηαγξάθεηαη, γίλεηαη 

επρεξέζηεξε, θαζώο πεξηνξίδεη ζεκαληηθά ην ηκήκα ηνπ γνληδηώκαηνο πνπ πξέπεη λα εξεπλεζεί. 

 Καη’ αξράο απνκνλώλεηαη ην νιηθό mRNA ηνπ θπηηάξνπ θαη κε ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε ζπληίζε-

ηαη in vitro, έλαο ζπκπιεξσκαηηθόο θιώλνο DNA, ην cDNA. Τν δίθισλν πβξηδηθό κόξην πνπ ζρεκαηίδεηαη 

απνδηαηάζζεηαη (κε ζέξκαλζε ή ρξήζε ρεκηθώλ νπζηώλ) θαη ν θιώλνο ηνπ cDNA πνπ πξνθύπηεη ρξεζηκν-

πνηείηαη σο πξόηππν γηα ηε ζύλζεζε ελόο ζπκπιεξσκαηηθνύ θιώλνπ DNA.  

 Έηζη, παξάγεηαη έλα δίθισλν κόξην DNA, πνπ δελ είλαη ην γνλίδην κε βάζε ην νπνίν παξάρζεθε ην 

αξρηθό κόξην ηνπ mRNA, αιιά κόλν ην ηκήκα ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί έληαμε ακηλνμέσλ (ζηνπο 
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επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο ην ώξηκν mRNA, εθηόο ηνπ όηη δελ πεξηέρεη ηηο ξπζκηζηηθέο αιιεινπρίεο πνπ 

δελ κεηαγξάθνληαη -ππνθηλεηέο θ.α.- δελ πεξηέρεη ιόγσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο σξίκαλζεο θαη ηα εζώληα).  

 Με ηελ εηζαγσγή απηώλ ησλ κνξίσλ DNA ζε πιαζκίδηα ή βαθηεξηνθάγνπο θαη ηελ επαθόινπζε δηαδη-

θαζία ηεο θισλνπνίεζεο πξνθύπηνπλ θιώλνη πνπ πεξηέρνπλ από ην ζπλνιηθό γνληδίσκα ηνπ θπηηάξνπ κόλν 

ην ηκήκα ηνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ ζύλζεζε πξσηετλώλ. Τν ζύλνιν ησλ θιώλσλ ησλ βαθηεξίσλ ή ησλ 

βαθηεξηνθάγσλ πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί κε ηε κέζνδν απηή απνηειεί κηα cDNA βηβιηνζήθε.  

 

  Πνηα είλαη ηα πιενλεθηήκαηα ηεο cDNA βηβιηνζήθεο; 

 Η cDNA βηβιηνζήθε πιενλεθηεί ηεο γνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο ζηελ θισλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ ελόο 

αλώηεξνπ επθαξπσηηθνύ νξγαληζκνύ:  

 1) επεηδή πεξηνξίδεη ην ζύλνιν ησλ θιώλσλ αλάκεζα ζηνπο νπνίνπο αλαδεηείηαη έλα ζπγθεθξηκέλν 

γνλίδην θαη,  

 2) δηόηη ε εηζαγσγή ηνπ cDNA ζε βαθηήξηα θαζηζηά δπλαηή ηε κεηάθξαζή ηνπ
9
 . Έηζη, κπνξεί λα εξεπ-

λεζεί ην είδνο ησλ πξσηετλώλ πνπ παξάγεη έλα ζπγθεθξηκέλν θύηηαξν ζε έλα ζπγθεθξηκέλν ζηάδην ηεο 

αλάπηπμήο ηνπ θαη επίζεο θαζηζηά δπλαηή ηελ παξαγσγή πξσηετλώλ ζε κεγάιε θιίκαθα γηα εξεπλεηηθνύο, 

βηνκεραληθνύο ή άιινπο ζθνπνύο.  

 

 

Aλσζιδωηή ανηίδραζη πολσμεράζης (PCR) 

  Πσο γίλεηαη ε παξαγσγή πνιπάξηζκσλ αληηγξάθσλ κνξίνπ DNA; 

 Παξαγσγή πνιπάξηζκσλ αληηγξάθσλ ελόο γνληδίνπ (θισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ) κπνξεί λα γίλεη κε ηελ 

εηζαγσγή ηνπ ζε έλα βαθηήξην θαη ελ ζπλερεία ηελ θισλνπνίεζε ηνπ βαθηεξίνπ. Η δηαδηθαζία απηή πέξαλ 

ηνπ όηη είλαη επίπνλε απαηηεί ηελ ύπαξμε πνιιώλ αξρηθώλ αληηγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ, ώζηε λα κεγηζηνπνηεζεί 

θαη ε πηζαλόηεηα ελζσκάησζήο ηνπο ζηα βαθηήξηα.  

 

  Πνηα είλαη ε ρξεζηκόηεηα ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) ; 

 Με ηελ ηερληθή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) είλαη δπλαηή ε παξαγσγή πνιπάξηζκσλ 

αληηγξάθσλ ελόο κνξίνπ DNA (π.ρ., γνληδίνπ) ζε ζύληνκν ρξνληθό δηάζηεκα, αθόκε θαη αλ ππάξρεη ζηε 

δηάζεζή καο έλα κόλν αξρηθό κόξην DNA. Η κέζνδνο απεθιήζε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο δηόηη 

θάλεη δπλαηή ηελ δηαδνρηθή παξαγσγή πνιπάξηζκσλ κνξίσλ DNA in vitro κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηεο DNA 

πνιπκεξάζεο, ρσξίο ηελ παξνπζία δσληαλνύ θπηηάξνπ. 

 

  Πνπ βξίζθεη εθαξκνγή ε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) ; 

 1) ζηελ Ιαηξηθή γηα ηε δηάγλσζε αζζελεηώλ όπσο ηνπ AIDS,  

 2) ζηελ εγθιεκαηνινγία γηα ηε δηαιεύθαλζε ππνζέζεσλ θαη  

 3) ζηε κειέηε DNA από απνιηζώκαηα. 

                                                 
9
 αθνύ βεβαίσο ηνπ πξνζηεζεί ππνθηλεηήο θαη άιιεο ρξήζηκεο αιιεινπρίεο. 



 

 

Βιολογία Καηεύθςνζηρ Γ’ Λςκείος 

                4
ο
 Κεθάλαιο 

    
20 

 

 Πνηα είλαη ε δηαδηθαζία ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) ; 

Η δηαδηθαζία έρεη σο εμήο: 

 1. Σν αξρηθό δείγκα DNA πνπ ζέινπκε λα ην αληηγξάςνπκε αλακηγλύεηαη κε δεζνμπξηβνλνπθιενηίδηα θαη ησλ 4 βάζε-

σλ, DNA πνιπκεξάζε θαη νιηγνλνπθιενηηδηθά ηκήκαηα (20 δ. β) πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθά ησλ 3΄άθξσλ ησλ θιώλσλ 

ηνπ DNA πνπ ζέινπκε λα αληηγξάςνπκε (νπόηε ε αιιεινπρία ζηα άθξα πξέπεη λα είλαη γλσζηή). Απηά ηα νιηγνλνπθιενηί-

δηα παίδνπλ ξόιν πξσηαξρηθώλ ηκεκάησλ, θαζώο ζηελ in vitro δηαδηθαζία δελ κπνξνύλ λα ζπληεζνύλ. 

 2. Ο δνθηκαζηηθόο ζσιήλαο ζηνλ νπνίν ππάξρεη ην κίγκα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 95
ν
 C, ώζηε λα ζπάζνπλ νη δεζκνί πδξν-

γόλνπ (in vivo ηελ εξγαζία απηή ζα ηελ αλειάκβαλε ε ειηθάζε). Έηζη ην DNA απνδηαηάζζεηαη. ΢ηε ζεξκνθξαζία απηή 

θπζηνινγηθά ε DNA πνιπκεξάζε ζα πθίζηαην κεηνπζίσζε. Απηό απνθεύγεηαη κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ελόο είδνπο πνιπκεξά-

ζεο πνπ είλαη ζεξκναλζεθηηθή. Η πνιπκεξάζε απηή πξνέξρεηαη από ην ζεξκόθηιν βαθηήξην Thermus aquaticus πνπ 

επηβηώλεη ζε ζεξκνθξαζία 90
ν
 C ζηηο ζεξκνπεγέο. 

 3. ΢ηε ζπλέρεηα ην κίγκα ςύρεηαη ζηνπο 40
ν
 C ώζηε λα γίλεη πβξηδνπνίεζε κεηαμύ ησλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ θαη ησλ 

ζπκπιεξσκαηηθώλ σο πξνο απηά άθξσλ ησλ δύν θιώλσλ. Σν κίγκα όκσο πξέπεη λα ζεξκαλζεί εθ λένπ ζηε ζεξκνθξαζία 

ησλ 72
°
C θαζώο ζηε ζεξκνθξαζία απηή ην έλδπκν ιεηηνπξγεί άξηζηα. 

 4. Έηζη ην αξρηθό κόξην έρεη αληηγξαθεί ζε δύν ζπγαηξηθά. Η δηαδηθαζία από ην 2
ν
 σο θαη ην 3

ν
 βήκα επαλαιακβάλε-

ηαη γηα 20 κε 30 θνξέο κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή πνιιώλ αληηγξάθσλ ηνπ αξρηθνύ κνξίνπ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 15. 

Γηαδηθαζία αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

πνιπκεξάζεο (PCR)  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 

Παπάπηημα 1 

 Πνηεο είλαη νη ηερληθέο εηζαγσγήο ηνπ θνξέα ζην θύηηαξν ή ηνλ νξγαληζκό δέθηε; 

 

 

 Θεπμικό ζοκ (Heat shock): Σα θύηηαξα δέθηεο επσάδνληαη ζε έλα 

δηάιπκα πνπ πεξηέρεη ηόληα K+, θαη ην δηάιπκα ζεξκαίλεηαη απόηνκα ζηνπο 

40 
ν
C. Σν ζνθ απηό απμάλεη ηε δηαπεξαηόηεηα ηεο κεκβξάλεο γηα ην θνξέα 

(αλ θαη ν ιόγνο γηα ηνλ νπνίν ζπκβαίλεη απηό δελ είλαη γλσζηόο) κε απνηέιε-

ζκα αξθεηά από ηα θύηηαξα δέθηεο λα δέρνληαη ην θνξέα. Η ηερληθή απηή 

είλαη απνηειεζκαηηθή έλαληη θπηηθώλ θπηηάξσλ θαη βαθηεξίσλ.  

 Ηλεκηποδιαπόπηζη (Electroporation): Σα θύηηαξα δέρνληαη ηελ επίδξα-

ζε πςειήο ηάζεο κε απνηέιεζκα ηελ παξνδηθή δηαθνπή ηεο ζπλέρεηαο ηεο 

κεκβξάλεο ηνπο  θαη ηελ εηζαγσγή ηνπ θνξέα ζην εζσηεξηθό ηνπο, κέζσ ησλ αλνηγκάησλ πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί. Απνηε-

ιεί ηελ πιένλ απνηειεζκαηηθή κέζνδν γηα ηελ εηζαγσγή θνξέσλ ζε  βαθηήξηα. 

 

 

 

 (Gene gun): Mε ηελ ηερληθή απηή θύηηαξα «ππξνβν-

ινύληαη» κε κηθξνζθνπηθά ζσκαηίδηα ρξπζνύ πνπ έρνπλ 

επηθαιπθζεί κε ην πξνο κεηαθνξά DNA. Σα ζσκάηηα απηά 

βάιινληαη από εηδηθό όπιν πνπ ιεηηνπξγεί κε πεπηεζκέλν 

αέξην. Η κέζνδνο αξρηθά ρξεζηκνπνηείην γηα ηε κεηαθνξά 

γελεηηθνύ πιηθνύ ζε θπηηθά θύηηαξα πξνθεηκέλνπ λα 

θακθζεί ε αληίζηαζε ηνπ αλζεθηηθνύ θπηηαξηθνύ ηνηρώκα-

ηνο ηνπο. Χξεζηκνπνηείηαη όκσο θαη ζε δσηθά θύηηαξα 

 

 

 Μικποέγσςζη: Σν θύηηαξν δέθηεο ζηαζεξνπνηείηαη 

ηνπνζεηνύκελν ζην ζηόκην κηαο πηπέηηαο. Σαπηόρξνλα κε 

κηα άιιε πηπέηηα πνπ είλαη ηδηαίηεξα ιεπηή (κηθξνπηπέη-

ηα) ην μέλν γελεηηθό πιηθό δηνρεηεύεηαη θαη’ επζείαλ 

ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ δέθηε. Η όιε δηαδηθαζία πνπ 

δηεμάγεηαη κε ηε βνήζεηα κηθξνζθνπίνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

ζηηο πεξηπηώζεηο ζηηο νπνίεο ν αξηζκόο ησλ θπηηάξσλ 

δεθηώλ είλαη κηθξόο (π.ρ. γνληκνπνηεκέλα σάξηα) ώζηε 

λα κεγηζηνπνηείηαη ε πηζαλόηεηα επηηπρνύο εηζαγσγήο 

ηνπ μέλνπ γελεηηθνύ πιηθνύ. 
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Λιποζώμαηα: Σν πξνο κεηαθνξά γελεηηθό πιηθό θαιύπηεηαη από ιηπίδηα νπόηε ζρεκαηίδεηαη έλα κηθξό κεκβξαλώδεο 

θπζηίδην, ην ιηπόζσκα. Σν ιηπόζσκα ζπληήθεηαη κε ηε κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ δέθηε (κεξηθέο θνξέο θαη κε ηελ ίδηα ηελ 

ππξεληθή κεκβξάλε) θαη έηζη εηζάγεηαη ην μέλν γελεηηθό πιηθό ζην εζσηεξηθό ηνπ θπηηάξνπ. Η ηερληθή απηή ρξεζηκνπνηεί-

ηαη ζε πνιιά είδε θπηηάξσλ θπξίσο όκσο ζηελ in vivo εηζαγσγή γνληδίσλ ζε θύηηαξα, όπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο 

γνληδηαθήο ζεξαπείαο. 

 

 

 

 

Παπάπηημα 2 

Πνηεο νη είλαη νη ηερληθέο πνπ ζηεξίδνληαη ζηελ πβξηδνπνίεζε λνπθιετθώλ νμέσλ; 

 

 Σν θαηλόκελν ηεο ςβπιδοποίηζηρ, δειαδή ηεο δπλαηόηεηαο ελόο κνλόθισλνπ κνξίνπ λνπθιετθνύ νμένο λα ζρεκαηίδεη 

δίθισλε έιηθα κε έλα άιιν κνλόθισλν κόξην, απνηειεί ηε βάζε γηα πνιιέο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ηόζν ζηε 

Μνξηαθή Βηνινγία, όζν θαη ζηε Γελεηηθή Μεραληθή. Μεηαμύ απηώλ ζπκπεξηιακβάλνληαη νη ηερληθέο  Southern  θαη 

Ννrthen blot αιιά θαη ε ηερληθή πνπ αλέπηπμε ν Sanger γηα ηελ εύξεζε ηεο αιιεινπρίαο ησλ λνπθιενηηδίσλ, όπσο επίζεο 

θαη νη ηερληθέο πνπ θάλνπλ δπλαηό ηνλ εληνπηζκό κηαο αιιεινπρίαο κε ηε βνήζεηα ελόο αληρλεπηή, νη νπνίεο εμεηάδνληαη 

ρσξηζηά. 

 

α) Η ηεσνική Southern blot και οι εθαπμογέρ ηηρ  

 Πνιιά γνλίδηα επθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ απνηεινύλ κέξε κηαο επξύηεξεο νηθνγέλεηαο παξόκνησλ γνληδίσλ. Με ηελ 

ηερληθή απηή είλαη δπλαηή ε εύξεζε ηνπ αξηζκνύ ησλ παξόκνησλ γνληδίσλ αλ ππάξρεη ζηε δηάζεζή καο, έλα κόλν γνλίδην 

(αθόκε θαη ζηε κνξθή c DNA- βιέπε ζρεηηθά ζηηο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηε Γελεηηθή Μεραληθή) πνπ έρεη 

θισλνπνηεζεί. 

 1. Καη’ αξράο ρξεζηκνπνηνύληαη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο κε ζθνπό ηελ θνπή ηνπ γνληδησκαηηθνύ DNA ζην 

νπνίν ζέινπκε λα εληνπίζνπκε ηνλ αξηζκό ησλ παξόκνησλ γνληδίσλ πνπ πεξηέρεη.  

 2. ΢ηε ζπλέρεηα ηα ζξαύζκαηα πνπ έρνπλ πξνθύςεη ππνβάιινληαη ζε ειεθηξνθόξεζε κε απνηέιεζκα λα παίξλνπκε 

ρηιηάδεο δώλεο (αθνύ γίλνπλ νξαηέο κε ρξώζε)  πνπ αληηζηνηρνύλ ζηα ζξαύζκαηα ηνπ DNA, νη νπνίεο θπζηθά δελ κπνξνύλ 

λα δηαθξηζνύλ κεηαμύ ηνπο. Γηα λα δηαθξηζνύλ αξρηθά απνδηαηάζζνληαη ώζηε λα θαηαζηνύλ κνλόθισλα θαη ζηε ζπλέρεηα 

κεηαθέξνληαη ζε έλα θίιηξν από ληηξνθπηηαξίλε ή λάπινλ.  Απηό κπνξεί λα γίλεη είηε κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ελόο ξπζκηζηη-

θνύ δηαιύκαηνο είηε κε ειεθηξνθόξεζε. ΢ηελ 1
ε
 πεξίπησζε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα πεξλώληαο κε δηάρπζε κέζσ ηεο 

πιάθαο από ην πήθησκα πνπ έρεη ην DNA, ην κεηαθέξεη ζην θίιηξν. ΢ηελ 2
ε
 πεξίπησζε ηελ δνπιεηά απηή ηελ θάλεη ε ηάζε 

πνπ εθαξκόδεηαη δεμηά θαη αξηζηεξά ηνπ πεθηώκαηνο. 

 3. Έηζη ιακβάλεηαη ην θίιηξν (Southern blot) πνπ πεξηέρεη κε νξαηέο δώλεο DNA. 

Κρηηαοική 

μεμβοάμη 
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 4. Σν θίιηξν ζηε ζπλέρεηα  πθίζηαηαη επεμεξγαζία κε επηζεκαζκέλνπο αληρλεπηέο πνπ θέξνπλ αιιεινπρίεο ηνπ γνληδίνπ 

πνπ αλαδεηνύκε.  

 5. Με ηνλ ηξόπν απηό ζε όπνηα δώλε (ζξαύζκα) ηα κόξηα αληρλεπηέο βξνπλ ζπκπιεξσκαηηθέο αιιεινπρίεο, ζπλδένληαη 

καδί ηνπο, δειαδή ηηο πβξηδνπνηνύλ. 

 6. Σειηθώο ε θσηνγξάθεζε κε θηικ αθηίλσλ Χ απνθαιύπηεη ηα ζξαύζκαηα πνπ εθπέκπνπλ θαη έηζη θαλεξώλνληαη ηα 

γνλίδηα πνπ είλαη παξόκνηα κε ην αξρηθό.   

 

 

Η ηερληθή βξίζθεη κεγάιε εθαξκνγή ζηελ εγθιεκαηνινγία θαη όπνπ γεληθώο ρξεηάδεηαη λα απνθαιπθζεί ε ηαπηόηεηα ελόο 

αηόκνπ από έλα ίρλνο βηνινγηθνύ πιηθνύ όπσο αίκα ή νπνηνζδήπνηε ηζηόο πνπ πεξηέρεη DNA. Η απαξρή ηεο εθαξκνγήο 

απηήο βξίζθεηαη ζηα 1985 νπόηε ν Alec Jeffreys αλαθάιπςε όηη ζην αλζξώπηλν γνληδίσκα ππάξρνπλ πεξηνρέο κε επαλα-

ιακβαλόκελεο αιιεινπρίεο βάζεσλ (κηθξνδνξπθόξνη) . Δπεηδή ην πξόηππν κε ην νπνίν επαλαιακβάλνληαη νη βάζεηο απηέο 

είλαη ραξαθηεξηζηηθό γηα θάζε άηνκν, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηείηαη όπσο έλα δαθηπιηθό απνηύπσκα (Αποηύπωμα DNA). 

Από ηε ζύγθξηζε ηνπ DNA πνπ έρεη αλεπξεζεί  ι.ρ. ζηνλ ηόπν ελόο εγθιήκαηνο θαη ηνπ DNA ελόο ππόπηνπ, σο πξνο ηηο 

αιιεινπρίεο απηέο, κπνξνύλ λα εμαρζνύλ ζπκπεξάζκαηα γηα ηελ ελνρή ηνπ ή όρη.   

 

β) Η ηεσνική Northern blot  

 Η ηερληθή απηή απνηειεί παξαιιαγή ηεο Southern blot. (Η νλνκαζία ηεο επηιέρηεθε γηα λα αληηδηαζηαιιεί από ηελ 

Southern blot, νλνκαζία πνπ πξνέξρεηαη από ην επώλπκν ηνπ εξεπλεηή πνπ ηελ επηλόεζε. Αληηζηνίρσο ε δηαδηθαζία 

δηαρσξηζκνύ πξσηετλώλ κε παξόκνηα κέζνδν, νλνκάδεηαη Western blot). H ηερληθή ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ επηκέηξεζε ηεο 

δξαζηεξηόηεηαο ελόο γνληδίνπ ζε δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο.  

Αλ ινηπόλ έρνπκε ζηε δηάζεζή καο έλα κόξην c DNA (έλα δειαδή «αληίγξαθν» ηνπ m RNA) θαη παξαζθεπάζνπκε έλα 

κόξην αληρλεπηή κε ηηο αιιεινπρίεο ηνπ, κπνξνύκε ιακβάλνληαο m RNA από δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο λα ηα ππνβάιινπκε 

ζηελ  ίδηα δνθηκαζία κε ηελ Southern blot. Σα κόξηα m RNA πνπ ζα πβξηδνπνηεζνύλ από ην κόξην αληρλεπηή, ζα εληνπη-

ζηνύλ από ηελ εθπνκπή ησλ επηζεκαζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ ηνπ αληρλεπηή θαη έηζη ζα πξνζδηνξηζηνύλ θαη νη ζηνπο 

νπνίνπο ην γνλίδην απηό είλαη ελεξγό. Παξάιιεια από ην βαζκό ακαύξσζεο ηνπ θηικ κπνξνύκε λα θαηαιάβνπκε πόζν 
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ελεξγό είλαη ην γνλίδην ζε θαζέλα από απηνύο (όζα πεξηζζόηεξα κόξηα m RNA παξάγνληαη από ηα θύηηαξα ελόο ηζηνύ, κε 

ηόζνπο πεξηζζόηεξνπο αληρλεπηέο ζα πβξηδνπνηνύληαη, νπόηε ηόζν κεγαιύηεξε εθπνκπή αθηηλνβνιίαο ζα έρνπκε.).    

 

γ) Η ηεσνική FISH (Flouorescence in situ hibridization) 

 Η απόζπαζε ησλ λνπθιετθώλ νμέσλ από ηα θύηηαξα κπνξεί λα δηεπθνιύλεη ην ρεηξηζκό ηνπο ώζηε λα κειεηεζνύλ αιιά 

αθαηξεί κηα ζεκαληηθή πιεξνθνξία, πνπ αθνξά ηνλ ηξόπν δξάζεο ηνπο ζηελ 

ζπγθεθξηκέλε θπηηαξηθή πεξηνρή ζηελ νπνία βξίζθνληαη. Γηα ην ιόγν απηό έρνπλ 

αλαπηπρζεί ηερληθέο ζηηο νπνίεο ηα κόξηα παξακέλνπλ ζηελ θπηηαξηθή δνκή ζηελ 

νπνία βξίζθνληαη θαη παξαηεξνύληαη επηηόπνπ (in situ). Με ηηο ηερληθέο απηέο 

είλαη δπλαηόο ν εληνπηζκόο κηαο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA (ι.ρ ελόο 

γνληδίνπ) ζην ρξσκόζσκα ζην νπνίν βξίζθεηαη ή ν εληνπηζκόο ελόο ζπγθεθξη-

κέλνπ κνξίνπ RNA ζε έλα θύηηαξν. 

΢ηελ πεξίπησζε ηνπ επηηόπνπ εληνπηζκνύ ελόο γνληδίνπ ζηα ρξσκνζώκαηα ε 

δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη έρεη σο εμήο: 

1. Μεηαθαζηθά ρξσκνζώκαηα ηνπνζεηνύληαη γηα ιίγν ζε δηαιύκαηα κε πνιύ 

πςειέο ηηκέο pH ώζηε λα ζξαπζηνύλ νη δ. Η. 

2. ΢ηε ζπλέρεηα πβξηδνπνηνύληαη κε μόπια ανισνεςηέρ πνπ έρνπλ ζπκπιεξσκα-

ηηθέο αιιεινπρίεο σο πξνο ην γνλίδην πνπ αλαδεηείηαη. ΢ην παξειζόλ νη αληρλεπηέο έθεξαλ ξαδηελεξγά ηζόηνπα, ηώξα 

όκσο ρξεζηκνπνηνύληαη θπξίσο αληρλεπηέο πνπ έρνπλ ηξνπνπνηεζεί ρεκηθά ώζηε λα αλαγλσξίδνληαη από εηδηθά αληηζώ-

καηα ζηα νπνία έρεη πξνζηεζεί κηα θζνξίδνπζα ρξσζηηθή. 

3. ΢ηελ πεξίπησζε ησλ αληρλεπηώλ πνπ είλαη επηζεκαζκέλνη ξαδηελεξγά ν εληνπηζκόο ηνπο ζην ρξσκόζσκα (άξα θαη ν 

εληνπηζκόο ηνπ γνληδίνπ πνπ αλαδεηείηαη) γίλεηαη κε αςηοπαδιογπαθία . ΢ηελ πεξίπησζε ησλ ηξνπνπνηεκέλσλ ρεκηθά 

αληρλεπηώλ εληνπηζκόο ησλ γνληδίσλ γίλεηαη κε ηε βνήζεηα ησλ θζνξηδόλησλ αληηζσκάησλ κε ηα νπνία ζπλδένληαη. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


