
ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΚΕΦΑΛΑΙΟ 44οο:: ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ                      ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ                      
ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA

Η τεχνολογία του Η τεχνολογία του 
ανασυνδυασµένου ανασυνδυασµένου DNADNA
έδωσε στον άνθρωπο την έδωσε στον άνθρωπο την 
ικανότητα όχι µόνο να ικανότητα όχι µόνο να 
ερευνά αλλά και να ερευνά αλλά και να 
τροποποιεί το γενετικό υλικό τροποποιεί το γενετικό υλικό 
των οργανισµώντων οργανισµών

Η τεχνολογία αυτή  Η τεχνολογία αυτή  
βρίσκει εφαρµογήβρίσκει εφαρµογή:

Στη παραγωγή Στη παραγωγή σειράς σειράς 

11

Στη παραγωγή Στη παραγωγή σειράς σειράς 
προϊόντωνπροϊόντων

∆ηµιουργία φυτών και ∆ηµιουργία φυτών και 
ζώωνζώων µε βελτιωµένες µε βελτιωµένες 
ιδιότητεςιδιότητες

Με την ανάπτυξη 
αυτής της τεχνολογίας 
το DNA που ήταν τόσο 
δύσκολο να µελετηθεί 
έγινε «παιχνίδι» στα 
ανθρώπινα χέρια 



ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA
Λόγοι που επέτρεψαν την ανάπτυξη Λόγοι που επέτρεψαν την ανάπτυξη 
τηςτης::

H H διατύπωση διατύπωση της διπλής έλικαςτης διπλής έλικας
του DDΝΑΝΑ το 1953 από τους 
Watson & Crick

H H αποµόνωση και χρήση αποµόνωση και χρήση 
πολυάριθµων ενζύµωνπολυάριθµων ενζύµων έδωσε έδωσε 
στους ερευνητές τη δυνατότητα στους ερευνητές τη δυνατότητα 
««αναπαραγωγήςαναπαραγωγής»» των των 
διαδικασιώνδιαδικασιών της αντιγραφής, της αντιγραφής, 
αντίστροφης µεταγραφής, αντίστροφης µεταγραφής, 
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αντίστροφης µεταγραφής, αντίστροφης µεταγραφής, 
µεταγραφής και µετάφρασηςµεταγραφής και µετάφρασης in 
vitro

Ειδικότερα ηη αποµόνωση τωναποµόνωση των
περιοριστικών ενδονουκλεασώνπεριοριστικών ενδονουκλεασών, 
ενζύµων που κόβουν το κόβουν το DNADNA σε σε 
κοµµάτια µε  συγκεκριµένη κοµµάτια µε  συγκεκριµένη 
αλληλουχία βάσεωναλληλουχία βάσεων

Η αποµόνωση Η αποµόνωση ειδικών φορέωνειδικών φορέων
που µεταφέρουν το DNA από 
κύτταρο σε κύτταρο



Σήµερα µπορούµε να Σήµερα µπορούµε να 
κατασκευάσουµε σε κατασκευάσουµε σε 
δοκιµαστικό σωλήνα ένα δοκιµαστικό σωλήνα ένα 
««ανασυνδυασµένοανασυνδυασµένο»» µόριο µόριο 
DNADNA

Είναι ένα τεχνητό µόριο Είναι ένα τεχνητό µόριο 
DNADNA που περιέχει που περιέχει 
γονίδιαγονίδια από δύο ή και από δύο ή και 
περισσότερους περισσότερους 
οργανισµούςοργανισµούς

Το Το DNA DNA µπορεί να µπορεί να 
µπει µπει σε ένα βακτήριοβακτήριο

ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟ DNADNA
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µπει µπει σε ένα βακτήριοβακτήριο
ή σε ένα ευκαρυωτικό ευκαρυωτικό 
κύτταροκύτταρο

Τα γενετικά Τα γενετικά 
τροποποιηµένα τροποποιηµένα 
βακτήρια ή βακτήρια ή 
ευκαρυωτικά κύτταραευκαρυωτικά κύτταρα
είναι ικανά να ζουν να ζουν 
και να αναπαράγονται και να αναπαράγονται 
µεταφέροντας στους µεταφέροντας στους 
απογόνους τις απογόνους τις 
καινούργιες ιδιότητεςκαινούργιες ιδιότητες



ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΜΗΧΑΝΙΚΗΓΕΝΕΤΙΚΗ ΜΗΧΑΝΙΚΗ
Τεχνικές µε τις οποίες ο Τεχνικές µε τις οποίες ο 
άνθρωπος επεµβαίνει στο άνθρωπος επεµβαίνει στο 
γενετικό υλικό αποτελούν τη γενετικό υλικό αποτελούν τη 
γενετική µηχανική γενετική µηχανική 

Η γενετική µηχανικήγενετική µηχανική άνοιξε 
το δρόµο για την επίτευξη 
δύο θεµελιωδών στόχων δύο θεµελιωδών στόχων του 
ανθρώπου:

Την κατανόηση των Την κατανόηση των 
µυστηρίων της ζωήςµυστηρίων της ζωής και 
της εξέλιξης πάνω στη γη
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της εξέλιξης πάνω στη γη

Τη βελτίωση της υγείαςΤη βελτίωση της υγείας
και του τρόπου διαβίωσης και του τρόπου διαβίωσης 
τουτου

Η βελτίωση αυτή 
επιτυγχάνεται µε τις 
εφαρµογές της 
γενετικής µηχανικής 
τόσο στην ιατρική όσο 
και στη γεωργία 
κτηνοτροφία 



Η τεχνολογία του Η τεχνολογία του 
ανασυνδυασµένου ανασυνδυασµένου DNADNA
περιλαµβάνει όλες τις τεχνικές περιλαµβάνει όλες τις τεχνικές 
που οδηγούν στη µεταφορά του που οδηγούν στη µεταφορά του 
γενετικού υλικού από έναν γενετικού υλικού από έναν 
οργανισµό στον άλλοοργανισµό στον άλλο

Στάδιο 1Στάδιο 1::

Κατασκευή του Κατασκευή του 
ανασυνδυασµένου ανασυνδυασµένου DNADNA

ΑποµόνωσηΑποµόνωση του του 
ολικού ολικού DNADNA από έναν από έναν 
οργανισµό δότη οργανισµό δότη 

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA
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οργανισµό δότη οργανισµό δότη 

ΚόψιµοΚόψιµο του του DNADNA του του 
οργανισµού δότηοργανισµού δότη µε µε 
ειδικά ένζυµαειδικά ένζυµα τις  τις  
περιοριστικές περιοριστικές 
ενδονουκλεάσεςενδονουκλεάσες

Ένωση των τµηµάτωνΈνωση των τµηµάτων
µε έναν φορέα µε έναν φορέα 
κλωνοποίησηςκλωνοποίησης

Το Το DDΝΑ που ΝΑ που 
δηµιουργείταιδηµιουργείται είναι είναι 
ανασυνδυασµένο ανασυνδυασµένο 



Φορέας κλωνοποίησηςΦορέας κλωνοποίησης

Μόριο Μόριο DNA DNA που µπορεί που µπορεί 
να δεχτείνα δεχτεί γονίδιαγονίδια από δύο από δύο 
ή και περισσότερους ή και περισσότερους 
οργανισµούςοργανισµούς

Π.χ. Πλασµίδιο ή Π.χ. Πλασµίδιο ή DNA DNA 
φάγωνφάγων

Μπορεί να Μπορεί να 
αυτόδιπλασιάζεται αυτόδιπλασιάζεται 
ανεξάρτηταανεξάρτητα µέσα µέσα 
σε ένα κύτταρο σε ένα κύτταρο 

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA

66

σε ένα κύτταρο σε ένα κύτταρο 
ξενιστή όπως το ξενιστή όπως το 
βακτήριοβακτήριο



Στάδιο 2Στάδιο 2::

Μεταφορά του Μεταφορά του 
ανασυνδυασµένου ανασυνδυασµένου 
µορίου µορίου DNADNA σε ένα σε ένα 
κύτταρο ξενιστή κύτταρο ξενιστή 

Η εισαγωγή του 
DNA σε σε 
βακτηριακόβακτηριακό--
ξενιστήξενιστή ονοµάζεται

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA

77

ξενιστήξενιστή ονοµάζεται
µετασχηµατίσµόςµετασχηµατίσµός

Το Το 
ανασυνδυασµένο ανασυνδυασµένο 
πλασµίδιοπλασµίδιο
προσδίδει νέα προσδίδει νέα 
χαρακτηριστικά χαρακτηριστικά 
στο βακτήριοστο βακτήριο



Στάδιο 3Στάδιο 3::

Επιλογή και αποµόνωση των Επιλογή και αποµόνωση των 
µετασχηµατισµένων µετασχηµατισµένων 
κυττάρων ξενιστών  κυττάρων ξενιστών  

Επιλέγονται οι ξενιστές Επιλέγονται οι ξενιστές 
που έχουν προσλάβει το που έχουν προσλάβει το 
ανασυνδυασµένο ανασυνδυασµένο DNADNA
από εκείνους που δεν το από εκείνους που δεν το 
έχουν προσλάβειέχουν προσλάβει

Κάθε βακτήριο που Κάθε βακτήριο που 
προσλαµβάνει µόνο ένα προσλαµβάνει µόνο ένα 

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA
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προσλαµβάνει µόνο ένα προσλαµβάνει µόνο ένα 
µόριο ανασυνδυασµένου µόριο ανασυνδυασµένου 
DNADNA πολλαπλασιάζεται πολλαπλασιάζεται 
και παράγει µια αποικία και παράγει µια αποικία 
που αποτελεί που αποτελεί έναν κλώνοκλώνο

Παράγονται χιλιάδες Παράγονται χιλιάδες 
κλώνοι που ο καθένας κλώνοι που ο καθένας 
περιέχειπεριέχει ένα ένα 
ανασυνδυασµένο ανασυνδυασµένο 
πλασµίδιο µε διαφορετικό πλασµίδιο µε διαφορετικό 
τµήµα του τµήµα του DNA DNA του δότη του δότη 



Στάδιο Στάδιο 4:4:

Επιλογή ενός Επιλογή ενός 
βακτηριακού κλώνου βακτηριακού κλώνου 
που περιέχει το που περιέχει το 
επιθυµητό τµήµα επιθυµητό τµήµα DNADNA

Πραγµατοποιείται Πραγµατοποιείται 
µε τη βοήθειαµε τη βοήθεια
ειδικών µορίων 
ανιχνευτώνανιχνευτών

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ DNADNA
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ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ

Είναι ένζυµα που Είναι ένζυµα που 
παράγονται από βακτήριαπαράγονται από βακτήρια

Ο φυσιολογικός τους Ο φυσιολογικός τους 
ρόλοςρόλος είναι να 
προστατεύουν τα προστατεύουν τα 
βακτήριαβακτήρια από την από την 
εισβολή εισβολή ««ξένουξένου»» DNADNA
κόβοντας τοκόβοντας το

Αναγνωρίζουν Αναγνωρίζουν 
ειδικές αλληλουχίεςειδικές αλληλουχίες
44--8 νουκλεοτιδίων8 νουκλεοτιδίων
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44--8 νουκλεοτιδίων8 νουκλεοτιδίων
στο δίκλωνο στο δίκλωνο DNADNA

Μια από τις Μια από τις 
περιοριστικές περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες που ενδονουκλεάσες που 
χρησιµοποιείται χρησιµοποιείται 
ευρέως ευρέως είναι η ΕΕcoRIcoRI

Αποµονώθηκε Αποµονώθηκε 
από το βακτήριο από το βακτήριο 
Escherichia coli Escherichia coli 



ΕΕcoRI      coRI      ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΗ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΗ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗ

Είναι ένζυµοΕίναι ένζυµο που που 
αποµονώθηκε από το αποµονώθηκε από το 
βακτήριο βακτήριο Escherichia coliEscherichia coli

Αναγνωρίζει την Αναγνωρίζει την 
αλληλουχίααλληλουχία:

5’-GAATTCGAATTC-3’

3’-CTTAAGCTTAAG-5’ 

στο δίκλωνο µόριο
DNA

Κόβει κάθε Κόβει κάθε 
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Κόβει κάθε Κόβει κάθε 
αλυσίδααλυσίδα µεταξύ µεταξύ GG
και και AA µε µε 
κατεύθυνση 5’     3’κατεύθυνση 5’     3’

Από το κόψιµο Από το κόψιµο 
δηµιουργούνταιδηµιουργούνται
µονόκλωνα άκραµονόκλωνα άκρα
από αζευγάρωτες 
βάσεις στα 
κοµµένα άκρα



ΕΕcoRI      coRI      ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΗ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΗ ΕΝ∆ΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗ

Είναι ένζυµοΕίναι ένζυµο που που 
αποµονώθηκε από το αποµονώθηκε από το 
βακτήριο βακτήριο Escherichia coliEscherichia coli

Τα µονόκλωνα άκρα Τα µονόκλωνα άκρα 
µπορούν να σχηµατίσουν µπορούν να σχηµατίσουν 
δεσµούς υδρογόνουδεσµούς υδρογόνου µε τις µε τις 
συµπληρωµατικές βάσεις συµπληρωµατικές βάσεις 
άλλων κοµµατιών άλλων κοµµατιών DNADNA
που έχουν κοπεί µε το ίδιο που έχουν κοπεί µε το ίδιο 
ένζυµοένζυµο

Η αλληλουχία Η αλληλουχία GAATTCGAATTC
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Η αλληλουχία Η αλληλουχία GAATTCGAATTC
υπάρχει διάσπαρτη υπάρχει διάσπαρτη στα στα 
γονιδιώµατα των γονιδιώµατα των 
οργανισµών οργανισµών 

Το γονιδίωµα των Το γονιδίωµα των 
ανώτερων ανώτερων 
ευκαρυωτικών ευκαρυωτικών 
οργανισµών οργανισµών µπορεί να µπορεί να 
κοπεί σε χιλιάδες κοπεί σε χιλιάδες 
κοµµάτια από την κοµµάτια από την 
ΕΕcoRI coRI 



Στάδιο 1Στάδιο 1::

Κατασκευή των Κατασκευή των 
ανασυνδυασµένων ανασυνδυασµένων DNA DNA µε µε 
φορέα κλωνοποίησης το φορέα κλωνοποίησης το 

πλασµίδιο ενός βακτηρίουπλασµίδιο ενός βακτηρίου

ΑποµόνωσηΑποµόνωση του ολικού του ολικού 
DNADNA του  οργανισµού του  οργανισµού 
δότη δότη 

Κόψιµο του ολικού Κόψιµο του ολικού DNADNA

KATAKATAΣΚΕΥΗΣΚΕΥΗ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
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Κόψιµο του ολικού Κόψιµο του ολικού DNADNA
του  οργανισµού δότητου  οργανισµού δότη σε σε 
πολλά σηµεία µε την πολλά σηµεία µε την 
ΕΕcoRI coRI 

Η αλληλουχία που Η αλληλουχία που 
αναγνωρίζει η Εαναγνωρίζει η ΕcoRIcoRI
υπάρχει πολλές υπάρχει πολλές 
φορές φορές 

ΑποµόνωσηΑποµόνωση του φορέα του φορέα 
κλωνοποίησης κλωνοποίησης που σε που σε 
αυτή την περίπτωση είναι αυτή την περίπτωση είναι 
πλασµίδιοπλασµίδιο



Στάδιο 1Στάδιο 1::

Κόψιµο του πλασµιδίου Κόψιµο του πλασµιδίου 
µόνο σε ένα σηµείο µε την µόνο σε ένα σηµείο µε την 
ΕΕcoRI coRI 

Η αλληλουχία που Η αλληλουχία που 
αναγνωρίζει η Εαναγνωρίζει η ΕcoRIcoRI
υπάρχει µόνο µια φορά   υπάρχει µόνο µια φορά   

Ανάµιξη των δύο ειδών Ανάµιξη των δύο ειδών DNADNA
του πλασµιδίου  και του του πλασµιδίου  και του 
οργανισµούοργανισµού

KATAKATAΣΚΕΥΗΣΚΕΥΗ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
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Επειδή έχουν µονόκλωνα Επειδή έχουν µονόκλωνα 
συµπληρωµατικά άκρασυµπληρωµατικά άκρα
ενώνονται µεταξύ τους ενώνονται µεταξύ τους 
µε τη µεσολάβηση της µε τη µεσολάβηση της 
DNA DNA δεσµάσηςδεσµάσης

Έτσι δηµιουργούνται Έτσι δηµιουργούνται 
ανασυνδυασµένα πλασµίδιαανασυνδυασµένα πλασµίδια

Μερικά µόνο πλασµίδια Μερικά µόνο πλασµίδια 
ξαναγίνονται κυκλικάξαναγίνονται κυκλικά
χωρίς να προσλάβουν χωρίς να προσλάβουν 
DNA DNA του οργανισµού του οργανισµού 



Στάδιο 2 Στάδιο 2 

Μεταφορά των Μεταφορά των 
ανασυνδυασµένων ανασυνδυασµένων DNA DNA σε  σε  
κύτταρακύτταρα--ξενιστέςξενιστές

Ως ξενιστές Ως ξενιστές 
χρησιµοποιούνται βακτήριαχρησιµοποιούνται βακτήρια
που δεν έχουν πλασµίδιαδεν έχουν πλασµίδια και 
εποµένως δεν είναι δεν είναι 
ανθεκτικά στα αντιβιοτικάανθεκτικά στα αντιβιοτικά

Για να µπει ένα πλασµίδιο 
µέσα στο βακτήριο τα τα 
τοιχώµατα των βακτηρίων τοιχώµατα των βακτηρίων 
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τοιχώµατα των βακτηρίων τοιχώµατα των βακτηρίων 
γίνονται παροδικά διαπερατάγίνονται παροδικά διαπερατά
σε µακροµόρια µετά από σε µακροµόρια µετά από 
κατάλληλη κατεργασίακατάλληλη κατεργασία

Το σύνολο των   Το σύνολο των   
ανασυνδυασµένωνανασυνδυασµένων DNADNA και και 
των µη ανασυνδυασµένων των µη ανασυνδυασµένων 
αναµειγνύονται µε βακτήρια αναµειγνύονται µε βακτήρια 
τα οποία δέχονται σε µικρό τα οποία δέχονται σε µικρό 
ποσοστό πλασµίδια ποσοστό πλασµίδια 

Αυτά που δέχονται Αυτά που δέχονται 
πλασµίδιοπλασµίδιο
µετασχηµατίζονται µετασχηµατίζονται 



Στάδιο 3 Στάδιο 3 

Επιλογή και αποµόνωση των Επιλογή και αποµόνωση των 
µετασχηµατισµένων κυττάρων µετασχηµατισµένων κυττάρων 
ξενιστών ξενιστών 

Στην βακτηριακή καλλιέργεια Στην βακτηριακή καλλιέργεια 
εισάγεται αντιβιοτικό εισάγεται αντιβιοτικό 
προκείµενου να εξοντωθούν προκείµενου να εξοντωθούν 
τα βακτήρια που δεν τα βακτήρια που δεν 
µετασχηµατίστηκανµετασχηµατίστηκαν

Εκείνα που δέχτηκαν Εκείνα που δέχτηκαν 
ανασυνδυασµένο και µη ανασυνδυασµένο και µη 
ανασυνσυασµένο πλασµίδιο ανασυνσυασµένο πλασµίδιο 
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ανασυνσυασµένο πλασµίδιο ανασυνσυασµένο πλασµίδιο 
έχουν την ικανότητα να έχουν την ικανότητα να 
επιβιώσουν επιβιώσουν επειδή τα επειδή τα 
πλασµίδια περιέχουν ένα πλασµίδια περιέχουν ένα 
γονίδιο που τους προσδίδει γονίδιο που τους προσδίδει 
ανθεκτικότητα στο ανθεκτικότητα στο 
συγκεκριµένο αντιβιοτικόσυγκεκριµένο αντιβιοτικό

Το κάθε µετασχηµατισµένο Το κάθε µετασχηµατισµένο 
βακτήριο µε διαφορετικό βακτήριο µε διαφορετικό 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιοανασυνδυασµένο πλασµίδιο
πολλαπλασιάζεται πολλαπλασιάζεται 
δηµιουργώντας αποικίεςδηµιουργώντας αποικίες
που ονοµάζονται κλώνοιπου ονοµάζονται κλώνοι
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Το σύνολο των βακτηριακών Το σύνολο των βακτηριακών 
κλώνων που περιέχει το κλώνων που περιέχει το 
συνολικό συνολικό DNADNA του οργανισµού του οργανισµού 
δότη αποτελεί τη δότη αποτελεί τη 
γονιδιωµατική βιβλιοθήκηγονιδιωµατική βιβλιοθήκη

Περιέχει έναν τεράστιο Περιέχει έναν τεράστιο 
αριθµό από κλωνοποιηµένα αριθµό από κλωνοποιηµένα 
κοµµάτια χρωµοσωµικού κοµµάτια χρωµοσωµικού 
DNADNA τα οποία παράχθηκαν τα οποία παράχθηκαν 
από τη δράση κάποιαςαπό τη δράση κάποιας
περιοριστικής περιοριστικής 
ενδονουκλεάσηςενδονουκλεάσης
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ενδονουκλεάσηςενδονουκλεάσης

Τα κοµµάτια αυτάΤα κοµµάτια αυτά µπορούν µπορούν 
να περιέχουννα περιέχουν:

Ολόκληρα γονίδιαΟλόκληρα γονίδια

Κοµµάτια γονιδίων Κοµµάτια γονιδίων 

Τµήµατα Τµήµατα DNA DNA που δεν που δεν 
κωδικοποιούν πρωτεΐνεςκωδικοποιούν πρωτεΐνες

Μέσα από όλα αυτά τα Μέσα από όλα αυτά τα 
κοµµάτια κοµµάτια πρέπει να πρέπει να 
εντοπίσουµε αυτό που εντοπίσουµε αυτό που 
θέλουµε να µελετήσουµεθέλουµε να µελετήσουµε



KATAKATAΣΚΕΥΗΣΚΕΥΗ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΙΚΗΣ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
Στάδιο 4 Στάδιο 4 

Επιλογή ενός Επιλογή ενός 
βακτηριακού κλώνου που βακτηριακού κλώνου που 
περιέχει το επιθυµητό περιέχει το επιθυµητό 
τµήµα τµήµα DNADNA

Για να γίνει η επιλογή Για να γίνει η επιλογή 
ενός κλώνου ενός κλώνου που περιέχει που περιέχει 
το επιθυµητό τµήµα το επιθυµητό τµήµα DNADNA
χρησιµοποιούνται ειδικοί ειδικοί 
ανιχνευτέςανιχνευτές

Είναι ιχνηθετηµένα Είναι ιχνηθετηµένα 
µονόκλωνα µόρια µονόκλωνα µόρια DNA DNA 
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µονόκλωνα µόρια µονόκλωνα µόρια DNA DNA 
ήή RNA RNA που περιέχουν που περιέχουν 
αλληλουχίες αλληλουχίες 
συµπληρωµατικές συµπληρωµατικές 
προς το προς το 
κλωνοποιηµένο κλωνοποιηµένο DNADNA

Οι ανιχνευτές Οι ανιχνευτές 
αναµειγνύονται µε τοαναµειγνύονται µε το DNADNA
της βιβλιοθήκης της βιβλιοθήκης το οποίο 
προηγουµένως είχε  
αποδιαταχθεί και και 
υβριδοποιούν µόνο το υβριδοποιούν µόνο το 
συµπληρωµατικό τους συµπληρωµατικό τους 
DNADNA



ΑΠΟ∆ΙΑΤΑΞΗ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝΑΠΟ∆ΙΑΤΑΞΗ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ
Χρησιµοποιείται για την ανίχνευση Χρησιµοποιείται για την ανίχνευση 
κλώνων γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης κλώνων γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 
ή ή cDNAcDNA βιβλιοθήκης βιβλιοθήκης 

Η αποµόνωση του συνολικού Η αποµόνωση του συνολικού 
DNADNA από κύτταρα ενός από κύτταρα ενός 
οργανισµού οργανισµού inin vitrovitro είναι είναι 
υπόθεση ρουτίναςυπόθεση ρουτίνας

Στο αποµονωµένο Στο αποµονωµένο DNADNA αν αν 
επιδράσουµε κατάλληλες επιδράσουµε κατάλληλες 
χηµικές ουσίεςχηµικές ουσίες ή αυξήσουµε αυξήσουµε 
τη θερµοκρασίατη θερµοκρασία:

Τότε σπάζουν οι δεσµοί Τότε σπάζουν οι δεσµοί 
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Τότε σπάζουν οι δεσµοί Τότε σπάζουν οι δεσµοί 
υδρογόνου µεταξύ των δύο υδρογόνου µεταξύ των δύο 
συµπληρωµατικών συµπληρωµατικών 
αλυσίδωναλυσίδων και οι δύο και οι δύο 
αλυσίδες αποχωρίζετε η αλυσίδες αποχωρίζετε η 
µία την άλληµία την άλλη

Η διαδικασία αυτή ονοµάζεται 
ΑΠΟ∆ΙΑΤΑΞΗΑΠΟ∆ΙΑΤΑΞΗ

Οι δύο µονόκλωνες Οι δύο µονόκλωνες 
συµπληρωµατικές αλυσίδεςσυµπληρωµατικές αλυσίδες σε σε 
κατάλληλες συνθήκες µπορούν κατάλληλες συνθήκες µπορούν 
να επανασυνδεθούν να επανασυνδεθούν 
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Χρησιµοποιείται για την ανίχνευση Χρησιµοποιείται για την ανίχνευση 
κλώνων γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης κλώνων γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 
ή ή cDNAcDNA βιβλιοθήκης βιβλιοθήκης 

∆ύο µονόκλωνες ∆ύο µονόκλωνες 
συµπληρωµατικές αλυσίδεςσυµπληρωµατικές αλυσίδες σε σε 
κατάλληλες συνθήκες µπορούν να κατάλληλες συνθήκες µπορούν να 
επανασυνδεθούν  επανασυνδεθούν  

Στην ιδιότητα αυτή στηρίζεται η 
διαδικασία της υβριδοποίησηςυβριδοποίησης
που είναι:

Η σύνδεση µονόκλωνων Η σύνδεση µονόκλωνων 
συµπληρωµατικών συµπληρωµατικών 
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συµπληρωµατικών συµπληρωµατικών 
αλυσίδων αλυσίδων DNA DNA ή ή 
συµπληρωµατικών συµπληρωµατικών 
αλυσίδων αλυσίδων DNADNA--RRΝΑΝΑ

Πολύ σηµαντική ιδιότητα του DNA

Mας δίνει τη δυνατότητα αν αν 
έχουµε ένα γνωστό µόριο έχουµε ένα γνωστό µόριο DNA DNA 
να το χρησιµοποιήσουµε ως να το χρησιµοποιήσουµε ως 
ανιχνευτήανιχνευτή για τον εντοπισµό για τον εντοπισµό 
του συµπληρωµατικού του αν του συµπληρωµατικού του αν 
το τελευταίο βρίσκετε µαζί µε το τελευταίο βρίσκετε µαζί µε 
χιλιάδες άλλα κοµµάτιαχιλιάδες άλλα κοµµάτια



Πλασµίδιο Πλασµίδιο 

Η κλωνοποίηση σε πλασµίδια είναι 
απλή και για αυτό αποτελούν το 
συνηθέστερο φορέα συνηθέστερο φορέα 
κλωνοποίησηςκλωνοποίησης για οργανισµούςγια οργανισµούς µε 
µικρό γονιδίωµαµικρό γονιδίωµα

Αντιγράφεται ανεξάρτητα Αντιγράφεται ανεξάρτητα µέσα µέσα 
στο βακτήριο στο βακτήριο 

Περιέχει γονίδια Περιέχει γονίδια 
ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά 
όπως αµπικιλίνη και όπως αµπικιλίνη και 

ΦΟΡΕΙΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ΦΟΡΕΙΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ 
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όπως αµπικιλίνη και όπως αµπικιλίνη και 
τετρακικλίνητετρακικλίνη

Περιέχει γονίδια που του Περιέχει γονίδια που του 
επιτρέπουν επιτρέπουν να µεταφέρεται να µεταφέρεται 
από ένα βακτήριο σε ένα άλλοαπό ένα βακτήριο σε ένα άλλο

Με αυτό τον τρόπο το 
µετασχηµατίζει 
προσδίδοντας του 
καινούριες ιδιότητες

Περιέχει µόνο ένα σηµείο που Περιέχει µόνο ένα σηµείο που 
αναγνωρίζει αναγνωρίζει η περιοριστική η περιοριστική 
ενδονουκλεάση Εενδονουκλεάση ΕcoRIcoRI



ΤΤoo DNA DNA του του 
βακτηριοφάγου λ βακτηριοφάγου λ 

Είναι ένας  άλλος 
φορέας κλωνοποίησης 
που χρησιµοποιείται 
ευρύτατα γιατί µπορεί µπορεί 
να ενσωµατώσεινα ενσωµατώσει
µεγαλύτερα κοµµάτια µεγαλύτερα κοµµάτια 
ξένουξένου DNADNA

Η στρατηγική της Η στρατηγική της 
κλωνοποίησης είναι κλωνοποίησης είναι 

ΦΟΡΕΙΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ΦΟΡΕΙΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ 
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κλωνοποίησης είναι κλωνοποίησης είναι 
ίδια ίδια µε αυτής που µε αυτής που 
χρησιµοποιείται και χρησιµοποιείται και 
στα πλασµίδιαστα πλασµίδια



Στους ανώτερους Στους ανώτερους 
ευκαρυωτικούς ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς πολλά οργανισµούς πολλά 
γονίδια µεταγράφονται γονίδια µεταγράφονται 
σε ορισµένους µόνο σε ορισµένους µόνο 
κυτταρικούς τύπους κυτταρικούς τύπους 

Π.χ. τα γονίδια των τα γονίδια των 
αλυσίδων των αλυσίδων των 
αιµοσφαιρινώναιµοσφαιρινών που που 
εκφράζονται µόνο εκφράζονται µόνο 
στα πρόδροµα στα πρόδροµα 
ερυθροκύτταραερυθροκύτταρα του 

cDNA cDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗ

2424

ερυθροκύτταραερυθροκύτταρα του 
ανθρώπου

Αν θέλουµε να Αν θέλουµε να 
κλωνοποιήσουµε κλωνοποιήσουµε 
µόνο τα γονίδια µόνο τα γονίδια 
που εκφράζονται που εκφράζονται 
σε συγκεκριµένα σε συγκεκριµένα 
κύτταρακύτταρα τότε 
κατασκευάζουµε κατασκευάζουµε 
τις τις cDNAcDNA
βιβλιοθήκεςβιβλιοθήκες



cDNAcDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗ
Η Η cDNAcDNA βιβλιοθήκη βιβλιοθήκη 
περιλαµβάνει το σύνολο των περιλαµβάνει το σύνολο των 
βακτηριακών κλώνων που βακτηριακών κλώνων που 
περιέχουν τα τµήµατα όλων περιέχουν τα τµήµατα όλων 
των γονιδίων που των γονιδίων που 
εκφράζονται σε ένα εκφράζονται σε ένα 
κυτταρικό τύποκυτταρικό τύπο

Πλεονεκτεί έναντι της 
γονιδιωµατικής γιατί 
αποµονώνονται µόνο οι αποµονώνονται µόνο οι 
αλληλουχίες των αλληλουχίες των 
γονιδίωνγονιδίων που 
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γονιδίωνγονιδίων που 
µεταφράζονται σε µεταφράζονται σε 
αµινοξέα δηλαδή τα αµινοξέα δηλαδή τα 
εξώνια εξώνια 

Με άλλα λόγια η η cDNAcDNA
βιβλιοθήκη περιέχει βιβλιοθήκη περιέχει 
αντίγραφα των αντίγραφα των 
ώριµων ώριµων mm--RNARNA όλων όλων 
των γονιδίωντων γονιδίων που που 
εκφράζονται σε ένα εκφράζονται σε ένα 
συγκεκριµένο συγκεκριµένο 
κυτταρικό τύποκυτταρικό τύπο



ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ cDNAcDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
Κλωνοποίηση γονιδίου που Κλωνοποίηση γονιδίου που 
εκφράζονται σε ένα εκφράζονται σε ένα 
συγκεκριµένο κύτταροσυγκεκριµένο κύτταρο

Αποµονώνεται το ολικό Αποµονώνεται το ολικό 
««ώριµοώριµο»» mm--RNARNA από κύτταρα από κύτταρα 
που εκφράζουν το που εκφράζουν το 
συγκεκριµένο γονίδιο συγκεκριµένο γονίδιο 

Το κάθε ώριµο mm--RNARNA
χρησιµοποιείται σαν καλούπιχρησιµοποιείται σαν καλούπι
για τη σύνθεση µιας σύνθεση µιας 
συµπληρωµατικής αλυσίδας συµπληρωµατικής αλυσίδας 
DNA DNA (cc--DNA complementary DNA complementary 
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DNA DNA (cc--DNA complementary DNA complementary 
DNADNA)

Η σύνθεση του γίνεται από Η σύνθεση του γίνεται από 
το ένζυµοτο ένζυµο αντίστροφη αντίστροφη 
µεταγραφάσηµεταγραφάση

Παράγονται υβριδικά µόρια  Παράγονται υβριδικά µόρια  
cc--DNA/mDNA/m--RNARNA

Το Το mRNA mRNA διασπάταιδιασπάται µε µε 
κατάλληλες χηµικές ουσίες κατάλληλες χηµικές ουσίες 
ή αποδιατάσσεται µε ή αποδιατάσσεται µε 
θέρµανσηθέρµανση



ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ cDNAcDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
Κλωνοποίηση γονιδίου που Κλωνοποίηση γονιδίου που 
εκφράζονται σε ένα εκφράζονται σε ένα 
συγκεκριµένο κύτταροσυγκεκριµένο κύτταρο

Τα µονόκλωνα µονόκλωνα cc--DNADNA
χρησιµεύουν ως καλούπιχρησιµεύουν ως καλούπι για για 
τη σύνθεση µιας τη σύνθεση µιας 
συµπληρωµατικής αλυσίδας  συµπληρωµατικής αλυσίδας  
DNADNA

Η σύνθεση αυτή γίνεται Η σύνθεση αυτή γίνεται 
από το ένζυµο από το ένζυµο DDΝΑ ΝΑ 
πολυµεράσηπολυµεράση και έτσι και έτσι 
δηµιουργούνται δίκλωνα δηµιουργούνται δίκλωνα 
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δηµιουργούνται δίκλωνα δηµιουργούνται δίκλωνα 
µόρια µόρια DDΝΑΝΑ

Τα δίκλωνα µόρια Τα δίκλωνα µόρια DNADNA
εισάγονται σε πλασµίδια ή εισάγονται σε πλασµίδια ή 
βακτηριοφάγουςβακτηριοφάγους και και 
κλωνοποιούνται µε τη κλωνοποιούνται µε τη 
διαδικασία που αναφέρθηκε διαδικασία που αναφέρθηκε 
προηγουµένως προηγουµένως 

Με αυτό τον τρόπο δίνουν τη Με αυτό τον τρόπο δίνουν τη 
δυνατότηταδυνατότητα σύνθεσης της σύνθεσης της 
πρωτεΐνης ενός συγκεκριµένου πρωτεΐνης ενός συγκεκριµένου 
γονιδίουγονιδίου στο κύτταρο ξενιστή



ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ cDNAcDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
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ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ cDNAcDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
Η κατασκευή τη Η κατασκευή τη 
βιβλιοθήκης µας δίνει βιβλιοθήκης µας δίνει 
τη δυνατότητα να τη δυνατότητα να 
αποµονώσουµε το αποµονώσουµε το 
βακτηριακό κλώνο που βακτηριακό κλώνο που 
περιέχει το επιθυµητό περιέχει το επιθυµητό 
γονίδιογονίδιο

Τα βακτήρια του Τα βακτήρια του 
κλώνου κλώνου 
πολλαπλασιάζονταιπολλαπλασιάζονται
και έτσι
δηµιουργούνται δηµιουργούνται 
πολλά αντίγραφα πολλά αντίγραφα 
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πολλά αντίγραφα πολλά αντίγραφα 
του γονιδίου που του γονιδίου που 
περιέχειπεριέχει

Η δηµιουργία Η δηµιουργία 
πολλών αντιγράφων πολλών αντιγράφων 
είναι απαραίτητη είναι απαραίτητη 
προϋπόθεσηπροϋπόθεση::

Για τη µελέτη Για τη µελέτη 
τόσο του γονιδίου τόσο του γονιδίου 
όσο και της όσο και της 
πρωτεΐνης που πρωτεΐνης που 
κωδικοποιείκωδικοποιεί



ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ PCRPCR

Επιτρέπει τον επιλεκτικό Επιτρέπει τον επιλεκτικό 
πολλαπλασιασµό πολλαπλασιασµό 
εκατοµµύρια φορές ειδικών εκατοµµύρια φορές ειδικών 
αλληλουχιών αλληλουχιών DNA DNA από ένα από ένα 
σύνθετο µείγµα µορίων σύνθετο µείγµα µορίων DNADNA
χωρίς τη µεσολάβηση χωρίς τη µεσολάβηση 
ζωντανού κυττάρουζωντανού κυττάρου

Η τεχνική αυτή άρχισε να 
εφαρµόζεται το 1985 και 
έχει πολλές πρακτικές έχει πολλές πρακτικές 
εφαρµογέςεφαρµογές:
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εφαρµογέςεφαρµογές:

Στην ιατρικήΣτην ιατρική για τη
διάγνωση ασθενειών διάγνωση ασθενειών 
όπως το ΑΙόπως το ΑΙDSDS

Στην εγκληµατολογίαΣτην εγκληµατολογία
για τη διαλεύκανση διαλεύκανση 
υποθέσεωνυποθέσεων

Στη µελέτηΣτη µελέτη DNADNA από από 
απολιθώµατααπολιθώµατα


