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Γενικά 
 Η απνκόλσζε ελδύκσλ (πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο) πνπ θόβνπλ ην DNA ζε θνκκάηηα 

κε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία βάζεσλ θαζώο θαη εηδηθώλ θνξέσλ πνπ κεηαθέξνπλ DNA από 

θύηηαξν ζε θύηηαξν, έδσζε ηε δπλαηόηεηα «αλαπαξαγσγήο» δηαδηθαζηώλ αληηγξαθήο-

κεηαγξαθήο-κεηάθξαζεο θαη επέηξεςε ηελ αλάπηπμε ηεο ηεσνολογίαρ αναζςνδςαζμένος 

DNA.  Έηζη απνθηνύκε ηθαλόηεηα έξεπλαο, επέκβαζεο θαη ηξνπνπνίεζεο ηνπ γελεηηθνύ 

πιηθνύ ησλ νξγαληζκώλ κε ζθνπό ηελ παξαγσγή ζεηξάο ρξήζηκσλ πξντόλησλ θαη ηε 

δεκηνπξγία θπηώλ θαη δώσλ κε βειηησκέλεο ηδηόηεηεο. 

 Η ηερλνινγία ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ DNA πεξηιακβάλεη ηελ θαηαζθεπή in vitro ελόο 

ηερλεηνύ κνξίνπ DNA (αλαζπλδπαζκέλν κόξην DNA) πνπ πεξηέρεη γνλίδηα από 2 ή 

πεξηζζόηεξνπο νξγαληζκνύο. Σηε ζπλέρεηα ην κόξην απηό εηζάγεηαη ζε έλα βαθηήξην ή ζε 

έλα επθαξπσηηθό θύηηαξν. Τα γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλα βαθηήξηα ή επθαξπσηηθά θύηηαξα 

δνπλ θαη αλαπαξάγνληαη κεηαθέξνληαο ζηνπο απνγόλνπο ηηο θαηλνύξγηεο ηδηόηεηεο. 

  Οη ηερληθέο επέκβαζεο ζην γελεηηθό πιηθό απνηεινύλ ηε Γενεηική Μησανική, κε ζηόρν:  

 Καηαλόεζε κπζηεξίσλ δσήο θαη εμέιημεο 

 Βειηίσζε πγείαο θαη ηξόπνπ δηαβίσζεο (εθαξκνγέο ζηελ Ιαηξηθή, Γεσξγία, 

Κηελνηξνθία) 

 Τα ζηάδηα ηεο ηερλνινγίαο αλαζπλδπαζκέλνπ DNA είλαη : 

A. Καηαζκεςή ηος αναζςνδςαζμένος DNA. Τν νιηθό DNA από έλαλ νξγαληζκό 

απνκνλώλεηαη, θόβεηαη κε εηδηθά έλδπκα (πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο) θαη 

ελώλεηαη κε θνξέα θισλνπνίεζεο. Ο θοπέαρ κλωνοποίηζηρ είλαη έλα κόξην DNA 

(πιαζκίδην ή DNA θάγσλ) ην νπνίν κπνξεί λα απηνδηπιαζηάδεηαη αλεμάξηεηα κέζα 

ζε θύηηαξν-μεληζηή νπόηε δεκηνπξγείηαη αλαζπλδπαζκέλν DNA 

B. Μεηαθοπά αναζςνδςαζμένος DNA ζε κύηηαπο-ξενιζηή. Η εηζαγσγή ηνπ DNA ζε 

βαθηεξηαθό θύηηαξν-μεληζηή νλνκάδεηαη μεηαζσημαηιζμόρ.  

C. Επιλογή απομόνωζη κςηηάπων-ξενιζηών. Τα θύηηαξα-μεληζηέο πνπ έρνπλ 

πξνζιάβεη ην αλαζπλδπαζκέλν DNA επηιέγνληαη από όζα δελ ην  έρνπλ πξνζιάβεη. 

Κάζε βαθηήξην πνπ έρεη πξνζιάβεη έλα κόξην αλαζπλδπαζκέλνπ DNA 

πνιιαπιαζηάδεηαη θαη παξάγεη κηα απνηθία πνπ απνηειεί έλα βαθηεξηαθό θιώλν. Με 

ηνλ ηξόπν απηό παξάγνληαη ρηιηάδεο θιώλνη πνπ ν θαζέλαο πεξηέρεη έλα 

αλαζπλδπαζκέλν κόξην DNA δηαθνξεηηθό από ηνπο άιινπο θιώλνπο. Κλώνορ είλαη 

κηα νκάδα παλνκνηόηππσλ κνξίσλ, θπηηάξσλ ή νξγαληζκώλ θαη κλωνοποίηζη ε 

θαηαζθεπή κεγάινπ αξηζκνύ παλνκνηόηππσλ κνξίσλ, θπηηάξσλ, νξγαληζκώλ.  

D. Επιλογή βακηηπιακού κλώνος με επιθςμηηό ημήμα DNA. Πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε 

βνήζεηα εηδηθώλ κνξίσλ αληρλεπηώλ. 
 

Γονιδιωμαηική βιβλιοθήκη 
A. Οη πεπιοπιζηικέρ ενδονοςκλεάζερ παξάγνληαη από βαθηήξηα θαη θπζηνινγηθά ηα  

πξνζηαηεύνπλ από εηζβνιή «μέλνπ» DNA. Αλαγλσξίδνπλ εηδηθέο αιιεινπρίεο 4-8 

λνπθιενηηδίσλ ζην δίθισλν DNA. Η πιένλ ρξεζηκνπνηνύκελε είλαη ε EcoRI πνπ 

απνκνλώζεθε από ηελ E. coli θαη αλαγλσξίδεη ηελ αιιεινπρία   5΄- GAATTC -3΄  ζην 

                                                                                                        3΄- CTTAAG -5΄         

γνληδίσκα θόβνληαο θάζε αιπζίδα κεηαμύ ηνπ G θαη ηνπ A κε θαηεύζπλζε 5΄     3΄ νπόηε 
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αθήλεη κνλόθισλα άθξα από αδεπγάξσηεο βάζεηο ζηα 

θνκκέλα άθξα. Απηά ηα άθξα κπνξνύλ λα ζρεκαηίζνπλ 

δεζκνύο Η κε ηηο ζπκπιεξσκαηηθέο βάζεηο άιισλ θνκκαηηώλ 

DNA πνπ θόπεθαλ κε ην ίδην έλδπκν. Η αιιεινπρία 

GAATTC ππάξρεη δηάζπαξηε ζηα γνληδηώκαηα ησλ 

νξγαληζκώλ θη έηζη ην γνληδίσκα επθαξπσηηθνύ νξγαληζκνύ 

κπνξεί λα θνπεί ζε ρηιηάδεο θνκκάηηα κ’ απηή ηελ 

ελδνλνπθιεάζε. Καηόπηλ ηα θνκκάηηα απηά ελζσκαηώλνληαη 

ζε εηδηθνύο θνξείο (πιαζκίδηα θαη DNA θάγσλ).  

 Τα πιαζκίδηα 

πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο θνξείο θισλνπνίεζεο 

έρνπλ ηελ αιιεινπρία απηή κία κόλν θνξά νπόηε 

ε EcoRI ηα θόβεη δεκηνπξγώληαο έλα γξακκηθό 

κόξην DNA κε κνλόθισλα άθξα. Τα δύν είδε 

DNA – πιαζκηδίνπ θαη νξγαληζκνύ – 

αλακηγλύνληαη θαη ελώλνληαη κεηαμύ ηνπο κε ηε 

βνήζεηα ηεο DNA δεζκάζεο, έηζη 

δεκηνπξγνύληαη αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα. 

Μεξηθά πιαζκίδηα μαλαγίλνληαη θπθιηθά ρσξίο 

πξόζιεςε DNA ηνπ νξγαληζκνύ.  

B.  Βαθηήξηα-μεληζηέο δέρνληαη ζε κηθξό πνζνζηό πιαζκίδηα, κεξηθά από απηά είλαη  

αλαζπλδπαζκέλα. Σπλήζσο ρξεζηκνπνηνύληαη ζαλ μεληζηέο, βαθηήξηα πνπ δελ έρνπλ 

πιαζκίδηα άξα είλαη επαίζζεηα ζε αληηβηνηηθά. Γηα λα 

κπεη έλα πιαζκίδην ζην βαθηήξην, ηα ηνηρώκαηα ηνπ 

βαθηεξίνπ γίλνληαη παξνδηθά δηαπεξαηά ζε καθξνκόξηα 

κεηά από θαηάιιειε επεμεξγαζία (μεηαζσημαηιζμόρ).   

C.  Η επηινγή ησλ βαθηεξίσλ πνπ δέρηεθαλ  

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην ζηεξίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα 

αλάπηπμεο παξνπζία αληηβηνηηθνύ, δηόηη ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην πεξηέρεη έλα γνλίδην πνπ ηνπο 

πξνζδίλεη αλζεθηηθόηεηα ζην ζπγθεθξηκέλν αληηβηνηηθό. 

Κάζε βαθηήξην πνπ πξνζέιαβε έλα αλαζπλδπαζκέλν 

βαθηήξην πνιιαπιαζηάδεηαη θαη δίλεη έλα θιώλν. Η 

δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο θιώλσλ βαθηεξίσλ νλνκάδεηαη 

κλωνοποίηζη. Τν ζύλνιν ησλ βαθηεξηαθώλ θιώλσλ 

πεξηέρεη ην ζπλνιηθό DNA ηνπ νξγαληζκνύ δόηε θαη 

απνηειεί κηα γονιδιωμαηική βιβλιοθήκη.  

D. Η επηινγή ελόο θιώλνπ πνπ έρεη έλα επηζπκεηό  

γνλίδην ζα γίλεη ρξεζηκνπνηώληαο εηδηθνύο ανισνεςηέρ.  

 Τα πιαζκίδηα είλαη ζπλεζηζκέλνη θνξείο θισλνπνίεζεο γηα νξγαληζκνύο κε κηθξό 

γνληδίσκα. Άιινο θνξέαο πνπ ελζσκαηώλεη κεγαιύηεξα θνκκάηηα μέλνπ DNA, είλαη ν 

βαθηεξηνθάγνο ι. Η ζηξαηεγηθή θισλνπνίεζεο είλαη ίδηα κε απηή ζηα πιαζκίδηα. 
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Κλωνοποίηζη mRNA:Καηαζκεσή cDNA βιβλιοθήκης 

 Σηνπο αλώηεξνπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο πνιιά 

γνλίδηα κεηαγξάθνληαη κόλν ζε νξηζκέλνπο θπηηαξηθνύο 

ηύπνπο (γνλίδηα αιπζίδσλ αηκνζθαηξηλώλ ζηα πξόδξνκα 

εξπζξνθύηηαξα). Όηαλ θισλνπνηνύκε κόλν ηα γνλίδηα πνπ 

εθθξάδνληαη ζε ζπγθεθξηκέλα θύηηαξα, θαηαζθεπάδνπκε 

ηηο cDNA βηβιηνζήθεο νη νπνίεο πεξηέρνπλ αληίγξαθα ησλ 

mRNA όισλ ησλ γνληδίσλ πνπ εθθξάδνληαη ζηα θύηηαξα 

απηά θαη έρνπλ ην πιενλέθηεκα απνκόλσζεο κόλν ησλ 

αιιεινπρηώλ ησλ γνληδίσλ πνπ κεηαθξάδνληαη ζε 

ακηλνμέα, δειαδή ησλ εμσλίσλ. Γηα λα θαηαζθεπαζηεί κηα 

cDNA βιβλιοθήκη απνκνλώλεηαη ην νιηθό ώξηκν mRNA 

από θύηηαξα πνπ εθθξάδνπλ ην ζπγθεθξηκέλν γνλίδην. Τν 

mRNA ρξεζηκνπνηείηαη ζαλ θαινύπη γηα ηε ζύλζεζε κηαο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο DNA (complementary DNA). 

Η ζύλζεζε απηή γίλεηαη κε ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε 

νπόηε παξάγνληαη πβξηδηθά κόξηα  

cDNA- mRNA. Τν mRNA δηαζπάηαη κε θαηάιιειεο 

ρεκηθέο νπζίεο ή αλαδηαηάζζεηαη κε ζέξκαλζε θαη ηα 

cDNA ρξεζηκεύνπλ ζαλ θαινύπη γηα ηε ζύλζεζε κηαο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο DNA γηα λα δεκηνπξγεζνύλ 

δίθισλα κόξηα DNA ηα νπνία εηζάγνληαη ζε πιαζκίδηα ή 

βαθηεξηνθάγνπο θαη θισλνπνηνύληαη δίλνληαο έηζη 

δπλαηόηεηα ζύλζεζεο πξσηεΐλεο ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ 

ζην θύηηαξν-μεληζηή. 
 

Ανίτνεσζη κλώνων γονιδιωμαηικής ή cDNA βιβλιοθήκης 
 Η απνκόλσζε ηνπ ζπλνιηθνύ DNA από θύηηαξα πξνθαξπσηηθνύ ή επθαξπσηηθνύ 

νξγαληζκνύ είλαη απιή. Αλ επηδξάζνπκε ζην DNA ρεκηθά ή κε ζέξκαλζε ηόηε ζπάδνπλ νη 

δεζκνί πδξνγόλνπ κεηαμύ ησλ αιπζίδσλ θαη απνρσξίδνληαη ε κία από ηελ άιιε, δηαδηθαζία 

γλσζηή ζαλ αποδιάηαξη. Οη 2 κνλόθισλεο ζπκπιεξσκαηηθέο αιπζίδεο κπνξνύλ ζε 

θαηάιιειεο ζπλζήθεο λα επαλαζπλδεζνύλ κε ηε δηαδηθαζία ηεο ςβπιδοποίηζηρ πνπ είλαη ε 

ζύλδεζε κνλόθισλσλ ζπκπιεξσκαηηθώλ αιπζίδσλ DNA ή ζπκπιεξσκαηηθώλ DNA-RNA. 

Η ζεκαληηθή απηή ηδηόηεηα ηνπ DNA καο δίλεη δπλαηόηεηα λα ην ρξεζηκνπνηήζνπκε ζαλ 

αληρλεπηή γηα λα εληνπίζνπκε ην ζπκπιεξσκαηηθό ηνπ πνπ βξίζθεηαη κεηαμύ ρηιηάδσλ 

άιισλ θνκκαηηώλ. 

 Μηα γνληδησκαηηθή βηβιηνζήθε πεξηέρεη ηεξάζηην αξηζκό θισλνπνηεκέλσλ θνκκαηηώλ 

ρξσκνζσκηθνύ DNA πνπ έρνπλ παξαρζεί κε ηε δξάζε κηαο πεξηνξηζηηθήο ελδνλνπθιεάζεο. 

Οξηζκέλα θνκκάηηα πεξηέρνπλ νιόθιεξα γνλίδηα, άιια πεξηέρνπλ θνκκάηηα γνληδίσλ θαη 

άιια ηκήκαηα DNA πνπ δελ θσδηθνπνηνύλ πξσηεΐλεο. Γηα λα εληνπίζνπκε απηό πνπ 

ζέινπκε ρξεζηκνπνηνύκε ηρλεζεηεκέλνπο αληρλεπηέο κνξίσλ DNA ή RNA πνπ πεξηέρνπλ 

αιιεινπρίεο ζπκπιεξσκαηηθέο πξνο ην θισλνπνηεκέλν DNA. Οη αληρλεπηέο αλακηγλύνληαη 

κε ην DNA ηεο βηβιηνζήθεο πνπ έρεη απνδηαηαρζεί νπόηε πβξηδνπνηνύλ κόλν ην 
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ζπκπιεξσκαηηθό ηνπο DNA. Η ίδηα δηαδηθαζία αθνινπζείηαη γηα απνκόλσζε 

ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ από cDNA βηβιηνζήθε. 
 

Αλσζιδωηή ανηίδραζη πολσμεράζης (PCR) 
 Η θαηαζθεπή βηβιηνζεθώλ καο δίλεη δπλαηόηεηα 

απνκόλσζεο βαθηεξηαθώλ θιώλσλ κε ην επηζπκεηό 

γνλίδην. Καηόπηλ πνιιαπιαζηάδνληαη ηα βαθηήξηα ηνπ 

θιώλνπ θαη δεκηνπξγνύληαη πνιιά αληίγξαθα ηνπ 

γνληδίνπ πνπ πεξηέρεη. Η μέθοδορ αλςζιδωηήρ 

ανηίδπαζηρ πολςμεπάζηρ (PCR) επηηξέπεη ηελ 

αληηγξαθή επηιεθηηθά, εθαηνκκύξηα θνξέο, εηδηθώλ 

αιιεινπρηώλ DNA από ζύλζεην κείγκα κνξίσλ 

DNA, ρσξίο κεζνιάβεζε δσληαλνύ θπηηάξνπ θαη 

έρεη πνιιέο πξαθηηθέο εθαξκνγέο. 
 

 

Σύνθεζη προϊνζοσλίνης πονηικού 

 mRNA πνπ απνκνλώζεθε από θύηηαξα πνληηθνύ κε ηελ αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε 

κεηαθέξεη ηελ πιεξνθνξία ζε κνλόθισλν cDNA. Τν θαινύπη mRNA θαηαζηξέθεηαη κε 

επίδξαζε βάζεο θαη ε DNA πνιπκεξάζε ζπλζέηεη ζπκπιεξσκαηηθό θιώλν ζπλέρεηα ηνπ 

πξώηνπ. Η S1  λνπθιεάζε δηαζπά ηε θνπξθέηα πνπ 

ελώλεη ηνπο ζπκπιεξσκαηηθνύο θιώλνπο 

δεκηνπξγώληαο δίθισλν κόξην. Τν δίθισλν DNA ζα 

ελζσκαησζεί ζε έλα πιαζκίδην σο εμήο : κηα 

ηξαλζθεξάζε επηκεθύλεη ηα 3΄άθξα πξνζζέηνληαο 4 

λνπθιενηίδηα θπηνζίλεο θαη επηκεθύλεη ηα 3΄άθξα ηνπ 

DNA ηνπ πιαζκηδίνπ κε πξνζζήθε 4 λνπθιενηηδίσλ 

γνπαλίλεο. Οη ζπκπιεξσκαηηθέο βάζεηο ζρεκαηίδνπλ 

δεζκνύο πδξνγόλνπ θαη ηα 2 κόξηα DNA ελώλνληαη. 

Τέινο έλδπκα ηνπ βαθηεξίνπ ζπκπιεξώλνπλ ηα θελά 

ελζσκαηώλνληαο πιήξσο ην μέλν DNA κέζα ζην 

πιαζκίδην πνπ ζα ρξεζηκεύζεη ζαλ θνξέαο εηζαγσγήο 

κέζα ζε βαθηήξην μεληζηή. Τν πιαζκίδην πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε πεξηέρεη 2 γνλίδηα αλζεθηηθόηεηαο 

ζηελ πεληθηιίλε θαη ηελ ηεηξαθπθιίλε. Το πλαζμίδιο 

κόβεηαι με ηην πεπιοπιζηική ενδονοςκλεάζη Pst ζε 

αλληλοςσία αναγνώπιζηρ ζηη μέζη ηος γονιδίος 

πος κωδικοποιεί ηην πενικιλινάζη οπόηε η 

ενζωμάηωζη ηος ξένος DNA καηαζηπέθει ηη 

δπάζη ηηρ πενικιλινάζηρ ενώ η ανθεκηικόηηηα 

ζηην ηεηπακςκλίνη παπαμένει και σπηζιμεύει ζηην 

επιλογή ηων βακηηπίων πού έσοςν δεσθεί ηο 

αναζςνδςαζμένο DNA. 


