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ΜΔΣΡΑ ΠΡΟΣΑΙΑ  
 

 Όινη νη εθπαηδεπόκελνη πξέπεη λα θνξνύλ εξγαζηεξηαθή κπινύδα θαηά ηελ εθηέιεζε ηεο άζθεζεο. 

 Όια ηα δηαιύκαηα πξέπεη λα κεηαθέξνληαη κε ζηθώληα (πηπέηεο). Δελ επηηξέπεηαη ε αλαξξόθεζε 

κε ην ζηόκα. 

 Σν κεράλεκα PCR αλεβάδεη ηε ζεξκνθξαζία ζε ζεκείν πνπ πξνθαιεί εγθαύκαηα. Δελ ην αγγίδνπκε 

θαηά ηε ιεηηνπξγία. 

 Σν βξσκηνύρν αηζίδην είλαη ηζρπξό κεηαιιαμηγόλν θαη πξέπεη λα απνθεύγεηαη ε επαθή ηνπ κε ην 

δέξκα θαζώο θαη ε εηζπλνή ηνπ. Καηά ηνλ ρεηξηζκό ηνπ αληηδξαζηεξίνπ απηνύ, θαζώο θαη άιισλ 

πνπ ζα επηζεκαλζνύλ από ηνπο ππεύζπλνπο ηνπ εξγαζηεξίνπ, νη εθπαηδεπόκελνη πξέπεη λα 

θνξνύλ ρεηξνπξγηθά γάληηα. 

 Όινη νη θνηηεηέο νθείινπλ λα δίλνπλ ηδηαίηεξε πξνζνρή ζηηο νδεγίεο ησλ εθπαηδεπηώλ ηνπο, εηδηθά 

ζε ό,ηη αθνξά πηζαλώο επηθίλδπλα πιηθά θαη αληηδξαζηήξηα ηνπ εξγαζηεξίνπ. 
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Άζκηζη 1 

ΑΛΤΙΓΩΣΗ ΑΝΣΙΓΡΑΗ ΠΟΛΤΜΔΡΑΗ (PCR) 

 

ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ 

H ηερληθή PCR είλαη έλα ζεκαληηθό εξγαιείν ηεο 

Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη ηεο Βηνρεκείαο κε 

ζπνπδαηόηεηα γηα ηελ έξεπλα εθάκηιιε ησλ ελδύκσλ 

πεξηνξηζκνύ θαη ηεο πβξηδνπνίεζεο ηνπ DNA ζε 

κεκβξάλεο. 

Η αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

απνηειεί κηα γξήγνξε, εύθνιε θαη νηθνλνκηθή ηερληθή 

πνπ επηηξέπεη ηνλ ελδπκηθό πνιιαπιαζηαζκό in vitro 

(ρσξίο ηε ρξήζε δσληαλώλ κηθξννξγαληζκώλ, όπσο 

ε E. coli ή νη δύκεο) επηιεγκέλσλ αιιεινπρηώλ DNA. 

Πξόθεηηαη γηα κία εμαηξεηηθά επηιεθηηθή θαη επαίζζεηε 

κέζνδν, θαζώο έρεη δπλαηόηεηα αλίρλεπζεο κηαο 

αιιεινπρίαο από έλα κόλν κόξην DNA (Li et al., 

1990). 

 H PCR αλαθνηλώζεθε ζηελ επηζηεκνληθή 

θνηλόηεηα γηα πξώηε θνξά ζηα κέζα ηεο δεθαεηίαο 

ηνπ ’80 (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & 

Faloona, 1987). Μεηά ηελ πξώηε αλαθνίλσζε, ε 

ηερληθή δηαδόζεθε ζηελ επηζηεκνληθή θνηλόηεηα κε 

ηελ ηαρύηεηα αλσσιδωτής αντίδρασης. Καζώο όιν θαη 

πεξηζζόηεξνη επηζηήκνλεο ήξζαλ ζε επαθή κε ηελ 

PCR, εηζήγαγαλ κεηαηξνπέο, παξαιιαγέο θαη 

πιεζώξα εθαξκνγώλ θαη ζε πνιύ κηθξό ρξνληθό 

δηάζηεκα ε PCR έγηλε κηα ηερληθή ξνπηίλαο γηα ηελ 

έξεπλα. Χαξαθηεξηζηηθό είλαη όηη κέρξη ην 1993, όπνπ 

ν K. Mullis ηηκήζεθε κε ην βξαβείν Νόκπει Χεκείαο 

γηα ηελ θαζνξηζηηθή ζπκβνιή ηνπ ζηελ αλάπηπμε ηεο 

ηερληθήο, ε PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ζε πεξηζζόηεξεο 

από 7.000 επηζηεκνληθέο εξγαζίεο. ήκεξα 

αληηκεησπίδεηαη ζαλ κηα από ηηο πην ζεκαληηθέο 

επηζηεκνληθέο αλαθαιύςεηο ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο 

θαη έρεη αιιάμεη κε επαλαζηαηηθό ηξόπν ηε κειέηε ηνπ 

DNA.   

H ηερληθή PCR ιόγσ ηεο απιόηεηάο ηεο 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε έλα επξύ θάζκα εξεπλεηηθώλ 

εθαξκνγώλ, όπσο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκό κνλαδηθώλ 

γνληδίσλ κέζα από πνιύπινθεο γνληδησκαηηθέο 

αιιεινπρίεο, ηε γξήγνξε ηαπηνπνίεζε θαη εύξεζε 

ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο θισλνπνηεκέλνπ 

DNA θαηεπζείαλ από απνηθίεο βαθηεξίσλ ή πιάθεο 

βαθηεξηνθάγσλ, ηε γνληδηαθή θισλνπνίεζε, ηελ in 

vitro θαηεπζπλόκελε κεηαιιαμηγέλεζε, ηελ αλίρλεπζε 

γνληδηαθώλ κεηαιιάμεσλ. Αθόκε, εθηόο ησλ 

εξεπλεηηθώλ εθαξκνγώλ, πιεζώξα δηαγλσζηηθώλ 

εθαξκνγώλ βαζίδνληαη ζε απηή ηελ ηερληθή όπσο: ε 

αλαγλώξηζε ηώλ θαη βαθηεξίσλ (πρ, αλίρλεπζε ηνπ 

ηνύ ηνπ AIDS), ε αλαγλώξηζε δηαθόξσλ παζνγόλσλ 

ζε ηξνθέο θαη πόζηκν λεξό, ε ηαπηνπνίεζε 

νηθνγελεηαθώλ ζρέζεσλ αμηνπνηώληαο πνιπκνξθηθέο 

αιιεινπρίεο DNA, ε αλαγλώξηζε ζπκάησλ θαη 

ελόρσλ αθόκα θαη γηα εγθιήκαηα πνπ δηεπξάρζεζαλ 

πξηλ από δεθαεηίεο ή εθαηνληαεηίεο, όπσο θαη ζε 

παιαηνληνινγηθέο εμειηθηηθέο κειέηεο θαζώο θαζηζηά 

δπλαηή ηελ ελίζρπζε αιιεινπρηώλ αθόκε θαη από 

ίρλε DNA πνπ βξίζθνληαη ζε απνιηζώκαηα.   

 

ΑΡΥΗ ΣΗ ΜΔΘΟΓΟΤ 

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ επαλαιακβαλόκελε 

αληηγξαθή ελόο ηκήκαηνο DNA (γλσζηνύ ή 

αγλώζηνπ) κε ηε βνήζεηα κηαο εηδηθήο ζεξκναλζεθηη-

θήο πνιπκεξάζεο θαη δύν νιηγνλνπθιενηηδηθώλ 

εθθηλεηώλ ζρεδηαζκέλσλ ζε γλσζηέο αιιεινπρίεο. 

Έηζη, έλα δείγκα DNA αλακεηγλύεηαη κε ηα ηέζζεξα 

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα, ηα δύν ελαξθηήξηα νιηγνλνπ-

θιενηίδηα (εθθηλεηέο, primers) θαη ηελ εηδηθή DNA 

πνιπκεξάζε. Tν δείγκα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 94-95ºC 

γηα λα απνδηαηαρζεί ην DNA θαη αθνινύζσο ςύρεηαη 

ζηνπο 50-65ºC γηα λα πβξηδνπνηεζνύλ νη εθθηλεηέο κε 

ηηο απνδηαηαγκέλεο αιπζίδεο ηνπ DNA. Aθνινπζεί 

πνιπκεξηζκόο ζηνπο 72ºC θαη ηα παξαπάλσ βήκαηα 

επαλαιακβάλνληαη πνιιέο θνξέο έσο όηνπ ζπληεζεί 

αξθεηή πνζόηεηα ηνπ επηζπκεηνύ πξντόληνο.  

 

ΣΑ ΒΑΙΚΑ ΤΣΑΣΙΚΑ ΜΙΑ ΑΝΣΙΓΡΑΗ PCR 

Μία αληίδξαζε PCR πξέπεη λα πεξηέρεη ηα εμήο 

ζπζηαηηθά:  

1. Μηα εηδηθή DNA πνιπκεξάζε, ηελ Taq DNA 

πνιπκεξάζε, ε νπνία έρεη απνκνλσζεί από ην 

ζεξκναλζεθηηθό βαθηήξην Thermus aquaticus (Saiki 

et al., 1988) θαη επηηξέπεη ηε ρξεζηκνπνίεζε πςειώλ 

ζεξκνθξαζηώλ ζηα βήκαηα πβξηδηζκνύ θαη 

επηκήθπλζεο. Ο ρξόλνο εκηδσήο ηνπ ελδύκνπ ζε 

πςειέο ζεξκνθξαζίεο δίλεηαη από ηνλ παξαθάησ 

πίλαθα: 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=E._coli&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%96%CF%8D%CE%BC%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
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 Η Taq πνιπκεξάζε έρεη κνξηαθό βάξνο 94-kDa, 

παξνπζηάδεη βέιηηζηε ζεξκνθξαζία πνιπκεξηζκνύ 

75-80°C θαη ηαρύηεηα ζύλζεζεο 150 λνπθιενηίδηα / 

κόξην ελδύκνπ ην δεπηεξόιεπην. Η Taq πνιπκεξάζε 

δελ πεξηέρεη 3΄  5΄ δξάζε εμσλνπθιεάζεο θαη έηζη 

ζην ηειηθό πξντόλ παξακέλνπλ λνπθιενηίδηα πνπ 

έρνπλ εηζαρζεί ιαλζαζκέλα. Δπίζεο, πςειή 

ζπγθέληξσζε ηόλησλ Mg
++

 (>10 mM), λνπθιενηηδίσλ 

(>4-6 mM) ή/θαη κνλνζζελώλ ηόλησλ Na
+
, Κ

+ 
(>50 

mM) απνηεινύλ αλαζηαιηηθνύο παξάγνληεο γηα ηε 

δξάζε ηεο.  

 

2. Έλα δεύγνο ζπλζεηηθώλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ, ηα 

νπνία απνθαινύληαη εθθηλεηέο θαη θαζνξίδνπλ ηα 

όξηα ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ ζα εληζρπζεί. Η 

ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηώλ θαζνξίδεηαη ζπλήζσο 

κεηαμύ 0.4-0.6 κM ελώ κεγαιύηεξεο ζπγθεληξώζεηο 

κπνξνύλ λα πξνθαιέζνπλ ιαλζαζκέλε έλαξμε, 

ελίζρπζε κε εηδηθώλ πξντόλησλ θαη δεκηνπξγία 

δηκεξώλ (primer-dimer) πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

επίζεο σο DNA ζηόρνο, ειαηηώλνληαο έηζη ηε 

ζύλζεζε εηδηθώλ πξντόλησλ. Σα νιηγνλνπθιενηίδηα 

πξέπεη λα είλαη αληηπαξάιιεινπ πξνζαλαηνιηζκνύ 

θαη θαζέλα ζπκπιεξσκαηηθό πξνο ηε κία αιπζίδα 

ηνπ ππό κειέηε DNA. Όζνλ αθνξά ζην ζρεδηαζκό 

ησλ εθθηλεηώλ πξέπεη λα ιακβάλνληαη ππόςε ηα 

παξαθάησ: 

I. ην κήθνο ηνπο λα θπκαίλεηαη κεηαμύ 18-24 

λνπθιενηηδίσλ, 

II. ε θαηαλνκή ησλ λνπθιενηηδίσλ λα είλαη ηπραία θαη 

ε πεξηεθηηθόηεηα ζε G/C λα είλαη κεηαμύ 40-60%. 

Δπίζεο πξέπεη λα απνθεύγνληαη πεξηνρέο κε 

πνιππνπξίλεο ή πνιπππξηκηδίλεο θαζώο θαη 

επαλαιήςεηο λνπθιενηηδίσλ, 

III. λα κελ εκθαλίδνπλ ζπκπιεξσκαηηθόηεηα ζην 3΄ ή 

5΄ άθξν ηνπο, ώζηε λα απνθεύγεηαη ε 

ρξεζηκνπνίεζή ηνπο σο ππόζηξσκα θαη ζπλεπώο 

ε παξαγσγή κε εηδηθώλ πξντόλησλ (primer-

dimer), 

IV. λα κελ πεξηέρνπλ εζσηεξηθέο παιίλδξνκεο 

αιιεινπρίεο, 

V. λα κελ ππάξρνπλ επαλαιήςεηο 3 ή πεξηζζνηέξσλ 

C ή G ζην 3΄ άθξν, δηόηη κπνξεί λα ρξεζηκεύνπλ 

γηα ιαλζαζκέλε έλαξμε ζε πεξηνρέο DNΑ πνπ 

είλαη πινύζηεο ζε G+C, 

VI. λα παξνπζηάδνπλ παξόκνηεο ηηκέο ζεξκνθξαζίαο 

ηήμεο Tm (melting temperature). Η ζεξκνθξαζία 

ηήμεο ππνινγίδεηαη θαηά πξνζέγγηζε κε ηελ εμήο 

ζρέζε: 2ºC γηα θάζε Α ή Σ θαη 4ºC γηα θάζε G ή C 

[Tm= 2 x (A+T) + 4 x (G+C)]. Με απηόλ ηνλ 

ππνινγηζκό είλαη επηζπκεηό ε ζεξκνθξαζία ηήμεο 

ησλ εθθηλεηώλ λα βξίζθεηαη κεηαμύ 50ºC θαη 70ºC. 

Δπίζεο, εηδηθνί εθθηλεηέο κπνξνύλ λα ζρεδηαζηνύλ 

γηα δηάθνξεο πεξηπηώζεηο PCR, όπσο κε 

θαζνξηζκέλα λνπθιενηίδηα ζην 5΄ άθξν (πνπ δελ 

παξνπζηάδνπλ νκνινγία κε ην ππόζηξσκα DNA) θαη 

ηα νπνία ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ ελζσκάησζε 

αιιεινπρηώλ, πνπ αλαγλσξίδνληαη από έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ, ζηα άθξα ηνπ ηειηθνύ πξντόληνο. Με 

απηόλ ηνλ ηξόπν δηεπθνιύλεηαη ε θισλνπνίεζε ηνπ 

πξντόληνο (δείηε Άζθεζε 3). Δπηπξόζζεηα 

λνπθιενηίδηα ζηα άθξα εθθηλεηώλ ρξεζηκνπνηνύληαη 

επίζεο γηα ηελ εηζαγσγή ξπζκηζηηθώλ ζηνηρείσλ ζηελ 

αιιεινπρία ελόο DNA, ή κηαο ηξηπιέηαο (ATG) γηα 

ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο θ.α. Δλαξθηήξηα 

νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ πεξηιακβάλνπλ έλα ή 

πεξηζζόηεξα λνπθιενηίδηα από ηε ζπκπιεξσκαηηθή 

αιιεινπρία ηνπ DNA ζηόρνπ, ρξεζηκνπνηνύληαη γηα 

ηε δεκηνπξγία κεηαιιάμεσλ. 

  

3. Καηάιιειν δηάιπκα ειεύζεξσλ 5΄ ηξηθσζθνξηθώλ 

δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs: dATP, dTTP, 

dCTP, dGTP) ζε ζπγθέληξσζε 0.2 mM ην θαζέλα, 

ώζηε λα πεξηνξηζηεί ε πηζαλόηεηα εηζαγσγήο 

ιαλζαζκέλνπ λνπθιενηηδίνπ. Η εηζαγσγή ιαλζα-

ζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέ-

ληξσζεο ηνπ θάζε λνπθιενηηδίνπ ζηελ αληίδξαζε. 

Έηζη, ζε ζπγθέληξσζε 1 mM γηα θάζε λνπθιενηίδην ε 

ζπρλόηεηα ιάζνπο είλαη πεξίπνπ 1.66 x 10
-4

 

πνιπκεξηζκέλα λνπθιενηίδηα αλά θύθιν, ελώ ζε 

κηθξόηεξε ζπγθέληξσζε (0.2 mM) ην ιάζνο 

ειαηηώλεηαη ζεκαληηθά θαη γίλεηαη κηθξόηεξν από 5 x 

10
-5

. Έιιεηςε ηζνξξνπίαο ζην κείγκα ησλ dNTPs 

κεηώλεη επίζεο ηελ πηζηόηεηα ηεο Taq πνιπκεξάζεο. 
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4. Καηάιιειε ζπγθέληξσζε δηαιύκαηνο MgCl2. Η 

παξνπζία ηόλησλ Mg
+2

 είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δξάζε 

ηεο πνιπκεξάζεο. Σα ηόληα Mg
+2

 ζρεκαηίδνπλ 

δηαιπηά ζύκπινθα κε ηα dNTPs ώζηε λα 

δεκηνπξγήζνπλ ην πξαγκαηηθό ππόζηξσκα πνπ 

αλαγλσξίδεη ε πνιπκεξάζε. Η ζπγθέληξσζε ησλ 

ειεπζέξσλ ηόλησλ Mg
+2

 εμαξηάηαη από ηηο 

ζπγθεληξώζεηο ησλ ελώζεσλ πνπ δεζκεύνπλ ην ηόλ 

κεηαμύ ησλ νπνίσλ είλαη ηα dNTPs, ην EDTA θαη 

θσζθνξηθά ηόληα. Οη βέιηηζηεο ζπγθεληξώζεηο Mg
+2

 

είλαη 1.5-2.0 mM, ελώ πςειή ζπγθέληξσζε (>4 mM) 

απμάλεη ηε ζπρλόηεηα ηνπ πνιπκεξηζκνύ ιάζνπο 

λνπθιενηηδίσλ αιιά θαη ηελ ελίζρπζε κε εηδηθώλ 

πξντόλησλ (Harris & Jones, 1997),.  

 

5. Δηδηθό ξπζκηζηηθό δηάιπκα (buffer) ηεο Taq 

πνιπκεξάζεο, ώζηε λα δηαηεξνύληαη ζηαζεξά ην pH 

θαη ε ηνληθή ηζρύο ηνπ πεξηβάιινληνο ηεο αληίδξαζεο, 

ηα νπνία παξέρνληαη από ηελ παξνπζία Tris-HCl θαη 

NaCl ή KCl, αληίζηνηρα. Η αληίδξαζε ρξεηάδεηαη 

κνλνζζελή ηόληα K
+
 ή Na

+
 ζε ζπγθέληξσζε 25-50 

mM, ελώ ην Tris-HCl βξίζθεηαη ζε ζπγθέληξσζε 10-

50 mM κε pH κεηαμύ 8.3 θαη 8.8 ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, όπνπ 

νη ζεξκνθξαζίεο θζάλνπλ έσο ηνπο 94ºC, ην pH 

θπκαίλεηαη κεηαμύ 6.8 θαη 7.8. Σέινο, ζην ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα πεξηέρνληαη επίζεο ζηαζεξνπνηεηέο 

ελδύκνπ, όπσο δειαηίλε ή νξνιεπθσκαηίλε (bovine 

serum albumin-BSA) θαη κε ηνληηθά απνξξππαληηθά 

(Tween 20 θαη Triton X-100). 

 

6. Σνλ ζηόρν (κήηξα) DNA, ε πνζόηεηα ηνπ νπνίνπ 

εμαξηάηαη από ηνλ αξηζκό ησλ αληηγξάθσλ ηνπ. ηηο 

βέιηηζηεο ζπλζήθεο, ε ηερληθή PCR κπνξεί 

ζεσξεηηθά λα εληζρύζεη ηελ αιιεινπρία ζηόρν από 

έλα κόλν αληίγξαθν DNA. Παξόια απηά ζε κία 

ηππηθή αληίδξαζε ε πνζόηεηα DNA πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ηνπ 

γνληδηώκαηνο ηνπ ππό κειέηε νξγαληζκνύ θαη 

αληηζηνηρεί ζε αξθεηέο ρηιηάδεο αληίγξαθα ζηόρνπ. 

Γηα παξάδεηγκα, πεξίπνπ 3 x 10
5
 κνξηαθνί ζηόρνη κηαο 

κνλαδηθήο αιιεινπρίαο αληηζηνηρνύλ ζε πνζόηεηα 1 κg 

γνληδησκαηηθνύ DNA ζειαζηηθνύ (ην απινεηδέο 

γνληδίσκα ηνπ αλζξώπνπ έρεη βάξνο 3 pg), 10 ng 

DNA δπκνκύθεηα, 1 ng βαθηεξηαθνύ DNA από E. coli θαη 1 

pg πιαζκηδηαθνύ DNA. πλήζσο, ε πνζόηεηα ηνπ DNA 

πνπ ρξεηάδεηαη γηα ηελ αληίδξαζε θπκαίλεηαη από 0.1 

pg έσο 1 ng όηαλ πξόθεηηαη γηα πιαζκηδηαθό DNA, 

ελώ όηαλ ν ζηόρνο είλαη γνληδησκαηηθν DNA 

ζειαζηηθνύ ε πνζόηεηα θπκαίλεηαη από 5 έσο 100 

ng. Δάλ ε πνζόηεηα ηνπ DNA είλαη κεγάιε (>1000 

ng), ππάξρεη πηζαλόηεηα λα δεκηνπξγεζνύλ πξντόληα 

πνπ δελ αληηζηνηρνύλ ζηνλ επηζπκεηό ζηόρν DNA. 

Δπίζεο, ην DNA πξέπεη α. λα κελ είλαη 

θαηεζηξακκέλν (degraded) ζηελ πεξηνρή ηνπ ζηόρνπ, 

ώζηε λα ππάξρεη ε δπλαηόηεηα λα εληζρπζεί απηή ε 

πεξηνρή θαη β. λα είλαη πςειήο θαζαξόηεηαο ρσξίο 

θαηλόιεο, πνιπζαθραξίηεο, απνξξππαληηθά, EDTA ή 

άιια ρεκηθά πνπ κπνξεί λα έρνπλ αλαζηαιηηθή 

δξάζε 

.  

ΠΟΛΤΜΔΡΙΜΟ 

Κάζε θύθινο πνιπκεξηζκνύ απνηειείηαη από ηα εμήο 

βήκαηα:  

1. Σελ απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηόρνπ (κήηξα). Οιηθή 

απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηόρνπ πξαγκαηνπνηείηαη 

ζπλήζσο ζε ζεξκνθξαζία 94°C γηα 30 δεπηεξόιεπηα. 

ε πεξηπηώζεηο όκσο ππνζηξώκαηνο DNA πινύζηνπ 

ζε G+C απαηηείηαη πςειόηεξε ζεξκνθξαζία.  Παξόιν 

πνπ ε πςειή ζεξκνθξαζία απνηειεί απαξαίηεην 

βήκα γηα ηελ απνδηάηαμε, ρξεηάδεηαη πξνζνρή ώζηε 

λα κε δηαξθεί πεξηζζόηεξν ηνπ αλαγθαίνπ γηαηί ηόηε 

ειαηηώλεηαη ε ελεξγόηεηα ηνπ ελδύκνπ. 

2. Σελ πβξηδνπνίεζε ησλ εηδηθώλ εθθηλεηώλ ζηνλ 

απνδηαηαγκέλν DNA ζηόρν. Η ζεξκνθξαζία θαη ν 

ρξόλνο πνπ ρξεηάδεηαη γηα ηελ πβξηδνπνίεζε ησλ 

εθθηλεηώλ εμαξηάηαη από ηε ζπγθέληξσζή ηνπο ζηελ 

αληίδξαζε, ην κήθνο θαη ηελ αιιεινπρία ησλ βάζεώλ 

ηνπο. Η ζεξκνθξαζία ηεο αληίδξαζεο γηα ηελ 

πβξηδνπνίεζε ξπζκίδεηαη πεξίπνπ 5°C ρακειόηεξα 

από ην ππνινγηδόκελν ζεκείν ηήμεο (Tm). 

Θεξκνθξαζίεο κεηαμύ 55ºC θαη 65ºC δίλνπλ ζπλήζσο 

ηα θαιύηεξα απνηειέζκαηα. Απμάλνληαο ηε 

ζεξκνθξαζία ηεο πβξηδνπνίεζεο, απμάλεηαη ε 

εηδηθόηεηα ηνπ ηειηθνύ πξντόληνο ιόγσ ηνπ όηη 

πεξηνξίδεηαη ε πβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηώλ ζηηο 

πεξηνρέο ηνπ DNA κε ηε κέγηζηε ζπκπιεξσ-

καηηθόηεηα.   

3. Σε ζύλζεζε (επηκήθπλζε) από θάζε εθθηλεηή κηαο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο. Ο ρξόλνο γηα ηελ 
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επηκήθπλζε εμαξηάηαη από ην κήθνο θαη ηε 

ζπγθέληξσζε ηεο αιιεινπρίαο ζηόρνπ θαη από ηε 

ζεξκνθξαζία ηεο αληίδξαζεο. πλήζσο, ε 

επηκήθπλζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία 72°C, 

ζηελ νπνία ε Taq πνιπκεξάζε πξνζζέηεη 35-100 

λνπθιενηίδηα αλά δεπηεξόιεπην αλάινγα κε ην pH, ηε 

ζπγθέληξσζε ηόλησλ, ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα θαη ην 

είδνο ηνπ ππνζηξώκαηνο DNA. Γηάξθεηα 

επηκήθπλζεο 1 ιεπηνύ ζηνπο 72ºC είλαη αξθεηή γηα 

πξντόληα ηειηθνύ κήθνπο 2000 λνπθιενηηδίσλ. 

Γηάξθεηα επηκήθπλζεο κεγαιύηεξε ηνπ ελόο ιεπηνύ 

είλαη ρξήζηκε ζε αξρηθνύο θύθινπο πνιπκεξηζκνύ αλ 

ε ζπγθέληξσζε ηνπ ππνζηξώκαηνο είλαη πνιύ κηθξή, 

ή ζηα ηειηθά ζηάδηα όηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

πξντόληνο ππεξηεξεί ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ελδύκνπ.  

Ο πξώηνο θύθινο νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό δύν λέσλ 

αιπζίδσλ απξνζδηνξίζηνπ κήθνπο πνπ, καδί κε ηηο 

παηξηθέο αιπζίδεο, ζπκκεηέρνπλ ζηνπο επόκελνπο 

θύθινπο πνιπκεξηζκνύ. Σέηνηα πξντόληα 

ζπζζσξεύνληαη αξηζκεηηθά ζε θάζε επόκελν θύθιν. 

Αληίζεηα, από ην δεύηεξν θύθιν θαη κεηά ζπληίζεληαη 

θαη αιπζίδεο κε θαζνξηζκέλν κήθνο (ίζν κε ηελ 

απόζηαζε αλάκεζα ζηα 5΄ άθξα ησλ δύν εθθηλεηώλ) 

νη νπνίεο ζπκκεηέρνπλ σο κήηξα ζηνπο επόκελνπο 

θύθινπο. Σα πξντόληα απηά ζπζζσξεύνληαη εθζεηηθά 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο νδεγώληαο ζε 

πνιιαπιαζηαζκό ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ηκήκαηνο DNA.  

Με ηνλ ηξόπν απηό κεηά ηελ νινθιήξσζε n θύθισλ 

ε αξρηθή αιιεινπρία έρεη πνιιαπιαζηαζηεί 2
n
 θνξέο. 

Ο αξηζκόο ησλ θύθισλ ηεο αληίδξαζεο εμαξηάηαη 

θπξίσο από ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηνπ DNA 

ζηόρνπ. Έλα θνηλό ιάζνο είλαη ε δηεμαγσγή πνιύ 

πεξηζζόηεξσλ θύθισλ από όζνπο ρξεηάδνληαη κε 

απνηέιεζκα λα απμάλεηαη ν αξηζκόο ησλ κε εηδηθώλ 

πξντόλησλ. Ληγόηεξνη θύθινη βέβαηα παξάγνπλ 

κηθξόηεξε πνζόηεηα εηδηθνύ πξντόληνο. Ο παξαθάησ 

πίλαθαο δίλεη κηα αξρηθή νδεγία ηεο ζπλάξηεζεο ηνπ 

αλαγθαίνπ αξηζκνύ θύθισλ κε ηνλ αξηζκό αξρηθώλ 

κνξίσλ DNA ζηόρνπ. 

 

Δηθόλα 1: Η εθζεηηθή αύμεζε ησλ αληηγξάθσλ DNA θαηά ηελ PCR 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ  

θνπόο απηήο ηεο άζθεζεο είλαη ν πνιιαπιαζηαζκόο (ελίζρπζε) ηκήκαηνο ηνπ γνληδίνπ ηεο 

αθεηπινρνιηλεζηεξάζεο ηνπ εληόκνπ Bactrocera οleae (ν γλσζηόο δάθνο ηεο ειηάο). πγθεθξηκέλα ζα 

εληζρπζεί ε πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ πνπ αληηζηνηρεί ζηα εμόληα 3 – 5. Ωο κήηξα DNA ζα ρξεζηκνπνηεζεί: α) 

νιηθό γνληδησκαηηθό DNA ηνπ εληόκνπ, κε αλακελόκελν κέγεζνο ηεο εληζρπόκελεο αιιεινπρίαο 1654 bp 

θαη β) cDNA πιαζκηδηαθόο θιώλνο ηνπ γνληδίνπ, κε αλακελόκελν κέγεζνο ηεο εληζρπόκελεο αιιεινπρίαο 

874 bp. 

 

 

ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ 

 

1. ε ζσιελάθη ηύπνπ PCR ησλ 0.2 ml πξνζζέηνπκε ηελ θαηάιιειε πνζόηεηα ησλ παξαθάησ 

ζπζηαηηθώλ γηα κηα αληίδξαζε όγθνπ 0.02 ml 

 

 

  Ανηίδπαζη 1 Ανηίδπαζη 2 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηεο 
Αξρηθή 

ζπγθέληξσζε 
Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 
Πνζόηεηεο 

Αξρηθή 
ζπγθέληξσζε 

Σειηθή 
ζπγθέληξσζε 

(1) Γνληδησκαηηθό DNA   20 ng/κl         

(2) Πιαζκηδηαθόο θιώλνο  cDNA         1 ng/κl   

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα   10X 1X   10X 1X 

dNTPs   10 mM 0.8 mM    10 mM 0.8 mM  

MgCl2   50 mM 1.5 mM   50 mM 1.5 mM 

Δθθηλεηήο εκπξόζζηνο P1   10 κM 0.4 κΜ   10 κM 0.4 κΜ 

Δθθηλεηήο  αλάζηξνθνο P2    10 κM 0.4 κΜ   10 κM 0.4 κΜ 

Taq DNA πνιπκεξάζε   5 u/κl 1 unit   5 u/κl 1 unit 

H2O             

Σειηθόο όγθνο 20 κl     20 κl     
 

 

Οη εθθηλεηέο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ είλαη: 

 Ρ1:  BoAChE-Ex3-F: TATTTTCCCGGTTTCTCTGGC  

 P2:  BoAChE-Ex5-R: CGTCTCTGACATTTCCCATC. 

 

 

2. Παιηόηεξα, ζην θάζε δείγκα πξνζζέηνληαλ κl ιαδηνύ γηα λα εκπνδηζηεί ε εμάηκηζε, ζήκεξα νη ζπζθεπέο 

PCR (ζεξκνθπθινπνηεηήο) έρνπλ ζεξκαηλόκελα θαπάθηα θαη απηό απνθεύγεηαη. Σα δείγκαηα 

ηνπνζεηνύληαη ζην ζεξκνθπθινπνηεηή. 
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3. Ο ζεξκνθπθινπνηεηήο ξπζκίδεηαη λα εθηειέζεη ην παξαθάησ πξόγξακκα: 

 

 Θεπμοκπαζία Υπόνορ 

Απσική αποδιάηαξη 94°C 2 - 4 min 

Αποδιάηαξη DNA ζηόσος 94°C 
30 sec 

Τβπιδιζμόρ εκκινηηών 48°C 
30 sec 

Δπιμήκςνζη εκκινηηών 72°C 90 sec 

Σελική επιμήκςνζη 72°C 7 min 

ςνηήπηζη 4°C  

 

 

εκεηώζεηο  

 αλ κία κνλάδα ελδύκνπ νξίδεηαη ην πνζόλ ηνπ ελδύκνπ πνπ απαηηείηαη γηα ηνλ πνιπκεξηζκό 10 nmoles 

λνπθιενηηδίσλ ζε 30 ιεπηά ζηνπο 70ºC  θαη ζε όγθν αληίδξαζεο 50 κl. 

 

 

 

  30 θύθινη 
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Άζκηζη 2 

ΗΛΕΚΣΡΟΦΟΡΗΗ ΠΡΟΪΟΝΣΩΝ PCR 

 

Η  ειεθηξνθόξεζε είλαη κία κέζνδνο 

δηαρσξηζκνύ, νπηηθνπνίεζεο θαη απνκόλσζεο 

κνξίσλ κε εθαξκνγή ζηε κνξηαθή βηνινγία, ηε 

βηνρεκεία, ηελ πξσηετληθή ρεκεία, ηε θαξκαθνινγία 

θ.α. Η ηερληθή είλαη απιή, γξήγνξε θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηνπ 

κεγέζνπο θαη ηεο θαζαξόηεηαο ελόο δείγκαηνο θαζώο 

θαη ην δηαρσξηζκό κηγκάησλ κνξίσλ, ηα νπνία δελ 

κπνξνύλ λα δηαρσξηζηνύλ κε άιιεο ηερληθέο, όπσο 

π.ρ. κε θπγνθέληξεζε κε βαζκίδσζε ππθλόηεηαο. 

Γείγκα κπνξεί λα απνηειέζεη θάζε κόξην ην νπνίν 

θέξεη θνξηίν - από νιόθιεξα θύηηαξα έσο 

πξσηεΐλεο, πεπηίδηα, λνπθιετθά νμέα (DNA, RNA), 

ακηλνμέα, θ.α.  

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ αξρή κεηαλάζηεπζεο 

θνξηηζκέλσλ κνξίσλ θάησ από ηελ επίδξαζε ελόο 

εμσηεξηθά εθαξκνδόκελνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ. Η 

ειεθηξνζηαηηθή δύλακε πνπ αλαπηύζζεηαη 

θαηεπζύλεη ηα θνξηηζκέλα κόξηα πξνο ην ειεθηξόδην 

ηνπ αληίζεηνπ θνξηίνπ. Λόγσ ησλ δηαθνξεηηθώλ 

θνξηίσλ θαη καδώλ, ηα δηάθνξα κόξηα ζα θηλεζνύλ κε 

δηαθνξεηηθέο ηαρύηεηεο (θηλεηηθόηεηα, κεηαλάζηεπζε).  

Η ειεθηξνθόξεζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε 

πεθηώκαηα (gels) αγαξόδεο ή πνιπαθξπιακηδίνπ. Η 

επηινγή εμαξηάηαη θπξίσο από ην κέγεζνο ηνπ 

ηκήκαηνο πνπ ζέινπκε λα δηαρσξίζνπκε. Σα 

πεθηώκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα 

ην δηαρσξηζκό κνξίσλ όηαλ απαηηείηαη κεγάιε 

δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα, αθόκε θαη κεηαμύ κνξίσλ πνπ 

δηαθέξνπλ ζε κέγεζνο κόλν θαηά 0.1% (αθόκε θαη 1 

βάζε). Αληίζεηα, ηα πεθηώκαηα αγαξόδεο 

παξνπζηάδνπλ κεγαιύηεξν εύξνο δηαρσξηζκνύ 

κεηαμύ ησλ κνξίσλ (από 50 bp έσο Mb) (Sambrook 

et al., 1991). 

Η πξώηε θαηαγξαθή ειεθηξνθόξεζεο κνξίσλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ην 1942, όπνπ νη Coleman θαη 

Miller αλέθεξαλ ηε κεηαθίλεζε νπδέηεξσλ εμόδσλ 

(hexoses) πξνο ηελ άλνδν ζε δηάιπκα βνξηθνύ 

λαηξίνπ, ελώ ε ρξήζε ηνπ βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ σο 

κέζν ρξώζεο γηα ηελ νπηηθνπνίεζε ηνπ DNA εηζήρζε 

ην 1972 (Aaij & Borst, 1972).   

 

ΗΛΕΚΣΡΟΦΟΡΗ DNA Ε ΠΗΚΣΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ 

Η ειεθηξνθόξεζε ηνπ DNA ζε πήθησκα 

αγαξόδεο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ην δηαρσξηζκό 

κνξίσλ δίθισλνπ DNA ζε νπδέηεξν pH (π.ρ. ύζηεξα 

από θαηάηκεζε κε ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ γηα 

ηε ραξηνγξάθεζε θισλνπνηεκέλσλ ηκεκάησλ ή ηε 

κεηαθνξά θαηά Southern θαη ηελ πβξηδνπνίεζε 

θαζώο θαη γηα ηελ αλάιπζε PCR πξντόλησλ όπσο 

ζηε κνξηαθή δηάγλσζε αζζελεηώλ). Τπό απηέο ηηο 

ζπλζήθεο (νπδέηεξν pH) ην DNA θέξεη αξλεηηθό 

θνξηίν ιόγσ ησλ θσζθνξηθώλ ηνπ νκάδσλ. 

Δπνκέλσο, αλ ηνπνζεηεζνύλ ηκήκαηα DNA ζηελ 

θάζνδν (-) ζα θηλεζνύλ πξνο ηελ άλνδν (+).  

Η ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα ηνπ DNA 

θαζνξίδεηαη από ηηο εμήο παξακέηξνπο : 

α. ην κέγεζνο ηνπ DNA - δίθισλα γξακκηθά κόξηα 

DNA θηλνύληαη κε ξπζκό αληηζηξόθσο αλάινγν ηνπ 

ινγαξίζκνπ (log) ηνπ κνξηαθνύ ηνπο βάξνπο (Helling 

et al., 1974),  

β. ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο – ε θηλεηηθόηεηα 

ελόο ηκήκαηνο DNA δηαθέξεη ζε πεθηώκαηα 

δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο αγαξόδεο. Η 

ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα ηνπ DNA (κ) θαη ε 

ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο ζην πήθησκα (η) 

ζπλδένληαη κε ηνλ ηύπν log κ = log κν - Kr η, όπνπ κν 

ε ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα ηνπ DNA θαη Kr ν 

ζπληειεζηήο επηβξάδπλζεο, ν νπνίνο έρεη ζρέζε κε 

ηηο ηδηόηεηεο ηνπ πεθηώκαηνο, ην κέγεζνο θαη ην 

ζρήκα ησλ θηλνύκελσλ κνξίσλ,  

 

γ. Σε ζηεξενδηάηαμε ηνπ DNA. Η θιεηζηή 

(ππεξειηθσκέλε) θπθιηθή κνξθή (κνξθή Ι), ε αλνηθηή 

θπθιηθή κνξθή (κνξθή ΙΙ) θαη γξακκηθό DNA (κνξθή 

ΙΙΙ) ηνπ ίδηνπ κνξηαθνύ βάξνπο έρνπλ δηαθνξεηηθή 

θηλεηηθόηεηα ζε πεθηώκαηα αγαξόδεο. Οη ζρεηηθέο 
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θηλεηηθόηεηεο ησλ ηξηώλ κνξθώλ εμαξηώληαη θπξίσο 

από ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο ζην πήθησκα, 

αιιά επεξεάδνληαη επίζεο από ηελ έληαζε ηνπ 

ξεύκαηνο, ηελ ηνληθή ηζρύ ηνπ ξπζκηζηηθνύ 

δηαιύκαηνο θαη ην βαζκό ππεξειίθσζεο ηεο κνξθήο Ι 

ηνπ DNA. Κάησ από νξηζκέλεο ζπλζήθεο, ε κνξθή Ι 

θηλείηαη γξεγνξόηεξα από ηε κνξθή ΙΙΙ. Κάησ από 

άιιεο ζπλζήθεο ζπκβαίλεη ην αληίζηξνθν. Μηα 

κέζνδνο αλαγλώξηζεο ησλ δηαθνξεηηθώλ 

ζηεξενδηαηάμεσλ ηνπ DNA είλαη λα θάλνπκε ηελ 

ειεθηξνθόξεζε παξνπζία απμαλνκέλσλ πνζνηήησλ 

βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ. Καζώο απμάλεηαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ, πεξηζζόηεξε 

ρξσζηηθή δεζκεύεηαη ζην DNA. Έηζη, αλαηξνύληαη 

πξννδεπηηθά νη αξλεηηθέο ζηξνθέο ππεξέιηθαο ηεο 

κνξθήο Ι θαη κεηώλεηαη ε θηλεηηθόηεηά ηεο. ην 

θξίζηκν ζεκείν ζπγθέληξσζεο ειεύζεξνπ 

βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ, όηαλ δειαδή δελ ππάξρνπλ 

πιένλ ζηξνθέο ππεξέιηθαο, ε κνξθή Ι απνθηά ηελ 

ειάρηζηε θηλεηηθόηεηά ηεο. Αλ απμήζνπκε αθόκα 

πεξηζζόηεξν ηε ζπγθέληξσζε βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ, 

δεκηνπξγνύληαη ζεηηθέο ζηξνθέο ππεξέιηθαο θαη ε 

θηλεηηθόηεηα ηεο κνξθήο Ι απμάλεηαη γξήγνξα. 

πγρξόλσο, νη θηλεηηθόηεηεο ησλ κνξθώλ ΙΙ θαη ΙΙΙ 

κεηώλνληαη κε δηαθνξεηηθό ξπζκό ε θάζε κία, πξάγκα 

πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο εμνπδεηέξσζεο ησλ 

θνξηίσλ θαη ηεο κεγαιύηεξεο "δπζθακςίαο” πνπ 

απνθηά ην DNA από ηε δξάζε ηνπ βξσκηνύρνπ 

αηζηδίνπ. Γηα ηα πεξηζζόηεξα δείγκαηα ηεο κνξθήο Ι, 

ε θξίζηκε ζπγθέληξσζε ειεύζεξνπ βξσκηνύρνπ 

αηζηδίνπ είλαη από 0.1 έσο 0.5 κg/ml. (Thorne, 1966),  

δ. ηελ ηάζε ηνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ πνπ εθαξκόδεηαη 

– ζε ρακειή ηάζε (volts) ξεύκαηνο ν ξπζκόο 

κεηαλάζηεπζεο γξακκηθώλ κνξίσλ DNA είλαη 

αλάινγνο ηεο εθαξκνδόκελεο ηάζεο, ελώ όζν 

απμάλεηαη ε ηάζε (αύμεζε ησλ volts), ε θηλεηηθόηεηα 

ηκεκάησλ DNA κεγάινπ κνξηαθνύ βάξνπο απμάλεηαη 

κε δηαθνξεηηθό ζπληειεζηή γηα ην θάζε ηκήκα,  

ε. ηελ παξνπζία ρξσζηηθώλ – ην βξσκηνύρν αηζίδην 

κεηώλεη ηελ ειεθηξνθνξεηηθή ηθαλόηεηα ησλ 

γξακκηθώλ κνξίσλ πεξίπνπ θαηά 15%, ιόγσ ηνπ 

γεγνλόηνο όηη παξεκβάιιεηαη κεηαμύ ησλ βάζεσλ, 

απμάλνληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν ην κήθνο ηνπο θαη 

θαζηζηώληαο ηα πην άθακπηα,   

δ. ηε ζύζηαζε θαη ηελ ηνληηθή ηζρύ ηνπ δηαιύκαηνο 

ειεθηξνθόξεζεο (Buffer) – απνπζία ηόλησλ, ε 

ειεθηξηθή αγσγηκόηεηα είλαη ειάρηζηε κε απνηέιεζκα 

ην DNA λα θηλείηαη κε αξγό ξπζκό, ελώ πςειή ηνληηθή 

ηζρύο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ηήμε ηνπ πεθηώκαηνο 

θαη απνδηάηαμε ηνπ DNA ιόγσ ηεο πςειήο 

ζεξκνθξαζίαο πνπ πξνθαιείηαη από ηελ απμεκέλε 

ειεθηξηθή αγσγηκόηεηα. 

 

Αγαρόζη 

Η αγαξόδε είλαη έλαο θπηηθόο πνιπζαθραξίηεο πνπ 

παξάγεηαη από δηάθνξα θύθε ηνπ είδνπο 

Rhodophycae (Geldium amansii, G. cartilagineum) 

θαη ην πήθησκα πνπ ζρεκαηίδεη δελ είλαη ζπκπαγήο 

αιιά πεξηιακβάλεη πόξνπο, ην κέγεζνο ησλ νπνίσλ 

είλαη αληηζηξόθσο αλάινγν πξνο ηε ζπγθέληξσζε. Η 

ηθαλόηεηα ηεο λα δεκηνπξγεί πεθηώκαηα νθείιεηαη 

ζηελ ηδηόηεηα ηεο λα ηήθεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

βξαζκνύ ηνπ λεξνύ θαη λα ζηεξενπνηείηαη όηαλ ε 

ζεξκνθξαζία κεηώλεηαη ζηνπο 40-42ºC. Λόγσ ηεο 

κηθξήο κεραληθήο αληνρήο ηεο αγαξόδεο, ηα 

πεθηώκαηα αγαξόδεο ειεθηξνθνξνύληαη ζε 

νξηδόληηεο ζπζθεπέο. 

 

Ρσθμιζηικά διαλύμαηα (Buffer) 

Ο ξόινο ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο είλαη λα 

δηαηεξεί ζηαζεξή ηελ θαηαλνκή ηνπ ειεθηξηθνύ 

πεδίνπ, ε νπνία κεηξείηαη ζε volts / cm.  Σα 

ξπζκηζηηθά δηαιύκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

πεξηέρνπλ Tris-νμηθό, -βνξηθό ή –θσζθνξηθό ζε 

ζπγθέληξσζε 50-100 mM θαη EDTA κε pH πεξίπνπ 

8.0. Η πξνζζήθε ηνπ EDTA εμαζθαιίδεη ηε δέζκεπζε 

ησλ δηζζελώλ θαηηόλησλ ώζηε λα παξεκπνδηζηεί ε 

δξάζε λνπθιεαζώλ. πλήζσο ηα παξαζθεπάδνπκε 

ζε πεληαπιάζηα ή δεθαπιάζηα ζπγθέληξσζε (5Υ ή 

10Υ) θαη ηα δηαηεξνύκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

Η ξπζκηζηηθή ηθαλόηεηα ηνπ Tris-νμηθνύ (ΣΑΔ) είλαη 

ρακειή θαη γη απηό πξνηηκάηαη λα ρξεζηκνπνηείηαη ην 

Tris-θσζθνξηθό θαη ην Tris-βνξηθό (ΣΒΔ) πνπ δίλνπλ 

εμίζνπ θαιό δηαρσξηζκό θη έρνπλ πςειή ξπζκηζηηθή 

ηθαλόηεηα.  

 

Βρωμιούτο αιθίδιο 

Η πην θνηλή ρξσζηηθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

εκθάληζε ησλ δσλώλ ηνπ DNA ζε πεθηώκαηα 
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αγαξόδεο είλαη ην βξσκηνύρν αηζίδην (EtBr). Σν 

βξσκηνύρν αηζίδην είλαη κία θζνξίδνπζα ρξσζηηθή. 

Σν κόξην ηνπ πεξηιακβάλεη έλαλ νξηδόληην δαθηύιην 

πνπ έρεη ηελ ηδηόηεηα λα παξεκβάιιεηαη κεηαμύ ησλ 

βάζεσλ DNA. Η UV αθηηλνβνιία, ε νπνία 

απνξξνθάηαη είηε από ην DNA ζηα 260nm θαη 

κεηαβηβάδεηαη ζην βξσκηνύρν αηζίδην είηε από ηελ 

ίδηα ηε ρξσζηηθή ζηα 302 nm θαη 366 nm, εθπέκπεηαη 

ζηα 590nm ζηελ εξπζξν-πνξηνθαιί πεξηνρή ηνπ 

νξαηνύ θάζκαηνο κε απνηέιεζκα ηα κόξηα ηνπ DNA 

λα θζνξίδνπλ όηαλ εθηεζνύλ ζε ππεξηώδε 

αθηηλνβνιία (Sharp et al., 1973). Η έληαζε ρξώζεο 

είλαη αλάινγε ηνπ κεγέζνπο ηνπ ηκήκαηνο DNA.  

 

Χρωζηική θόρηωζης (gel loading) 

Σν δηάιπκα θόξησζεο πεξηέρεη θπαλό ηεο μπιόιεο, 

κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο, γιπθεξόιε θαη dH2O. Σν 

θπαλό ηεο μπιόιεο θαη ην κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο 

είλαη δύν ρξσζηηθέο ηρλειαζηκόηεηαο ρακεινύ 

κνξηαθνύ βάξνπο κε αξλεηηθό θνξηίν θαη επνκέλσο 

θηλνύληαη πξνο ηελ ίδηα θαηεύζπλζε κε ην DNA, 

επηηξέπνληαο ηνλ έιεγρν ηεο πξνόδνπ ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο. Σν κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο 

κεηαθηλείηαη πεξίπνπ όπσο έλα ηκήκα γξακκηθνύ 

δίθισλνπ DNA κεγέζνπο 300 bp, ελώ ην θπαλό ηεο 

μπιόιεο όπσο έλα ηκήκα κεγέζνπο 4000 bp, ζε 

πήθησκα αγαξόδεο 1%. Δπνκέλσο, ζε έλα πήθησκα 

ε πξώηε ρξσζηηθή πνπ παξαηεξείηαη είλαη ην θπαλό 

ηεο μπιόιεο θαη ε δεύηεξε – ε νπνία δελ πξέπεη λα 

θζάζεη ζην θαηώηαην όξην ηνπ πεθηώκαηνο όηαλ 

κειεηάκε κηθξνύ κεγέζνπο ηκήκαηα DNA – είλαη ην 

κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο. Η γιπθεξόιε απμάλεη ηελ 

ππθλόηεηα ησλ δεηγκάησλ ώζηε λα δηεπθνιπλζεί ε 

εηζαγσγή ηνπο ζηα “πεγαδάθηα” ηνπ πεθηώκαηνο.  

 

Μάρησρας 

Ο κάξηπξαο πεξηέρεη δώλεο γλσζηνύ κνξηαθνύ 

βάξνπο θαη ζύκθσλα κε απηόλ θαη αλάινγα κε ηε 

ζέζε θάζε δώλεο ππνινγίδεηαη ην κνξηαθό βάξνο ησλ 

ηκεκάησλ DNA  

 

Δηθόλα 1: Η δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθόξεζεο 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

Ο ζθνπόο ηεο ζεκεξηλήο άζθεζεο είλαη λα ειεθηξνθνξήζεηε ηα πξντόληα PCR ηεο Άζθεζεο 1, ώζηε αθελόο λα 

δηαπηζησζεί αλ εληζρύζεθε ε αλακελόκελε αιιεινπρία θαη αθεηέξνπ ε αιιεινπρία απηή λα απνκνλσζεί από ην 

πήθησκα θαη ζηε ζπλέρεηα λα θαζαξηζηεί (Άζθεζε 3). 

 

ΠΕΘΡΑΜΑΣΘΚΟ ΜΕΡΟ 

Μεθοδολογία – σζκεσή 

Από ηόηε πνπ εηζήρζε ε κέζνδνο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί δηάθνξνη ηύπνη ζπζθεπώλ. Σώξα πάλησο 

ρξεζηκνπνηνύληαη θπξίσο νξηδόληηα θαη όρη θάζεηα πεθηώκαηα. Απηά παξνπζηάδνπλ αξθεηά πιενλεθηήκαηα: 

 Μπνξνύλ εύθνια λα ρξεζηκνπνηνύλ ρακειέο ζπγθεληξώζεηο αγαξόδεο.  

 Μπνξεί εύθνια λα παξαζθεπαζηεί πήθησκα ησλ δηαζηάζεσλ πνπ εθάζηνηε ζέινπκε.  

 Δίλαη πνιύ εύθνιε θαη γξήγνξε ε θαηαζθεπή θαη ρξεζηκνπνίεζε ησλ πεθησκάησλ. 

 Η ζπζθεπή δύζθνια θζείξεηαη θαη είλαη θζελή.  

 

ην ζεκεξηλό εξγαζηήξην ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζνπκε είλαη ην 0.5Υ ΣΒΔ (45 mM Tris-

βνξηθό, 1mM EDTA).  

 

Παξαζθεπή 1% πεθηώκαηνο αγαξόδεο θαη ειεθηξνθόξεζε 

1. ε θσληθή θηάιε πξνζζέηνπκε ηηο επηζπκεηέο πνζόηεηεο ζθόλεο αγαξόδεο θαη ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο. Γηα 

ηε δεκηνπξγία 100 ml πεθηώκαηνο, αλακηγλύνπκε 10 ml stock δηαιύκαηνο 5Υ TBE ζε 90 ml απηνληζκέλν 

λεξό θαη πξνζζέηνπκε 1 g αγαξόδεο.  

2. Θεξκαίλνπκε αλαθηλώληαο κέρξηο όηνπ δηαιπζεί ε αγαξόδε (ρξεηάδεηαη λα βξάζεη). ηε ζπλέρεηα αθήλνπκε 

λα θαηεβεί ε ζεξκνθξαζία πεξίπνπ ζηνπο 50ºC (θσληθή αλεθηή ζηελ παξεηά) ώζηε ην δεζηό δηάιπκα λα κελ 

επεξεάζεη ηελ πιαζηηθή βάζε (ζηάδην 4).  

3. Πξνζζέηνπκε βξσκηνύρν αηζίδην (από δηάιπκα 10 mg/ml πνπ θπιάζζεηαη ζε ζθνύξν κπνπθάιη ζην ςπγείν) 

έηζη ώζηε λα έρνπκε ηειηθή ζπγθέληξσζε πεξίπνπ 0.5 κg/ml. ΠΡΟΟΥΗ: Σν βξσκηνύρν αηζίδην είλαη 

ηζρπξό κεηαιιαμηγόλν θαη δελ πξέπεη λα έξζεη ζε επαθή κε ην δέξκα ζαο.  

4. Απνρύλνπκε πξνζεθηηθά ην δεζηό δηάιπκα ηεο αγαξόδεο ζηε βάζε (κήηξα πνιπκεξηζκνύ) όπνπ ζα 

ζηεξενπνηεζεί ην πήθησκα. Πξνεγνύκελα έρνπκε ηνπνζεηήζεη κε θάζεηε δηεπζέηεζε “ρηελάθηα” ώζηε λα 

πξνθύςνπλ νη εηδηθέο ζέζεηο “πεγαδάθηα” θόξησζεο ησλ δεηγκάησλ. 

5. Όηαλ ζηεξενπνηεζεί ην δηάιπκα ηα “ρηελάθηα” απνκαθξύλνληαη θαη ε βάζε ηνπνζεηείηαη ζηελ 

ειεθηξνθνξεηηθή ζπζθεπή, ε νπνία είλαη πιεξσκέλε κε δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (αληίζηνηρν κε απηό πνπ 

έρεη θαηαζθεπαζηεί ην πήθησκα) ηόζν ώζηε λα επηθαιύπηεη ην πήθησκα   

6. ηα πξνο ειεθηξνθόξεζε δείγκαηα πξνζζέηνπκε ρξσζηηθή πνπ πεξηέρεη 5-10% γιπθεξόιε θαη 0.025% 

κπιε ηεο βξσκνθαηλόιεο θαη/ή θπαλνύλ ηεο μπιόιεο. Η πνζόηεηα πνπ κπνξνύκε λα θνξηώζνπκε 

εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ησλ δνληηώλ ηεο ρηέλαο, ζηελ πεξίπησζή καο γύξσ ζηα 15 κl. Πξέπεη λα 

θξνληίζνπκε ε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA λα είλαη κηθξή ώζηε ν δηαρσξηζκόο λα είλαη θαιόο.  
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7. Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηνπ κεγέζνπο ησλ δσλώλ ηνπ DNA ζην πήθησκα παξάιιεια κε ηα πξνο εμέηαζε 

δείγκαηα ειεθηξνθνξείηαη ην θαηάιιειν πξόηππν κεγεζώλ DNA 

8. Καηά ηελ ειεθηξνθόξεζε κπνξνύκε λα παξαθνινπζνύκε ηνλ δηαρσξηζκό ησλ δσλώλ ηνπ DNA κε ιάκπα 

ππεξηώδνπο θσηόο (πξέπεη λα θνξάκε εηδηθά ή θνηλά απνξξνθεηηθά γπαιηά ζηα κάηηα).  

9. Υξεζηκνπνηώληαο ππεξηώδεο θσο κπνξνύκε λα θσηνγξαθίζνπκε ην πήθησκα κεηά ην ηέινο ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο. 

10. Με μπξάθη θαη πνιύ πξνζεθηηθά, ώζηε λα κελ ηξαπκαηίζνπκε ηε ζπζθεπή ππεξηώδνπο θσηηζκνύ, 

απνκνλώλνπκε ην θνκκάηη ηνπ πεθηώκαηνο πνπ πεξηέρεη ηε δώλε DNA πνπ καο ελδηαθέξεη θαη ηελ 

ηνπνζεηνύκε ζε ζσιελάθη ηύπνπ Eppendorf ηνπ 1.5ml. 

11. To DNA δηαηεξείηαη ζηνπο 4νC κέρξη ηελ επόκελε άζθεζε.  

 
εκεηώζεηο  

 Σν DNA θηλείηαη γξεγνξόηεξα ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο (West, 1987). Μάιηζηα, ζε πςειή ζεξκνθξαζία ην DNA δελ 

θηλείηαη κε επζύ κέησπν, αιιά δεκηνπξγεί “ρακόγεια” (smiling effect). Δπηπιένλ, πςειή ζπγθέληξσζε άιαηνο ζην δείγκα 

κεηώλεη ην πιάηνο ηεο δώλεο (narrow)  

 Πνιύ πςειέο ζεξκνθξαζίεο απμάλνπλ ηε δηάρπζε ηνπ DNA κεηώλνληαο ηελ αλάιπζε. ηα νξηδόληηα πεθηώκαηα ε 

ζεξκνθξαζία είλαη αξθεηή πςειή ιόγσ ηεο επηθάιπςεο νιόθιεξνπ ηνπ πεθηώκαηνο κε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα γη απηό ην 

ιόγν θαη παξνπζηάδνπλ κηθξόηεξε αλάιπζε από ηα θάζεηα πεθηώκαηα. Βειηίσζε ηεο αλάιπζεο επηηπγράλεηαη κε ηελ 

ςύμε ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο.    

 ε πεξηπηώζεηο όπνπ ε πνιηθόηεηα δελ είλαη γλσζηή, είλαη εύθνιν λα πξνζδηνξηζηεί ε άλνδνο από ηελ θάζνδν από ηε 

δύν θνξέο κεγαιύηεξε παξαγσγή θπζαιίδσλ ζηελ θάζνδν (γηαηί;).  
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Άσκηση 3 

ΑΝΑΚΣΗΗ  DNA ΑΠΟ ΠΗΚΣΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ 

 

Τκήκαηα DNA πνπ έρνπλ δηαρσξηζηεί κε 

ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο κπνξνύλ λα 

απνκνλσζνύλ θαη λα θαζαξηζηνύλ από ην πήθησκα, κε 

ζθνπό λα ρξεζηκνπνηεζνύλ ζε αληηδξάζεηο πέςεο, 

θισλνπνίεζεο, αιιεινύρηζεο θηι.  

Καηά ην παξειζόλ αλαπηύρζεθαλ αξθεηέο κέζνδνη 

γηα ηελ αλάθηεζε DNA από πεθηώκαηα αγαξόδεο, 

όκσο ππήξραλ δηάθνξνη πεξηνξηζκνί. Μεηαμύ απηώλ 

είλαη: 

 Η παποςζία ζηο πήκηωμα αναζηολέων ενδςμικών 

ανηιδπάζεων. Εηδηθά πην παιηά, ηα πεξηζζόηεξα 

είδε αγαξόδεο πεξηείραλ δηάθνξνπο πνιπζαθ-

ραξίηεο, νη νπνίνη εμάγνληαλ καδί κε ην DNA θαη 

απνηεινύζαλ πηζαλνύο αλαζηνιείο ησλ επόκελσλ 

βεκάησλ ηεο θισλνπνίεζεο. Η βειηίσζε ηεο 

θαζαξόηεηαο ησλ δηαθόξσλ ηύπσλ αγαξόδεο έρεη 

κεηώζεη αξθεηά ηελ πηζαλόηεηα αλάθηεζεο DNA όρη 

αξθεηά θαζαξό. 

 Μειωμένε απόδοζε ζηεν επανάκηεζε μεγαλο-

μοπιακών ημεμάηων DNA. Οη πεξηζζόηεξεο κέζνδνη 

είλαη αξθεηά απνηειεζκαηηθέο όηαλ ην DNA πνπ καο 

ελδηαθέξεη είλαη κηθξόηεξν από 5 kb (απόδνζε 

>50%), όκσο ε απόδνζε κεηώλεηαη πξννδεπηηθά 

όζν απμάλεηαη ην κέγεζνο ηνπ DNA πνπ ζέινπκε λα 

απνκνλώζνπκε. 

 Μειωμένε απόδοζε για μικπέρ ποζόηεηερ DNA.  

Όζν κηθξόηεξε είλαη ε πνζόηεηα ηνπ DNA, ηόζν 

κεηώλεηαη ε απόδνζε ηνπ θαζαξηζκνύ. Μάιηζηα,  

ζηηο πεξηπηώζεηο όπνπ ε πνζόηεηα ηνπ ηκήκαηνο 

DNA πνπ καο ελδηαθέξεη είλαη ιηγόηεξε από 500 ng, 

ε απώιεηα κεγαιώλεη ηόζν πνιύ πνπ δελ έρεη 

λόεκα λα γίλεη πξνζπάζεηα απνκόλσζεο.  

 Δςζκολία ζηεν ηαςηόσπονε επανάκηεζε πολλών 

δειγμάηων. Πνιιέο από ηηο ηερληθέο είλαη 

ρξνλνβόξεο θαη δελ επηηξέπνπλ ηνλ ηαπηόρξνλν 

ρεηξηζκό πνιιώλ δεηγκάησλ. 

Σηε ζπλέρεηα παξνπζηάδνληαη ηξεηο από ηηο πην 

αμηόπηζηεο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαλ, ηδηαίηεξα 

πξηλ ηελ αλάπηπμε ησλ kit αληηδξάζεσλ δηαθόξσλ 

εηαηξηώλ:  

 Ηλεκηποθόπεζε DNA ζε μεμβπάνε νιηποκςηηαπίνερ. 

Τα ηκήκαηα ηνπ DNA δηαρσξίδνληαη κε 

ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο. Αθνινύζσο 

ραξάζζεηαη κηα ηνκή ζην πήθησκα, αθξηβώο 

κπξνζηά από ηε δώλε πνπ καο ελδηαθέξεη θαη εθεί 

εηζάγεηαη ε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Η 

ειεθηξνθόξεζε ζπλερίδεηαη θαη ην DNA δεζκεύεηαη 

πάλσ ζηε κεκβξάλε. Σηε ζπλέρεηα ε κεκβξάλε 

απνκαθξύλεηαη θαη εθπιέλεηαη από δηάθνξεο 

πξνζκίμεηο κε δηάιπκα ρακειήο ηνληηθήο ηζρύνο θαη 

αθνινύζσο ην  DNA απειεπζεξώλεηαη κε δηάιπκα 

πςειήο ηνληθήο ηζρύνο. 

 Ηλεκηπο-έκλοςζε ζε ζακοςλάκια διάλςζερ. Απηή ε 

κέζνδνο είλαη απνδνηηθή γηα κεγάιν εύξνο 

κεγέζνπο DNA ηκεκάησλ, όκσο είλαη αξθεηά 

δύζθνιε. Μεηά ηελ ειεθηξνθόξεζε, κε λπζηέξη 

απνκνλώλεηαη ην ηκήκα ηνπ πεθηώκαηνο αγαξόδεο 

πνπ πεξηέρεη ην θνκκάηη DNA πνπ καο ελδηαθέξεη 

θαη ηνπνζεηείηαη κέζα ζε ζαθνπιάθη δηάιπζεο καδί 

κε δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο. Τν ζαθνπιάθη 

ειεθηξνθνξείηαη θαη ην DNA κεηαθέξεηαη ζηα 

ηνηρώκαηα. Αληηζηξέθνληαο ην πεδίν, ην DNA 

απειεπζεξώλεηαη ζην δηάιπκα. 

 Χπεζιμοποίεζε αγαπόδερ σαμελού ζεμείος ηήξερ. 

Έρνπλ παξαζθεπαζηεί πιένλ ηύπνη αγαξόδεο πνπ 

ζηεξενπνηνύληαη ζηνπο 30ºC θαη ιηώλνπλ ζηνπο 

65ºC (πνιύ ρακειόηεξα από ην ζεκείν ηήμεο ησλ 

πεξηζζόηεξσλ δίθισλσλ κνξίσλ DNA). Μεηά ηελ 

ειεθηξνθόξεζε, κε λπζηέξη απνκνλώλεηαη ην ηκήκα 

ηνπ πεθηώκαηνο αγαξόδεο πνπ πεξηέρεη ην θνκκάηη 

DNA πνπ καο ελδηαθέξεη θαη ηνπνζεηείηαη ζε 

ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf. Πξνζηίζεηαη ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα Tris-HCl θαη EDTA θαη ην κίγκα ζεξκαίλεηαη 

ζηνπο 65ºC γηα λα ιηώζεη ην πήθησκα. Αθνινύζσο 

ην DNA θαζαξίδεηαη κε θαηλόιε θαη ρισξνθόξκην 

θαη θαηαθξεκλίδεηαη κε αηζαλόιε.  

Όζνλ αθνξά ζηα kit αληηδξάζεσλ πνπ έρνπλ 

παξαζθεπαζηεί από εηαηξίεο, απηά πεξηιακβάλνπλ ηα 

εμήο ηξία βήκαηα: ηελ ηήμε ηνπ πεθηώκαηνο ζε δηάιπκα 

πνπ πεξηέρεη ζπλήζσο ηζνζεην-θπαληθή γνπαληδίλε, ηε 

ζύλδεζε ηνπ DNA ζε κεκβξάλε (ππξεηίνπ) παξνπζία 

ρανηξνπηθώλ αιάησλ θαη ηέινο ηελ έθινπζε ηνπ DNA 

ζε ddH2O. 
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Σηελ παξνύζα άζθεζε ζα ρξεζηκνπνηήζνπκε έλα 

απιό πξσηόθνιιν, κε ζρεηηθά ρακειή απόδνζε. Τν 

ηκήκα ηνπ πεθηώκαηνο πνπ έρεη απνκνλσζεί 

ηνπνζεηείηαη ζε ζηήιε από παινβάκβαθα θαη ην DNA 

εθινύεηαη κε δηάιπκα TE (Tris-EDTA) κε ηε βνήζεηα 

θπγνθέληξεζεο. Αθνινπζεί θαζαξηζκόο κε θαηλόιε θαη 

ρισξνθόξκην θαη θαηαθξήκληζε κε αηζαλόιε.   

Η εθρύιηζε κε θαηλόιε/ρισξνθόξκην είλαη ν πιένλ 

ζπλεζηζκέλνο ηξόπνο γηα ηελ απνκάθξπλζε 

πξσηετλώλ από δηαιύκαηα λνπθιετθώλ νμέσλ, δηόηη ε 

απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλώλ είλαη πνιύ πην 

απνδνηηθή όηαλ ρξεζηκνπνηνύληαη δύν νξγαληθνί 

δηαιύηεο αληί γηα έλαλ. Η θαηλόιε απνδηαηάζζεη θαη 

δηαρσξίδεη ηηο πξσηεΐλεο καδί κε ηα ιηπίδηα από ηα 

λνπθιετθά νμέα, ελώ ην  ρισξνθόξκην δηεπθνιύλεη ην 

δηαρσξηζκό ησλ θάζεσλ ιόγσ ηεο κεγάιεο 

ππθλόηεηαο πνπ πξνζδίδεη ζηελ νξγαληθή θάζε. 

Σπγρξόλσο απνκαθξύλεη ηα ηπρόλ ελαπνκείλαληα 

ππνιείκκαηα θαηλόιεο από ην δηάιπκα. Τα λνπθιετθά 

νμέα ζπγθεληξώλνληαη ζηελ πδαηηθή θάζε, ε νπνία, 

κεηά από θπγνθέληξεζε, ζρεκαηίδεη ηελ άλσ θάζε  

ιόγσ ηεο κηθξόηεξεο ππθλόηεηάο ηεο. Φξεηάδεηαη 

ηδηαίηεξε πξνζνρή ζην ρεηξηζκό ηνπ δείγκαηνο δηόηη ε 

θαηλόιε είλαη ηνμηθή θαη δελ πξέπεη λα έξζεη ζε επαθή 

κε ην δέξκα. Η κε νινθιεξσηηθή από-κάθξπλζή ηεο 

από ην δηάιπκα αλαζηέιιεη ηε δξάζε δηαθόξσλ 

ελδύκσλ πνπ ζέινπκε λα ρξεζηκνπνηήζνπκε ζηε 

ζπλέρεηα. 

 Η θαηαθξήκληζε κε αηζαλόιε ή ηζνπξνπαλόιε 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζπκπύθλσζε ησλ 

λνπθιετθώλ νμέσλ ή γηα ηελ απνκάθξπλζε αιάησλ, 

ελδύκσλ, νιηγνλνπθιενηηδίσλ θαη άιισλ 

πξνζκίμεσλ από ην πδαηηθό δηάιπκα ησλ 

λνπθιετθώλ νμέσλ. Η ηερληθή είλαη αξθεηά γξήγνξε 

θαη απνδνηηθή. Γηα ηελ θαηαθξήκληζε ησλ 

λνπθιετθώλ νμέσλ ρξεζηκνπνηνύληαη παξάγνληεο νη 

νπνίνη κεηώλνπλ ηε δηαιπηόηεηα ησλ κνξίσλ ησλ 

λνπθιετθώλ νμέσλ όπσο ε ρακειή ζεξκνθξαζία. 

Πην παιηά πηζηεπόηαλ όηη ρξεηάδνληαη πνιύ ρακειέο 

ζεξκνθξαζίεο (π.ρ. -20 ή -70ºC), όκσο έρεη 

απνδεηρηεί όηη ε θαηαθξήκληζε θαη ζε 0ºC είλαη ην 

ίδην απνδνηηθή,  

 ε παξνπζία αηζαλόιεο, ε νπνία αθαηξεί ην 

ελπδαησκέλν πεξίβιεκα από ηα λνπθιετθά νμέα θαη 

εθζέηεη ηηο αξλεηηθά θνξηηζκέλεο θσζθνξηθέο 

νκάδεο ζηα κνλνζζελή θαηηόληα, όπσο ηα Na
+
, ηα 

νπνία ζπλδένληαη ζε απηέο. Με ηνλ ηξόπν απηό 

κεηώλνληαη νη απσζεηηθέο δπλάκεηο κεηαμύ ησλ 

πνιπλνπθιενηηδηθώλ αιπζίδσλ ζε ηέηνην βαζκό 

ώζηε λα ζρεκαηίδεηαη ίδεκα. Η θαηαθξήκληζε 

κπνξεί λα επηηεπρζεί κόλν παξνπζία επαξθνύο 

πνζόηεηαο θαηηόλησλ ώζηε λα εμνπδεηεξσζεί ην 

αξλεηηθό θνξηίν ησλ θσζθνξηθώλ θαηαινίπσλ 

(αθπδαηηθό κέζν). Απαηηνύληαη 2.0 – 2.5 όγθνη (V) 

αηζαλόιεο γηα έλαλ όγθν δηαιύκαηνο DNA. 

Ελαιιαθηηθά κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 

ηζνπξνπαλόιε, νπόηε απαηηείηαη κηθξόηεξνο όγθνο 

(1:1), 

 ε παξνπζία θαηηόλησλ, ηα νπνία απμάλνπλ ηελ 

ηνληηθή ηζρύ ηνπ δηαιύκαηνο. Μπνξνύλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ πνιιά δηαθνξεηηθά άιαηα, ζε 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο ην θάζε έλα. Η επηινγή 

έρεη λα θάλεη κε ηελ πξνηίκεζε ηνπ θαζελόο, αλ θαη 

ππάξρνπλ ζπγθεθξηκέλεο πεξηπηώζεηο πνπ 

νδεγνύλ ζηελ επηινγή ζπγθεθξηκέλνπ άιαηνο. Γηα 

παξάδεηγκα, 2-2.5 Μ νμηθό λάηξην είλαη πνιύ 

απνηειεζκαηηθό γηα ηε κείσζε ηεο 

ζπγθαηαθξήκληζεο ησλ dNTPs, 0.8 Μ ρισξηνύρν 

ιίζην ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηελ θαηαθξήκληζε 

ηνπ RNA, 0.2 Μ ρισξηνύρν λάηξην είλαη πξνηηκεηέν 

αλ ην δηάιπκα πεξηέρεη θαη SDS, ελώ 0.3 Μ νμηθό 

λάηξην ρξεζηκνπνηείηαη ζηηο πεξηζζόηεξεο 

θαηαθξεκλίζεηο ξνπηίλαο.   

Η θαηαθξήκληζε κηθξήο πνζόηεηαο λνπθιετθώλ νμέσλ 

κπνξεί λα βειηησζεί κε ηελ πξνζζήθε θνξέσλ 

ζπγθαηαθξήκληζεο (όπσο γιπθνγόλν, tRNA δύκεο, 

γξακκηθό πνιπαθξπιακίδην). Οη θνξείο απηνί είλαη 

αδηάιπηνη ζε δηαιύκαηα αηζαλόιεο θαη θαηά ηε 

θπγνθέληξεζε δεκηνπξγνύλ ίδεκα ην νπνίν παγηδεύεη 

ηα λνπθιετθά νμέα. 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

Ο ζθνπόο ηεο ζεκεξηλήο άζθεζεο είλαη ε αλάθηεζε ησλ PCR πξντόλησλ από ην πήθησκα αγαξόδεο πνπ 

απνκνλώζαηε ζηελ Άζθεζε 2, ώζηε λα αθνινπζήζεη ε θισλνπνίεζή ηνπο.   

 

ΠΕΘΡΑΜΑΣΘΚΟ ΜΕΡΟ 

Αλάθηεζε θαη θαζαξηζκόο DNA (PCR πξντόλησλ) από πήθησκα αγαξόδεο  

1.  Τξππάκε κε βειόλα ηνλ πάην από ζσιελάθη PCR ησλ 0.5 ml θαη ηνπνζεηνύκε παινβάκβαθα (απηή ζα είλαη ε 

ζηήιε θαζαξηζκνύ). 

2.  Ξεπιέλνπκε ηε ζηήιε κε 100 κl TE θαη θπγνθεληξνύκε γηα 1 min ζε 12000 rpm. Τν ΤΕ πεξηέρεη 10 mM Tris-HCl 

pH 8.0 θαη 1 mM EDTA. 

3.  Τνπνζεηνύκε ην ηκήκα ηνπ πεθηώκαηνο από ηελ πξνεγνύκελε άζθεζε κέζα ζην ζσιελάθη PCR, εηζάγνπκε ην 

ζσιελάθη PCR ζε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf ηνπ 1.5 ml θαη θπγνθεληξνύκε γηα 2 min ζε 12000 rpm. 

4.  Ξεπιέλνπκε κε 100 κl TE θαη θπγνθεληξνύκε γηα 1 min ζε 12000 rpm. 

5.  Σην δηάιπκα πνπ έρνπκε ζπιιέμεη, πξνζζέηνπκε ίζν όγθν θαηλόιεο. 

6.  Αλαδεύνπκε ειαθξά θαη θπγνθεληξνύκε γηα 5 min ζε 12000 rpm. 

7.  Σπιιέγνπκε ηελ πδαηηθή θάζε (ππεξθείκελν) ζε λέν ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf θαη πξνζζέηνπκε ίζν όγθν 

ρισξνθνξκίνπ. 

8.  Αλαδεύνπκε ειαθξά θαη θπγνθεληξνύκε γηα 5 min ζε 12000 rpm. 

9.  Σπιιέγνπκε ην ππεξθείκελν ζε λέν ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf. 

10. Πξνζζέηνπκε 0.3 Μ νμηθό λάηξην (CH3COONa) θαη 2.5 V απόιπηεο αηζαλόιεο (100%). 

11. Αλαδεύνπκε ηζρπξά θαη επσάδνπκε ζηνλ πάγν γηα 15 min. 

12. Φπγνθεληξνύκε ζε 12000 rpm γηα 10 min θαη απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν. Τν DNA πξέπεη λα έρεη ζρεκαηίζεη 

ίδεκα ζηνλ πάην ηνπ ζσιήλα. 

13. Ξεπιέλνπκε κε αηζαλόιε 70% θαη θπγνθεληξνύκε γηα 2 min ζε 12000 rpm. 

14. Αθήλνπκε ην ίδεκα λα μεξαλζεί ηειείσο (overnight-O/N). 

15. Τελ επόκελε κέξα επαλαδηαιύνπκε ζε 30 κl dH2O. 

 

Σεκεηώζεηο  

 Η θαηαθξήκληζε λνπθιετθώλ νμέσλ κηθξνύ κεγέζνπο (<100 nt) κπνξεί λα βειηησζεί κε ηελ πξνζζήθε MgCl2  ζε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε 0.01 Μ. 

 Εάλ ε θαηλόιε δελ είλαη εμηζνξξνπεκέλε ζε pH 7.8-8.0 ηα λνπθιετθά νμέα ηείλνπλ λα ζπγθεληξώλνληαη ζηελ νξγαληθή θάζε. 

Υπό όμηλεο ζπλζήθεο ε εθρύιηζε κε θαηλόιε/ρισξνθόξκην πξνθαιεί ηε ζπγθέληξσζε ηνπ RNA ζηελ πδαηηθή θάζε, ελώ ηνπ 

DNA θαη ησλ πξσηετλώλ ζηε νξγαληθή.   

 Η αλάκεημε ηεο νξγαληθήο θαη πδαηηθήο θάζεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηζρπξή αλάδεπζε (vortex) όηαλ απνκνλώλνληαη κόξηα 

DNA κηθξνύ κεγέζνπο (<10 kb) θαη κε ήπηα αλαθίλεζε όηαλ απνκνλώλνληαη κόξηα DNA κέηξηνπ κεγέζνπο (10-30 kb). 

Ιδηαίηεξε πξνζνρή απαηηεί ην κεγαιν-κνξηαθό DNA (>30 kb) όπνπ ε αλάκεημε ησλ δύν θάζεσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε 

πεξηζηξνθή ζε 20 rpm, ώζηε απηό λα κελ ηκεκαηνπνηεζεί (degraded). 
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Άζκηζη 4 

ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΗ Ε ΠΛΑΜΙΔΙΑΚΟΤ 

ΦΟΡΕΙ 

 

Α. ΗΛΕΚΣΡΟΦΟΡΗΗ ΠΡΟΪΟΝΣΩΝ PCR ΓΙΑ 

ΠΟΟΣΙΚΟΠΟΙΗΗ ΚΑΙ ΑΝΣΙΔΡΑΗ ΤΝΔΕΗ 

(LIGATION) 

 

Σι είναι η κλωνοποίηζη 

Έλα γνληδίσκα κπνξεί λα πεξηέρεη από ιίγα κέρξη 

δεθάδεο ρηιηάδεο γνλίδηα. Σν επθαξπσηηθό κάιηζηα 

γνληδίσκα πεξηέρεη εθηόο από γνλίδηα θαη πεξηνρέο 

πνπ δελ πεξηέρνπλ θακία πιεξνθνξία. Αλ ινηπόλ 

ζέινπκε λα κειεηήζνπκε έλα γνλίδην ή νπνηαδήπνηε 

άιιε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία είλαη αλαγθαίν λα ηελ 

απνκνλώζνπκε από ηελ πιεζώξα ησλ αιιεινπρηώλ 

πνπ ηελ πεξηβάιινπλ, ζηε ζπλέρεηα λα ηελ 

εηζαγάγνπκε ζε έλαλ «εύρξεζην» θνξέα, ώζηε λα 

κπνξέζνπκε λα ηελ αλαπαξάγνπκε κε ζθνπό ηε 

ρξεζηκνπνίεζή ηεο ζε δηάθνξεο πεηξακαηηθέο 

δηαδηθαζίεο. Η δηαδηθαζία απηή νλνκάδεηαη κνξηαθή 

θισλνπνίεζε. 

 

Ένζσμα περιοριζμού και πλαζμιδιακή κλωνο-

ποίηζη 

Σελ επαλάζηαζε ζηελ θισλνπνίεζε γνληδίσλ 

έθεξε ε αλαθάιπςε ησλ ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ. Σα 

έλδπκα πεξηνξηζκνύ είλαη εηδηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

“ςαιίδηα” πνπ αλαγλσξίδνπλ εηδηθά κηα βξαρεία άιιε-

ινπρία λνπθιενηηδίσλ (ζηελ νπνία πξνζδέλνληαη) θαη 

ζηε ζπλέρεηα ηέκλνπλ ην δίθισλν DNA (ζπλήζσο ζηε 

ζέζε-ζηόρν ή, κεξηθέο θνξέο ζε κηα γεηηνληθή ζέζε, 

αλάινγα κε ηνλ ηύπν ηνπο). Σν απνηέιεζκα ηεο 

δξάζεο ηνπο είλαη ε παξαγσγή δύν ζεκείσλ θνπήο, 

έλα ζε θάζε κηα από ηηο αιπζίδεο ηεο δηπιήο έιηθαο. 

Σν έλδπκν πεξηνξηζκνύ επηηπγράλεη ηελ θνπή ηνπ 

DNA ρσξίο θαηαζηξνθή ησλ βάζεσλ ηνπ DNA κε 

απνηέιεζκα νη δηαζπαζζέληεο θσζθνδηεζηεξηθνί 

δεζκνί λα κπνξνύλ λα απνθαηαζηαζνύλ. Καζώο 

κάιηζηα  ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ ζπρλά όηαλ ηέκλνπλ 

ην DNA αθήλνπλ πξνεμέρνληα άθξα πάλσ ζηε δηπιή 

έιηθα, έγηλε δπλαηή ε ζύλδεζε ηκεκάησλ DNA κε 

ζπκπιεξσκαηηθά άθξα από άιια έλδπκα γλσζηά σο 

ιηγάζεο DNA. Παξάιιεια, ε δηαπίζησζε όηη ε 

αλζεθηηθόηεηα νξηζκέλσλ βαθηεξίσλ ζε αληηβηνηηθά 

νθείιεηαη ζηελ ύπαξμε (θαη έθθξαζε) γνληδίσλ 

αλζεθηηθόηεηαο πνπ βξίζθνληαη όρη ζην ρξσκνζσκηθό 

DNA ησλ βαθηεξίσλ αιιά ζε θάπνηα άιια εκη-

απηόλνκα θπθιηθά κόξηα DNA πνπ βξίζθνληαη κέζα 

ζην βαθηεξηαθό θύηηαξν, κεηέηξεςε ηελ θισλνπνίεζε 

ζε κία ηερληθή ξνπηίλαο. Σα κόξηα απηά νλνκάζηεθαλ 

πιαζκίδηα.  

Υξεζηκνπνηώληαο, έηζη, ηα θαηάιιεια έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ είλαη δπλαηό λα θόςνπκε ην πιαζκίδην 

ζε έλα ή θαη πεξηζζόηεξα ζεκεία. Αλ κάιηζηα ε ζέζε 

είλαη κνλαδηθή ηόηε ην θπθιηθό κόξην κεηαηξέπεηαη ζε 

γξακκηθό ηκήκα DNA (linearised). ηε ζπλέρεηα, ην 

γξακκηθό πηα κόξην ηνπ πιαζκηδίνπ κπνξεί, κε 

θαηάιιεινπο ρεηξηζκνύο ζύλδεζεο, λα ελσζεί κε 

άιιν ηκήκα DNA (π.ρ. γνλίδην) θαη λα δεκηνπξγεζεί 

έλα λέν θπθιηθό κόξην ρίκαηξα. Σν ηξνπνπνηεκέλν 

απηό πιαζκίδην αλ εηζαρζεί ζε βαθηήξηα, κπνξεί λα 

αλαπαξαρζεί (αλάινγα κε ην είδνο ηνπ πιαζκηδηαθνύ 

θνξέα) ζε εθαηνληάδεο αληίγξαθα ζε θάζε θπηηαξηθή 

δηαίξεζε ησλ βαθηεξίσλ. Έηζη, ην γνλίδην θαη νη 

ηδηόηεηέο ηνπ, κεηαβηβάδνληαη ζηηο επόκελεο γελεέο 

ηνπ βαθηεξίνπ.  

 

Σα μόρια DNA ποσ ζσμμεηέτοσν ζηην 

κλωνοποίηζη  

Σν θιεηδί ζηελ ππόζεζε ηεο θισλνπνίεζεο είλαη ε 

ζύλδεζε ηεο αιιεινπρίαο DNA πνπ καο ελδηαθέξεη 

(κόξην ζηόρνο) κε έλα θνξέα -κόξην DNA.  

 Σν κόξην ζηόρνο, δειαδή ην ηκήκα εθείλν ηνπ DNA 

πνπ ζέινπκε λα κειεηήζνπκε, κπνξεί λα 

πξνέξρεηαη από: 

1. Γνληδησκαηηθό DNA - δειαδή από ηηο αιιεινπρίεο 

πνπ ππάξρνπλ ζηα ρξσκνζώκαηα ηνύ ππό κειέηε 

νξγαληζκνύ θαη άξα απνηεινύλ ηελ πην άκεζε πεγή 

DNA 

2. cDNA – (ζπκπιεξσκαηηθό DNA), ην νπνίν ζηελ 

πξαγκαηηθόηεηα απνηειεί ηε δίθισλε DNA εθδνρή 

ελόο κνξίνπ mRNA, ην νπνίν έρεη απνκνλσζεί από 

ηνλ νξγαληζκό δόηε. Η ζύλζεζε ηνπ cDNA 

πξαγκαηνπνηείηαη από ην έλδπκν αληίζηξνθε 

κεηαγξαθάζε. Με ηε ρξήζε ηεο αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο, έλα κόξην mRNA ρξεζηκνπνηείηαη ζαλ 

κήηξα θαη ζπληίζεηαη έλα κνλόθισλν κόξην DNA ην 

νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ζαλ κήηξα γηα ηελ ζύλζεζε 
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δίθισλνπ κνξίνπ DNA. Σν cDNA ρξεζηκνπνηείηαη 

επξύηαηα γηα ηελ θισλνπνίεζε γνληδίσλ επθαξπσ-

ηηθώλ θπηηάξσλ ζε πξνθαξπσηηθά, ώζηε λα παξαρζεί 

ε πξσηεΐλε πνπ απηά θσδηθνπνηνύλ ζε κεγάιεο 

πνζόηεηεο, θαζώο ηα mRNA είλαη ιηγόηεξν ζηαζεξά 

από ην DNA θαη δελ ππάξρνπλ ηερληθέο γηα λα ηα 

αλαπαξάγνπκε εύθνια ζην εξγαζηήξην.  

 Ο θνξέαο απνηειεί έλα κόξην DNA, ην νπνίν έρεη ηηο 

παξαθάησ ηδηόηεηεο: 

1. Μπνξεί λα έρεη αλαπαξαρζεί ζε έλαλ μεληζηή (π.ρ. 

βαθηεξηαθό θύηηαξν), ρσξίο όκσο λα ελζσκαηώλεηαη 

ζην γνληδίσκα ηνπ. 

2. Μπνξεί λα αληηγξάθεηαη κεηά ηελ είζνδν ηνπ ζηνλ 

μεληζηή θαη λα πνιιαπιαζηάδεηαη ζε πνιιά 

αληίγξαθα. 

3. Μπνξεί λα δίδεη ζηνλ μεληζηή ηδηόηεηεο πνπ 

παξέρνπλ ηε δπλαηόηεηα ζηνλ εξεπλεηή λα επηιέμεη 

εθείλα ηα θύηηαξα πνπ πεξηέρνπλ ηνλ 

αλαζπλδπαζκέλν θνξέα αλάκεζα ζηηο ρηιηάδεο πνπ 

δελ ηνλ πεξηέρνπλ (π.ρ. ηθαλόηεηα ζύλζεζεο γνληδίσλ 

πνπ πξνζδίδνπλ αλζεθηηθόηεηα ζε αληηβηνηηθά).  

ήκεξα έρνπλ θαηαζθεπαζηεί πιαζκίδηα πνπ 

θέξνπλ ηα παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθά θαη είλαη από 

ηα πην εύρξεζηα κόξηα DΝΑ γηα θισλνπνίεζε.  

 

Πλαζμίδιο 

Σα πιαζκίδηα είλαη κηθξά, θπθιηθά, δίθισλα κόξηα 

DNA πνπ κπνξνύλ λα αλαπηύζζνληαη εκη-απηόλνκα 

ζε βαθηήξηα. Έλα ηππηθό πιαζκίδην-θνξέαο 

θισλνπνίεζεο πξέπεη λα πεξηέρεη: 

  Μηα πεξηνρή ori (origin of replication) γηα 

αλεμάξηεηε έλαξμε ηεο αληηγξαθήο, ώζηε λα κπνξεί 

λα αληηγξάθεηαη ζην βαθηεξηαθό θύηηαξν 

αλεμάξηεηα από ην βαθηεξηαθό ρξσκόζσκα  

  Έλα γνλίδην πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζε έλα (ή 

θαη πεξηζζόηεξα) αληηβηνηηθά γηα δπλαηόηεηα 

εξγαζηεξηαθήο επηινγήο (π.ρ. Amp, Tet, Kan). 

(Bolivar et al., 1977; Bernard, 1995) 

  Έλα γνλίδην αλαθνξάο, ζπλήζσο ην γνλίδην ηεο  β-

γαιαθηνζηδάζεο, πνπ επηηξέπεη ηελ ηαπηνπνίεζε 

ησλ βαθηεξίσλ ηα νπνία έρνπλ πξνζιάβεη ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην (Άζθεζε 5)  

  Μηα πεξηνρή πνιπζπλδέηε. Η πεξηνρή απηή 

πεξηέρεη ηηο ζέζεηο αλαγλώξηζεο πνιιώλ ελδύκσλ 

πεξηνξηζκνύ ώζηε λα κπνξεί λα θαηαηκεζεί θαη λα 

ελζσκαηώζεη έλα μέλν ηκήκα DNA. 

 Σν κνξηαθό ηνπο βάξνπο πξνηηκάηαη λα είλαη κηθξό. 

Σα κηθξνύ ΜΒ πιαζκίδηα έρνπλ κεγάιε ηθαλόηεηα 

κεηαζρεκαηηζκνύ θαη ην αληίζηξνθν.  

Οη πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

ζηελ θισλνπνίεζε κπνξνύλ λα δηαρσξηζηνύλ ζε 

ηξεηο νκάδεο κε βάζε ηα άθξα πνπ παξνπζηάδνπλ, 

δειαδή ζπκπιεξσκαηηθά, ηπθιά θαη άθξα ζπκίλεο 

(ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ θισλνπνίεζε πξντόλησλ 

PCR).  

 

σμπληρωμαηικά ή ησθλά άκρα 

Η δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη θαηάηκεζε κε ηελ 

θαηάιιειε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνύ ζε 

ζπγθεθξηκέλε ζέζε ηνπ πνιπζπλδέηε ώζηε λα 

δεκηνπξγεζνύλ ηα επηζπκεηά άθξα θαη απνκάθξπλζε 

ησλ αθξαίσλ θσζθνξηθώλ νκάδσλ ώζηε λα 

απνηξαπεί ε επαλαθπθινπνίεζε ηνπ γξακκνπνη-

εκέλνπ πιαζκηδίνπ. Η απνθσζθνξπιίσζε ηνπ θνξέα 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ην έλδπκν αιθαιηθή 

θσζθαηάζε, κηα δηκεξή γιπθνπξσηεΐλε  (CI- Calf 

Intestinal), ε νπνία θαηαιύεη ηελ αθαίξεζε ησλ 

θσζθνξηθώλ νκάδσλ από ηα 5΄ άθξα ηνπ 

πιαζκηδίνπ, εκπνδίδνληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν ην 

ζρεκαηηζκό θσζθνδηεζηεξηθώλ δεζκώλ κε ηα 

ειεύζεξα 3΄ άθξα ηνπ θαη ζπλεπώο ηελ 

επαλαθπθινπνίεζή ηνπ (Seeburg et al., 1977; Ullrich 

et al., 1977). 

 

Φορέας Σ- άκρων 

Η δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη ηελ θαηάηκεζε ηνπ 

πιαζκηδίνπ κε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνύ ζε ζέζε 

ηνπ πνιπζπλδέηε ε νπνία δεκηνπξγεί ηπθιά άθξα θαη 

ηελ επώαζε ηνπ γξακκνπνηεκέλνπ θνξέα κε Taq 

πνιπκεξάζε παξνπζία dTTPs, ώζηε λα πξνζηεζνύλ 

ζηα 3΄ άθξα βάζεηο ζπκίλεο (3΄-Σ overhangs). Η 

κέζνδνο εθκεηαιιεύεηαη ηελ ηδηόηεηα ησλ θνηλώλ Taq 

DNA πνιπκεξαζώλ (κε επηδηνξζσηηθνύ ειέγρνπ-non 

proofreading) λα πξνζζέηεη δενμπαδελνζίλεο ζην 3΄ 

άθξν ησλ δίθισλσλ DNA κνξίσλ (Aslanidis & de 

Jong, 1990) κε απνηέιεζκα ε ππνθισλνπνίεζε ησλ 

πξντόλησλ PCR λα πξαγκαηνπνηείηαη ζε γξακκηθό 

πιαζκίδην πνπ έρεη πξνεμέρνληα 3΄-Σ άθξα. 
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Ανηίδραζη ζύνδεζης μορίων DNA 

Η θαηαζθεπή ελόο αλαζπλδπαζκέλνπ 

πιαζκηδίνπ ζηελ πην απιή ηεο κνξθή πεξηιακβάλεη 

κηα δηακνξηαθή αληίδξαζε ζηελ νπνία ην έλα άθξν 

ελόο γξακκηθνύ πιαζκηδηαθνύ θνξέα ζπλδέεηαη κε ην 

έλα άθξν ηνπ ελζέκαηνο κε ηε δξάζε DNA ιηγάζεο 

γηα ην ζρεκαηηζκό κηαο γξακκηθήο DNA ρίκαηξαο θαη 

αθνινπζείηαη από θπθινπνίεζε κε ηελ πξόζδεζε ησλ 

δύν ελαπνκείλαλησλ άθξσλ. Η ζύλδεζε 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ην ζρεκαηηζκό ηεζζάξσλ 

θσζθνδηεζηεξηθώλ δεζκώλ κεηαμύ ησλ 5΄ 

θσζθνξηθώλ θαηαινίπσλ (5΄-P) θαη ησλ 

3΄πδξνμπινκάδσλ (3΄–OH) ζηελ πεξίπησζε όπνπ ν 

θνξέαο δελ έρεη ππνζηεί απνθσζθνξπιίσζε 

(δηαθνξεηηθά ζρεκαηίδνληαη δύν δεζκνί). Ο 

ζρεκαηηζκόο ησλ δεζκώλ απηώλ in vitro θαηαιύεηαη 

από ηα έλδπκα: α. DNA ιηγάζε ηεο E. coli θαη β. DNA 

ιηγάζε ηνπ βαθηεξηνθάγνπ Σ4 κε ηαπηόρξνλε 

πδξόιπζε ελόο κνξίνπ NAD θαη ελόο κνξίνπ ATP, 

αληίζηνηρα. Η Σ4 DNA ιηγάζε είλαη ην έλδπκν πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο δηόηη έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα 

θαηαιύεη ηε ζύλδεζε άθξσλ όισλ ησλ εηδώλ (ηπθιά, 

πξνεμέρνληα 3΄ ή 5΄) (Sgaramella & Khorana, 1972; 

Sgaramella & Ehrlich, 1978) ζε αληίζεζε κε ηελ 

ιηγάζε ηεο E. coli πνπ θαηαιύεη ηε ζύλδεζε κόλν 

ηπθιώλ άθξσλ.  

 

Παράμεηροι ποσ επηρεάζοσν ηην ανηίδραζη 

ζύνδεζης 

Η αληίδξαζε ζύλδεζεο ηκεκάησλ DNA 

επεξεάδεηαη από κηα ζεηξά παξακέηξσλ όπσο: ε 

ζεξκνθξαζία, ε ζπγθέληξσζε ηόλησλ, ην είδνο ησλ 

άθξσλ ηνπ DNA (ζπκπιεξσκαηηθά-θνιιώδε ή 

ηπθιά), ε ζρεηηθή ζπγθέληξσζε ησλ άθξσλ DNA θαη 

ε ζπγθέληξσζε θαη ην κνξηαθό βάξνο ησλ ηκεκάησλ 

DNA. Όηαλ ηα πξνεμέρνληα άθξα έρνπλ παξαρζεί 

από έλδπκα πεξηνξηζκνύ, όπσο EcoRI, HindIII, PstI 

θαη είλαη ζπκπιεξσκαηηθά, ηα ζπκπιεξσκαηηθά απηά 

άθξα αθνξνύλ κόλν κεξηθά λνπθιενηίδηα. Η 

ζεξκνθξαζία πνπ θαηαζηξέθεη ηνπο  πδξνγνληθνύο 

δεζκνύο κεηαμύ απηώλ ησλ άθξσλ είλαη πνιύ 

ρακειή. Γηα ην νιηγνλνπθιενηίδην ΑΑΣΣ πνπ 

παξάγεηαη από ην έλδπκν EcoRI, ε ζεξκνθξαζία ζηελ 

νπνία 50% ησλ άθξσλ βξίζθεηαη ζε κνλόθισλε 

κνξθή (Tm) είλαη κόιηο 5ºC. Αλ θαη νη ηηκέο Tm 

αιιάδνπλ κε ην κήθνο θαη ηε λνπθιενηηδηθή ζύζηαζε 

ησλ κνλόθισλσλ άθξσλ, νη ηηκέο Tm γηα ηα 

πεξηζζόηεξα άθξα πνπ παξάγνληαη από έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ θπκαίλνληαη θάησ από ηνπο 15ºC. Η 

άξηζηε όκσο ζεξκνθξαζία γηα ηε δξάζε ηεο DNA 

ιηγάζεο είλαη 37ºC. Γηα λα επηηεπρζεί ινηπόλ ε 

ζύλδεζε ηέηνησλ άθξσλ, ρξεζηκνπνηείηαη έλαο 

ζπκβηβαζκόο κεηαμύ ηνπ άξηζηνπ Tm θαη ηεο άξηζηεο 

ζεξκνθξαζίαο δξάζεο ηεο ιηγάζεο πνπ θαζνξίδεηαη 

ζηνπο 15ºC. 

Γύν άιινη παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ 

ζεκαληηθά ηελ ηαρύηεηα θαη ηε θύζε ηεο αληίδξαζεο 

ζύλδεζεο είλαη ε απνηειεζκαηηθή ζπγθέληξσζε ησλ 

δύν άθξσλ κηαο ηπραίαο έιηθαο DNA θαη ε νιηθή 

ζπγθέληξσζε άθξσλ πνπ βξίζθνληαη ζηελ αληίδξαζε. 

ε κία αληίδξαζε ζύλδεζεο, ν κνξηαθόο ιόγνο 

DNA/πιαζκηδίνπ (δειαδή ν ιόγνο ησλ ελζεκάησλ 

DNA πξνο ηα κόξηα ηνπ πιαζκηδίνπ) ζα πξέπεη λα 

είλαη 1:1 έσο 3:1. Η πνζόηεηα ηνπ DNA πνπ 

θισλνπνηείηαη ππνινγίδεηαη από ηνλ ηύπν: ng DNA = 

ng πιαζκηδίνπ x a x b, όπνπ a ν κνξηαθόο ιόγνο 

DNA/πιαζκηδίνπ θαη b ν ιόγνο κεγέζνπο 

DNA/πιαζκηδίνπ. 

 

Παράδειγμα  

Πόζν DNA ζα πξνζζέζνπκε (ζε ng) από έλα έλζεκα 

500 bp ζε 100 ng ελόο θνξέα 3.0 kb ζε κηα 

αληίδξαζε ζύλδεζεο εάλ επηζπκώ κνξηαθό ιόγν 

ελζέκαηνο/θνξέα 3:1; Ση πνζόηεηεο (ζε κl) ζα βάιεηε 

ζηελ αληίδξαζε;  

(Μεηά από εκπεηξηθή πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

πνζνηήησλ DNA πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζνπκε, αθνύ 

έρνπκε ηξέμεη 1 κl από θάζε δείγκα ζε πήθησκα 

αγαξόδεο, μέξνπκε όηη έρνπκε 200 ng/κl DNA θνξέα 

θαη 100 ng/κl DNA ελζέκαηνο). 

 

 



24 

 

Βαζηθά ζηάδηα ζηελ θισλνπνίεζε γνληδίσλ 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

θνπόο ηεο άζθεζεο είλαη ε πξνεηνηκαζία ησλ πξντόλησλ PCR ηεο πξνεγνύκελεο άζθεζεο, ώζηε λα κπνξνύλ 

λα θισλνπνηεζνύλ ζε θαηάιιειν θνξέα θισλνπνίεζεο. όπσο πξναλαθέξζεθε, ε Taq πνιπκεξάζε έρεη ηελ 

ηδηόηεηα λα πξνζζέηεη κία αδελίλε ζην ηέινο ηεο αληηγξαθήο, κε απνηέιεζκα ηα PCR πξντόληα λα έρνπλ 

πξνεμέρνληα 3` άθξα. Δθκεηαιιεπόκελνη απηή ηελ ηδηόηεηα, δεκηνπξγνύκε έλαλ θνξέα θισλνπνίεζεο, 

μεθηλώληαο από ηνλ θπθιηθό θνξέα pBlueScript II. Ο θνξέαο απηόο πέπηεηαη κε ηελ ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνύ 

EcoRV θαη αθνινπζεί κηα αληίδξαζε ηύπνπ PCR (κε Taq πνιπκεξάζε θαη dTTP), πνπ ζθνπό έρεη λα 

δεκηνπξγήζεη 3` πξνεμέρνληα άθξα ζπκίλεο (Σ). Έηζη, ν θνξέαο έρεη πιένλ ζπκπιεξσκαηηθά άθξα κε θάζε PCR 

πξντόλ θαη κπνξεί λα γίλεη αληίδξαζε ζύλδεζεο κεηαμύ θνιισδώλ άθξσλ από ην έλδπκν DNA ιηγάζε (ν θνξέαο 

απηόο είλαη έηνηκνο, δελ ζα ηνλ θηηάμεηε εζείο). 

 

pBluescript II KS(+)  

Ο θνξέαο απηόο ραξαθηεξίδεηαη από ηε κεγάιε πνηθηιία ζέζεσλ αλαγλώξηζεο ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ γηα ηελ 

θισλνπνίεζε ησλ ελζεκάησλ θαη ηελ παξνπζία ησλ ππνθηλεηώλ/εθθηλεηώλ Σ3 θαη Σ7 εθαηέξσζελ ηεο ζέζεο 

θισλνπνίεζεο. Γη’ απηό ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηελ θισλνπνίεζε κνξίσλ DNA κε ζθνπό είηε ηελ αλάιπζε 

ηνπ πξνηύπνπ ηκεκαηνπνίεζεο ηνπο από ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ, είηε ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

λνπθιενηηδηθήο ηνπο ζύζηαζεο κε εθθηλεηέο T3 θαη Σ7, είηε ηελ in vitro κεηαγξαθή ηνπο από RNA πνιπκεξάζεο 

πνπ αλαγλσξίδνπλ απηνύο ηνπο ππνθηλεηέο. Δπηπιένλ, ε ζέζε θισλνπνίεζεο βξίζθεηαη ζηελ θσδηθή πεξηνρή 

ηνπ γνληδίνπ LacZ, κε απνηέιεζκα λα επηηξέπεηαη ε επηινγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ βαθηεξηαθώλ απνηθηώλ 

αληρλεύνληαο ηε β-γαιαθηνζηδάζε (παξνπζία Υ-gal) ζηηο κε αλαζπλδπαζκέλεο απνηθίεο (όπσο ζα αλαιύζνπκε 

ζηελ Άζθεζε 5). 
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Γραθική αναπαράζηαζη ηοσ πλαζμιδιακού θορέα pBluescript II KS(+). Ο θνξέαο θέξεη πνιιαπιέο ζέζεηο 

θισλνπνίεζεο ησλ ελζεκάησλ (MCS) ζηελ θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο (LacZ), ππνθηλεηέο/εθθηλεηέο 

Σ3 θαη Σ7, ζέζεηο έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο (f1 θαη PUC), ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ LacZ θαη γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ 

ακπηθηιιίλε (Amp
R
), σο δείθηε επηινγήο. 

 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

1. Ηλεκηροθόρηζη προϊόνηων PCR 

Ηιεθηξνθνξνύκε 10κl από ηα 20κl πνπ έρνπκε από θάζε αληίδξαζε PCR, πξνθεηκέλνπ λα θάλνπκε 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ. Η πνξεία είλαη ίδηα κε ηεο Άζθεζεο 2. 

 

2. Ανηίδραζη ζύνδεζης με ηη τρήζη Σ4 DNA λιγάζης 

Τπνινγίζηε ηηο πνζόηεηεο θνξέα-ελζέκαηνο πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζεηε, αλ ζέιεηε κνξηαθό  ιόγν 3:1, θαη 

εηνηκάζηε ηηο αληηδξάζεηο 1 θαη 2.  

 

  Ανηίδραζη 1 Ανηίδραζη 2 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηεο 
Αξρηθή 

ζπγθέληξσζε 
Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 
Πνζόηεηεο 

Αξρηθή 
ζπγθέληξσζε 

Σειηθή 
ζπγθέληξσζε 

DNA θνξέα   50 ng/κl 50 ng   50 ng/κl 50 ng 

(1) PCR Γνληδησκαηηθoύ DNA         ---  --- 

(2) PCR  cDNA   --- ---     

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα   10X 1X   10X 1X 

Σ4 DNA ιηγάζε   5 u/κl 5 unit   5 u/κl 5 unit 

H2O             

Σειηθόο όγθνο 10 κl     10 κl     
 

3. Δπώαζε ζηνπο 16ºC γηα ρξόλν πεξίπνπ 16 h. 

 

4. Μεηά ην ηέινο ηεο επώαζεο, νη αληηδξάζεηο δηαηεξνύληαη ζηνπο –20ºC, κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ην 

κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξίσλ (Άζθεζε 5).  

 

 

εκεηώζεηο  

 H έιιεηςε πξνεμερόλησλ ζπκπιεξσκαηηθώλ άθξσλ θάλεη ηελ αληίδξαζε πην ζύλζεηε θαη ζεκαληηθά πην αξγή. Έλαο 

ιόγνο γη απηό είλαη όηη ηα ηπθιά άθξα δελ ελώλνληαη πξηλ από ηε ζύλδεζε θαη έηζη ν ρξόλνο πνπ κεζνιαβεί όηαλ 

βξεζνύλ αληηκέησπα ην 5’-Ρ θαη ην 3’-ΟΗ άθξα είλαη εμαηξεηηθά κηθξόο. Γηα λα επηηεπρζεί ξπζκόο ζύλδεζεο παξόκνηνο  

κε κηα αληίδξαζε ζπκπιεξσκαηηθώλ άθξσλ, ρξεηάδεηαη 10-30 θνξέο πεξηζζόηεξε Σ4 DNA ιηγάζε γηα ηε ζύλδεζε 

ηπθιώλ άθξσλ. 
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Άζκηζη 5 

 

ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΗ Δ ΠΛΑΜΙΓΙΑΚΟΤ 

ΦΟΡΔΙ 

 

 

 B. ΜΔΣΑΥΗΜΑΣΙΜΟ ΒΑΚΣΗΡΙΩΝ ΜΔ 

ΑΝAΤΝΓΤΑΜΔΝΑ ΠΛΑΜΙΓΙΑ (ΠΡΟΪΟΝΣΑ 

ΑΝΣΙΓΡΑΗ ΤΝΓΔΗ) 

 

 

ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ 

Η αλάπηπμε ησλ ηερληθώλ εηζαγσγήο 

αλαζπλδπαζκέλνπ DNA ζε θνηλνύο εξγαζηεξηαθνύο 

νξγαληζκνύο, όπσο ην βαθηήξην Ε. coli, επέηξεςε ηελ 

απνηειεζκαηηθή πξαγκαηνπνίεζε ησλ ηερληθώλ 

θισλνπνίεζεο. Υσξίο ηελ εηζαγσγή ηνπο ζε 

βαθηήξηα ηα κόξηα DNA πνπ έρνπλ ζρεκαηηζηεί in 

vitro κε DNA ιηγάζε, ζα θαηαζηξέθνληαλ κέζα ζε 

ιίγεο ώξεο. Βέβαηα, αο ζεκεησζεί όηη νη 

κηθξννξγαληζκνί από ηε θύζε ηνπο έρνπλ ηελ 

ηθαλόηεηα λα αληαιιάζζνπλ γελεηηθό πιηθό. Η 

αληαιιαγή γελεηηθήο πιεξνθνξίαο κεηαμύ βαθηεξίσλ 

γίλεηαη κε ζύδεπμε, επαγσγή θαη κεηαζρεκαηηζκό.  

 

ύζεςξη 

Οη πξώηεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηε 

δπλαηόηεηα ηνπ βαθηεξίνπ E. coli λα αληαιιάδεη 

γελεηηθό πιηθό παξνπζηάζηεθαλ ην 1946 από ηνπο 

Lederbeg θαη Tatum. Όηαλ δύν απμόηξνθα ζηειέρε 

κεγάισλαλ καδί, βξέζεθε όηη κπνξνύζαλ λα 

παξάγνπλ πξσηνηξνθηθά βαθηήξηα. Ο ηξόπνο ηεο 

γελεηηθήο απηήο αληαιιαγήο ιέγεηαη ζύδεπμε θαη 

ρξεηάδεηαη θπζηθή επαθή κεηαμύ ησλ βαθηεξίσλ. Ωο 

πξνο ηε ζύδεπμε, θαζνξίδνληαη δύν θαηλόηππνη ησλ 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ: F
+
, πνπ έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα 

είλαη δόηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο θαη F
-
 πνπ είλαη 

δέθηεο. Η βαθηεξηαθή ζύδεπμε έρεη δύν ζπλέπεηεο, ηε 

κεηαθνξά γελεηηθνύ πιηθνύ από ην δόηε ζην δέθηε θαη 

ηε κεηαηξνπή ηνπ δέθηε από F
-
 ζε F

+
 θαηλόηππν. Η 

βάζε ηνπ θαηλνκέλνπ απηνύ εμεγείηαη από ηελ 

ύπαξμε ηνπ παξάγνληα γνληκόηεηαο F (fertility), ελόο 

εμσρξσκνζσκαηηθνύ ζηνηρείνπ πνπ κπνξεί λα 

θηλεηνπνηείηαη θαη λα κεηαθέξεηαη από έλα βαθηεξηαθό 

ζηέιερνο ζε άιιν. ηελ πνξεία, πεξηνρέο ηνπ 

βαθηεξηαθνύ ρξσκνζώκαηνο κπνξνύλ επίζεο λα 

θηλεηνπνηεζνύλ θαη λα κεηαθεξζνύλ. Πηζαλνί 

αλαζπλδπαζκνί πνπ γίλνληαη ζην δέθηε έρνπλ ζαλ 

απνηέιεζκα ηελ ελζσκάησζε ηνπ θηλεηνπνηεκέλνπ 

DNA ζην ρξσκόζσκα θαη νδεγνύλ ζηε δεκηνπξγία 

ζηαζεξώλ αλαζπλδπαζκέλσλ ζηειερώλ. Η 

θηλεηνπνίεζε ρξσκνζσκαηηθώλ γνληδίσλ από ηνλ 

παξάγνληα F ζπκβαίλεη ζε ρακειή ζπρλόηεηα θαη 

ηπραία. Ο θαηλόηππνο Hfr απνκνλώζεθε κε βάζε ηελ 

ηδηόηεηά ηνπ λα πξνάγεη πςειή ζπρλόηεηα 

κεηαβίβαζεο θαη αλαζπλδπαζκνύ ρξσκνζσκαηηθνύ 

DNA. Σα Hfr ζηειέρε ιεηηνπξγνύλ κόλν ζαλ ηθαλνί 

δόηεο, όρη ζαλ δέθηεο, αιιά ν θαηλόηππνο Hfr δελ 

κεηαθέξεηαη ζην δέθηε όπσο γίλεηαη κε ηνλ F
+
. Η 

θύζε θαη ε πςειή ζπρλόηεηα ηεο κεηαθνξάο 

γελεηηθνύ πιηθνύ ζηα Hfr ζηειέρε, ηα θαηέζηεζε πνιύ 

ρξήζηκα ζηε δεκηνπξγία ηνπ ρξσκνζσκαηηθνύ 

γελεηηθνύ ράξηε ηνπ βαθηεξίνπ E. coli. 

 

Δπαγωγή 

Παξόιν πνπ δηάθνξεο κνξθέο ηνπ παξάγνληα 

γνληκόηεηαο F παίξλνπλ κέξνο ζηε κεηαθνξά 

ρξσκνζσκαηηθώλ γνληδίσλ κεηαμύ βαθηεξίσλ, ε 

κεηαθνξά κπνξεί λα γίλεη θαη από βαθηεξηνθάγνπο. 

Οη βαθηεξηνθάγνη είλαη ηθαλνί γηα ιπζηγνλία, δειαδή 

εηζαγσγή ηνπ DNA ηνπο ζην βαθηεξηαθό 

ρξσκόζσκα. Καηά ηε δηάξθεηα επαγσγήο ηνπ 

ιπζηγνληθνύ θάγνπ,  ζπκβαίλνπλ αλαζπλδπαζκνί ηνπ 

DNA πνπ κπνξνύλ λα παξάγνπλ έλα θπθιηθό κόξην 

πνπ πεξηέρεη θνκκάηη ηνπ θάγνπ ελσκέλν κε 

ρξσκνζσκαηηθό DNA από ηελ πεξηνρή ζηελ νπνία 

είρε εηζαρζεί ν θάγνο. Σα ειαηησκαηηθά απηά 

ζσκαηίδηα θάγσλ κπνξνύλ λα ειεπζεξσζνύλ από ην 

κνιπζκέλν βαθηήξην θαη λα κνιύλνπλ ζηε ζπλέρεηα 

άιια. Αθνινπζώληαο μαλά ην ιπζηγνληθό θύθιν 

επηηπγράλεηαη ε εηζαγσγή ζηα βαθηήξηα δέθηεο, 

γνληδίσλ από ηε ρξσκνζσκαηηθή πεξηνρή ηεο 

πξνεγνύκελεο ιπζηγνληθήο ζέζεο. Ο ηξόπνο απηόο 

αληαιιαγήο γελεηηθνύ πιηθνύ ιέγεηαη πεξηνξηζκέλε 

επαγσγή. 

Πνιινί βαθηεξηνθάγνη κπνξνύλ λα 

δηεθπεξαηώζνπλ κηα ιεηηνπξγία πνπ ιέγεηαη γεληθή 

επαγσγή. ε απηή ηελ πνξεία θάζε ρξσκνζσκαηηθή 

πεξηνρή έρεη ίδηεο πηζαλόηεηεο κεηαθνξάο ζην 

βαθηήξην δέθηε. Σα ζσκαηίδηα επαγσγήο 

απνηεινύληαη από θνκκάηηα βαθηεξηαθνύ DNA 

ελζσκαησκέλσλ ζε θάςνπιεο θάγνπ από ηηο νπνίεο 

ιείπεη ην DNA ηνπ θάγνπ. Μεηά από ιύζε ησλ 
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βαθηεξίσλ θαη κόιπλζε άιισλ βαθηεξίσλ από ηνπο 

θάγνπο απηνύο, κεξηθά από ηα βαθηήξηα ηνπ 

πιεζπζκνύ ζα πεξηέρνπλ ην λέν βαθηεξηαθό DNA. 

Μεηά από αλαζπλδπαζκό θαη ελζσκάησζε ηνπ DNA 

απηνύ πξνθύπηνπλ αιιαγέο ζην θαηλόηππν ηνπ 

βαθηεξίνπ δέθηε. 

 

Μεηαζσημαηιζμόρ 

Μεηαζρεκαηηζκόο θαιείηαη ε θιεξνλνκήζηκε 

αιιαγή ζηηο ηδηόηεηεο ελόο βαθηεξηαθνύ ζηειέρνπο 

πνπ πξνέξρεηαη από ηε κεηαθνξά DNA ελόο άιινπ 

βαθηεξίνπ. Η απειεπζέξσζε ηκεκάησλ DNA πνπ 

πξνθύπηεη από ιύζε θαη ζάλαην θπηηάξσλ, 

πξνζθέξεη κία θπζηθή πεγή γελεηηθνύ πιηθνύ γηα 

αλαζπλδπαζκό θαηά ηελ αύμεζε ησλ 

κηθξννξγαληζκώλ ζην θπζηθό ηνπο πεξηβάιινλ. Ο 

γελεηηθόο απηόο κεηαζρεκαηηζκόο έρεη παξαηεξεζεί 

ζε κηα πιεζώξα βαθηεξίσλ, πνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αύμεζεο εηζέξρνληαη ζε έλα ζηάδην ηθαλόηεηαο ζην 

νπνίν δύλαληαη λα πξνζιάβνπλ εμσγελέο DNA. 

Ιθαλά βαθηεξηαθά θύηηαξα είλαη ζε ζέζε λα 

πξνζδέζνπλ λνπθιετθά νμέα ζε κνξθή πνπ είλαη 

αλζεθηηθή ζηε δξάζε λνπθιεαζώλ. ε δηάθνξα 

ζηειέρε βαθηεξίσλ έρνπλ βξεζεί πξσηεΐλεο πνπ 

πξνζδέλνληαη ζην DNA θαη πνπ ε ιεηηνπξγία ηνπο 

είλαη αλαγθαία γηα ηελ αξρηθή θάζε ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνύ. Μεηά ηελ πξόζιεςή ηνπ από έλα 

βαθηεξηαθό θύηηαξν, ην DNA εηζέξρεηαη ζε κηα 

πεξίνδν πνπ ιέγεηαη εθιεηπηηθή θάζε θαηά ηελ νπνία 

παξακέλεη αλζεθηηθό ζηε δξάζε λνπθιεαζώλ αιιά 

δελ εθθξάδεηαη ε γελεηηθή ηνπ πιεξνθνξία. Καηά ηε 

δηάξθεηα ηεο πεξηόδνπ απηήο γίλεηαη αλαζπλδπαζκόο 

ηνπ DNA κε νκόινγεο αιιεινπρίεο ζην βαθηεξηαθό 

ρξσκόζσκα. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηνπ 

αλαζπλδπαζκνύ, ε γελεηηθή πιεξνθνξία πνπ 

βξίζθεηαη ελζσκαησκέλε ζην βαθηεξηαθό 

ρξσκόζσκα κπνξεί λα εθθξαζηεί έρνληαο ζαλ 

απνηέιεζκα ηελ εκθάληζε ηνπ ιεηηνπξγηθνύ 

κεηαζρεκαηηζκέλνπ θπηηάξνπ 

 

Μέθοδοι μεηαζσημαηιζμού 

Οη πξώηεο πξνζπάζεηεο γηα κεηαζρεκαηηζκό ηνπ 

βαθηεξίνπ E. coli ήηαλ αλεπηηπρείο, ππνδειώλνληαο 

όηη απηό ην βαθηήξην δελ θαηέρεη ην θπζηθό κεραληζκό 

ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ. ύληνκα όκσο βξέζεθε όηη ε 

ηθαλόηεηα εηζαγσγήο εμσγελνύο DNA ζην ζηέιερνο 

E. coli κπνξνύζε λα επαρζεί ηερλεηά. Σν 1970 νη 

Mandel θαη Higa έδεημαλ όηη βαθηήξηα θαηεξγαζκέλα 

κε παγσκέλν δηάιπκα ρισξηνύρνπ αζβεζηίνπ (CaCl2) 

αλ ζεξκαλζνύλ γηα κηθξό ρξνληθό δηάζηεκα, κπνξνύλ 

λα κεηαζρεκαηηζηνύλ κε DNA βαθηεξηνθάγνπ ι, ελώ 

ην 1982 ε εξεπλεηηθή νκάδα ηνπ Neuman θαηάθεξε 

ηελ εηζαγσγή DNA ζε επθαξπσηηθά θύηηαξα κε ηε 

κέζνδν ηεο ειεθηξνδηάηξεζεο.  

 

Mεηαζσημαηιζμόρ με CaCl2 

Η εξγαζηεξηαθή πνξεία έρεη σο εμήο: 

Βαθηεξηαθά θύηηαξα E. coli πνπ βξίζθνληαη ζηε θάζε 

αλάπηπμεο εθηίζεληαη ζε ππνηνληθό δηάιπκα CaCl2 

ζηνπο 0ºC πνπ έρεη ζαλ ζπλέπεηα ηε δηόγθσζή ηνπο 

(ζρεκαηηζκόο ζθαηξνπιαζηώλ). DNA πξνζηίζεηαη 

θαηόπηλ ζην κείγκα κεηαζρεκαηηζκνύ θαη ζρεκαηίδεη 

έλα ζύκπινθν θσζθνξηθνύ πδξνμπιίνπ ηνπ 

αζβεζηίνπ, πνπ είλαη αλζεθηηθό ζηε δξάζε DNAζώλ. 

Σν ζύκπινθν απηό θνιιάεη ζηελ επηθάλεηα ησλ 

ζθαηξνπιαζηώλ. Με κία ζύληνκε έθζεζε ηνπ 

κείγκαηνο ζε πςειή ζεξκνθξαζία 42ºC (ζεξκηθό 

ζνθ), ηα βαθηεξηαθά θύηηαξα κπνξνύλ λα 

ελζσκαηώζνπλ ηα ζύκπινθα DNA. Μεηά από 

νξηζκέλεο ώξεο θαιιηέξγεηαο ζε πινύζην ζξεπηηθό 

πιηθό θαη ρακειέο ζηξνθέο ώζηε λα “επνπισζνύλ” ηα 

θύηηαξα θαη λα εθθξάζνπλ ην γνλίδην ηεο 

αλζεθηηθόηεηαο, ηα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα 

επηιέγνληαη θαη απνκνλώλνληαη κε επίζηξσζε ζε 

ηξπβιία πνπ θέξνπλ επηιεθηηθό ζξεπηηθό πιηθό 

(αληηβηνηηθά).  

Η απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο κεζόδνπ απηήο 

εμαξηάηαη από: 1. ηελ απνηειεζκαηηθή δεκηνπξγία 

ζθαηξνπιαζηώλ, 2. ηε δσηηθόηεηα ησλ θπηηάξσλ κεηά 

από ηελ επεμεξγαζία κε CaCl2, 3. ην ρξόλν θαη ηηο 

ζπλζήθεο απνζήθεπζεο ησλ δεθηηθώλ θπηηάξσλ, 4. 

ηε ζπγθέληξσζε, δνκή θαη θαζαξόηεηα ηνπ DNA. Η 

απόδνζε ηεο κεζόδνπ κπνξεί λα πξνζεγγίζεη ηηο  5 x 

10
7
 απνηθίεο/κg πιαζκηδηαθνύ DNA ππεξειηθσκέλεο 

κνξθήο.  

 

Mεηαζσημαηιζμόρ με ηλεκηποδιάηπηζη 

Η δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη ηελ αλάπηπμε 

θπηηάξσλ έσο ην κέζν ηεο εθζεηηθήο θάζεο θαη 

δηαδνρηθέο πιύζεηο ζε δηάιπκα ρακειήο ηνληθήο 

ηζρύνο, ώζηε λα κεησζεί ε ηνληθήο ηζρύο ηνπ 

ελαησξήκαηνο. ηε ζπλέρεηα κε εθαξκνγή εμσηεξηθνύ 

ειεθηξηθνύ πεδίνπ πξνθαιείηαη αύμεζε ζηελ 

ειεθηξηθή αγσγηκόηεηα θαη δηαπεξαηόηεηα ηεο 
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πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, επηηξέπνληαο έηζη ηελ 

είζνδν ηνπ DNA. Η ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο δελ 

απαηηεί ην ζρεκαηηζκό ζθαηξνπιαζηώλ. Σα θύηηαξα 

αλαδηαιύνληαη ζε δηάιπκα γιπθεξόιεο 10% ζε ζπγθέ-

ληξσζε 3 x 10
10

 θύηηαξα/ml θαη δηαηεξνύληαη ζε 

ζεξκνθξαζία -80°C. Η απόδνζε θπκαίλεηαη από 10
9
 

έσο 10
10

 απνηθίεο/κg DNA θαη εμαξηάηαη από 

παξάγνληεο όπσο ε έληαζε ηνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ, 

ην κήθνο ηνπ ειεθηξηθνύ παικνύ θαη ε ζπγθέληξσζε 

ηνπ DNA (Dower et al., 1988). 

 Ο κεραληζκόο εηζαγσγήο ηνπ DNA ζην θύηηαξν 

είηε κε ζεξκηθό ζνθ είηε κε ειεθηξνδηάηξεζε βαζίδεηαη 

ζηε ζρεηηθά αζζελή θύζε ησλ πδξνθνβηθώλ / 

πδξνθηιηθώλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο θσζθνιηπηδηθήο 

δηπινζηνηβάδαο, αιιά θαη ζηελ ηθαλόηεηά ηεο λα 

αλαζπγθξνηείηαη απζόξκεηα, κεηά ηε δηαηαξαρή ηεο. 

ηελ πεξίπησζε ηνπ ζεξκηθνύ ζνθ ε δηαθνξά ζεξκν-

θξαζίαο πνπ δεκηνπξγείηαη εζσηεξηθά θαη εμσηεξηθά 

ηεο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ πξνθαιεί ηελ 

απειεπζέξσζε ιηπηδίσλ θαη πξσηετλώλ από ηελ 

Δικόνα 1: Μέθοδοι μεηαζσημαηιζμού. Α. Μεηαζρεκαηηζκόο κε CaCl2  B. Μεηαζρεκαηηζκόο κε 
ειεθηξνδηάηξεζε. Οη ιεπθέο απνηθίεο θαη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο αληηζηνηρνύλ ζε βαθηήξηα πνπ 
πεξηέρνπλ αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα. 

Α 

Β 
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εμσηεξηθή κεκβξάλε, ελώ ζηελ ειεθηξνδηάηξεζε ε 

εθαξκνγή ηνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ πξνθαιεί αιιαγή 

ζην δπλακηθό ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, ε νπνία 

ζηε ζπλέρεηα θνξηίδεηαη. Καη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο 

πξνθαιείηαη ηνπηθή αλαδηάηαμε ησλ ιηπηδίσλ κε 

απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία πδξόθνβσλ πόξσλ πνπ 

ζηαδηαθά κεηαηξέπνληαη ζε πδξόθηινπο. Μέζα από 

ηνπο πδξόθηινπο απηνύο πόξνπο κπνξνύλ λα 

πεξάζνπλ ηα αξλεηηθά θνξηηζκέλα κόξηα DNA πνπ 

βξίζθνληαη ζην δηάιπκα πνπ πεξηβάιιεη ηα θύηηαξα. 

Καζώο ζπκβαίλεη απηή ε κεηαθίλεζε, ε κεκβξάλε 

απνθνξηίδεηαη θαη νη πόξνη αξρίδνπλ λα θιείλνπλ, κε 

απνηέιεζκα ηελ απνθαηάζηαζε ηεο θσζθνιηπηδηθήο 

δηπινζηνηβάδαο (Panja et al., 2008). 

 

 

 

Έλα  ζεκαληηθό ζηνηρείν είλαη ε δνκή/κνξθή ηνπ 

DNA πνπ εηζέξρεηαη ζηα θύηηαξα. Έρεη βξεζεί όηη ην 

θπθιηθό πιαζκηδηαθό DNA είλαη 10-100 θνξέο πην 

απνηειεζκαηηθό από ην γξακκηθό DΝΑ ηνπ ίδηνπ 

πιαζκηδίνπ, γηα ην κεηαζρεκαηηζκό ηνπ βαθηεξίνπ E. 

coli. Σα θπθιηθά κόξηα DNA είλαη αλζεθηηθά ζηε 

δξάζε εμσλνπθιεαζώλ ησλ βαθηεξίσλ, ελώ ηα 

γξακκηθά κόξηα πθίζηαληαη απνηθνδόκεζε ησλ 

ειεύζεξσλ άθξσλ ηνπο. Μεηαζρεκαηηζκόο κε 

γξακκηθά κόξηα DNA ζπλεπάγεηαη, εθηόο από ηελ 

είζνδό ηνπο ζηα θύηηαξα, θαη ηε κεηαηξνπή ηνπο ζε 

θπθιηθά ώζηε λα επηηεπρζεί ε αληηγξαθή ηνπ 

πιαζκηδίνπ. Η θπθινπνίεζε απηή εκπνδίδεηαη από 

ηελ αιιαγή ησλ άθξσλ ησλ γξακκηθώλ κνξίσλ. Γη’ 

απηό ηνλ ιόγν, επηηπρήο θπθινπνίεζε θαη αληηγξαθή 

γξακκηθνύ πιαζκηδηαθνύ DNA ζε έλα βαθηεξηαθό 

θύηηαξν πξνζδηνξίδεηαη από ηνλ αληαγσληζκό κεηαμύ 

ηεο δξάζεο ηεο DNA ιηγάζεο πνπ θηηάρλεη ην θπθιηθό 

κόξην θαη ησλ εμσλνπθιεαζώλ πνπ απνηθνδνκνύλ ηα 

άθξα ηνπ κνξίνπ.  

Σα βαθηήξηα έρνπλ έλα ζύζηεκα πεξηνξηζκνύ-

ηξνπνπνίεζεο ηνπ DNA. Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

ελόο βαθηεξίνπ-μεληζηή πέπηνπλ DNA ην νπνίν δελ 

έρεη ηξνπνπνηεζεί από ην ζύζηεκα ηξνπνπνίεζεο 

ηνπ ηδίνπ ζηειέρνπο. Αλ π.ρ. πιαζκηδηαθό DNA 

απνκνλσκέλν από E. coli C-600 ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

κεηαζρεκαηηζκό E. coli  K-12, ην ζύζηεκα 

πεξηνξηζκνύ ηνπ μεληζηή K-12 ζα πέςεη ην κε 

ηξνπνπνηεκέλν C-600 DNA όηαλ  εηζαρζεί  ζην  

θύηηαξν θαη  θαηά ζπλέπεηα ζα ειαηησζεί ζεκαληηθά ε 

απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ. Αληίζεηα, 

DNA απνκνλσκέλν από έλα ζηέιερνο K-12 είλαη ήδε 

ηξνπνπνηεκέλν από ην ζύζηεκα ηνπ μεληζηή θαη έηζη 

ν κεηαζρεκαηηζκόο ελόο άιινπ ζηειέρνπο E. coli K-

12 κε απηό ην DNA ζπκβαίλεη κε πνιύ πςειή 

απνηειεζκαηηθόηεηα. Αλ ρξεζηκνπνηεζεί DNA ελόο 

νξγαληζκνύ, άιινπ από E. coli, γηα ην 

κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ E. coli, ην 

DNA απηό πνπ δελ έρεη θαηαιιήισο ηξνπνπνηεζεί, 

ζα θαηαζηξαθεί από ην ζύζηεκα πεξηνξηζκνύ ηνπ 

μεληζηή. Γηα λα μεπεξαζηεί ην εκπόδην απηό, ηα 

ζηειέρε E. coli πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ 

θισλνπνίεζε θαη δηαηήξεζε αλαζπλδπαζκέλνπ DNA 

είλαη ειαηησκαηηθά ζην ζύζηεκα πεξηνξηζκνύ (hsdR
-
) 

θαη ζην ζύζηεκα ηξνπνπνίεζεο (hsdM
-
). Η 

ρξεζηκνπνίεζε ζηειερώλ κε ηνλ θαηλόηππν hsdR
-
 

πξνθπιάζζεη από ηνλ πεξηνξηζκό ην εηζεξρόκελν 

DNA θαη έηζη απμάλεη ηελ απνηειεζκαηηθόηεηα 

κεηαζρεκαηηζκνύ βαθηεξίσλ κε εηεξόινγν DNA. Η 

παξνπζία ιεηηνπξγηθνύ ζπζηήκαηνο ηξνπνπνίεζεο 

ζε έλα ζηέιερνο πνπ είλαη ειαηησκαηηθό ζην ζύζηεκα 

πεξηνξηζκνύ (r
-
m

+
) δελ επεξεάδεη ηελ απνηειεζκαηη-

θόηεηα κεηαζρεκαηηζκνύ κε DNA απνκνλσκέλν από 

Δηθόλα 2: Δηζαγσγή εμσγελνύο DNA κε ην κεραληζκό 
ηνπ ζεξκηθνύ ζνθ 
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ηέηνην ζηέιερνο ζε άιιν ζηέιερνο πνπ δελ έρεη ηνλ 

ίδην θαηλόηππν πεξηνξηζκνύ. Γηα παξάδεηγκα, 

πιαζκηδηαθό DNA απνκνλσκέλν από ζηέιερνο E. 

coli rK
-
mK

+
 κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί απνηειεζκαηηθά 

γηα ην κεηαζρεκαηηζκό ελόο ζηειέρνπο κε θαηλόηππν 

rK
+
mK

+
. 

 

 

Σαςηοποίηζη αναζςνδςαζμένων κλώνων 

Η επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θιώλσλ, 

απηώλ δειαδή πνπ έρνπλ πξνζιάβεη ην πιαζκίδην, 

αλαζπλδπαζκέλν ή κε, πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ 

παξνπζία ηνπ αληηβηνηηθνύ πνπ ππάξρεη ζην ζξεπηηθό 

κέζν ησλ ηξπβιίσλ. Η επηινγή ησλ βαθηεξίσλ πνπ 

έρνπλ πξνζιάβεη αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηνλ έιεγρν ηεο α-

ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο. Σα πιαζκίδηα-θνξείο πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ α-ζπκπιεξσκαηηθόηεηα θέ-

ξνπλ: 1. έλα ηκήκα ηνπ DNA ηεο E. coli πνπ πεξηέρεη 

ηηο ξπζκηζηηθέο αιιεινπρίεο θαη ηελ θσδηθή πιεξν-

θνξία ησλ πξώησλ 146 ακηλνμέσλ ηνπ γνληδίνπ ηεο 

β-γαιαθηνζηδάζεο (lacZ) θαη 2. ηελ αιιεινπρία ηνπ 

πνιπζπλδέηε (polylinker) ελζσκαησκέλε (ζην ίδην 

αλνηρηό πιαίζην αλάγλσζεο) ζην γνλίδην lacZ. Ο πν-

ιπζπλδέηεο δειαδή δε δηαθόπηεη ην αλαγλσζηηθό 

πιαίζην αιιά απιώο πξνζζέηεη θάπνηα ακηλνμέα ζην 

πξντόλ ηνπ γνληδίνπ. Οη θνξείο απηνί ρξεζηκνπνηνύ-

ληαη ζε βαθηεξηάθα ζηειέρε ηα νπνία θσδηθνπνηνύλ 

ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο. Με 

ηνλ ηξόπν απηό νύηε νη θνξείο νύηε ηα θύηηαξα 

κπνξνύλ από κόλα ηνπο λα δώζνπλ κία ελεξγή 

κνξθή, κπνξνύλ όκσο λα ζπλδπαζηνύλ θαη λα 

δώζνπλ κηα ελδπκηθά ελεξγή πξσηεΐλε (Ullman et al., 

1967). Tα lac+ βαθηήξηα γίλνληαη εύθνια αληηιεπηά 

ιόγσ ηεο δεκηνπξγίαο κπιε απνηθηώλ παξνπζία ηνπ 

ρξσκνγόλνπ ππνζηξώκαηνο X-gal (Horwitz et al., 

1964). πλεπώο, εάλ ην πιαζκίδην δελ έρεη αλα-

ζπλδπαζηεί, ην γνλίδην lacZ εθθξάδεηαη θαλνληθά θαη 

ζε ζπλδπαζκό κε ηα γνλίδηα βαθηεξίνπ-μεληζηή επη-

ηξέπεη ην κεηαβνιηζκό ηεο νπζίαο X-gal θαη ηεο 

δεκηνπξγίαο κπιε απνηθηώλ. Αληίζεηα, εάλ ην 

πιαζκίδην είλαη αλαζπλδπαζκέλν ην αλνηρηό πιαίζην 

αλάγλσζεο ηνπ γνληδίνπ lacZ δηαθόπηεηαη, ην X-gal 

δελ κεηαβνιίδεηαη θαη σο απνηέιεζκα νη απνηθίεο πνπ 

παξάγνληαη έρνπλ ρξώκα ιεπθό. Έηζη, παξνπζία X-

gal θαη IPTG, ν νπνίνο ιεηηνπξγεί σο επαγσγέαο ζε 

νξηζκέλα βαθηεξηαθά ζηειέρε ζην ζξεπηηθό κέζν ησλ 

ηξπβιίσλ, νη απνηθίεο πνπ πεξηέρνπλ ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην παξνπζηάδνπλ ιεπθό 

ρξώκα, ελώ απηέο πνπ πεξηέρνπλ ην θαλνληθό 

πιαζκίδην είλαη, θαηά θαλόλα, κπιε. 

Ο πιήξεο έιεγρνο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ θιώ-

λσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε απνκόλσζε ηνπ πιαζκη-

δηαθνύ DNA, θαηάηκεζε κε ηα θαηάιιεια έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ πνπ δηαρσξίδνπλ ην θισλνπνηεκέλν 

DNA από ηνλ θνξέα ηνπ θαζώο θαη κε πξνζδηνξηζκό 

ηεο πξσηνδηάηαμεο ηνπ ελζέκαηνο. 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

θνπόο ηεο άζθεζεο είλαη ε θαηεξγαζία βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ ηνπ ζηειέρνπο DH5α ηεο E. coli κε CaCl2 ώζηε 

λα θαηαζηνύλ δεθηηθά ζηελ εηζαγσγή κνξίσλ DNA θαη ζηε ζπλέρεηα ν κεηαζρεκαηηζκόο απηώλ κε ην 

ηξνπνπνηεκέλν πιαζκίδην ζαο (ην εηνηκάζαηε ζηελ πξνεγνύκελε άζθεζε), ην νπνίν θέξεη γνλίδηα 

αλζεθηηθόηεηαο ζηα αληηβηνηηθά ακπηθηιιίλε θαη θαλακπθίλε. Η είζνδνο ηνπ πιαζκηδίνπ δεκηνπξγεί 

κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα κε αλζεθηηθόηεηα θαη ζηα δύν αληηβηνηηθά.  

 

 

ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ 

Η δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζύκθσλα κε ην πξσηόθνιιν ησλ Hanahan & Meselson (1983). Η απόδνζε ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνύ εμαξηάηαη από ηελ θαζαξόηεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηα δηαιύκαηα, ην 

ζηάδην αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ, ηελ θαζαξόηεηα ηνπ εμνπιηζκνύ ώζηε λα απνθεπρζεί ε παξνπζία 

απνδηαηαθηηθώλ παξαγόλησλ θαη άιισλ ρεκηθώλ.  

 

Τιηθά  

Θξεπηηθό κέζν LB (Luria broth): αλά ιίηξν 10 g Tryptone, 5 g Yeast extract, 10g NaCl θαη ην pH πξνζαξκόδεηαη 

ζηε ηηκή 7.5 κε πξνζζήθε NaOH.  

0.1 Μ CaCl2 

Σξπβιία LB-agar κε ακπηθηιιίλε (100 κg/ml) 

Θξεπηηθό κέζν SOC: είλαη ην ίδην κε ην LB θαη πεξηέρεη επηπιένλ 250 mM KCl θαη 20 mM γιπθόδε 

 

ΠΡΟΟΥΗ: Η ρξήζε βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ (εηδηθά εθόζνλ πεξηέρνπλ αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα) δηέπεηαη 

από ηνπο θαλόλεο αζθαιείαο Ρ1 ζύκθσλα κε ηνπ νπνίνπο απαγνξεύεηαη λα ειεπζεξσζνύλ δώληα βαθηήξηα ζην 

πεξηβάιινλ. Γηα ην ιόγν απηό ιακβάλνληαη κέηξα απνθπγήο κνιύλζεσλ. Οη θαιιηέξγεηεο, ζξεπηηθά πιηθά, 

πηπέηεο θιπ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ κεηαθέξνληαη ζε δνρεία πνπ πεξηέρνπλ απνιπκαληηθό. Όια ηα βήκαηα 

πνπ αθνινπζνύλ γίλνληαη ππό ζηείξεο ζπλζήθεο.  

 

1) Καιιηεξγνύκε θύηηαξα E. coli ζε πγξό ζξεπηηθό πιηθό (LB) θαη επσάδνπκε ζε ζεξκνθξαζία 37 ºC ππό 

αλάδεπζε έσο όηνπ ε ζπγθέληξσζε ησλ θπηηάξσλ λα γίλεη πεξίπνπ 10
8
 θύηηαξα/ml (ΟD600=0.4-0.6). 

2) Μεηαθέξνπκε από 5 ml ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζε απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο ηύπνπ flacon όγθνπ 

15 ml θαη θπγνθεληξνύκε ζε 8000 rpm, ζε ζεξκνθξαζία 4ºC γηα 5 min.  

3) Απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν ζην απνιπκαληηθό δνρείν, πξνζζέηνπκε ζην ίδεκα 1 ml απνζηεηξσκέλνπ 

δηαιύκαηνο 0.1 M CaCl2 θαη επαλαδηαιύνπκε ήπηα.  

4) Φπγνθεληξνύκε ζε 4000 rpm, ζε ζεξκνθξαζία 4ºC γηα 5 min.  

5) Απνρύλνπκε ην ππεξθείκελν ζην απνιπκαληηθό δνρείν, πξνζζέηνπκε ζην ίδεκα 200 κl απνζηεηξσκέλνπ 

δηαιύκαηνο 0.1 M CaCl2 θαη επαλαδηαιύνπκε ήπηα. Γηαηεξνύκε ηα δεθηηθά θύηηαξα ζηνλ πάγν.  

6) ηα 200 κl δεθηηθά θύηηαξα πξνζζέηνπκε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην (ζπλήζσο ε κηζή πνζόηεηα ηεο 

αληίδξαζεο ζύλδεζεο), ε πνζόηεηα ηνπ νπνίνπ δε κπνξεί λα ππεξβαίλεη πεξίπνπ ην  5% ηνπ όγθνπ ηνπ 

θπηηάξσλ θαη αθνινπζεί επώαζε ζε πάγν γηα 5 min.  

7) Δπσάδνπκε ζε ζεξκνθξαζία 42ºC (ζεξκηθό ζνθ) γηα 90 sec θαη ακέζσο ηα ηνπνζεηνύκε ζηνλ πάγν (ζην 

ζηάδην απηό ηα πιαζκίδηα εηζέξρνληαη κέζα ζηα θύηηαξα). 

8) Πξνζζέηνπκε 700κl SOC θαη επσάδνπκε γηα 30 min ζηνπο 37ºC, ππό ρακειή αλάδεπζε (~170rpm) (ζην 

ζηάδην απηό ηα βαθηήξηα αλαξξώλνπλ από ην ζεξκηθό ζηξεο θαη αξρίδνπλ λα πνιιαπιαζηάδνληαη). 

9) Δπηζηξώλνπκε 200κl από ηα βαθηήξηα ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθό κέζν LB-άγαξ πνπ πεξηέρεη ακπηθηιιίλε, X-

gal θαη IPTG. Δπσάδνπκε ζηνπο 37°C γηα 16 ώξεο πεξίπνπ, κέρξη λα εκθαληζηνύλ νη απνηθίεο ησλ 

βαθηεξίσλ (ζην ζηάδην απηό πνιιαπιαζηάδνληαη κόλν ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα). 
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10) Μεηξάκε ηνλ αξηζκό ησλ ιεπθώλ θαη κπιε απνηθηώλ πνπ ζρεκαηίζηεθαλ ζην ηξπβιίν. Οη ιεπθέο απνηθίεο 

αληηζηνηρνύλ ζε βαθηήξηα πνπ πεξηέρνπλ αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα. 

 

Σημειώσεις 

 Μπνξείηε κε θάπνηνλ ηξόπν λα δείηε εάλ δνύιεςε ε αληίδξαζε ζαο πξηλ κεηαζρεκαηίζηε ηα βαθηήξηα; 

 Η θαιιηέξγεηα E. coli πνπ ρξεζηκνπνηνύκε γηα ηελ παξαζθεπή δεθηηθώλ θπηηάξσλ πξέπεη λα βξίζθεηαη ζην κέζνλ 

πεξίπνπ ηεο εθζεηηθήο θάζεο αλάπηπμεο. ην ζεκείν απηό ε ζπγθέληξσζε ησλ θπηηάξσλ είλαη πεξίπνπ 10
8
 θύηηαξα/ml 

θαη ε απνξξόθεζε ηεο θαιιηέξγεηαο ζηα 600 nm (OD600) είλαη 0.5-0.6 κνλάδεο. 

 Σν ζηέιερνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ην DH5α ηεο E. coli ν γελόηππνο ηνπ νπνίνπ ραξαθηεξίδεηαη από ηελ έιιεηςε 

Γ(lacZ)M15 πνπ εθθξάδεη ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο, επηηξέπνληαο έηζη ηελ εθαξκνγή ηεο α-

ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο.  

 Η απόδνζε ηεο αξρηθήο κεζόδνπ ησλ Mandel & Higa (1970), ε νπνία θπκαίλεηαη από 10
5
 έσο 10

6
 κεηαζρε-καηηζκέλεο 

απνηθίεο/κg πιαζκηδίνπ κπνξεί λα απμεζεί από 100 έσο 1000 θνξέο κε έθζεζε ησλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ γηα 

κεγαιύηεξν ρξνληθό δηάζηεκα ζε δηζζελή θαηηόληα θαη θαηεξγαζία κε DMSO, αλαγσγηθνύο παξάγνληεο θαη ρισξηνύρν 

εμακηλνθνβάιηην (Kushner, 1978; Hanahan, 1983).  

 

 

 

Άζκηζη: Τπνινγηζκόο απόδνζεο κεηαζρεκαηηζκνύ. Γηα λα ππνινγίζεηε ηελ απόδνζε ηεο δηαδηθαζίαο 

κεηαζρεκαηηζκνύ ησλ δεθηηθώλ θπηηάξσλ πξέπεη λα κεηξήζεηε ηνλ αξηζκό ησλ άζπξσλ θαη κπιε απνηθηώλ πνπ 

κεγάισζαλ ζην ηξπβιίν ζαο θαη λα ην δηαηξέζεηε κε ηα κg ηνπ DNA κε ην νπνίν κεηαζρεκαηίζαηε ηα θύηηαξά 

ζαο (colony forming units per κg of DNA: cfu/κg). Θα πξέπεη λα έρεηε δύν κεηξήζεηο, κηα από ηνλ 

κεηαζρεκαηηζκό ειέγρνπ κε γλσζηή πνζόηεηα DNA (control transformation) θαη κηα από ηνλ πεηξακαηηθό ζαο 

κεηαζρεκαηηζκό.  
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Άσκεσε 6  

ΑΠΟΜΟΝΩΗ ΠΛΑΜΙΔΙΑΚΟΤ DNA 

 

ΘΕΩΡΗΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

Η απνκόλσζε λνπθιετθώλ νμέσλ από βηνινγηθό 

πιηθό απαηηεί ηε ιύζε ησλ θπηηάξσλ, ηελ 

απελεξγνπνίεζε ησλ θπηηαξηθώλ λνπθιεαζώλ θαη ην 

δηαρσξηζκό ηνπ επηζπκεηνύ λνπθιετθνύ νμένο από ηα 

θπηηαξηθά ππνιείκκαηα. Η ιύζε ησλ θπηηάξσλ, ε 

νπνία πξαγκαηνπνηείηαη είηε κε κεραληθή δηάξξεμε 

είηε κε εθαξκνγή ρεκηθώλ ή ελδύκσλ, πξέπεη λα είλαη 

αθελόο ηζρπξή ώζηε λα ηκεκαηνπνηήζεη ην βηνινγηθό 

πιηθό θαη αθεηέξνπ ήπηα ώζηε λα δηαηεξεζεί αθέξαην 

ην επηζπκεηό λνπθιετθό νμύ. Η απελεξγνπνίεζε ησλ 

ελδνθπηηαξηθώλ λνπθιεαζώλ πξαγκαηνπνηείηαη κε 

ρξήζε ηζρπξώλ ρανηξνπηθώλ αιάησλ, ελώ ε 

απνκάθξπλζε ησλ θπηηαξηθώλ ππνιεηκκάησλ 

επηηπγράλεηαη κε θηιηξάξηζκα ή θαηαθξήκληζε. 

Η πιήξεο θαη απνηειεζκαηηθή απνκόλσζε 

πιαζκηδηαθνύ DNA από βαθηεξηαθά θύηηαξα 

πεξηιακβάλεη: α. ηελ αλάπηπμε βαθηεξηαθώλ 

θπηηάξσλ, β. ηε ιύζε ησλ θπηηάξσλ θαη γ. ηελ 

απνκόλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA. Απαηηεί : α. ηελ 

απoηειεζκαηηθή απνδηάηαμε ηνπ θπηηαξηθνύ 

ηνηρώκαηνο, β. ηελ ηήξεζε ζπλζεθώλ νη νπνίεο είηε 

αλαζηέιινπλ είηε θαηαζηξέθνπλ ηα δηάθνξα 

απνηθνδνκεηηθά έλδπκα πνπ απειεπζεξώλνληαη θαηά 

ηε ιύζε ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ θαη γ. ην 

δηαρσξηζκό ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA από ην 

ρξσκνζσκηθό DNA θαη ηηο πξσηεΐλεο.  

Γηα αξθεηά ρξόληα, ε θύξηα κέζνδνο 

απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA ήηαλ ε 

ππεξθπγνθέληξεζε ζε θιίζε ρισξηνύρνπ θαηζίνπ, ε 

νπνία απνκνλώλεη ην πην θαζαξό θαη αθέξαην 

(ππεξειηθσκέλε κνξθή) DNA. Σν κεγάιν θόζηνο, 

όκσο, ηεο κεζόδνπ θαη ν ρξόλνο πνπ απαηηεί, 

νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε λέσλ κεζόδσλ 

απνκόλσζεο. ήκεξα, νη δύν βαζηθόηεξεο κέζνδνη 

πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ απνκόλσζε 

πιαζκηδηαθνύ DNA είλαη ε αιθαιηθή ιύζε (Αlkali 

lysis)  θαη  ε απνκόλσζε κέζσ βξαζκνύ (Βoiling 

lysis), νη νπνίεο απνκνλώλνπλ DNA ηθαλνπνηεηηθήο 

θαζαξόηεηαο γηα ηηο πεξηζζόηεξεο κνξηαθέο ηερληθέο.  

 

Αλκαλική λύσε 

Η δηαδηθαζία ζπλίζηαηαη ζηε ζπιινγή ησλ 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ, ηε κεξηθή θαηαζηξνθή θαη 

απνκάθξπλζε ηνπ θπηηαξηθνύ ηνπο ηνηρώκαηνο, ηνπ 

απνδηαηαγκέλνπ ρξσκνζσκηθνύ DNA θαη ησλ 

πξσηετλώλ θαη, ζηε ζπλέρεηα, ηε ζπιινγή ηνπ 

πιαζκηδηαθνύ DNA ύζηεξα από θαηαθξήκληζε κε 

αηζαλόιε. 

 Αξρηθά ηα βαθηήξηα ζπιιέγνληαη κε 

θπγνθέληξεζε ώζηε λα απνκαθξπλζεί ην ζξεπηηθό 

κέζν θαιιηέξγεηαο (LB-amp). Αθνινπζεί αλαδηάιπζε 

ησλ θπηηάξσλ ζε δηάιπκα, ην νπνίν πεξηέρεη Tris γηα 

ηε δηαηήξεζε ηνπ pH, EDTA γηα ηελ 

απνζηαζεξνπνίεζε ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο θαη 

ηελ παξεκπόδηζε ηεο δξάζεο λνπθιεαζώλ θαη 

γλςκόδερ γηα ηε δηαηήξεζε ηεο νζκσηηθόηεηαο. 

Επόκελν ζηάδην είλαη ε ιύζε ησλ θπηηάξσλ, ε νπνία 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε δηάιπκα πνπ πεξηέρεη SDS 

(ζεηηθό δσδεθύιην) πνπ δηαιπηνπνηεί ηα θσζθνιηπίδηα 

θαη ηα πξσηετληθά ζπζηαηηθά ηεο κεκβξάλεο θαη 

NaOH, ην νπνίν θαηαζηξέθεη ηνπο δεζκνύο H
+
 θαη 

Van der Waals ηεο δίθισλεο δνκήο ηνπ DNA θαη ησλ 

πξσηετλώλ. Η εμνπδεηέξσζε ηεο αληίδξαζεο ιύζεο 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ πξνζζήθε οξικού καλίος 

θαη οξικού οξέορ. Η πςειή ζπγθέληξσζε ησλ 

αιάησλ θαζηζηά ην KDS αδηάιπην θαη νη 

κεηνπζησκέλεο πξσηεΐλεο, ην ρξσκνζσκηθό DNA θαη 

ηα ππνιείκκαηα ηνπ θπηηάξνπ θαηαθξεκλίδνληαη ζε 

ζύκπινθα αιάησλ-απνξξππαληηθώλ. Αληίζεηα, ην 

πιαζκηδηαθό DNA παξακέλεη δηαιπηό ζην 

ππεξθείκελν θαη ζπιιέγεηαη ύζηεξα από 

θαηαθξήκληζε κε αηζαλόιε. Σν πιαζκηδηαθό DNA 

απαιιάζζεηαη από ην βαθηεξηαθό RNA κε 

αλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε θαηάιιειν ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα, ην νπνίν πεξηέρεη RNάζε Α (RNase A).  

Με ηε κέζνδν απηή κπνξνύκε λα 

απνκνλώζνπκε πιαζκηδηαθό DNA αξθεηό γηα 

δηάθνξεο εθαξκνγέο (ειεθηξνθνξήζεηο, πέςε κε 

έλδπκα πεξηνξηζκνύ) από πνιύ κηθξνύο όγθνπο 

θαιιηέξγεηαο. Είλαη κηα κέζνδνο θαηάιιειε θαη πνιύ 

εύρξεζηε γηα ηε γξήγνξε αλίρλεπζε 

αλαζπλδηαζκέλσλ πιαζκηδίσλ από έλαλ πιεζπζκό 

βαθηεξηαθώλ απνηθηώλ, αιιά θαη γηα ηελ απνκόλσζε 
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πιαζκηδίσλ πνπ κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα 

κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξηαθνύ μεληζηή.  

 

Λύσε με βπασμό 

Η δηαδηθαζία ζπλίζηαηαη ζηε ζπιινγή ησλ 

βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ, ηελ θαηαζηξνθή  ηνπ 

θπηηαξηθνύ ηνπο ηνηρώκαηνο θαη ηελ απνδηάηαμε ηνπ 

ρξσκνζσκηθνύ DNA θαη ησλ πξσηετλώλ κε 

πξνζζήθε EDTA, ιπζνδύκεο, απνξξππαληηθώλ θαη 

εθαξκνγή ζέξκαλζεο. Σν EDTA απνζηαζεξνπνηεί 

ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε θαη παξεκπνδίδεη ηε δξάζε 

λνπθιεαζώλ, ε λςσοδύμε απνηθνδνκεί ην θπηηαξηθό 

ηνίρσκα ησλ βαθηεξηώλ, ηα αποππςπαντικά  

δηαιπηνπνηνύλ ηε κεκβξάλε ελώ ν βπασμόρ 

απνδηαηάζζεη ην ρξσκνζσκηθό DNA. Σα θπηηαξηθά 

ππνιείκκαηα απνκαθξύλνληαη κε θπγνθέληξεζε ελώ 

ην πιαζκηδηαθό DNA πνπ εληνπίδεηαη ζην 

ππεξθείκελν, κπνξεί λα ζπιιερζεί κε θαηαθξήκληζε 

κε αηζαλόιε. 

Παξόιν πνπ ε κέζνδνο απηή είλαη ηαρύηεξε από 

ηελ αιθαιηθή ιύζε, δε ελδείθλπηαη όηαλ 

ρξεζηκνπνηνύκε πιαζκηδηαθό DNA από Ε.coli πνπ 

εθθξάδεη ηελ ελδνλνπθιεάζε Α, δηόηη δελ 

απελεξγνπνηείηαη πιήξσο θαη ην πιαζκίδην θαζηδάλεη 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο επώαζεο παξνπζία Mg
2+

. Ο 

πεξηνξηζκόο απηόο όκσο κπνξεί λα απνθεπρζεί αλ 

παξεκβάιινπκε αθόκε έλα βήκα, ζην νπνίν 

πξαγκαηνπνηνύκε εθρύιηζε κε θαηλόιε / ρισξν-

θόξκην. 

 

 

 

 

 

Εηθόλα 1: Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ  

θνπόο ηεο άζθεζεο είλαη ε απνκόλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ εηζάγαηε ζε βαθηήξηα E. coli (Άζθεζε 5) κε 

ηε κέζνδν ηεο αιθαιηθήο ιύζεο. Μεηά ηελ απνκόλσζή ηνπ, ην DNA ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα αλάιπζε κε 

ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ.  

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

Η θαιιηέξγεηα ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ βαθηεξίσλ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζξεπηηθό κέζν LB ζην νπνίν έρνπλ 

πξνζηεζεί 50 κg/ml ακπηθηιιίλεο. Σν πιαζκίδην pBS πεξηέρεη έλα γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιιίλε. Έηζη, 

ε παξνπζία ηνπ αληηβηνηηθνύ ζην ζξεπηηθό κέζν απαγνξεύεη ηελ αλάπηπμε βαθηεξίσλ πνπ δελ πεξηέρνπλ ην 

πιαζκίδην. Σν πξσηόθνιιν πνπ αθνινπζεί απνηειεί ηξνπνπνίεζε ησλ κεζόδσλ ησλ Birnboim & Doly (1979) θαη 

Ish-Horowicz & Burke (1981). 

 

Για να γίνει η απομόνωζη, ππέπει η καλλιέπγεια να είναι κοπεζμένη, άπα ππέπει να ξεκινήζει από ηην 

πποηγούμενη μέπα. Τι σπώμα αποικία θα διαλέξεηε για να εμβολιάζεηε ηο ςλικό ζαρ;  

 

1. Βαθηεξηαθά θύηηαξα πνπ πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην αλαπηύζζνληαη ζε πγξό ζξεπηηθό κέζν LB εκπινπηηζκέλν 

κε ην θαηάιιειν αληηβηνηηθό. 

2. ε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf κεηαθέξεηε 1.5 ml θνξεζκέλε βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα θαη θπγνθεληξείηε ζε 

3.000 g γηα 3 ιεπηά.   

3. Απνκαθξύλεηε ην ππεξθείκελν θαη ηνπνζεηείζηε ην ίδεκα (βαθηήξηα) ζε πάγν. ΠΡΟΟΧΗ: Σν ππεξθείκελν 

πεξηέρεη κηθξό αξηζκό βαθηεξίσλ θαη ζύκθσλα κε ηνπο θαλόλεο Ρ1 απαγνξεύεηαη λα πεηαρηεί σο έρεη. Γη 

απηό κεηαθέξεηέ ην ζε δνρείν πνπ πεξηέρεη απνιπκαληηθό δηάιπκα. 

4.  Αλαδηαιύζηε ην ίδεκα ζε 100 κl παγσκέλνπ δηαιύκαηνο Ι (50 mM glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl 

pH 8.0). Η αλαδηάιπζε επηηπγράλεηαη κε ηε βνήζεηα vortex (ηζρπξή αλάδεπζε). Αθήζηε ην ζσιελάθη 

eppendorf κε ην αλαδηαιπκέλν ίδεκα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 3-5 ιεπηά.  

5. Πξνζζέζηε 200 κl από πξόζθαηα παξαζθεπαζκέλν δηάιπκα ΙΙ (0.2 Ν ΝaOH, 1% SDS). Κιείζηε ην θαπάθη, 

αλαθαηέςηε ην πεξηερόκελν αλαπνδνγπξίδνληαο ην ζσιήλαθη eppendorf 5 θνξέο (ήπηα αλάδεπζε) θαη 

ηνπνζεηείζηε ην ζηνλ πάγν γηα 7-10 ιεπηά. ΠΡΟΟΧΗ: όρη vortex 

6. Πξνζζέζηε 150 κl παγσκέλνπ δηαιύκαηνο III (παξαζθεπάδεηαη κε 60ml νμηθνύ θαιίνπ 5M, 11,5ml νμηθνύ 

νμένο 100% θαη 28,5ml Η2Ο). Κιείζηε ην θαπάθη, αλαθαηέςηε ην πεξηερόκελν κε vortex γηα 3-4 δεπηεξόιεπηα 

θξαηώληαο ην ζσιελάθη eppendorf αλάπνδα θαη ηνπνζεηείζηε ην ζε πάγν γηα 8-10 ιεπηά.  

7. Φπγνθεληξείζηε ζε 12.000 g γηα 5 ιεπηά. Μεηαθέξεηε ην ππεξθείκελν ζε λέν ζσιελάθη eppendorf.  

8. Πξνζζέζηε 1 ml αηζαλόιε, θάληε vortex γηα κεξηθά δεπηεξόιεπηα θαη κεηά αθήζηε ηνλ ζσιήλα ζηνλ πάγν γηα 

5 ιεπηά.  

9. Φπγνθεληξείζηε ζε 12.000 g γηα 5 ιεπηά. Αθαηξέζηε πξνζεθηηθά ην ππεξθείκελν.  

10. ην ίδεκα πξνζζέζηε 0.5 ml 70% αηζαλόιεο, αλαθαηέςηε αλαπνδνγπξίδνληαο ην ζσιήλα 2-3 θνξέο θαη 

επαλαιάβαηε ηε δηαδηθαζία ηνπ βήκαηνο 9.  

11. ηεγλώζηε ην ίδεκα ζε μεξαληήξα θελνύ γηα 10 ιεπηά ή ζηνλ αέξα γηα πεξηζζόηεξε ώξα. Αλαδηαιύζηε ην 

ζηεγλό ίδεκα ζε 20 κl TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA). Η αλαδηάιπζε ππνβνεζείηαη κε 
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παξαηεηακέλν vortexing. Μηθξέο ζηαγόλεο πιηθνύ πνπ δηαζπείξνληαη ζηα εζσηεξηθά ηνηρώκαηα ηνπ ζσιήλα 

ζπγθεληξώλνληαη ζην θάησ κέξνο ηνπ ζσιήλα κε γξήγνξε θπγνθέληξεζε (5-10 sec).  

12. Αλ ζέινπκε λα δηώμνπκε ην RNA, πξνζζέηνπκε RNάζε Α ζε ζπγθέληξσζε 20 κg/ml θαη επσάδνπκε ζε 37ºC 

γηα 1 ώξα, ώζηε λα δξάζεη ην έλδπκν.   

 

εκεηώζεηο 

 Η απόδνζε ηεο κεζόδνπ γηα πιαζκίδηα πνιιαπιώλ αληηγξάθσλ (high copy number) θπκαίλεηαη από 3 έσο 5 κg DNA / 1 

ml αξρηθήο θαιιηέξγεηαο. 
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Άζκηζη 7 

ΥΑΡΣΟΓΡΑΦΗΗ DNA ΜΕ 

ΕΝΔΟΝΟΤΚΛΕΑΕ ΠΕΡΙΟΡΙΜΟΤ 

 

ΠΕΦΗ ΑΝΑΤΝΔΤΑΜΕΝΟΤ ΠΛΑΜΙΔΙΟΤ ΜΕ 

ΕΝΔΟΝΟΤΚΛΕΑΕ ΠΕΡΙΟΡΙΜΟΤ 

 

Η αλάπηπμε ηεο ζύγρξνλεο Μνξηαθήο Βηνινγίαο 

θαη Γελεηηθήο μεθίλεζε κε ηελ αλαθάιπςε ησλ ελδύκσλ 

πεξηνξηζκνύ. Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ είλαη εηδηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο πνπ αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο 

αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ θαη ηέκλνπλ θαηά ηξόπν 

θαζνξηζκέλν θαη επαλαιακβαλόκελν ην δίθισλν DNA. 

Λόγσ ηνπ επαλαιήςηκνπ ηξόπνπ πέςεο, ηα έλδπκα 

απηά επηηξέπνπλ α) ηε ραξηνγξάθεζε ησλ 

αιιεινπρηώλ DNΑ, β) ηελ πέςε (ηεκαρηζκό) κηαο 

αιιεινπρίαο DNA ζε κηθξά ηκήκαηα ηα νπνία είλαη 

δπλαηόλ λα κειεηεζνύλ ρσξηζηά θαη γ) ηελ 

επαλαζύλδεζε ησλ ηκεκάησλ απηώλ είηε γηα ηελ 

επαλαζπγθξόηεζε ηεο αξρηθήο αιιεινπρίαο είηε γηα ηε 

δεκηνπξγία λέσλ αλαζπλδπαζκέλσλ αιιεινπρηώλ. 

 

Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ απνκνλώλνληαη από 

πξνθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο, θπξίσο βαθηήξηα, ζηα 

νπνία ν θπζηνινγηθόο ηνπο ξόινο είλαη λα παξέρνπλ 

πξνζηαζία έλαληη ηεο εηζβνιήο βαθηεξηνθάγσλ. Σα 

έλδπκα απηά πέπηνπλ ην μέλν DNA, ελώ ην DNA ησλ 

βαθηεξίσλ πξνζηαηεύεηαη ιόγσ ηεο κεζπιίσζεο πνπ 

πθίζηαηαη από ηα ίδηα ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ ή από 

εηδηθέο κεζπιάζεο πνπ παξάγνληαη ζε ζπλδπαζκό κε 

ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ. Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

δηαθξίλνληαη ζε ηξείο ηύπνπο. Σα έλδπκα ηύπνπ Ι 

αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη ηέκλνπλ ην DNA ζε 

απόζηαζε 1000 έσο 5000 λνπθιενηηδίσλ, ηα έλδπκα 

ηύπνπ ΙΙ αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη ηέκλνπλ ην 

DNA εζσηεξηθά ηεο αιιεινπρίαο απηήο, ελώ ηα 

έλδπκα ηύπνπ ΙΙΙ αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη 

ηέκλνπλ ην DNA ζε απόζηαζε 20 πεξίπνπ 

λνπθιενηηδίσλ. ην εξγαζηήξην ρξεζηκνπνηνύληαη 

κόλν έλδπκα πεξηνξηζκνύ ηύπνπ ΙΙ. 

 

Η δξάζε ηνπο εζηηάδεηαη ζηελ αλαγλώξηζε 

εηδηθώλ παιίλδξνκσλ αιιεινπρηώλ ηεζζάξσλ έσο 

νθηώ βάζεσλ θαη ηελ πδξόιπζε ελόο 

θσζθνδηεζηεξηθνύ δεζκνύ ζε θάζε αιπζίδα ηεο 

πεξηνρήο απηήο, πξνο ηε ζέζε 3΄ ζε ζρέζε κε ηνλ 

άμνλα ζπκκεηξίαο (Δηθόλα 1).  

Παιίλδξνκεο νλνκάδνληαη νη αιιεινπρίεο, νη 

νπνίεο είλαη όκνηεο ζηηο δύν αιπζίδεο ηνπ DNA, όηαλ 

δηαβάδνληαη από ην 5΄ πξνο ην 3΄ άθξν. Με ηνλ ηξόπν 

απηό, θαη αλάινγα κε ηελ αιιεινπρία πνπ 

αλαγλσξίδνπλ, δεκηνπξγνύληαη ηκήκαηα DNA κε 

Εικόνα 1: Θέζε πεξηνξηζκνύ ζπκκεηξηθή σο πξνο ηνλ άμνλα 
πνπ πεξλά από ην κέζν ηεο. ηελ εηθόλα θαίλεηα ε ζέζε 
αλαγλώξηζεο ηεο EcoRI. Η αιιεινπρία είλαη παιίλδξνκε: 
είλαη ίδηα θαη ζηηο δύν αιπζίδεο ηνπ DNA όηαλ δηαβάδεηαη ζηελ 
ίδηα θαηεύζπλζε (ζην παξάδεηγκα απηό είλαη 5΄ GAATTC 3΄) 

 

Εικόνα 2: Παξαδείγκαηα ηνπ ηξόπνπ κε ηνλ νπνίν ηα έλδπκα 
πεξηνξηζκνύ πέπηνπλ ην DNA. (α) Η SmaI δεκηνπξγεί ιεία 
(ηπθιά) άθξα. (β) Η BamHI δεκηνπξγεί πξνεμέρνληα 
5΄κνλόθισλα (θνιιώδε) άθξα. (γ) Η PstI δεκηνπξγεί 
πξνεμέρνληα 3΄κνλόθισλα (θνιιώδε) άθξα. 
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ηπθιά ή πξνεμέρνληα κνλόθισλα άθξα (Δηθόλα 2).  

Σα πεξηζζόηεξα έλδπκα πεξηνξηζκνύ αθήλνπλ 

5΄κνλόθισλα άθξα ελώ ππάξρνπλ θαη άιια πνπ 

δεκηνπξγνύλ 3’ κνλόθισλα άθξα ή άιια πνπ θόβνπλ 

αθξηβώο ζηελ ίδηα ζέζε ζην δίθισλν DNA 

δεκηνπξγώληαο ηπθιά άθξα. Γεδνκέλνπ όηη ην DNA 

απνηειείηαη από επαλαιήςεηο ηεζζάξσλ 

δηαθνξεηηθώλ λνπθιενηηδίσλ (dAMP, dTMP, dGMP θαη 

dCΜP), ε πηζαλόηεηα κηα αιιεινπρία DNA λα 

παξνπζηάδεη ζέζεηο γηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ηεηξαλνπθιενηίδηα είλαη (1/4)
4
, δειαδή 

κηα πηζαλή ζέζε θάζε 256 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ 

όξν, ε πηζαλόηεηα γηα έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ 

εμαλνπθιενηίδηα είλαη (1/4)
6
, δειαδή κηα πηζαλή ζέζε 

θάζε 4096 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ όξν, ελώ ε 

πηζαλόηεηα γηα έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ αιιεινπρία 

8 λνπθιενηηδίσλ είλαη (1/4)
8
, δειαδή κία πηζαλή ζέζε 

θάζε 65.476 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ όξν (Δηθόλα 3). 

Βέβαηα, ν αθξηβέζηεξνο ππνινγηζκόο ηνπ κέζνπ 

κεγέζνπο πνπ παξάγνληαη από ηε δξάζε ησλ 

ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ εμαξηάηαη από ηελ 

πεξηεθηηθόηεηα ζε GC ηνπ DNA ζηόρνπ θαη ηεο 

αιιεινπρίαο αλαγλώξηζεο ηνπ ελδύκνπ.  

 

 

Εικόνα 3: πρλόηεηα εκθάληζεο ζέζεσλ πεξηνξηζκνύ ζε 
DNA ζηελ αιιεινπρία ηνπ νπνίνπ νη ηέζζεξηο βάζεηο 
αληηπξνζσπεύνληαη εμίζνπ.  

Υαρακηηριζηικά οριζμένων ενζύμων περιοριζμού 
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Η δξάζε ηνπ θάζε ελδύκνπ εμαξηάηαη θπξίσο από 

ηε ζεξκνθξαζία επώαζεο θαη ηε ζύζηαζε ηνπ 

ξπζκηζηηθνύ ηνπο δηαιύκαηνο (Buffer). Σα 

πεξηζζόηεξα έλδπκα δξνπλ ζπλήζσο ζηνπο 37C. Σν 

ξπζκηζηηθό δηάιπκα θαζνξίδεη ην pH θαη ηελ ηνληηθή 

ηζρύ ηνπ πεξηβάιινληνο, ζην νπνίν ζα δξάζεη ην 

έλδπκν. Σν pH ηνπ δηαιύκαηνο δηαηεξείηαη ζηαζεξό 

από ηελ παξνπζία Tris-HCl, ελώ ε ηνληηθή ηζρύο 

θαζνξίδεηαη θπξίσο από ηόληα Mg
+2

 θαη Na
+
 πνπ 

πεξηέρνληαη ζε απηό. Η ηνληηθή ηζρύο ηνπ δηαιύκαηνο 

κπνξεί λα είλαη πςειή, κέζε ή ρακειή. Σν ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα κπνξεί λα πεξηέρεη επίζεο ζνπιθηδξπιηθνύο 

παξάγνληεο όπσο ε β-κεξθαπηαηζαλόιε θαη 

δηζεηνζξετηόιε (DTT) (ηζρπξνί αλαγσγηθνί 

παξάγνληεο), νη νπνίνη απνζθνπνύλ ζηελ αλαζηνιή 

ηεο δξάζεο λνπθιεαζώλ πνπ ελδερνκέλσο ππάξρνπλ 

θαζώο επίζεο θαη ζηαζεξνπνηεηέο ελδύκνπ, όπσο ε 

νξνιεπθσκαηίλε (bovine serum albumin-BSA) θαη κε 

ηνληηθά απνξξππαληηθά (Tween 20 θαη Triton X-100). 

Η πνζόηεηα ηνπ ελδύκνπ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί 

απνηειεί ζπλάξηεζε ηεο ελεξγόηεηάο ηνπ θαη ηεο 

πνζόηεηαο θαη κεγέζνπο ηνπ πξνο θαηάηκεζε DNA. 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

θνπόο ηεο άζθεζεο είλαη ε πέςε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζαηε ζηελ πξνεγνύκελε άζθεζε ώζηε λα 

θαηαζθεπάζεηε έλα ράξηε πεξηνξηζκνύ γηα ην θισλνπνηεκέλν έλζεκά ζαο. Θα πξαγκαηνπνηήζεηε ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο αληηδξάζεηο πέςεηο κε δύν δηαθνξεηηθά έλδπκα θαη ην ζπλδπαζκό απηώλ. 

 
 
ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

Ωο κνλάδα ελεξγόηεηαο ηνπ ελδύκνπ (unit) νξίδεηαη ζπλήζσο ην πνζό ελδύκνπ (ζε αληίδξαζε 20 κl) πνπ απαηηείηαη 

γηα ηελ θαηάηκεζε 1 κg DNA (κεγέζνπο 40 kb) ζε κία ώξα ζηελ απαηηνύκελε ζεξκνθξαζία. Γεληθά, 1 κg DNA ζέιεη 

2-3 U (κνλάδεο) ελδύκνπ πεξηνξηζκνύ ζε 10-20 κl ηειηθνύ όγθνπ αληίδξαζεο θαη 1-2 h ρξόλν πέςεο. Η 

ζπγθέληξσζε αιάησλ θαη ε ζεξκνθξαζία πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη θάζε θνξά είλαη εηδηθέο θαη αλαγξάθνληαη ζηα 

ζπλνδεπηηθά θπιιάδηα ησλ ελδύκσλ. Ο όγθνο ηνπ ελδύκνπ πεξηνξηζκνύ πνπ πξνζηίζεηαη δελ πξέπεη λα μεπεξλά ην 

1/10 ηνπ ηειηθνύ όγθνπ ηεο αληίδξαζεο, γηαηί ε γιπθεξόιε πνπ πεξηέρεηαη ζην δηάιπκα ηνπ ελδύκνπ κπνξεί λα 

επεξεάζεη ηελ αληίδξαζε. 

ηελ πεξίπησζε ηεο ηαπηόρξνλεο πέςεο κε δύν δηαθνξεηηθά έλδπκα πξέπεη λα δώζεηε ηδηαίηεξε πξνζνρή ζην 

ξπζκηζηηθό δηάιπκα πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζεηε. Δάλ ε ζπγθέληξσζε αιάησλ θαη ε ζεξκνθξαζία είλαη δηαθνξεηηθή γηα 

ηα δύν έλδπκα, ζα πξέπεη λα πξαγκαηνπνηήζεηε ηελ αληίδξαζε κε ην έλα έλδπκν θαη ζηε ζπλέρεηα κε ην δεύηεξν.  

 

Ανηίδραζη πέψης 

1. Δηνηκάζηε ηηο αληηδξάζεηο 

 

  Ανηίδραζη 1 Ανηίδραζη 2 Ανηίδραζη 3 

Αληηδξαζηήξηα  Αξρηθή C Σειηθή C  Αξρηθή C Σειηθή C  Αξρηθή C Σειηθή C 

Πιαζκηδηαθό DNA   5 κl   5 κl    5 κl   

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα (Buffer)   10X  1X   10X 1X   10X  1X 

Έλδπκν 1   10 u/κl 2 unit   - -   10 u/κl 2 unit 

Έλδπκν 2   - -   10 u/κl 2 unit   10 u/κl 2 unit 

H2O                   

Σειηθόο όγθνο 20 κl     20 κl     20 κl     

  

 

 

2. Δπσάζηε ηηο αληηδξάζεηο ζαο γηα 2 h ζηνπο 37ºC. 

3. Αθνινύζσο νη αληηδξάζεηο απνζεθεύνληαη ζηνπο -20C. 

 
εκεηώζεηο 
 Οη ελδνλνπθιεάζεο δηαηεξνύληαη ζε δηάιπκα γιπθεξόιεο 50% θαη ζε ζεξκνθξαζία -20°C.  

 Η ελεξγόηεηα ηνπ ελδύκνπ κπνξεί λα κεησζεί ζε ζπλζήθεο πςεινύ pH ή/θαη παξνπζία νξγαληθώλ δηαιπηώλ.  

 Η πνζόηεηα ηνπ ελδύκνπ κπνξεί λα κεησζεί εάλ απμεζεί ν ρξόλνο επώαζεο ηεο αληίδξαζεο.  
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Άζκηζη 8 

 

 ΥΑΡΣΟΓΡΑΦΗΗ DNA ΜΕ 

ΕΝΔΟΝΟΤΚΛΕΑΕ ΠΕΡΙΟΡΙΜΟΤ 

 

 

Έλαο ράξηεο πεξηνξηζκνύ απνηειεί ηε δνκηθή 

αλάιπζε (ηνλ πξνζδηνξηζκό δειαδή ησλ ζεκείσλ 

αλαγλώξηζεο ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ) κηαο αιιεινπρίαο 

DNA κε ηε ρξήζε ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ. Η 

ραξηνγξάθεζε κε ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνύ 

βαζίδεηαη ζην όηη ην ζεκείν πεξηνξηζκνύ πνπ 

δεκηνπξγείηαη από κία ζπγθεθξηκέλε ελδνλνπθιεάζε ζε 

έλα ηκήκα DNA εμαξηάηαη από ηε λνπθιενηηδηθή 

αιιεινπρία πνπ αλαγλσξίδεη ην έλδπκν απηό. Δηαθνξέο 

ζηε λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία πηζαλώλ ζεκείσλ 

αλαγλώξηζεο ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ ζε έλα ηκήκα DNA 

νδεγεί ζηε δεκηνπξγία ηκεκάησλ πεξηνξηζκνύ κε 

δηαθνξεηηθό αξηζκό θαη κήθνο. Σπγθξίλνληαο ην 

κέγεζνο ησλ δηαθνξεηηθώλ απηώλ ηκεκάησλ 

πεξηνξηζκνύ πνπ παξάγνληαη από κία αιιεινπρία 

DNA κεηά ηελ επεμεξγαζία ηεο κε έλα ζπλδπαζκό 

δηαθνξεηηθώλ ελδύκσλ, κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί έλαο 

ράξηεο πεξηνξηζκνύ ηεο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο. 

Ο ράξηεο απηόο ζα αληηθαηνπηξίδεη ηε δηεπζέηεζε 

θαζελόο ζεκείνπ πεξηνξηζκνύ ζε ζρέζε κε ηα γεηηνληθά 

ηνπ ζεκεία πεξηνξηζκνύ πνπ αλαγλσξίδνληαη 

αληίζηνηρα από άιιεο ελδνλνπθιεάζεο.  

 

Καηαζκεσή πρόησπης καμπύλης για ηον 

προζδιοριζμό ηοσ μεγέθοσς ηων ζωνών 

Η θακπύιε θαηαζθεπάδεηαη κε βάζε ηελ 

θηλεηηθόηεηα ησλ δσλώλ ηνπ κάξηπξα. Οη απνζηάζεηο 

ηνπο (ζε cm) από ην ζεκείν εθθίλεζεο, ηνπνζεηνύληαη 

ζην γξακκηθό άμνλα ησλ x, ελώ ηα κεγέζε ησλ 

αληίζηνηρσλ δσλώλ (ζε bp ή kb) ζην ινγαξηζκηθό 

άμνλα ησλ y.  

 

Υποιογησκός κεγέζοσς δωλώλ 

Με βάζε ηελ πξόηππε θακπύιε πξνζδηνξίδνληαη ηα 

κεγέζε ησλ δσλώλ γηα θάζε αληίδξαζε. Τν άζξνηζκα 

ησλ κεγεζώλ πξέπεη λα είλαη ην ίδην γηα όιεο ηηο 

αληηδξάζεηο, εθηόο αλ ππάξρνπλ δώλεο κε πνιύ κηθξό 

κέγεζνο, θαη επνκέλσο δελ δηαθξίλνληαη ζην πήθησκα, 

ή αλ δύν ή πεξηζζόηεξεο δώλεο έρνπλ ηελ ίδηα 

θηλεηηθόηεηα. Σηε δεύηεξε πεξίπησζε, νη δηπιέο ή 

ηξηπιέο δώλεο δηαθξίλνληαη εύθνια, επεηδή έρνπλ 

κεγαιύηεξε έληαζε. Επίζεο, ππάξρεη πξόβιεκα 

ιάζνπο ζηελ εθηίκεζε κεγάισλ δσλώλ (πρ πάλσ από 

7 kb) θαη γη απηό ν θαλόλαο είλαη λα εθηηκάηαη ην 

ζπλνιηθό κήθνο ηνπ άγλσζηνπ DNA ζε ζπλδπαζκό κε 

ηελ εμέιημε ηεο όιεο δηαδηθαζίαο.  

 

Ανάλσζη αποηελεζμάηων  

Τα επόκελα βήκαηα δελ κπνξνύλ λα πεξηγξαθνύλ 

κε ζαθήλεηα, αθνύ ππάξρεη άπεηξνο αξηζκόο 

πεξηπηώζεσλ. Πάλησο, ε γεληθή ηαθηηθή είλαη λα 

ηνπνζεηνύληαη ζε ηπραία ζεηξά νη δώλεο από κηα 

αληίδξαζε πέςεο κε έλα έλδπκν πεξηνξηζκνύ 

(δηαιέγνπκε θάπνηα πνπ δίλεη ιίγεο αιιά ζαθείο δώλεο) 

θαη θαηόπηλ κε βάζε ηα κεγέζε ησλ δσλώλ από δηπιέο 

πέςεηο, πξνζπαζνύκε λα επηβεβαηώζνπκε ή λα 

απνξξίςνπκε ηελ αξρηθή δηεπζέηεζε. Έηζη πξνθύπηεη 

έλαο ράξηεο ν νπνίνο πεξηέρεη κεξηθέο (αλ όρη όιεο) 

αθξηβείο ζέζεηο γηα κηα ηνπιάρηζηνλ ελδνλνπθιεάζε 

πεξηνξηζκνύ. Οη ζέζεηο απηέο απνηεινύλ ην ζεκείν 

αλαθνξάο γηα ηελ ηνπνζέηεζε άιισλ ζέζεσλ, πάληα 

κε βάζε δηπιέο ή θαη ηξηπιέο αθόκε αληηδξάζεηο 

πέςεο. Πνιιέο θνξέο δεκηνπξγείηαη ε αλάγθε γηα 

πξόζζεηεο αληηδξάζεηο κε λέεο ελδνλνπθιεάζεο θαη κε 

λένπο ζπλδπαζκνύο. Γη απηό, ε όιε δηαδηθαζία κπνξεί 

λα δηαξθέζεη κεξηθέο κέξεο, ρσξίο λα ππάξρεη εγγύεζε 

όηη ζα ραξηνγξαθεζνύλ όιεο νη ζέζεηο ησλ επηζπκεηώλ 

ελδύκσλ.  

 

Η δηαδηθαζία ηεο ραξηνγξάθεζεο κπνξεί λα γίλεη 

επθνιόηεξα θαηαλνεηή κε ην επόκελν παξάδεηγκα. Αο 

ππνζέζνπκε όηη ζην πιαζκίδην pBluescript έρεη 

θισλνπνηεζεί ζηε ζέζε BamHI έλα DNA κε άγλσζην 

κέγεζνο θαη ράξηε. Τν pBS έρεη κέγεζνο 2.7 kb (Εηθόλα 

1).  

Υπνζέηνπκε όηη ζέινπκε λα ραξηνγξαθήζνπκε ην 

παξεκβαιιόκελν DNA (έλζεκα-insert) γηα ηα έλδπκα 

πεξηνξηζκνύ EcoRI θαη HindIII. Σηε θσηνγξαθία ηνπ 

πεθηώκαηνο αγαξόδεο ηεο Εηθόλαο 2 βιέπεηε ηα 

πξνθίι ησλ πέςεσλ κε ηα έλδπκα απηά θαη ηνπο 

ζπλδπαζκνύο ηνπο. 
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Με ππνδεθάκεηξν κεηξάκε ηελ απόζηαζε ησλ δσλώλ 

ηνπ κάξηπξα από ην ζεκείν εθθίλεζεο ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο θαη θαηαζθεπάδνπκε ηνλ πίλαθα 

απόζηαζεο-κεγέζνπο θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ πξόηππε 

θακπύιε ζε εκηινγαξηζκηθό ραξηί.  

 

Εικόνα 2: Φωτογραυία τοσ πεθτώκατος πέψες τωλ 
περηορηστηθώλ ελδύκωλ. Μ: κάρτσρας κορηαθώλ 
βαρώλ, Ε: EcoRI, H: HindIII, B: BamHI 

Εικόνα 1: Ο θνξέαο pBS 

2.7 kb 

2.7 kb 
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Τν επόκελν βήκα είλαη ε κέηξεζε ησλ απνζηάζεσλ 

ησλ δσλώλ ησλ ππνινίπσλ δεηγκάησλ θαη ν 

ππνινγηζκόο ηνπ κεγέζνπο ηεο θάζε κηαο κε βάζε ησλ 

θακπύιε. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Με βάζε ηα ζηνηρεία ηνπ Πίλαθα θαη δεδνκέλνπ όηη 

ην DNA είλαη θπθιηθό θαηαζθεπάδνπκε ην ράξηε πέςεο 

ησλ πεξηνξηζηηθώλ ελδύκσλ. 
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ΚΟΠΟ ΑΚΗΗ 

Σθνπόο ηεο άζθεζεο είλαη ε ειεθηξνθόξεζε ησλ αληηδξάζεσλ πέςεο ηεο πξνεγνύκελεο άζθεζεο ώζηε λα 

θαηαζθεπάζεηε ην ράξηε πεξηνξηζκνύ ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ ζαο κε βάζε ηνλ αξηζκό θαη ην 

κέγεζνο ησλ ηκεκάησλ πνπ ζα πξνθύςνπλ από ηηο κνλέο θαη δηπιέο αληηδξάζεηο πέςεο. 

 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

Ηιεθηξνθόξεζε θαη θσηνγξάθεζε ηνπ πεθηώκαηνο 

1. Ηιεθηξνθνξείζηε κε ηε ζεηξά ηε κνλή θαη ζηε ζπλέρεηα ηε δηπιή αληίδξαζε πέςεο. 

2. Παξάιιεια ειεθηξνθνξείζηε θαη έλα κάξηπξα κνξηαθνύ βάξνπο. 

3. Μεηά ην πέξαο ηεο ειεθηξνθόξεζεο θσηνγξαθείζηε ην πήθησκα. 

4. Φαξηνγξαθείζηε ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην ζαο. 

 

Σεκεηώζεηο  

 Σεκαληηθόο παξάγνληαο γηα ηελ επηηπρία ελόο ράξηε είλαη ε πιήξεο πέςε ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ ζέινπκε λα 

αλαιύζνπκε κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ, ώζηε πξντόληα κεξηθήο πέςεο λα κελ παξεκβαίλνπλ ζηελ αλάιπζε ησλ 

ηκεκάησλ πεξηνξηζκνύ πνπ έρνπλ παξαρζεί. 

 



 

  ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 



48 

 

 



49 

 

Α. ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑ ΧΑΡΣΟΓΡΑΦΗΗ 

 

Κισλνπνηήζαηε έλα άγλσζην έλζεκα ζηε ζέζε EcoRI ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pBS. Πξνθεηκέλνπ λα 

ραξηνγξαθήζεηε ην έλζεκα πξνρσξήζαηε ζε πέςεηο ηόζν ηνπ απινύ, όζν θαη ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ 

πιαζκηδίνπ (construct), κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ EcoRI θαη BamHI. Σν BamHI θόβεη ηνλ θνξέα πνιύ θνληά 

ζην EcoRI (ηόζν ώζηε λα ζεσξήζεηε όηη θόβνπλ ζηελ ίδηα ζέζε). Σα απνηειέζκαηα ησλ πέςεσλ θαίλνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα: 

 

pBS/ 

EcoRI 

pBS/ 

BamHI 

pBS/ 

EcoRI / BamHI 

Construct/ 

EcoRI 

Construct/ 

BamHI 

Construct/ 

EcoRI / BamHI 

3kb 3kb 3kb 3kb 4.3kb 3kb 

   0.4kb 0.7kb 0.9kb 

   1.6kb  0.7kb 

     0.4kb 

 

ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕ 

 Ση κέγεζνο έρεη ην πιαζκίδν? 3 kb 

  Ση κέγεζνο έρεη ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην? 5 kb 

  Ση κέγεζνο έρεη ην έλζεκα? 5-3=2 kb 

 Κάζε αληίδξαζε πέςεο πξέπεη λα παξνπζηάδεη ην ίδην κέγεζνο πιαζκηδίνπ ή αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ. 

Σν άζξνηζκα ησλ δσλώλ δειαδή λα είλαη ζηαζεξό ζε θάζε αληίδξαζε πέςεο. 

  Πόζεο θνξέο θόβεη ην EcoRI ή BamHI ην πιαζκίδην? Αθνύ ππάξρεη κία δώλε θαη ην πιαζκίδην είλαη θπθιηθό, 

ηα δύν έλδπκα θόβνπλ κία θνξά. 

 

 

 

 Πόζεο θνξέο θόβεη ην EcoRI ή BamHI ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην? Σν EcoRI θόβεη 3 θνξέο αθνύ 

ππάξρνπλ 3 δώλεο, ελώ ην BamHI δύν θνξέο. 

  Οη δύν επηπιένλ δώλεο πνπ παξνπζηάδεη ην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην από ην απιό πιαζκίδην ζηελ 

πεξίπησζε ηνπ EcoRI, θαη ε κία ζηελ πεξίπησζε ηνπ BamHI, δειώλνπλ όηη ην έλδπκν θόβεη δύν θαη κία 

θνξά, αληίζηνηρα, κέζα ζην έλζεκα.    
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ΧΑΡΣΗ 

 Πξόηαζε θιεηδί: Κλωνοποιήζαηε ένα άγνωζηο ένθεμα ζηη θέζη EcoRI. Επνκέλσο μέξεηε πνύ λα 

ηνπνζεηήζεηε ην έλζεκα ζηνλ ράξηε. Σν έλζεκα ζα έρεη άθξα EcoRI. Απηό ζεκαίλεη όηη εάλ θόςεηε ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην κε EcoRI ζα ζαο δώζεη ζίγνπξα κία δώλε πνπ ζα είλαη ν θνξέαο θαη κία ην 

έλζεκα (εάλ θπζηθά ην έλδπκν δελ θόβεη κέζα ζην έλζεκα) 

 

 ηελ πεξίπησζε καο, ν πίλαθαο δείρλεη όηη έρνπκε ηε δώλε ηνπ θνξέα (3 kb) θαη όηη ην έλζεκα (2 kb) θόβεηαη 

ζε δύν δώλεο, 0.4 kb θαη 1.6 kb. Επνκέλσο ππάξρνπλ δύν πεξηπηώζεηο.  

 

 

 

  Επόκελν βήκα ε πέςε κε BamHI. Αθνύ από ηελ αληίδξαζε πέςεο πξνθύπηεη κία δώλε ζην απιό πιαζκίδην 

θαη δύν ζην αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην, ηo BamHI θόβεη κία θνξά ην θνξέα θαη κία ην έλζεκα. ύκθσλα κε 

ηελ εθθώλεζε ην BamHI ζεσξείηαη όηη θόβεη ζηελ ίδηα ζέζε κε ην EcoRI θη έρνπκε δύν δώλεο, 4.3 kb θαη 0.7 

kb. Οη πεξηπηώζεηο πνπ πξνθύπηνπλ είλαη νη εμήο: 

 

 

 πλδπάδνληαο ηηο πεξηπηώζεηο ησλ δύν ελδύκσλ ζε έλα ράξηε επηιέγνπκε ηελ πεξίπησζε πνπ ζπκθσλεί κε 

ηηο δώλεο ηεο δηπιήο πέςεο ηνπ πίλαθα.   
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Παράδειγμα 2 

Κισλνπνηήζαηε έλα άγλσζην έλζεκα ζηε ζέζε AluI ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pBS. Πξνθεηκέλνπ λα 

ραξηνγξαθήζεηε ην έλζεκα πξνρσξήζαηε ζε πέςεηο ηόζν ηνπ απινύ, όζν θαη ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ 

πιαζκηδίνπ, κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ AluI θαη BamHI. Σν BamHI θόβεη ηνλ θνξέα πνιύ θνληά ζην AluI (ηόζν 

ώζηε λα ζεσξήζεηε όηη θόβνπλ ζηελ ίδηα ζέζε). Σα απνηειέζκαηα ησλ πέςεσλ θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ 

πίλαθα: 

 

pBS/ 

AluI 

Construct/ 

AluI 

pBS/ 

BamHI 

Construct/ 

BamHI 

pBS/ 

AluI / BamHI 

Construct/ 

AluI / BamHI 

6kb 6kb 6kb 8.6kb 6kb 6kb 

 0.8kb  1.4kb  1.8kb 

 3.2kb    1.4kb 

     0.8kb 
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