
BIOΛOΓIA TΩN MIKPOOPΓANIΣMΩN – ΠANEΠIΣTHMIAKEΣ EKΔOΣEIΣ KPHTHΣ



ΜετάλλαξηΜετάλλαξη καικαι ΑνασυνδυασμόςΑνασυνδυασμός

ΜετάλλαξηΜετάλλαξη ήή μεταλλαγήμεταλλαγή είναιείναι οποιαδήποτεοποιαδήποτε κληρονομήσιμηκληρονομήσιμη
αλλαγήαλλαγή τηςτης αλληλουχίαςαλληλουχίας τωντων βάσεωνβάσεων τουτου νουκλεϊκούνουκλεϊκού οξέοςοξέος, , πουπου
αποτελείαποτελεί τοτο γονιδίωμαγονιδίωμα ((σύνολοσύνολο τωντων γονιδίωνγονιδίων) ) ενόςενός οργανισμούοργανισμού ήή
ιούιού..
ΓενετικόςΓενετικός ανασυνδυασμόςανασυνδυασμός είναιείναι ηη διαδικασίαδιαδικασία μέσωμέσω τηςτης οποίαςοποίας
γενετικάγενετικά στοιχείαστοιχεία απόαπό διαφορετικάδιαφορετικά μέρημέρη ενόςενός γονιδιώματοςγονιδιώματος ((ήή μέρημέρη
διαφορετικώνδιαφορετικών γονιδιωμάτωνγονιδιωμάτων) ) συνενώνονταισυνενώνονται σεσε έναένα νέονέο γενετικόγενετικό
στοιχείοστοιχείο
ΓιαΓια νανα διαπιστωθείδιαπιστωθεί πειραματικάπειραματικά ηη γενετικήγενετική ανταλλαγήανταλλαγή μεταξύμεταξύ δύοδύο
οργανισμώνοργανισμών χρησιμοποιούμεχρησιμοποιούμε γενετικούςγενετικούς δείκτεςδείκτες ((δηλδηλ γονίδιαγονίδια πουπου
συνδέονταισυνδέονται μεμε εύκολαεύκολα αναγνωρίσιμααναγνωρίσιμα φαινοτυπικάφαινοτυπικά χαρακτηριστικάχαρακτηριστικά))
ΣτελέχηΣτελέχη μικροοργανισμώνμικροοργανισμών πουπου φέρουνφέρουν μεταλλάξειςμεταλλάξεις ονομάζονταιονομάζονται
μεταλλαγμέναμεταλλαγμένα ενώενώ τατα αρχικάαρχικά στελέχηστελέχη ((συνήθωςσυνήθως απομονωμένααπομονωμένα απόαπό
τηντην φύσηφύση) ) ονομάζονταιονομάζονται άγριουάγριου ήή φυσικούφυσικού τύπουτύπου



ΑπομόνωσηΑπομόνωση μεταλλαγμάτωνμεταλλαγμάτων

ΘεωρητικάΘεωρητικά κάθεκάθε χαρακτηριστικόχαρακτηριστικό ενόςενός οργανισμούοργανισμού μπορείμπορεί νανα
τροποποιηθείτροποποιηθεί μέσωμέσω μετάλλαξηςμετάλλαξης. . ΚάποιεςΚάποιες αλλαγέςαλλαγές χαρακτηριστικώνχαρακτηριστικών
είναιείναι επιλέξιμεςεπιλέξιμες ((προσδίδουνπροσδίδουν πλεονέκτημαπλεονέκτημα στουςστους οργανισμούςοργανισμούς) ) ενώενώ
άλλεςάλλες μημη επιλέξιμεςεπιλέξιμες ((δενδεν προσδίδουνπροσδίδουν προφανέςπροφανές πλεονέκτημαπλεονέκτημα σεσε
κάποιεςκάποιες συνθήκεςσυνθήκες))
ΟιΟι μεταλλάξειςμεταλλάξεις πουπου μαςμας ενδιαφέρουνενδιαφέρουν μπορούνμπορούν νανα εντοπιστούνεντοπιστούν
μέσωμέσω τηςτης διαλογήςδιαλογής ((screening) screening) μεγάλουμεγάλου αριθμούαριθμού αποικιώναποικιών
μικροοργανισμώνμικροοργανισμών ήή τηςτης επιλογήςεπιλογής ((εφαρμογήεφαρμογή συγκεκριμένουσυγκεκριμένου
περιβάλλοντοςπεριβάλλοντος))





Τεχνική αποτυπωτικής επίστρωσης σε εκλεκτικά θρεπτικά μέσα



ΜοριακήΜοριακή βάσηβάση τωντων μεταλλάξεωνμεταλλάξεων

ΟιΟι μεταλλάξειςμεταλλάξεις μπορείμπορεί νανα είναιείναι είτεείτε αυθόρμητεςαυθόρμητες ((λάθηλάθη στηνστην
αντιγραφήαντιγραφή τουτου DNA,DNA,φυσικήφυσική ραδιενέργειαραδιενέργεια) ) είτεείτε επαγόμενεςεπαγόμενες ((χημικάχημικά, , 
ακτινοβολίαακτινοβολία, , μεταθετάμεταθετά γενετικάγενετικά στοιχείαστοιχεία))
ΟιΟι μεταλλάξειςμεταλλάξεις πουπου αφορούναφορούν έναένα ήή λίγαλίγα ζεύγηζεύγη βάσεωνβάσεων ονομάζονταιονομάζονται
σημειακέςσημειακές μεταλλάξειςμεταλλάξεις ((point mutations)point mutations)
ΑντικατάστασηΑντικατάσταση βάσεωνβάσεων, , μικροένθεσημικροένθεση, , μικροέλλειμμαμικροέλλειμμα
ΗΗ αντικατάστασηαντικατάσταση βάσεωνβάσεων οδηγείοδηγεί σεσε παρανοηματικήπαρανοηματική, , μημη
νοηματικήνοηματική ήή σιωπηλήσιωπηλή μετάλλαξημετάλλαξη



Συνέπειες αντικατάστασης βάσεων σε γονίδιο που
κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη



Μεταλλάξεις μετατόπισης πλαισίου ανάγνωσης



ΟπισθόδρομεςΟπισθόδρομες μεταλλάξειςμεταλλάξεις

ΟιΟι σημειακέςσημειακές μεταλλάξειςμεταλλάξεις είναιείναι κάποιεςκάποιες φορέςφορές αναστρέψιμεςαναστρέψιμες καικαι
επαναφέρουνεπαναφέρουν τοτο φαινότυποφαινότυπο άγριουάγριου τύπουτύπου σεσε έναένα μεταλλαγμένομεταλλαγμένο
στέλεχοςστέλεχος. . ΟιΟι μεταλλάξειςμεταλλάξεις αυτέςαυτές ονομάζονταιονομάζονται οπισθόδρομεςοπισθόδρομες ήή
αναστροφέςαναστροφές..
ΟιΟι αναστροφέςαναστροφές είναιείναι δύοδύο ειδώνειδών: : αναστροφέςαναστροφές ίδιαςίδιας θέσηςθέσης
((τροποποιήσητροποποιήση τηςτης ίδιαςίδιας βάσηςβάσης) ) ήή αναστροφέςαναστροφές δεύτερηςδεύτερης θέσηςθέσης ((σεσε
νέανέα θέσηθέση στοστο DNA).DNA).
ΟιΟι μεταλλάξειςμεταλλάξεις δεύτερηςδεύτερης θέσηςθέσης μπορούνμπορούν καικαι αυτέςαυτές νανα επαναφέρουνεπαναφέρουν
τοντον αρχικόαρχικό φαινότυποφαινότυπο ((στηνστην περίπτωσηπερίπτωση αυτήαυτή ονομάζονταιονομάζονται
κατασταλτικέςκατασταλτικές μεταλλάξειςμεταλλάξεις))



ΣυχνότηταΣυχνότητα μεταλλάξεωνμεταλλάξεων

ΗΗ συχνότητασυχνότητα τωντων διάφορωνδιάφορων τύπωντύπων μεταλλάξεωνμεταλλάξεων ποικίλειποικίλει σημαντικάσημαντικά
ΣφάλματαΣφάλματα στηνστην αντιγραφήαντιγραφή τουτου DNA DNA συμβαίνουνσυμβαίνουν μεμε συχνότητασυχνότητα 1010--77--
1010--1111 αναανα ζεύγοςζεύγος βάσεωνβάσεων. . ΈναΈνα τύπικοτύπικο γονίδιογονίδιο έχειέχει περίπουπερίπου 1000 1000 
ζεύγηζεύγη βάσεωνβάσεων, , άραάρα ηη σύχνότητασύχνότητα σφαλμάτωνσφαλμάτων είναιείναι 1010--44 μεμε 1010--88 αναανα
γενεάγενεά. . ΜιαΜια πλήρωςπλήρως ανεπτυγμένηανεπτυγμένη βακτηριακήβακτηριακή καλλιέργειακαλλιέργεια μπορείμπορεί νανα
έχειέχει 10108 8 μεμε 101099 κύτταρακύτταρα αναανα ml ml άραάρα υπάρχουνυπάρχουν πιθανώςπιθανώς αρκετέςαρκετές
διαφορετικέςδιαφορετικές μεταλλάξειςμεταλλάξεις σεσε μιαμια καλλιέργειακαλλιέργεια
ΗΗ συχνότητασυχνότητα τωντων μεταλλάξεωνμεταλλάξεων επηρεάζεταιεπηρεάζεται απόαπό τηντην παρουσίαπαρουσία
μικρώνμικρών επαναλαμβανόμενωνεπαναλαμβανόμενων αλληλουχιώναλληλουχιών στοστο γονιδίωμαγονιδίωμα. . ΟιΟι
περιοχέςπεριοχές αυτέςαυτές ονομάζονταιονομάζονται σημείασημεία υψηλήςυψηλής ενεργότηταςενεργότητας ((hot hot 
spots)spots) καικαι σεσε αυτέςαυτές τιςτις περιοχέςπεριοχές ηη πιθανότηταπιθανότητα σφάλματοςσφάλματος απόαπό τηντην
DNADNA πολυμεράσηπολυμεράση είναιείναι αυξημένηαυξημένη
To RNATo RNA μεταλλάσσεταιμεταλλάσσεται πιοπιο γρήγοραγρήγορα απόαπό τοτο DNADNA



ΜεταλλαξιγένεσηΜεταλλαξιγένεση--ΧημικάΧημικά μεταλλαξιγόναμεταλλαξιγόνα

ΑνάλογαΑνάλογα βάσεωνβάσεων ((δομήδομή όμοιαόμοια μεμε τιςτις πουρίνεςπουρίνες ήή τιςτις πυριμιδίνεςπυριμιδίνες) ) πχπχ
55--βρωμοουρακίληβρωμοουρακίλη, 2, 2--αμινοπουρίνηαμινοπουρίνη
ΠαράγοντεςΠαράγοντες αλκυλίωσηςαλκυλίωσης ((πρόκλησηπρόκληση άμεσωνάμεσων χημικώνχημικών μεταβολώνμεταβολών) ) 
πχπχ νιτροζογουανιδίνηνιτροζογουανιδίνη
ΠαρεμβαλλόμενοιΠαρεμβαλλόμενοι παράγοντεςπαράγοντες ((εισχωρούνεισχωρούν ανάμεσαανάμεσα σεσε 2 2 ζεύγηζεύγη
βάσεωνβάσεων καικαι τατα απωθούναπωθούν μεμε αποτέλεσμααποτέλεσμα κατάκατά τηντην αντιγραφήαντιγραφή νανα
δημιουργούνταιδημιουργούνται μικροενθέσειςμικροενθέσεις ήή μικροελλείμματαμικροελλείμματα) ) πχπχ ακριδίνεςακριδίνες, , 
βρωμιούχοβρωμιούχο αιθίδιοαιθίδιο..





ΜεταλλαξιγένεσηΜεταλλαξιγένεση--ΑκτινοβολίαΑκτινοβολία

ΥπεριώδηςΥπεριώδης ακτινοβολίαακτινοβολία ((μέγιστημέγιστη απορρόφησηαπορρόφηση τωντων νουκλεϊκώννουκλεϊκών
οξέωνοξέων σταστα 260 260 nm)nm). . ΠροκαλείΠροκαλεί τηντην δημιουργίαδημιουργία διμερώνδιμερών
πυριμιδίνηςπυριμιδίνης ((κυτοσίνηκυτοσίνη, , θυμίνηθυμίνη) ) ανάμεσαανάμεσα σεσε γειτονικέςγειτονικές βάσειςβάσεις μεμε
αποτέλεσμααποτέλεσμα τηντην αύξησηαύξηση σφαλμάτωνσφαλμάτων κατάκατά τηντην αντιγραφήαντιγραφή τουτου DNA. DNA. 
H H υπεριώδηςυπεριώδης ακτινοβολίαακτινοβολία χρησιμοποιείταιχρησιμοποιείται γιαγια τηντην απολύμανσηαπολύμανση
επιφανειώνεπιφανειών απόαπό βακτήριαβακτήρια άλλαάλλα καικαι εργαστηριακάεργαστηριακά γιαγια τηντην
ποσοτικοποίησηποσοτικοποίηση τωντων νουκλεϊκώννουκλεϊκών οξέωνοξέων
ΙοντίζουσαΙοντίζουσα ακτινοβολίαακτινοβολία ((ακτίνεςακτίνες ΧΧ, , γγ, , κοσμικήκοσμική ακτινοβολίαακτινοβολία). ). 
ΔημιουργείΔημιουργεί ελεύθερεςελεύθερες ρίζεςρίζες υδροξυλίουυδροξυλίου, , οιοι οποίεςοποίες καταστρέφουνκαταστρέφουν τοτο
DNADNA. . ΣεΣε αντίθεσηαντίθεση μεμε τηντην υπεριώδηυπεριώδη ηη ιοντίζουσαιοντίζουσα ακτινοβολίαακτινοβολία είναιείναι
εξαιρετικάεξαιρετικά διεισδυτικήδιεισδυτική καικαι άραάρα πιοπιο επικίνδυνηεπικίνδυνη. . 



Μηχανισμοί επιδιόρθωσης του DNADNA ((απόκρισηαπόκριση SOS)SOS)



Μεταλλαξιγένεση και καρκινογένεση

Έλεγχος Ames



ΓενετικόςΓενετικός ανασυνδυασμόςανασυνδυασμός

ΟμόλογοςΟμόλογος ανασυνδυασμόςανασυνδυασμός είναιείναι ηη φυσικήφυσική ανταλλαγήανταλλαγή γενετικούγενετικού
υλικούυλικού μεταξύμεταξύ γενετικώνγενετικών τόπωντόπων τουτου ίδιουίδιου ήή διαφορετικώνδιαφορετικών
γονιδιωμάτωνγονιδιωμάτων. . ΗΗ ανταλλαγήανταλλαγή αυτήαυτή γίνεταιγίνεται ανάμεσαανάμεσα σεσε ομόλογεςομόλογες
((παρόμοιαπαρόμοια πρωτοταγήπρωτοταγή δομήδομή) ) περιοχέςπεριοχές μέσωμέσω εκτεταμένηςεκτεταμένης σύζευξηςσύζευξης
τωντων νουκλεοτιδικώννουκλεοτιδικών βάσεωνβάσεων τουςτους..
ΟμόλογοςΟμόλογος ανασυνδυασμόςανασυνδυασμός παρατηρείταιπαρατηρείται τόσοτόσο στουςστους
ευκαρυωτικούςευκαρυωτικούς ((επιχιασμόςεπιχιασμός σταστα χρωμοσώματαχρωμοσώματα) ) όσοόσο καικαι στουςστους
προκαρυωτικούςπροκαρυωτικούς οργανισμούςοργανισμούς. . ΕίναιΕίναι πολύπλοκοςπολύπλοκος μηχανισμόςμηχανισμός καικαι
έχειέχει μελετηθείμελετηθεί μεμε λεπτομέρειαλεπτομέρεια στηνστην E. coli E. coli ((τουλάχιστοντουλάχιστον 25 25 γονίδιαγονίδια
εμπλέκονταιεμπλέκονται σεσε αυτόναυτόν))



Μοριακή βάση του ομόλογου ανασυνδυασμού

RecBCD, RecA, SSB



Ανίχνευση Ανασυνδυασμού

Μεταφορά γενετικού υλικού
Από δότη σε δέκτη

Διαφοροποίηση φαινότυπου

Επιλογή σε εκλεκτικά
θρεπτικά μέσα.



Ανταλλαγή γενετικού υλικού ανάμεσα σε βακτήρια



Μετασχηματισμός

Ενσωμάτωση ελεύθερου DNA στο χρωμόσωμα
ενός κυττάρου-δέκτη με αποτέλεσμα την
αλλαγή της γενετικής σύστασης.

Δεκτικό ονομάζεται το κύτταρο που είναι
ικανό να δεχθεί εξωγενές DNA
Gram- βακτήρια: προσλαμβάνουν δίκλωνο DNA
Gram+ βακτήρια: προσλαμβάνουν μονόκλωνο DNA



Γενικευμένη μεταγωγή: Μεταφορά DNA από οποιοδήποτε
τμήμα του γονιδιώματος στον φάγο



Εξειδικευμένη Μεταγωγή:
Μεταφορά DNA από ειδική περιοχή
του γονιδιώματος. Παρατηρείται μόνο
σε κάποιους ήπιους φάγους



ΠλασμίδιαΠλασμίδια--ΦυσικέςΦυσικές ιδιότητεςιδιότητες πλασμιδίωνπλασμιδίων

ΠλασμίδιαΠλασμίδια: : ΓενετικάΓενετικά στοιχείαστοιχεία πουπου αντιγράφονταιαντιγράφονται ανεξάρτηταανεξάρτητα απόαπό
χρωμόσωμαχρωμόσωμα τουτου ξενιστήξενιστή
ΤαΤα πλασμίδιαπλασμίδια δενδεν φέρουνφέρουν γονίδιαγονίδια απαραίτητααπαραίτητα γιαγια τηντην βασικήβασική
λειτουργίαλειτουργία τουτου ξενιστήξενιστή ((βοηθάβοηθά στηνστην διάκρισηδιάκριση τουςτους απόαπό τοτο
χρωμόσωμαχρωμόσωμα))
ΌλαΌλα σχεδόνσχεδόν είναιείναι κυκλικάκυκλικά ((υπάρχουνυπάρχουν καικαι κάποιακάποια γραμμικάγραμμικά). ). ΤοΤο
μέγεθόςμέγεθός τουςτους ποικίλειποικίλει σημαντικάσημαντικά. . ΧαρακτηριστικόΧαρακτηριστικό τουςτους είναιείναι ότιότι
βρίσκονταιβρίσκονται πολύπολύ συχνάσυχνά σεσε υπερελικωμένηυπερελικωμένη στεροδιαμόρφωσηστεροδιαμόρφωση
ΗΗ ιδιότηταιδιότητα αυτήαυτή βοηθάβοηθά στηνστην απομόνωσηαπομόνωση τουτου πλασμιδιακούπλασμιδιακού DNADNA μεμε
τηντην χρήσηχρήση τεχνικώντεχνικών όπωςόπως ηη υπερφυγοκέντρησηυπερφυγοκέντρηση καικαι ηη
ηλεκτροφόρησηηλεκτροφόρηση σεσε πήκτωμαπήκτωμα αγαρόζηςαγαρόζης



ΑντιγραφήΑντιγραφή ΠλασμιδίωνΠλασμιδίων
ΤαΤα ένζυμαένζυμα πουπου συμμετέχουνσυμμετέχουν στηνστην αντιγραφήαντιγραφή πλασμιδίωνπλασμιδίων είναιείναι τατα
ίδιαίδια μεμε αυτάαυτά γιαγια τηντην αντιγραφήαντιγραφή τουτου χρωμοσώματοςχρωμοσώματος. . ΣταΣτα πλασμίδιαπλασμίδια
βρίσκονταιβρίσκονται κάποιακάποια γονίδιαγονίδια πουπου ελέγχουνελέγχουν τοντον χρόνοχρόνο έναρξηςέναρξης τηςτης
αντιγραφήςαντιγραφής καικαι τοντον αριθμόαριθμό αντιγράφωναντιγράφων τωντων πλασμιδίωνπλασμιδίων..
ΚάποιαΚάποια βακτηριακάβακτηριακά κύτταρακύτταρα περιέχουνπεριέχουν διαφορετικούςδιαφορετικούς τύπουςτύπους
πλασμιδίωνπλασμιδίων τατα οποίαοποία μπορούνμπορούν νανα διατηρούνταιδιατηρούνται καικαι νανα
αντιγράφονταιαντιγράφονται μαζίμαζί ((συμβατάσυμβατά), ), ΣεΣε κάποιεςκάποιες περιπτώσειςπεριπτώσεις 2 2 
διαφορετικάδιαφορετικά πλασμίδιαπλασμίδια μπορείμπορεί νανα μηνμην είναιείναι συμβατάσυμβατά οπότεοπότε τοτο έναένα
απόαπό τατα δυοδυο χάνεταιχάνεται καθώςκαθώς δενδεν μπορείμπορεί νανα αντιγραφείαντιγραφεί. . ΗΗ ιδιότηταιδιότητα
αυτήαυτή χρησιμοποιείταιχρησιμοποιείται γιαγια τηντην ταξινόμησηταξινόμηση τωντων πλασμιδίωνπλασμιδίων σεσε
ομάδεςομάδες ασυμβατότηταςασυμβατότητας..
ΟρισμέναΟρισμένα πλασμίδιαπλασμίδια πουπου ονομάζονταιονομάζονται επισώματαεπισώματα μπορούνμπορούν νανα
ενσωματωθούνενσωματωθούν στοστο χρωμόσωμαχρωμόσωμα τουτου ξενιστήξενιστή καικαι νανα αντιγράφονταιαντιγράφονται
μαζίμαζί μεμε αυτόαυτό
ΕκδίωξηΕκδίωξη πλασμιδίουπλασμιδίου είναιείναι ηη διαδικασίαδιαδικασία ((φυσικήφυσική ήή τεχνητήτεχνητή) ) κατάκατά
τηντην οποίαοποία έναένα πλασμίδιοπλασμίδιο ««χάνεταιχάνεται»» απόαπό τοτο κύτταροκύτταρο--ξενιστήξενιστή λόγωλόγω
αδυναμίαςαδυναμίας τηςτης αντιγραφήςαντιγραφής τουτου



ΤύποιΤύποι πλασμιδίωνπλασμιδίων καικαι βιολογικήβιολογική σημασίασημασία τουςτους

ΓιαΓια κάποιακάποια πλασμίδιαπλασμίδια γνωρίζουμεγνωρίζουμε τιτι γονίδιαγονίδια περιέχουνπεριέχουν καικαι τιτι
φαινοτυπικάφαινοτυπικά γνωρίσματαγνωρίσματα προσδίδουνπροσδίδουν στονστον ξενιστήξενιστή, , ενώενώ γιαγια άλλαάλλα
όχιόχι ((κρυπτικάκρυπτικά πλασμίδιαπλασμίδια))
ΠλασμίδιαΠλασμίδια περιέχουνπεριέχουν γονίδιαγονίδια πουπου βιοσυνθέτουνβιοσυνθέτουν αντιβιοτικάαντιβιοτικά, , 
καταβολίζουνκαταβολίζουν ξενοβιοτικάξενοβιοτικά ((ασυνήθιστεςασυνήθιστες οργανικέςοργανικές ενώσειςενώσεις), ), 
συνθέτουνσυνθέτουν μολυσματικούςμολυσματικούς παράγοντεςπαράγοντες καικαι προσδίδουνπροσδίδουν
ανθεκτικότηταανθεκτικότητα σεσε αντιβιοτικάαντιβιοτικά. . 
ΠλασμίδιαΠλασμίδια πουπου προδίδουνπροδίδουν ανθεκτικότηταανθεκτικότητα σεσε αντιβιοτικάαντιβιοτικά ((πλασμίδιαπλασμίδια
R)R) ήή συνθέτουνσυνθέτουν παράγοντεςπαράγοντες μολυσματικότηταςμολυσματικότητας έχουνέχουν μεγάλημεγάλη
ιατρικήιατρική σημασίασημασία
ΤέλοςΤέλος ορισμέναορισμένα πλασμίδιαπλασμίδια έχουνέχουν γονίδιαγονίδια υπεύθυναυπεύθυνα γιαγια τηντην σύνθεσησύνθεση
βακτηριοσινώνβακτηριοσινών



ΒακτηριοσίνεςΒακτηριοσίνες

ΟιΟι βακτηριοσίνεςβακτηριοσίνες είναιείναι μιαμια ετερογενήςετερογενής ομάδαομάδα μικρώνμικρών πρωτεϊνώνπρωτεϊνών ήή
ολιγοπεπτιδίωνολιγοπεπτιδίων πουπου συντίθενταισυντίθενται ριβοσωματικάριβοσωματικά απόαπό GramGram--θετικάθετικά
καικαι αρνητικάαρνητικά βακτήριαβακτήρια καικαι δρουνδρουν συνήθωςσυνήθως ενάντιαενάντια σεσε στενάστενά
συγγενικάσυγγενικά είδηείδη ήή στελέχηστελέχη τουτου ίδιουίδιου είδουςείδους. . ΟΟ όροςόρος βακτηριοσίνεςβακτηριοσίνες
είναιείναι γενικόςγενικός. . ΒακτηριοσίνεςΒακτηριοσίνες πουπου παράγονταιπαράγονται απόαπό τηντην E. coli E. coli 
ονομάζονταιονομάζονται κολισίνεςκολισίνες, , ήή απόαπό Pseudomonas Pseudomonas sppspp.. πυοσίνεςπυοσίνες..
ΤοΤο ενδιαφέρονενδιαφέρον γιαγια τηντην χρήσηχρήση βακτηριοσίνωνβακτηριοσίνων στηνστην βιομηχανίαβιομηχανία
τροφίμωντροφίμων έχειέχει αυξηθείαυξηθεί δραματικάδραματικά τατα τελευταίατελευταία 15 15 χρόνιαχρόνια, , κυρίωςκυρίως γιαγια
αυτέςαυτές πουπου παράγονταιπαράγονται απόαπό διάφοραδιάφορα είδηείδη λακτοβακίλλωνλακτοβακίλλων. . 
ΟιΟι βακτηριοσίνεςβακτηριοσίνες πουπου παράγονταιπαράγονται απόαπό λακτοβάκιλλουςλακτοβάκιλλους
ταξινομούνταιταξινομούνται σεσε 4 4 ομάδεςομάδες. . ΣτηνΣτην πρώτηπρώτη ομάδαομάδα περιλαμβάνονταιπεριλαμβάνονται
βακτηριοσίνεςβακτηριοσίνες πουπου περιέχουνπεριέχουν ασυνήθισταασυνήθιστα αμινοξέααμινοξέα καικαι κάποιεςκάποιες
είναιείναι κυκλικέςκυκλικές. . ΟιΟι κυκλικέςκυκλικές βακτηριοσίνεςβακτηριοσίνες ονομάζονταιονομάζονται καικαι
λαντιβιοτικάλαντιβιοτικά. . ΗΗ καλύτερακαλύτερα μελετημένημελετημένη βακτηριοσίνηβακτηριοσίνη τηςτης ομάδαςομάδας

αυτήςαυτής είναιείναι ηη νισίνηνισίνη ΑΑ



ΒακτηριακήΒακτηριακή σύζευξησύζευξη--ΧρωμοσωματικήΧρωμοσωματική
κινητοποίησηκινητοποίηση

ΒακτηριακήΒακτηριακή σύζευξησύζευξη: : ΜεταφοράΜεταφορά γενετικούγενετικού υλικούυλικού μεμε άμεσηάμεση επαφήεπαφή
2 2 κυττάρωνκυττάρων
ΒασίζεταιΒασίζεται σεσε μηχανισμόμηχανισμό πουπου κωδικοποιείταικωδικοποιείται απόαπό τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF
ΚατάΚατά τηντην σύζευξησύζευξη μεταφέρεταιμεταφέρεται εκτόςεκτός απόαπό τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF απόαπό τοντον
δότηδότη ((κατάκατά σύμβασησύμβαση αρσενικόαρσενικό) ) στονστον δέκτηδέκτη ((κατάκατά σύμβασησύμβαση θηλυκόθηλυκό) ) 
καικαι μέροςμέρος τουτου χρωμοσώματοςχρωμοσώματος ήή άλλαάλλα πλασμίδιαπλασμίδια..
ΗΗ σύζευξησύζευξη ελέγχεταιελέγχεται απόαπό τατα γονίδιαγονίδια τηςτης περιοχήςπεριοχής tratra τουτου
πλασμιδίουπλασμιδίου FF
ΤαΤα γονίδιαγονίδια tratra κωδικοποιούνκωδικοποιούν πρωτεΐνεςπρωτεΐνες πουπου προάγουνπροάγουν τηντην άμεσηάμεση
επαφήεπαφή κυττάρωνκυττάρων μέσωμέσω τηςτης δημιουργίαςδημιουργίας μιαςμιας επιφανειακήςεπιφανειακής δομήςδομής
πουπου ονομάζεταιονομάζεται συζευκτικόσυζευκτικό τριχίδιοτριχίδιο ((sex sex piluspilus))
ΜιαΜια κατηγορίακατηγορία φάγωνφάγων ((RNARNA φάγοιφάγοι ))προσβάλλουνπροσβάλλουν μόνομόνο βακτήριαβακτήρια
πουπου περιέχουνπεριέχουν τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο F.F.







Μηχανισμός μεταφοράς DNA κατά την σύζευξη



ΔημιουργίαΔημιουργία στελεχώνστελεχών HfrHfr καικαι κινητοποίησηκινητοποίηση
χρωμοσώματοςχρωμοσώματος

ΤοΤο πλασμίδιοπλασμίδιο FF δενδεν είναιείναι μόνομόνο συζευκτικόσυζευκτικό αλλάαλλά μπορείμπορεί νανα μεταφέρειμεταφέρει
τμήματατμήματα τοτο χρωμοσώματοςχρωμοσώματος απόαπό τοτο κύτταροκύτταρο--δότηδότη στοστο κύτταροκύτταρο
δέκτηδέκτη. . ΑυτόΑυτό συμβαίνεισυμβαίνει γιατίγιατί κάποιεςκάποιες φορέςφορές τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF είναιείναι
επισωματικόεπισωματικό
ΤαΤα κύτταρακύτταρα πουπου έχουνέχουν τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF επισωματικάεπισωματικά ονομάζονταιονομάζονται

HfrHfr (High Frequency of recombination). (High Frequency of recombination). ΤαΤα κύτταρακύτταρα δότεςδότες πουπου έχουνέχουν
τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF μημη επισωματικάεπισωματικά ονομάζονταιονομάζονται FF++ ((κύτταρακύτταρα--δότεςδότες) ) 
ενώενώ αυτάαυτά πουπου δενδεν έχουνέχουν τοτο πλασμίδιοπλασμίδιο FF ονομάζονταιονομάζονται FF-- (κύτταρα-
δέκτες).
ΗΗ παρουσίαπαρουσία τουτου πλασμιδίουπλασμιδίου FF έχειέχει αποτέλεσμααποτέλεσμα τρειςτρεις μεταβολέςμεταβολές στιςστις
ιδιότητεςιδιότητες ενόςενός κυττάρουκυττάρου: : αα) ) ΙκανότηταΙκανότητα σύνθεσηςσύνθεσης συζευκτικούσυζευκτικού
τριχιδίουτριχιδίου ββ) ) ΜεταφοράΜεταφορά γενετικούγενετικού υλικούυλικού σεσε άλλοάλλο κύτταροκύτταρο γγ) ) 
τροποποιήσητροποποιήση τωντων επιφανειακώνεπιφανειακών υποδοχέωνυποδοχέων ώστεώστε τοτο κύτταροκύτταρο νανα
μηνμην λειτουργείλειτουργεί ωςως δέκτηςδέκτης κατάκατά τηντην σύζευξησύζευξη. . 



Η ενσωμάτωση του πλασμιδίουπλασμιδίου FF
στοστο χρωμόσωμαχρωμόσωμα γίνεταιγίνεται σεσε ειδικέςειδικές
θέσειςθέσεις πουπου ονομάζονταιονομάζονται
αλληλουχίεςαλληλουχίες ένθεσηςένθεσης ((IS)IS)



Υπάρχει συγκεκριμένος αριθμός
διαφορετικών θέσεων ένθεσης με
αποτέλεσμα την δημιουργία
διαφορετικών στελεχών Hfr. Αυτό με
σειρά του έχει ως αποτέλεσμα την
μεταφορά διαφορετικών χρωμοσω-
μικών περιοχών μέσω σύζευξης



Ανίχνευση βακτηριακής σύζευξης στο εργαστήριο

Χρήση εκλεκτικών θρεπτικών μέσων
που αναπτύσσονται τα ανασυνδυασμένα
στελέχη αλλά όχι τα μητρικά. Τυπικά
χρησιμοποιείται δέκτης ανθεκτικός σε
αντιβιοτικό αλλά αυξοτροφικός και δότης
ευαίσθητος σε αντιβιοτικό και
πρωτοτροφικός



Δοκιμασία συμπληρωματικότητας

Χρησιμοποιείται για την απομόνωση γονιδίων
και για την χαρτογράφηση μεταλλάξεων

Μεταφορά γονιδίου ή ολόκληρου οπερονίου
(ομάδα συνεχόμενων γονιδίων
που εκφράζονται όλα μαζί) μπορεί να
συμπληρώσει ένα μετάλλαγμα (να αποκτήσει
τον φαινότυπο άγριου τύπου)
Η δοκιμασία μπορεί να γίνει είτε με σύζευξη
είτε με μεταφορά γονιδίων μέσω πλασμιδίων
(μετασχηματισμός)



ΓενετικάΓενετικά μεταθετάμεταθετά στοιχείαστοιχεία

ΜερικάΜερικά γονίδιαγονίδια τουτου βακτηριακούβακτηριακού χρωμοσώματοςχρωμοσώματος μπορείμπορεί νανα
αλλάζουναλλάζουν θέσηθέση. . ΗΗ διαδικασίαδιαδικασία μεμε τηντην οποίαοποία έναένα γονίδιογονίδιο μετακινείταιμετακινείται
απόαπό μίαμία θέσηθέση τουτου γονιδιώματοςγονιδιώματος σεσε άλληάλλη ονομάζεταιονομάζεται μετάθεσημετάθεση καικαι
οφείλεταιοφείλεται στηνστην παρουσίαπαρουσία γενετικώνγενετικών μεταθετώνμεταθετών στοιχείωνστοιχείων..
ΣταΣτα βακτήριαβακτήρια υπάρχουνυπάρχουν 3 3 τύποιτύποι τέτοιωντέτοιων στοιχείωνστοιχείων:: αλληλουχίεςαλληλουχίες
ένθεσηςένθεσης (IS)(IS), , μεταθετόνιαμεταθετόνια ((TransposonsTransposons)) καικαι κάποιοικάποιοι ειδικοίειδικοί
φάγοιφάγοι..
ΤαΤα μεταθετόνιαμεταθετόνια καικαι οιοι αλληλουχίεςαλληλουχίες ένθεσηςένθεσης έχουνέχουν κοινέςκοινές ιδιότητεςιδιότητες: : 
κωδικοποιούνκωδικοποιούν έναένα ένζυμοένζυμο τηντην μεταθετάσημεταθετάση απαραίτητοαπαραίτητο γιαγια τηντην
μετάθεσημετάθεση καικαι διαθέτουνδιαθέτουν αντίστροφεςαντίστροφες ακραίεςακραίες επαναλήψειςεπαναλήψεις στοστο
DNADNA επίσηςεπίσης απαραίτητεςαπαραίτητες γιαγια τηντην μετάθεσημετάθεση
ΟιΟι αλληλουχίεςαλληλουχίες ένθεσηςένθεσης είναιείναι μικρότερουμικρότερου μεγέθουςμεγέθους καικαι περιέχουνπεριέχουν
μόνομόνο τηντην απαραίτητηαπαραίτητη γενετικήγενετική πληροφορίαπληροφορία γιαγια τηντην μετάθεσημετάθεση. . ΤαΤα
μεταθετόνιαμεταθετόνια είναιείναι μεγαλύτεραμεγαλύτερα καικαι περιέχουνπεριέχουν γονίδιαγονίδια πουπου
προσδίδουνπροσδίδουν ενδιαφέρουσεςενδιαφέρουσες ιδιότητεςιδιότητες στουςστους οργανισμούςοργανισμούς ((πχπχ
ανθεκτικότηταανθεκτικότητα σεσε αντιβιοτικάαντιβιοτικά))



Χαρακτηριστικά μεταθετά στοιχεία

Αλληλουχία ένθεσης (IS2)

Μεταθετόνιο (Tn5)



Μηχανισμός Μετάθεσης

Η μεταθετάση αναγνωρίζει της
αντίστροφες ακραίες
επαναλήψεις
Ο μηχανισμός δράσης του
ενζύμου δεν είναι απόλυτα
γνωστός
Η ενσωμάτωση του στοιχείου
στο DNA-στόχο οδηγεί στον
διπλασιασμό μιας μικρής άλλη-
λουχίας.
2 μηχανισμοί μετάθεσης είναι
γνωστοί: ο συντηρητικός και ο
αντιγραφικός.



Μεταλλαξιγένεση μεταθετονίου (Transposon mutagenesis)

Εξαιρετικό εργαλείο
δημιουργίας μεταλλαγμάτων
σχεδόν σε κάθε γονίδιο του
γονιδιώματος. Δημιουργία
βιβλιοθήξης μεταλλαγμάτων

Προσοχή! Τα μεταλλάγματα
είναι τυχαία.

Η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά
χρησιμοποιείται στην επιλογή
κλώνων

Σε συνδυασμό με την δοκιμασία
συμπληρωματικότητας βοηθά
στην ταυτοποίηση και
χαρακτηρισμό των γονιδίων
που εμπλέκονται σε βιοχημικά
μονοπάτια και διάφορες άλλες
λειτουργίες των βακτηρίων



Ενσωματώνια (Integrons)

Ενσωματώνια: Γενετικά στοιχεία που μπορούν να προσλάβουν και να
εκφράσουν γονίδια από άλλες πηγές. Αυτό γίνεται γιατί περιέχουν ένα γονίδιο
που κωδικοποιεί την ενσωματάση (ένζυμο). ‘Έχουν βρεθεί σε πολλά βακτήρια
κλινικής σημασίας. Στα ενσωματώνια έχει βρεθεί ότι ενσωματώνονται γονίδια
ανθεκτικότητας σε πολλά αντιβιοτικά. Τα ενσωματώνια δεν μπορούν να
μετατεθούν παρά μόνο αν είναι τμήμα μεταθετόνιου.

Βρίσκονται ακόμα και σε πλασμίδια ή
το βακτηριακό χρωμόσωμα.

Τις περισσότερες φορές η προέλευση
των γονιδιακών κασετών (γονίδια που
ενσωματώνονται) δεν είναι ξεκάθαρη.
σίγουρα όμως είναι αποτέλεσμα
οριζόντιας γονιδιακής μεταφοράς



ΤεχνικέςΤεχνικές βακτηριακήςβακτηριακής γενετικήςγενετικής: : in vitroin vitro

ΒασικάΒασικά εργαλείαεργαλεία καικαι τεχνικέςτεχνικές
ΠεριοριστικάΠεριοριστικά ένζυμαένζυμα ((περιοριστικέςπεριοριστικές ενδονουκλεάσεςενδονουκλεάσες))
ΗλεκτροφόρησηΗλεκτροφόρηση πηκτώματοςπηκτώματος αγαρόζηςαγαρόζης
ΤεχνικέςΤεχνικές υβριδοποίησηςυβριδοποίησης ((Southern blot, Northern blot)Southern blot, Northern blot)
ΑλληλούχισηΑλληλούχιση τουτου DNADNA
ΣύνθεσηΣύνθεση ολιγονουκλεοτιδίωνολιγονουκλεοτιδίων
ΜοριακήΜοριακή κλωνοποίησηκλωνοποίηση ((πλασμίδιαπλασμίδια,,φάγοιφάγοι, , κοσμίδιακοσμίδια ωςως φορείςφορείς
κλωνοποίησηςκλωνοποίησης))
ΑλυσιδωτήΑλυσιδωτή αντίδρασηαντίδραση πολυμεράσηςπολυμεράσης ((PCR)PCR)
ΜεταλλαξιγένεσηΜεταλλαξιγένεση in vitro in vitro ((θεσηκατευθυνόμενηθεσηκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεσημεταλλαξιγένεση, , 
μεταλλαξιγένεσημεταλλαξιγένεση κασέταςκασέτας



ΠεριοριστικάΠεριοριστικά ΈνζυμαΈνζυμα
ΠροκαρυωτικοίΠροκαρυωτικοί μικροοργανισμοίμικροοργανισμοί ((βακτήριαβακτήρια καικαι ΑρχαίαΑρχαία) ) έχουνέχουν τηντην
ικανότηταικανότητα πέψηςπέψης ξένουξένου DNA DNA πουπου εισέρχεταιεισέρχεται μέσαμέσα στοστο κύτταροκύτταρο. . ΤοΤο
φαινόμενοφαινόμενο αυτόαυτό παρατηρήθηκεπαρατηρήθηκε τηντην δεκαετίαδεκαετία τουτου 60 60 καικαι ονομάζεταιονομάζεται
φαινόμενοφαινόμενο περιορισμούπεριορισμού
ΜερικάΜερικά χρόνιαχρόνια αργότερααργότερα βρέθηκεβρέθηκε ότιότι τοτο φαινόμενοφαινόμενο αυτόαυτό οφείλεταιοφείλεται
στηνστην ύπαρξηύπαρξη κάποιωνκάποιων ένζυμωνένζυμων πουπου αναγνωρίζουναναγνωρίζουν συγκεκριμένεςσυγκεκριμένες
αλληλουχίεςαλληλουχίες τουτου DNADNA ((μήκουςμήκους 44--8 8 ζεύγηζεύγη βάσεωνβάσεων)) καικαι τοτο κόβουνκόβουν. . ΤαΤα
ένζυμαένζυμα ονομάστηκανονομάστηκαν ένζυμαένζυμα περιορισμούπεριορισμού
ΠολλέςΠολλές απόαπό τιςτις αλληλουχίεςαλληλουχίες πουπου αναγνωρίζουναναγνωρίζουν είναιείναι
παλινδρομικέςπαλινδρομικές ((χαρακτηρίζονταιχαρακτηρίζονται απόαπό ένανέναν εσωτερικόεσωτερικό άξοναάξονα
συμμετρίαςσυμμετρίας). ). ΤαΤα ένζυμαένζυμα κόβουνκόβουν δίκλωνοδίκλωνο DNADNA καικαι ανάλογαανάλογα μεμε τοτο
πουπου κόβουνκόβουν δημιουργούνδημιουργούν ««κολλώδηκολλώδη»» ((sticky)sticky) ήή ««τυφλάτυφλά»» ((blundblund))
άκραάκρα
ΠεριοριστικάΠεριοριστικά ένζυμαένζυμα πουπου προέρχονταιπροέρχονται απόαπό διαφορετικούςδιαφορετικούς
μικροοργανισμούςμικροοργανισμούς μπορείμπορεί νανα αναγνωρίζουναναγνωρίζουν τηντην ίδιαίδια αλληλουχίααλληλουχία
οπότεοπότε ονομάζονταιονομάζονται ισοσκιζομερήισοσκιζομερή ((isoschizomersisoschizomers).). ΠροσοχήΠροσοχή! ! ΤοΤο ότιότι
αναγνωρίζουναναγνωρίζουν τηντην ίδιαίδια αλληλουχίααλληλουχία δενδεν σημαίνεισημαίνει ότιότι κόβουνκόβουν πάντοτεπάντοτε
στοστο ίδιοίδιο σημείοσημείο



ΠωςΠως οιοι μικροοργανισμοίμικροοργανισμοί πουπου παράγουνπαράγουν
περιοριστικάπεριοριστικά ένζυμαένζυμα προστατεύουνπροστατεύουν τοτο DNA DNA τουςτους??

ΤοΤο γενετικόγενετικό υλικόυλικό τωντων μικροοργανισμώνμικροοργανισμών πουπου παράγουνπαράγουν
περιοριστικάπεριοριστικά ένζυμαένζυμα περιλαμβάνειπεριλαμβάνει αλληλουχίεςαλληλουχίες πουπου αναγνωρίζονταιαναγνωρίζονται
απόαπό τατα ένζυμαένζυμα πουπου τατα ίδιαίδια παράγουνπαράγουν..
ΠροκειμένουΠροκειμένου νανα προστατεύσουνπροστατεύσουν τοτο γενετικόγενετικό τουςτους υλικόυλικό καικαι νανα μηνμην
««αυτοκτονήσουναυτοκτονήσουν»» διαθέτουνδιαθέτουν κάποιακάποια άλλαάλλα ένζυμαένζυμα πουπου ονομάζονταιονομάζονται
ένζυμαένζυμα τροποποίησηςτροποποίησης
ΤαΤα ένζυμαένζυμα αυτάαυτά τροποποιούντροποποιούν χημικάχημικά ((συνήθωςσυνήθως μεμε μεθυλίωσημεθυλίωση) ) τοτο
DNA DNA μέσαμέσα στιςστις αλληλουχίεςαλληλουχίες πουπου αναγνωρίζουναναγνωρίζουν τατα περιοριστικάπεριοριστικά
ένζυμαένζυμα μεμε αποτέλεσμααποτέλεσμα νανα μηνμην μπορούνμπορούν νανα κόψουνκόψουν τοτο DNADNA



Το περιοριστικό ένζυμο
EcoRI παράγεται από την
Escherichia coli και είναι ένα
από τα 5 διαφορετικά
περιοριστικά ένζυμα που
παράγει αυτό το βακτήριο.
προσέξτε ότι κόβει με τέτοιο
τρόπο ώστε να δημιουργεί
«κολλώδη» άκρα



Ηλεκτροφόρηση πηκτώματος αγαρόζης

Τεχνική διαχωρισμού
νουκλεϊκών οξέων με την εφαρμογή
ηλεκτρικού πεδίου. Η αγαρόζη είναι πολύ-
σακχαρίτης που παράγεται από φύκη.
Το πήκτωμα (ανάλογα με την συγκέντρωση
της αγαρόζης) περιέχει πόρους διαφορετικού
μεγέθους που επιτρέπουν την διέλευση του
νουκλεϊκού οξέος. Μικρά ή συμπαγή μόρια
κινούνται γρηγορότερα. Το βρωμιούχο
αιθίδιο «βάφει» τα μόρια ώστε να φαίνονται
κάτω από UV ακτινοβολία



Τεχνικές υβριδοποίησης

Χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση
(ταυτοποίηση) γονιδίων πχ γονίδια
ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά
Βασίζονται στην υβριδοποίηση
συμπληρωματικών αλληλουχιών
νουκλεϊκών οξέων (DNA-DNA ή
DNA-RNA) Ανιχνευτές είναι
σημασμένα (πχ με ραδιενεργό Ρ32) 
μόρια νουκλεϊκών οξέων.
Τα προς ανίχνευση γονίδια
διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση,
αποδιατάσσονται και μεταφέρονται
σε ειδική μεμβράνη πριν υβριδιστούν
με τους ανιχνευτές.



Καθορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας
(αλληλούχιση) του DNA

Βασίζεται στην in vitro αντιγραφή του DNA
από την DNA πολυμεράση.
Η μέθοδος Sanger στηρίζεται στο γεγονός
ότι διδεόξυνουκλεοτίδια μπλοκάρουν
την DNA πολυμεράση



Σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων

Ολιγονουκλεοτίδια μήκους 20-100
νουκλεοτιδίων χρησιμποποιούνται
ως εκκινητές ή ανιχνευτές και
παρασκευάζονται in vitro
(χημεία στερεής φάσης)
Η διαδικασία είναι αυτοματοποιημένη
και διαρκεί λίγες ώρες.

Βρίσκουν εφαρμογή σε πληθώρα
τεχνικών



ΜοριακήΜοριακή κλωνοποίησηκλωνοποίηση: H: H αρχήαρχή τηςτης
ΓενετικήςΓενετικής ΜηχανικήςΜηχανικής

ΣκοπόςΣκοπός: : ΑπομόνωσηΑπομόνωση σεσε καθαρήκαθαρή μορφήμορφή μεγάλωνμεγάλων ποσοτήτωνποσοτήτων
γονιδίωνγονιδίων ήή χρωμοσωμικώνχρωμοσωμικών τμημάτωντμημάτων. . ΑυτόΑυτό διευκολύνειδιευκολύνει τηντην
ανάλυσηανάλυση γονιδιωμάτωνγονιδιωμάτων καικαι γονιδιακώνγονιδιακών λειτουργιώνλειτουργιών. . ΒιοτεχνολογικέςΒιοτεχνολογικές
εφαρμογέςεφαρμογές βασίζονταιβασίζονται στηνστην διαδικασίαδιαδικασία αυτήαυτή ((πχπχ παραγωγήπαραγωγή
ινσουλίνηςινσουλίνης σεσε βακτήριαβακτήρια..

ΒασικάΒασικά βήματαβήματα τηςτης διαδικασίαςδιαδικασίας
ΦορέαςΦορέας κλωνοποίησηςκλωνοποίησης ((πλασμίδιοπλασμίδιο, , κοσμίδιοκοσμίδιο, , φάγοςφάγος))
ΈνθεμαΈνθεμα ((τοτο γονίδιογονίδιο πουπου μαςμας ενδιαφέρειενδιαφέρει))
In vitro In vitro τοποθέτησητοποθέτηση τουτου γονιδίουγονιδίου στοστο φορέαφορέα ((περιοριστικάπεριοριστικά ένζυμαένζυμα, , 
λιγάσηλιγάση))
ΜετασχηματισμόςΜετασχηματισμός
ΕύρεσηΕύρεση τουτου κλώνουκλώνου πουπου περιέχειπεριέχει τοτο ένθεμαένθεμα



ΠλασμίδιαΠλασμίδια ωςως φορείςφορείς κλωνοποίησηςκλωνοποίησης

Ιδανικός φορέας: Μικρό μέγεθος
Μεγάλος αριθμός αντιγράφων
Μεγάλος αριθμός θέσεων ενζύμων
περιορισμού. Εύκολος προσδιορισμός
κλώνων που περιέχουν το ένθεμα
(επιλέξιμοι δείκτες)



Τροποποιημένος λ φάγος ως φορέας κλωνοποιήσης

λ φάγοι που περιέχουν 1 ή 2 θέσεις
περιοριστικών ενζύμων χρησιμοποιούνται
για την κλωνοποίηση
μεγάλων τμημάτων DNA (40-45 kb)

Το κοσμίδιο είναι υβριδικός φορέας (έχει
χαρακτηριστικά πλασμιδίου και λ φάγου)
Χρησιμοποιείται για κλωνοποίηση μεγάλων
Τμημάτων DNA. Δημιουργία Γενωματικών
Βιβλιοθήκων



ΤιΤι είναιείναι μιαμια ΓονιδιωματικήΓονιδιωματική ΒιβλιοθήκηΒιβλιοθήκη??

Βήματα για την κατασκευή γονιδιωματικής βιβλιοθήκης
1. Απομόνωση DNA
2. Τυχαία δημιουργία μεγάλων κομματιών του DNA (μερική πέψη,μηχανικό σπάσιμο
3. Κλωνοποίηση των κομματιών σε κατάλληλο φορέα (κοσμίδιο)
4. Συλλογή μεγάλου αριθμού κλώνων (κάλυψη του γονιδιώματος) και φύλαξη τους



ΜετασχηματισμόςΜετασχηματισμός στοστο εργαστήριοεργαστήριο ((ΧημικόςΧημικός))

ΤαΤα περισσότεραπερισσότερα βακτήριαβακτήρια δενδεν είναιείναι ««ικανάικανά»» νανα προσλάβουνπροσλάβουν
αυθόρμητααυθόρμητα ξένοξένο DNADNA παράπαρά μόνομόνο μετάμετά απόαπό επεξεργασίαεπεξεργασία
ΈχειΈχει μεγάλημεγάλη σημασίασημασία τατα εργαστηριακάεργαστηριακά στελέχηστελέχη ((DH5DH5αα, , ΗΒΗΒ101, 101, 
JM109)JM109) πουπου χρησιμοποιούνταιχρησιμοποιούνται γιαγια μετασχηματισμόμετασχηματισμό νανα μηνμην
διαθέτουνδιαθέτουν ενεργόενεργό σύστημασύστημα περιορισμούπεριορισμού..
ΒακτήριαΒακτήρια πουπου βρίσκονταιβρίσκονται στηνστην εκθετικήεκθετική φάσηφάση ανάπτυξηςανάπτυξης
επεξεργάζονταιεπεξεργάζονται μεμε CaClCaCl22 ήή RbClRbCl σεσε χαμηλήχαμηλή θερμοκρασίαθερμοκρασία
ΤαΤα βακτήριαβακτήρια προςπρος μετασχηματισμόμετασχηματισμό επωάζονταιεπωάζονται μεμε τοτο DNA DNA σεσε
χαμηλήχαμηλή θερμοκρασίαθερμοκρασία καικαι στηνστην συνέχειασυνέχεια υποβάλλονταιυποβάλλονται σεσε σύντομοσύντομο
θερμικόθερμικό σοκσοκ. . 
ΤαΤα μετασχηματισμέναμετασχηματισμένα βακτήριαβακτήρια επωάζονταιεπωάζονται σεσε βέλτιστηβέλτιστη
θερμοκρασίαθερμοκρασία ανάπτυξηςανάπτυξης ((φαινοτυπικήφαινοτυπική έκφρασηέκφραση) ) καικαι επιστρώνονταιεπιστρώνονται
σεσε θρεπτικάθρεπτικά μέσαμέσα επιλογήςεπιλογής



ΜετασχηματισμόςΜετασχηματισμός στοστο εργαστήριοεργαστήριο
((ΗλεκτροδιάτρησηΗλεκτροδιάτρηση))

Σύντομοι (msec) ηλεκτρικοί παλμοί υψηλής τάσης
δημιουργούν στιγμιαία πόρους στο κυτταρικό τοίχωμα
των βακτηρίων με αποτέλεσμα την είσοδο ή έξοδο DNA
Πλεονέκτημα:πολύ καλύτερη απόδοση μετασχηματισμού
Μειονέκτημα : Μεγάλο κόστος



ΕύρεσηΕύρεση τουτου κλώνουκλώνου πουπου περιέχειπεριέχει τοτο ένθεμαένθεμα

Θρεπτικά μέσα περιέχουν αντιβιοτικά, ΙPTG 
(ισοπροπυλοθειογαλακτοζίτη), X-gal 
(χρωμοφόρο υπόστρωμα). Οι άσπρες αποικίες
περιέχουν τον φορέα με ένθεμα.
Οι μπλε μόνο τον φορέα
Παρατηρήστε τις πολύ μικρές άσπρες αποικίες
(satellite colonies).
Πως ελέγχουμε αν οι άσπρες αποικίες περιέχουν
σίγουρα το ένθεμα?
Αν επαναλαμβανόμενα πειράματα μετασχηματισμού
μας δίνουν μόνο μπλε αποικίες τι μπορεί
να συμβαίνει?



ΑλυσιδωτήΑλυσιδωτή αντίδρασηαντίδραση πολυμεράσηςπολυμεράσης ((PCR)PCR)

ΜεΜε τηντην μοριακήμοριακή κλωνοποίησηκλωνοποίηση ουσιαστικάουσιαστικά πολλαπλασιάζουμεπολλαπλασιάζουμε έναένα
γονίδιογονίδιο in vivoin vivo καθώςκαθώς είναιείναι απαραίτητηαπαραίτητη ηη χρήσηχρήση βακτηρίωνβακτηρίων. . 
ΕπανάστασηΕπανάσταση στηνστην γενετικήγενετική μηχανικήμηχανική έφερεέφερε ηη αλυσιδωτήαλυσιδωτή αντίδρασηαντίδραση
πολυμεράσηςπολυμεράσης πουπου πολλαπλασιάζειπολλαπλασιάζει τοτο DNADNA μεμε εξαιρετικήεξαιρετική απόδοσηαπόδοση
in vitroin vitro ((μπορούμεμπορούμε νανα πολλαπλασιάσουμεπολλαπλασιάσουμε τοτο DNADNA έωςέως καικαι 101099

φορέςφορές))
ΑπαραίτηταΑπαραίτητα συστατικάσυστατικά τηςτης PCR: PCR: ΤοΤο DNA DNA πουπου μαςμας ενδιαφέρειενδιαφέρει νανα
πολλαπλασιάσουμεπολλαπλασιάσουμε ((ελάχιστηελάχιστη ποσότηταποσότητα αρκείαρκεί). ). ΤαΤα 4 4 
δεοξυνουκλεοτίδιαδεοξυνουκλεοτίδια ((dATPdATP, , dTTPdTTP, , dGTPdGTP, , dCTPdCTP), ), μιαμια θερμοανθεκτικήθερμοανθεκτική
πολυμεράσηπολυμεράση ((TaqTaq, , PfuPfu),), ιόνταιόντα MgMg απαράιτητααπαράιτητα γιαγια τηντην ενζυμικήενζυμική
λειτουργίαλειτουργία τηςτης πολυμεράσηςπολυμεράσης, , συνθετικάσυνθετικά ολιγονουκλεοτίδιαολιγονουκλεοτίδια
((συνήθωςσυνήθως 1818--21 21 βάσειςβάσεις) ) πουπου λειτουργούνλειτουργούν ωςως εκκινητέςεκκινητές



Τα στάδια ενός κύκλου της PCR

A) Αποδιάταξη του DNADNA--στόχουστόχου
ΒΒ) ) ΥβριδισμόςΥβριδισμός τωντων εκκινητώνεκκινητών
ΓΓ) ) ΕπιμήκυνσηΕπιμήκυνση τωντων δύοδύο κλώνωνκλώνων τουτου DNADNA απόαπό
ΤηνΤην DNADNA πολυμεράσηπολυμεράση

ΠροσέξτεΠροσέξτε τηντην εκθετικήεκθετική αύξησηαύξηση τωντων αντιγράφωναντιγράφων
ΤουΤου DNADNA--στόχουστόχου



ΘερμοκυκλοποιητέςΘερμοκυκλοποιητές--ΕφαρμογέςΕφαρμογές τηςτης PCRPCR

ΘερμοκυκλοποιητέςΘερμοκυκλοποιητές είναιείναι
μηχανήματαμηχανήματα γιαγια PCRPCR

ΑυτοματοποιημένεςΑυτοματοποιημένες συνθήκεςσυνθήκες, , 
μεγάλομεγάλο κόστοςκόστος

ΕφαρμογέςΕφαρμογές PCRPCR
ΚλωνοποίησηΚλωνοποίηση
ΑλληλούχισηΑλληλούχιση
ΜελέτηΜελέτη έκφρασηςέκφρασης γονίδιώνγονίδιών ((RTRT--

PCR)PCR)
ΜεταλλαξιγένεσηΜεταλλαξιγένεση
ΔιάγνωσηΔιάγνωση ασθενειώνασθενειών ((βακτήριαβακτήρια, , 

ιοίιοί))

http://www.molecularstation.com/molecular-biology-images/509-pcr-pictures/72-pcr-machine-thermal-cycler.html


Θεσηκατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση

(site-directed mutagenesis)



Μεταλλαξιγένεση κασέτας και διάρρηξη γονιδίου
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