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 Ένζυμα επεξεργασίας του DNA

 Αλυσιδωτή αντίδραση πολύμεράσης

 Κλωνοποίηση DNA



Γενετικό υλικό προκαρυωτικών κυττάρων

 Απλοειδή προκαρυωτικά κύτταρα (1 αντίγραφο γενετικού υλικού,
1 χρωμόσωμα)

 Γενετικό υλικό των προκαρυωτικών κυττάρων: υπερελικωμένο
δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA & πλασμίδια (μικρά εξωχρωμοσωμικά
δίκλωνα κυκλικά μόρια DNA)



Μεταφορά γενετικού υλικού στα 
προκαρυωτικά κύτταρα

 Η κυτταρική διαίρεση στα προκαρυωτικά κύτταρα γίνεται με διχοτόμηση
(τα δύο θυγατρικά κύτταρα που προκύπτουν έχουν το ίδιο DNA με το
αρχικό)

 Υφίσταται ελεγχόμενη ανταλλαγή DNA και με τη διαδικασία του
μετασχηματισμού μέσω των πλασμιδίων τους

 Η ανεξάρτητη αντιγραφή των πλασμιδίων από το γενωμικό DNA και
μεταφορά τους από το ένα βακτήριο στο άλλο, αποτελεί σπουδαίο
εργαλείο της γενετικής μηχανικής στο πλαίσιο μεταφοράς γενετικού
υλικού (γόνων) από έναν οργανισμό σε έναν άλλο

 Γενετική μηχανική : οι μέθοδοι, που αποσκοπούν στην τροποποίηση του
γενετικού υλικού ενός οργανισμού με σκοπό να αποκτήσει αυτός νέες
ιδιότητες
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Στάδια κλωνοποίησης ενός γονιδίου και χρήσεις του



Χρήση πλασμιδίων ως φορέα κλωνοποίησης:
εισαγωγή τμήματος DNA σε πλασμίδιο
(= ανασυνδυασμένο πλασμίδιο)

Μεταφορά γενετικού υλικού στα 
προκαρυωτικά κύτταρα

 Γενετικά τροποποιημένος οργανισμός:
Οργανισμός με νέες ιδιότητες μετά από
εισαγωγή ή τροποποίηση γονιδίου και
συνεπώς δημιουργία νέας πρωτεΐνης.

 Για τη σύνθεση της νέας πρωτεΐνης πρέπει
πρώτα το γονίδιο που περιέχει τις γενετικές
πληροφορίες να μεταγραφεί-φτιάχνοντας
mRNA απαραίτητο για τη σύνθεσή της, το
οποίο με τη σειρά του στα ριβοσώματα θα
συμβάλλει στη σύνθεση της πρωτεΐνης
(μετάφραση



Ένζυμα για την επεξεργασία του DNA

 DNA πολυμεράσες: ένζυμα που συνθέτουν καινούριες
πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες, συμπληρωματικές ως προς το υπάρχον
εκμαγείο- DNA ή RNA

 Νουκλεάσες: ένζυμα που αποικοδομούν μόρια DNA μέσω θραύσης των
φωσφοδιεστερικών δεσμών μεταξύ των νουκελοτιδίων

 Λιγάσες: ένζυμα που συνδέουν μόρια DNA μέσω σύνθεσης
φωσφοδιεστερικών δεσμών μεταξύ των νουκελοτιδίων που βρίσκονται
στα άκρα δυο διαφορετικών μορίων ή στα δυο άκρα του ίδιου μορίου

 Ένζυμα τροποποίησης άκρων: ένζυμα που προκαλούν αλλαγές στα άκρα
των μορίων DNA



DNA πολυμεράση:
ενεργότητα σύνθεσης DNA & 
3’→ 5’ εξωνουκλεάσης & 
5’ → 3’ εξωνουκλεάσης
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Νουκλεάσες

Περιοριστικές ενδονουκλεάσες: DNA ενδονουκλεάσες που
αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες, προέρχονται από πολλές
πηγές

Νουκλεάση S1: ενδονουκλεάση ειδική για DNA & RNA Aspergillus
oryzae

Δεοξυριβονουκλεάση Ι: Ενδονουκλεάση ειδική για δίκλωνο DNA &
RNA, από την E. Coli



Περιοριστικές ενδονουκλεάσες

 Tύπου I: Tο ένζυμο αναγνωρίζει μία θέση και κόβει τουλάχιστον
1000 bp μακριά από το σημείο.

 Tύπου III: το ένζυμο κόβει 24-26bp μακριά από τη θέση
αναγνώρισης.

 Tύπου IV: το ένζυμο κόβει μεθυλιωμένο DNA χωρίς να αναγνωρίζει
συγκεκριμένη αλληλουχία.

 Tύπου II: Tα συγκεκριμένα ένζυμα κόβουν το DNA σε συγκεκριμένες
θέσεις οι οποίες έχουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά (καρκινική
ανάγνωση)
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 Τα ένζυμα περιορισμού κόβουν το DNA σε μια συγκεκριμένη αλληλουχία DNA
(θέση περιορισμού), όπως 5′—AAGCTT—3′

 Πολλά από τα ένζυμα περιορισμού που χρησιμοποιούνται για μελέτες
ανασυνδυασμένου DNA κόβουν παλινδρομικές αλληλουχίες — η αλληλουχία
βάσεων διαβάζεται το ίδιο με το συμπλήρωμα της, στην αντίθετη κατεύθυνση —
όπως 3′—TTCGAA—5′, παράγοντας κολλώδη άκρα.

5′—A AGCTT—3′
3′—TTCGA A—5′

 Τα κολλώδη άκρα συνδέονται με δεσμούς υδρογόνου με τα συμπληρωματικά,
μονόκλωνα άκρα άλλων μορίων DNA που έχουν κοπεί με το ίδιο ένζυμο.

Τα ένζυμα περιορισμού είναι «μοριακά ψαλίδια»
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Περιοριστικές ενδονουκλεάσες: Παραδείγματα  
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 Μόλις ενωθούν τα κολλώδη άκρα των δύο μορίων, υποβάλλονται σε
επεξεργασία με DNA λιγάση.

Τα ένζυμα περιορισμού είναι «μοριακά ψαλίδια»
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Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα:

 Χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό μιγμάτων ορισμένων
μακρομορίων: πρωτεϊνών, πολυπεπτιδίων ή τμημάτων DNA.

 Τα νουκλεϊκά οξέα μετακινούνται μέσω του πηκτώματος προς τον
θετικό πόλο του ηλεκτρικού πεδίου, επειδή είναι αρνητικά φορτισμένα
λόγω των φωσφορικών ομάδων τους.

 Τα τμήματα DNA διαχωρίζονται ανάλογα με το μέγεθός τους — τα
μικρά μόρια μετακινούνται γρηγορότερα προς τον θετικό πόλο από τα
μεγάλα μόρια.

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης



 Ο διαχωρισμός νουκλεϊνικών οξέων είναι από τις πιο διαδεδομένες
μεθόδους.

 Ο διαχωρισμός τους βασίζεται στο φορτίο τους αλλά και στο μέγεθος
τους καθώς η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε πήκτωμα (gel).

 Τα πηκτώματα είναι τρισδιάστατα πλέγματα μακρομορίων που δρουν
ως μοριακά κόσκινα.

 Τα μικρά μόρια κινούνται πιο γρήγορα μέσα από τους πόρους του
πηκτώματος, ενώ τα μεγάλα επιβραδύνονται.

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης



 Απαιτείται η χρήση χρωστικών που δεσμεύονται στο DNA για την
εμφάνιση των ιχνών τους στο πήκτωμα.

 Βρωμιούχο Αιθίδιο (EtBr). Η πρώτη ένωση που χρησιμοποιήθηκε.
Ισχυρή δέσμευση στο DNA αποδομείται δύσκολα. Ισχυρό
μεταλλαξιγόνο. Αποφεύγεται η χρήση το για λόγους ασφαλείας.

 Συγχρονες χρωστικές: GelRed, SYBR Green. Αποδομούνται σχετικά
γρήγορα, αλλά επειδή δεσμεύωνται στο DNA καλό είναι να
χρησιμοποιούνται με προσοχή.

 Τρόπος λειτουργίας Χρωστικών.

• Όταν είναι δεσμευμένες στο DNA φθορίζουν στην περιοχή του
ορατού όταν διεγερθούν με υπεριώδη ακτινοβολία.

• Όταν είναι ελεύθερες χάνουν την ικανότητα φθορισμού.

Χρωστικές DNA



 Εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου σε δείγμα ως τμήματα DNA (το DNA
είναι αρνητικά φορτισμένο μακρομόριο), που έχει τοποθετηθεί σε
εγκοπή πηκτώματος (gel) και αυτά μετακινούνται από τον αρνητικό
στο θετικό πόλο

 Το πήκτωμα αγαρόζης λειτουργεί σαν «μοριακό κόσκινο» μέσα στους
πόρους της οποίας τα τμήματα του DNA διαχωρίζονται (τα μικρότερα
τμήματα θα κινούνται γρηγορότερα και τα μεγαλύτερα αργότερα για
συγκεκριμένο χρόνο εφαρμογής ηλεκτρικού πεδίου); Τμήματα DNA
με το ίδιο μέγεθος κινούνται συγχρόνως μέσω του πηκτώματος και
συγκεντρώνονται σε ζωνώσεις.

 Όσο πιο μεγάλη είναι η συγκέντρωση της αγαρόζης, τόσο πιο καλά
διαχωρίζονται τα μικρού σχετικού μεγέθους μόρια

Ηλεκτροφόρηση DNA 



 Το μοριακό βάρος (ΜΒ) κάθε ζώνωσης καθορίζεται από μια
πρότυπη καμπύλη (μάρτυρας/ladder), η οποία
κατασκευάζεται με τη χρήση μακρομορίων γνωστού ΜΒ; Ο
δείκτης ΜΒ πρέπει να καλύπτει όλο το εύρος διαχωρισμού
μιας πήκτωμας

 Μονάδες μέτρησης δίκλωνου DNA: ζεύγη βάσεων (bp)

Ηλεκτροφόρηση DNA 



% Aγαρόζη για την ανάλυση DNA
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Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης
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Εργαλεία για τη μελέτη του DNA

Southern blot:

 Το DNA που διαχωρίζεται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα
αποδιατάσσεται και μεταφέρεται σε μια μεμβράνη, η οποία
απορροφά το DNA όπως ένα χαρτί απορροφητικό απορροφά το
μελάνι.

 Η μεμβράνη επωάζεται με έναν ανιχνευτή/ ιχνηθέτη DNA, ο οποίος
υβριδοποιείται με συγκεκριμένο τμήμα cDNA που διαθέτει
συμπληρωματικότητα .

 Ο ιχνηθέτης ανιχνεύεται με αυτοραδιογραφία ή χημική φωταύγεια.
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Ενίσχυση του τμήματος DNA με 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης - PCR
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 Η τεχνολογία ανασυνδυασμένου DNA ξεκίνησε με γενετικές μελέτες ιών που
μολύνουν βακτήρια.

 Τα ένζυμα περιορισμού από βακτήρια χρησιμοποιούνται για να κόψουν
μόρια DNA σε συγκεκριμένα σημεία και ένα μόριο φορέα μεταφέρει το
θραύσμα DNA σε ένα κύτταρο.

• Οι βακτηριοφάγοι και τα πλασμίδια είναι δύο παραδείγματα φορέων.

 Ένα πλασμίδιο με ξένο DNA ενσωματωμένο σε αυτό εισάγεται στα βακτήρια
μέσω μετασχηματισμού: η πρόσληψη ξένου DNA από τα κύτταρα.

 Μόλις ένα πλασμίδιο εισέλθει σε ένα κύτταρο, αναπαράγεται και διανέμεται
στα θυγατρικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης,
παράγοντας πανομοιότυπους κλώνους.

Κλωνοποίηση DNA & περιοριστικές ενδονουκλεάσες



Biology 11th edition Solomon P. Eldra, Martin E. Charles, Martin W. Diana, Berg R. Linda: permission of Cengage

 Τα πλασμίδια βοηθούν στην απομόνωση
και ανάλυση του κλωνοποιημένου DNA.
Έχουν:

1. Ένα σημείο έναρξης αντιγραφής

2. Μία ή περισσότερες θέσεις αναγνώρισης
από περιοριστικές ενδονουκλεάσες

3. Γονίδια που επιτρέπουν την κυττάρων που
έχουν μετασχηματιστεί από
ανασυνδυασμένα πλασμίδια, όπως
ανθεκτικόητα στα αντιβιοτικά.

 Το ανασυνδυασμένο DNA μπορεί επίσης να
εισαχθεί σε κύτταρα ευκαρυωτικών
οργανισμών, χρησιμοποιώντας
τροποποιημένους ιούς ως φορείς.

Πλασμίδια



Ανθρώπινες Γονιδιωματικές βιβλιοθήκες με χρήση 
διαφορετικών τύπων φορέων κλωνοποίησης 

Αριθμός κλώνων 

Τύπος φορέα 
Μέγεθος 

ενθέματος (kb) 
Ρ=95% Ρ=99%

Φορέας λ 18 516k 793k

Κοσμίδιο,
Φοσμίδιο

40 232k 357k

Ρ1 100 93k 143k

BAC, PAC 300 31k 47,5k

Όπως έχει οριστεί από την σχέση  N = [In (1 - P)]/In (1-a/b)
Όπου Ν ο αριθμός των απαιτούμενων κλώνων, Ρ η πιθανότητα για οποιοδήποτε τμήμα 
του γονιδιώματος να υπάρχει στη βιβλιοθήκη, a είναι το μέσο μέγεθος των τμημάτων 
DNA που εισάγονται στον φορέα και bείναι το μέγεθος του γονιδιώματος. 
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 Τα παραγόμενα τμήματα DNA από τη δράση περιοριστικής
ενδονουκλεάσης μπορούν να διαχωριστούν, ανάλογα με το μέγεθός
τους, σε πήκτωμα αγαρόζης με ηλεκτροφόρηση

 Χρησιμοποιώντας πολλά διαφορετικά ένζυμα περιορισμού
μεμονωμένα και σε συνδυασμούς (απλές & διπλές πέψεις) είναι
δυνατό να κατασκευαστεί ο χάρτης περιορισμού (restriction map) του
DNA, όπου σημειώνονται οι θέσεις περιορισμού των
χρησιμοποιούμενων ενζύμων

 Στο πήκτωμα αγαρόζης ηλεκτροφορούνται συγχρόνως και γνωστού ΜΒ
θραύσματα DNA (ladder) και έτσι καθορίζονται τα μεγέθη των
τμημάτων του δείγματος DNA

Χάρτης περιορισμού 



in situ Υβριδισμός -
προσδιορισμός της θέσης 

έκφρασης γονιδίου 
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Τεχνολογίες που βασίζονται στο CRISPR

CRISPR: Clusters of Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats-Συστάδες τακτικά
διασκορπισμένων σύντομων παλινδρομικών επαναλήψεων

• Η λειτουργία των ενδονουκλεασών CRISPR ανακαλύφθηκε το 2007 στο Streptococcus
thermophilus

• Ένας τυπικός τόπος CRISPR αποτελείται από επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες
περίπου 40 bp που διακόπτονται από μοναδικές αλληλουχίες που προέρχονται από
το DNA βακτηριοφάγων

‒ Συνήθως συνδέεται με ένα ή περισσότερα γονίδια Cas που κωδικοποιούν
ενδονουκλεάσες, οι οποίες κόβουν το DNA όπως τα ένζυμα περιορισμού ως αμυντικός
μηχανισμός

Η ανάπτυξη της τεχνικής επεξεργασίας γονιδιώματος CRISPR-Cas9 αναγνωρίστηκε με το 
βραβείο Νόμπελ Χημείας το 2020, το οποίο απονεμήθηκε στις Emmanuelle Charpentier
και Jennifer Doudna

https://el.wikipedia.org/wiki/CRISPR
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National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) tools for DNA analysis


