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Περιοριστικές ενδονουκλεάσες
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Ποικιλομορφία περιοριστικών ενδονουκλεασών
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Ποικιλομορφία περιοριστικών ενδονουκλεασών
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Characteristics of Meganucleases (MN)

• Found in archaea, bacteria, phages, 
fungi, yeast, algae and some plants. 

• Expressed in the nucleus, 
mitochondria or chloroplasts.

• Several hundred of them have 
been identified.

• Meganucleases are characterized 
by a large recognition site (double-
stranded DNA sequences of 12 to 
40 base pairs).

The site generally occurs only once in any given genome. For example, the 18-base pair
sequence recognized by the I-SceI meganuclease would on average require a genome
twelve times the size of the human genome to be found once by chance.

➢ 418 = 69X109 (human genome is about 6X109), 415 = 109 (6 times in human genome)
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Φορείς κλωνοποίησης (Cloning vectors)
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 Ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικό

 β-gal (blue/white selection)

 Οπερόνιο λακτόζης

 Οπερόνιο τρυπτοφάνης

 GFP/RFP/YFP

 Περιβαλλοντικής καταπόνησης

 Αυξοτροφία αμινοξέων (Yeast)

Γονίδια δείκτες επιλογής (marker genes or selection markers)

Βακτήρια-ξενιστές δέχονται σε μικρό ποσοστό πλασμίδια, μερικά 
από τα οποία είναι ανασυνδυασμένα…
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 Ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικό

 β-gal (blue/white selection)

 Οπερόνιο λακτόζης

 Οπερόνιο τρυπτοφάνης

 GFP/RFP/YFP

 Περιβαλλοντικής καταπόνησης

 Αυξοτροφία αμινοξέων (Yeast)

Γονίδια δείκτες επιλογής (marker genes or selection markers)

Το 99,9% των βακτηρίων είναι μη μετασχηματισμένα και από τα 
μετασχηματισμένα το 99,9% είναι μη ανασυνδυασμένα.

=> Αναγκαστική χρήση 2 γονιδίων δεικτών !
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Μπλε/Άσπρες αποικίες ή κόκκινες (RFP) ή πράσινες αποικίες (GFP)
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Επιλογή μπλε-άσπρων αποικιών με υπόστρωμα X-Gal

Αποφωσφορυλίωση
του πλασμιδίου για 
μείωση άσπρων 
αποικιών !
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lacZ ω 

deletion 

mutation

Επιλογή μπλε-άσπρων αποικιών με υπόστρωμα X-Gal
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Πολλαπλή θέση κλωνοποίησης (Multiple Cloning Site – MCS)
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Κατευθυνόμενη κλωνοποίηση (Directional cloning)
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Κατευθυνόμενη κλωνοποίηση (Directional cloning)



Kosmas Haralampidis - kharalamp@biol.uoa.gr
1

Ασυμβατότητα πλασμιδίων (Incompatible plasmids/ORIs)

Κάθε βακτήριο που 
προσλαμβάνει ένα μόνο 
μόριο ανασυνδυασμένου 
DNA πολλαπλασιάζεται 
και παράγει μια αποικία 
που αποτελεί ένα 
βακτηριακό κλώνο. Είναι 
φανερό ότι με την 
παραπάνω διαδικασία 
παράγονται χιλιάδες 
κλώνοι, που ο καθένας 
περιέχει ένα 
ανασυνδυασμένο μόριο 
DNA διαφορετικό από 
τους υπόλοιπους κλώνους.
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Κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης με oligo-dT & random priming

Ξενιστής βακτήριο

Εισαγωγή πλασμιδίων 

σε βακτήρια

Ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια

Ανασυνδυασμένοι βακτηριοφάγοι

Ξενιστής φάγος

Υβριδοποίηση του πρωταρχικού 

τμήματος (εκκινητή)

Πέψη με τη νουκλεάση S1

Σύνθεση της συμπληρωματικής 

αλυσίδας με ανάστροφη μεταγραφάση

Πέψη της RNA αλυσίδας με RNaseH

Σύνθεση της δεύτερης αλυσίδας με το 

Klenow fragment της DNA πολυμεράσης I

AscI

AscI

NotI

NotI
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Η δημιουργία πολλών αντιγράφων είναι απαραίτητη
προϋπόθεση τόσο για τη μελέτη ενός γονιδίου όσο και
για την παραγωγή της πρωτεΐνης που αυτό κωδικοποιεί.

Η κατασκευή βιβλιοθηκών μας δίνει τη δυνατότητα να
απομονώσουμε το βακτηριακό κλώνο που περιέχει το
επιθυμητό γονίδιο. Στη συνέχεια πολλαπλασιάζονται τα
βακτήρια του κλώνου και δημιουργούν πολλά αντίγραφα
του γονιδίου που περιέχει.

Η μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)
μας επιτρέπει να αντιγράψουμε πολλές φορές…

Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Η τεχνική της PCR 

Ενίσχυση του επιθυμητού τμήματος σε >1.000.000.000 αντίγραφα…

dH2O

Ρυθμιστικό διάλυμα

Μήτρα DNA (δείγμα)

Πρωταρχικά τμήματα

PPP-νουκλεοτίδια

Ιόντα Mg++

DNA πολυμεράση

1.Αποδιάταξη

2.Υβριδοποίηση

3.Επιμήκυνση
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1. Κλωνοποίηση τμημάτων DNA και γονιδίων

2. Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης (μεταγραφή)

3. Ανίχνευση μολυσμένων με παθογόνα δειγμάτων

4. Εγκληματολογία και ταυτοποίηση πατρότητας

5. Ανίχνευση διαγονιδιακών φυτών/σπερμάτων

Εφαρμογές της τεχνολογίας PCR
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Κατευθυνόμενη κλωνοποίηση (Directional cloning)
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Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης (μεταγραφή)
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Η χρήση της PCR στην ανίχνευση μολυσμένων ατόμων

HIV or H1N1 or COVID-19 particles
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Χρήση της VNTR-PCR τεχνικής στην εγκληματολογία/πατρότητα
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VNTR: διαδοχικές επαναλήψεις ποικίλου αριθμού (variable number tandem repeats)

Χρήση της VNTR-PCR τεχνικής στην εγκληματολογία/πατρότητα
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Ενίσχυση με PCR τριών
διαφορετικών περιοχών
για τη δημιουργία του
DNA αποτυπώματος

VNTR: variable number tandem repeats

Probability of two persons

1 VNTR (6 alleles) = 1:64

4 VNTRs (10 alleles) > 1: 18.000.000

5 VNTRs (10 alleles) > 1: 1.000.000.000

Paternity = 1/10.000 (99,9%)

Guilt = 1/10.000.000

Χρήση της VNTR-PCR τεχνικής στην εγκληματολογία/πατρότητα
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Μελέτη DNA από απολιθώματα
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Μελέτη DNA από απολιθώματα
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Ευχαριστώ


