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τρίτη έκδοση αυτού του βιβλίου-ορόσημου παρουσιάζει τις πλέον σύγχρονες πληροφορίες του πεδίου της

γονιδιωματικής. Πέραν του νομπελίστα James D. Watson και του Jan A. Witkowski, στη συγγραφική ομάδα της

παρούσας έκδοσης συμπεριλήφθηκαν και οι Richard M. Myers και Amy A. Caudy, ώστε το τελικό αποτέλεσμα να

είναι μία έγκυρη, εύληπτη και ελκυστική ανασκόπηση των πεδίων αιχμής της σύγχρονης επιστημονικής έρευνας.

Οι συγγραφείς, βασιζόμενοι στην προσωπική τους ερευνητική εμπειρία και κατάρτιση, έχουν επιλέξει τα

καταλληλότερα και πιο συναρπαστικά παραδείγματα από σύγχρονα ερευνητικά πεδία, όπως αυτό του RNAi, της

επιγενετικής, της μελέτης των γονιδιωμάτων σε ευρεία κλίμακα, του καρκίνου, της γενετικής του ανθρώπου και

των γενετικών αποτυπωμάτων. Παράλληλα, παρέχουν στον αναγνώστη τις βάσεις για την κατανόηση των

θεμελιωδών αρχών της γενετικής και της γονιδιωματικής, παρουσιάζοντας επιλεγμένα παραδείγματα από τα

τελευταία 100 χρόνια.

Η τρίτη έκδοση του Ανασυνδυασμένου DNA, γραμμένη από ειδικούς επιστήμονες, αποτελεί μία συνοπτική

παρουσίαση του εντυπωσιακού ρόλου της γονιδιωματικής και της τεχνολογίας του ανασυνδυασμένου DNA στο

γίγνεσθαι των σύγχρονων κοινωνιών. Πρόκειται ως εκ τούτου για ένα πολύτιμο σύγγραμμα για την εκπαίδευση

τόσο προπτυχιακών φοιτητών όσων και επαγγελματιών, σε θέματα που αφορούν τη βιολογία, τη γενετική, τη

γονιδιωματική, τη βιοχημεία, την κυτταρική και τη μοριακή βιολογία, τη γενετική μηχανική, τη βιοτεχνολογία και

τη βιοπληροφορική. Το βιβλίο αυτό είναι επίσης κατάλληλο για γιατρούς, δικηγόρους, αλλά και για όποιον θέλει

να γνωρίσει τα επιτεύγματα της πιο συναρπαστικής επιστήμης του 21ου αιώνα.

Απόσπασμα από κριτική της δεύτερης έκδοσης:

«Πρόκειται για μία άριστη πηγή αναφοράς για προπτυχιακούς και μεταπτυχιακούς φοιτητές των βιοεπιστημών ή
της ιατρικής, αλλά και για κάθε άλλον που ενδιαφέρεται για την τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA».

AMERICAN JOURNAL OF HUMAN GENETICS

Σχόλια για την τρίτη έκδοση:

«Αυτό το κείμενο ακολουθεί μία μοναδική προσέγγιση: παρουσιάζει τον τρόπο με τον οποίο αποκτήσαμε τις
γνώσεις μας στη μοριακή βιολογία χωρίς να εμβαθύνει στις λεπτομέρειες των μοριακών μηχανισμών. Αντί να
εξηγεί απλώς πώς λειτουργούν τα βιολογικά φαινόμενα, “προκαλεί” τους φοιτητές να τα κατανοήσουν μέσα από
τα πειράματα που οδήγησαν στις διάφορες ανακαλύψεις».

REBECCA SPARKS-THISSEN, GRINNELL COLLEGE

«…όπως επισημάνθηκε από τις Εθνικές Ακαδημίες στο πλαίσιο της αναφοράς “BIO 2010”, ένα σημείο-κλειδί κατά
την προπαρασκευή των νεαρών επιστημόνων του αύριο στις επιστημονικές πρακτικές είναι η εκπαίδευσή τους σε
διεπιστημονικά θέματα και διεπιστημονικές ερευνητικές προσεγγίσεις. Το βιβλίο αυτό είναι γραμμένο με τέτοιο
τρόπο, ώστε να προωθεί αυτόν το στόχο».

SHOUMITA DASGUPTA, BOSTON UNIVERSITY SCHOOL OF MEDICINE
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Η αποκρυπτογράφηση του γενετικού κώδικα αποτέλεσε το

επιστέγασμα της δεκαετούς έρευνας που ακολούθησε

την ανακάλυψη της διπλής έλικας του DNA. Το σχετικό

ερευνητικό πρόγραμμα είχε βασιστεί στο κεντρικό δόγμα της βιολογίας

και μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του 1960 το είχε επιβεβαιώσει πειρα-

ματικά. Οι επιστήμονες είχαν καταδείξει ότι η αντιγραφή του DNA γίνε-

ται με ημισυντηρητικό τρόπο, όπως υποδείκνυε η δομή της διπλής έλι-

κας, και είχαν ανακαλύψει ένα ένζυμο το οποίο εκτελούσε τη σύνθεση

του DNA. Είχαν επίσης επιβεβαιώσει πειραματικά ότι στο κεντρικό δόγ-

μα συμμετείχε ένα μόριο RNA με ρόλο μεσάζοντα, το αγγελιαφόρο

RNA (mRNA). Οι βιοχημικοί είχαν μελετήσει εκτενώς την πρωτεϊνοσύν-

θεση, είχαν απομονώσει πολλά από τα συστατικά που εμπλέκονταν σε

αυτήν –mRNA, ενεργοποιημένα αμινοξέα, μεταφορικό RNA (tRNA) και

ριβοσώματα– και είχαν προσδιορίσει τις λειτουργίες τους. Με την απο-

κρυπτογράφηση του γενετικού κώδικα ήταν πλέον θεωρητικά δυνατόν

να κατανοηθεί η πληροφορία που περιείχε οποιοδήποτε μόριο DNA ή

RNA. Είχε μόλις δημιουργηθεί ένας νέος επιστημονικός κλάδος, αυτός

της μοριακής γενετικής.

Πολλοί από τους βιολόγους που είχαν λάβει μέρος στη γένεση της

μοριακής γενετικής θεώρησαν πως ο νέος αυτός επιστημονικός κλάδος

είχε πλέον εισέλθει σε μία περίοδο παγίωσης. Αισθάνονταν, φυσικά, ότι

υπήρχε δυνατότητα για περαιτέρω ανάπτυξη, εκτιμούσαν ωστόσο πως

αυτή θα γινόταν με τη συσσώρευση γνώσης στο πλαίσιο των βασικών

αρχών που είχαν ήδη καθοριστεί, καθώς θα επιλύονταν οι λεπτομέρειες
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των παλαιών προβλημάτων και οι βιοχημικοί θα ανέ-

λυαν λεπτομερέστερα τις διαδικασίες που εμπλέκο-

νται σε αυτά. Φαινόταν όμως μάλλον απίθανο να

σημειωθεί περαιτέρω πρόοδος μέσω της αναθεώρη-

σης ή/και της συμπλήρωσης των βασικών εννοιών

της μοριακής γενετικής. Εκείνη την περίοδο, τη δε-

καετία του 1960, η μοριακή γενετική βασιζόταν σχε-

δόν αποκλειστικά στη μελέτη βακτηρίων και φάγων.

Νέα βήματα προόδου θα μπορούσαν να σημειωθούν

μελετώντας τη λειτουργία των γονιδίων ανώτερων

οργανισμών, αλλά ακόμα δεν ήταν διαθέσιμα τα κα-

τάλληλα πειραματικά μέσα και έτσι κάτι τέτοιο φαι-

νόταν τόσο μακρινό όσο ένα ταξίδι στη Σελήνη. Για

να αξιοποιήσουν λοιπόν το χρόνο τους μέχρι την

ανάπτυξη κατάλληλων πειραματικών εργαλείων,

αρκετοί από τους διακεκριμένους επιστήμονες που

συνέβαλαν καθοριστικά στην απόκτηση των πρώ-

των γνώσεων σχετικά με την αποθήκευση της γενε-

τικής πληροφορίας στο DNA εγκατέλειψαν τη μο-

ριακή γενετική και ξεκίνησαν μια νέα σταδιοδρομία

στο χώρο της νευροβιολογίας. Αυτό που δεν μπο-

ρούσαν να προβλέψουν ήταν η ταχύτατη ανάπτυξη,

μέσα στην επόμενη δεκαετία, των ενζυμολογικών

και των χημικών τεχνικών. Από τις τεχνικές αυτές

προέκυψε η τεχνολογία του ανασυνδυασμένου

DNA, στην οποία περιλαμβάνεται πλέον κάθε τεχνι-

κή χειρισμού του DNA ή του RNA.

Οι τεχνικές του ανασυνδυασμένου DNA είναι

ιδιαίτερα ισχυρές, καθώς μας παρέχουν τα εργα-

λεία για τη μελέτη της γενετικής οποιουδήποτε ορ-

γανισμού και για την απομόνωση του DNA οποιου-

δήποτε σχεδόν γονιδίου. Μπορούμε να απομονώ-

σουμε ένα συγκεκριμένο γονίδιο, να το κλωνοποιή-

σουμε, προκειμένου να παραγάγουμε πολλαπλά

αντίγραφά του, και να το αλληλουχίσουμε, προκει-

μένου να «διαβάσουμε» τη γενετική πληροφορία

που περιέχει. Μπορούμε επίσης να αναλύσουμε τη

λειτουργία του γονιδίου αυτού με μεταλλαξιγένεση

in vitro, κατά την οποία προκαλούμε ειδικές τροπο-

ποιήσεις (μεταλλαγές) στην πληροφορία του και

ακολούθως το επανεισαγάγουμε στον οργανισμό,

για να προσδιορίσουμε τις συνέπειες αυτών των με-

ταλλαγών. Κατά τα τέλη της δεκαετίας του 1970

έγινε εμφανές ότι τα εργαλεία αυτά αποτελούσαν

τον ταχύτερο και ασφαλέστερο τρόπο μελέτης των

μοριακών μηχανισμών, μιας σειράς δηλαδή διαδικα-

σιών, όπως είναι η κυτταρική διαίρεση και η ανάπτυ-

ξη, που μέχρι τότε φαινόταν αδύνατον να κατανοη-

θούν. Έτσι, επιστήμονες σχεδόν από κάθε κλάδο

της βιολογίας έσπευσαν να τα χρησιμοποιήσουν.

Ακολούθησε μια περίοδος επιστημονικού ενθουσια-

σμού και επιστημονικών επιτευγμάτων, που δύσκο-

λα συγκρίνεται με οποιαδήποτε άλλη στον τομέα

της βιολογικής έρευνας.

Σε αυτό και στα δύο επόμενα κεφάλαια θα πα-

ρουσιάσουμε ορισμένες από τις τεχνικές που χρη-

σιμοποιούνται στη μοριακή βιολογία. Στο παρόν κε-

φάλαιο θα εξετάσουμε τα βασικά εργαλεία του ανα-

συνδυασμένου DNA: τα ένζυμα που κόβουν, ενώ-

νουν και συνθέτουν DNA, την ηλεκτροφόρηση, την

αλληλούχιση και τη χημική σύνθεση DNA, την αλυ-

σιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και την υβριδοποί-

ηση νουκλεϊκών οξέων. Στο Κεφάλαιο 5 θα δούμε τι

μας έχουν διδάξει οι τεχνικές απομόνωσης γονι-

δίων σχετικά με τη δομή του γονιδιώματος, ενώ στο

Κεφάλαιο 6 θα μελετήσουμε τις τεχνολογίες που

χρησιμοποιούνται σήμερα για τη μελέτη της λει-

τουργίας των αλληλουχιών DNA in vivo.

Τα ένζυμα �εριορισμού κόβουν το
DNA σε συγκεκριμένες αλληλουχίες

Οι βιοχημικοί είχαν καταφέρει να αξιοποιήσουν

τις πρωτεάσες, και συγκεκριμένα ορισμένα από τα

ένζυμα αυτά που έχουν την ιδιότητα να κόβουν τις

πολυπεπτιδικές αλυσίδες σε συγκεκριμένες θέσεις,

για να προσδιορίσουν την αλληλουχία των πρωτεϊ-

νών. Χρησιμοποιούσαν διαφορετικές πρωτεάσες

που κόβουν σε διαφορετικές ειδικές θέσεις, ώστε

να προκύπτουν από μία πρωτεΐνη μικρά τμήματα

(πεπτίδια), χαρακτηριστικά για κάθε πρωτεάση, των

οποίων η αμινοξική αλληλουχία ήταν δυνατόν να

προσδιοριστεί. Στη συνέχεια, καθόριζαν τη σειρά

που είχαν τα πεπτίδια αυτά στην πρωτεΐνη, εντοπί-

ζοντας τις περιοχές αλληλεπικάλυψης ανάμεσα

στις αμινοξικές αλληλουχίες πεπτιδίων που είχαν

προκύψει από διαφορετικές πρωτεάσες. Έτσι, επι-

τυγχανόταν ο προσδιορισμός της αλληλουχίας της

πρωτεΐνης.

Κεφάλαιο 4100



Δυστυχώς για τους πρώτους βιοχημικούς που

ασχολήθηκαν με τα νουκλεϊκά οξέα, όλες οι μέχρι

τότε γνωστές νουκλεάσες, δηλαδή τα ένζυμα που

διασπούν τους φωσφοδιεστερικούς δεσμούς των

νουκλεϊκών οξέων, ελάχιστα βασίζονταν στην αλλη-

λουχία των στόχων τους. Η άποψη που κυριαρχούσε

ήταν ότι, σε αντίθεση με τις πρωτεάσες, δε θα ανα-

καλύπτονταν ποτέ νουκλεάσες με μεγάλη εξειδίκευ-

ση και επομένως η απομόνωση διακριτών (συγκεκρι-

μένων) τμημάτων DNA, ακόμη και από απλά μόρια

όπως το ιικό DNA, θα ήταν αδύνατη. Αυτή η άποψη

άρχισε να αμφισβητείται εξαιτίας ορισμένων παρατη-

ρήσεων, οι πρώτες από τις οποίες έγιναν το 1953.

Διαπιστώθηκε πως, όταν μόρια DNA από ένα στέλε-

χος Escherichia coli (π.χ. το στέλεχος Β) εισάγονταν

σε ένα διαφορετικό στέλεχος E. coli (π.χ. το στέλε-

χος C), ακολουθούσε σχεδόν πάντα κατάτμηση του

εξωγενούς DNA σε μικρότερα τμήματα. Σε σπάνιες

περιπτώσεις το μόριο DNA που εισαγόταν στο κύττα-

ρο υφίστατο κάποιου είδους τροποποίηση που του

επέτρεπε να παραμείνει ακέραιο και να αντιγραφεί

στο νέο βακτηριακό στέλεχος. Γρήγορα έγινε αντι-

ληπτό πως το φαινόμενο αυτό παρουσίαζε μεγάλη

ομοιότητα με το φαινόμενο του περιορισμού του

πολλαπλασιασμού βακτηριοφάγων σε ορισμένα βα-

κτηριακά στελέχη, το οποίο είναι γνωστό ως περιορι-

σμός οφειλόμενος στον ξενιστή (host restriction). Σε

πειράματα μεταφοράς του φάγου από ένα βακτηρια-

κό στέλεχος σε άλλο, σχεδόν πάντα το ιικό DNA κα-

ταστρεφόταν από τα βακτηριακά ένζυμα. Σε σπάνιες

όμως περιπτώσεις μπορούσε να διαφύγει, οπότε ο

φάγος πολλαπλασιαζόταν επιτυχώς στο στέλεχος

περιορισμού, στο νέο δηλαδή στέλεχος. Όταν συνέ-

βαινε αυτό, οι απόγονοί του ήταν πλέον σε θέση να

μολύνουν αποτελεσματικά το νέο βακτηριακό στέλε-

χος. Με άλλα λόγια, το DNA τους δεν καταστρεφό-

ταν μετά την είσοδό του στα βακτήρια του νέου στε-

λέχους και επομένως ο πολλαπλασιασμός τους δεν

περιοριζόταν. Ήταν λοιπόν σαφές ότι το βακτηριακό

DNA θα έπρεπε με κάποιον τρόπο να τροποποιείται,

ώστε να μην καταστρέφεται από τα ίδια του τα ένζυ-

μα, και ότι ορισμένες φορές αντίστοιχες τροποποιή-

σεις συνέβαιναν και στο DNA του φάγου.

Το 1966 η χημική ανάλυση μορίων DNA που εί-

χαν υποστεί αυτού του είδους την τροποποίηση

αποκάλυψε την ύπαρξη μεθυλιωμένων βάσεων που

δεν υπήρχαν στο μη τροποποιημένο DNA. Το φαι-

νόμενο αυτό δεν οφείλεται στην εισαγωγή μεθυ-

λιωμένων νουκλεοτιδίων στις αλυσίδες του DNA

κατά την αντιγραφή του. Οι μεθυλιωμένες βάσεις

προκύπτουν ύστερα από την προσθήκη μεθυλομά-

δων σε αλυσίδες DNA που έχουν μόλις συντεθεί.

Κατά τη δεκαετία του 1960 οι Stuart Linn και

Werner Arber, οι οποίοι εργάζονταν στη Γενεύη,

βρήκαν σε εκχυλίσματα κυττάρων του στελέχους Β

της E. coli ένα ειδικό ένζυμο τροποποίησης, το

οποίο κατέλυε τη μεθυλίωση συγκεκριμένων αλλη-

λουχιών του αμεθυλίωτου DNA, και μία νουκλεάση

περιορισμού, η οποία κατέλυε τη διάσπαση του

DNA, εφόσον οι αλληλουχίες αυτές δεν ήταν μεθυ-

λιωμένες. Τα επόμενα χρόνια ανακαλύφθηκαν και

άλλες νουκλεάσες περιορισμού, καθώς και οι αντί-

στοιχες τροποποιητικές μεθυλάσες, γεγονός που

υποδήλωνε ότι ίσως υπήρχαν πολλές νουκλεάσες

ειδικής θέσης. Όμως κανένα από τα πρώτα ένζυμα

περιορισμού που ανακαλύφθηκαν στην E. coli δεν

ανταποκρίθηκε στις προσδοκίες που γέννησε. Πα-

ρόλο που τα ένζυμα αναγνώριζαν συγκεκριμένες

μη μεθυλιωμένες αλληλουχίες προκειμένου να

προσδεθούν στο DNA, όλα τους έκοβαν το μόριο

σε τυχαίες θέσεις που απείχαν πολύ από τις περιο-

χές στις οποίες προσδένονταν.

Η πρώτη νουκλεάση περιορισμού που έκοβε το

DNA σε μία συγκεκριμένη θέση ανακαλύφθηκε το

1970 από το Hamilton Smith στο Πανεπιστήμιο

Johns Hopkins, μετά την τυχαία ανακάλυψη ότι το

βακτήριο Haemophilus influenzae αποικοδομεί γρή-

γορα το εξωγενές DNA φάγων. Αυτή η αποικοδομη-

τική δραστικότητα παρατηρήθηκε στη συνέχεια σε

εκχυλίσματα ελεύθερα κυττάρων και αποδείχθηκε

ότι οφείλεται σε μία νέα νουκλεάση περιορισμού. Ο

Thomas Kelly και ο Hamilton Smith ανακάλυψαν ότι

η HindII, όπως ονομάζεται το ένζυμο αυτό, προσδέ-

νεται στην ακόλουθη αλληλουχία, στην οποία τα βέ-

λη δείχνουν τις ακριβείς θέσεις κοπής σε κάθε κλώ-

νο του DNA, ενώ με «Py» και «Pu» συμβολίζονται

τα κατάλοιπα πυριμιδίνης και πουρίνης αντίστοιχα:

5΄-G T Py ↓ Pu A C-3΄

3΄-C A Pu ↑ Py T G-5΄
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Από τότε έχουν απομονωθεί ένζυμα περιορι-

σμού που κόβουν συγκεκριμένες αλληλουχίες από

αρκετές εκατοντάδες βακτηριακά στελέχη και

έχουν ανακαλυφθεί πάνω από 150 διαφορετικές ει-

δικές θέσεις αναγνώρισης (Πίνακας 4.1). Σχεδόν

όλα τα ένζυμα περιορισμού αναγνωρίζουν παλίν-

δρομες θέσεις, δηλαδή θέσεις στις οποίες η αλλη-

λουχία στον κάθε κλώνο είναι η ίδια όταν διαβάζε-

ται στην κατεύθυνση 5΄ προς 3΄. Σήμερα γνωρίζου-

με ότι τα περισσότερα ένζυμα περιορισμού λειτουρ-

γούν ως διμερή, αποτελούμενα από δύο πανομοιό-

τυπες υπομονάδες που εφαρμόζουν στο DNA με τέ-

τοιο τρόπο, ώστε ο άξονας της αμφίπλευρης συμμε-

τρίας τους να συμπίπτει με αυτόν της αλληλουχίας

αναγνώρισης. Το ένζυμο κινείται κατά μήκος του

DNA και, όταν φτάσει στην αλληλουχία-στόχο, κό-

βει τους δύο κλώνους.

Τα ένζυμα περιορισμού αναγνωρίζουν συγκεκρι-

μένες αλληλουχίες τεσσάρων έως οκτώ ζευγών βά-

σεων. Μία συγκεκριμένη θέση αναγνώρισης μεγέ-

θους 4 bp συναντάται κατά μέσο όρο κάθε 256 bp.

Έτσι, ένα ένζυμο που κόβει μία αλληλουχία τεσσά-

ρων βάσεων παράγει πολύ περισσότερα και πολύ μι-

κρότερα τμήματα DNA απ’ ό,τι ένα ένζυμο που κόβει

μία αλληλουχία 8 bp, η οποία συναντάται κατά μέσο

όρο κάθε 65.536 bp. Ωστόσο, η πρόβλεψη του μεγέ-

θους των τμημάτων DNA που θα προκύψουν από την

πέψη με ένα ένζυμο περιορισμού περιπλέκεται από

πολλούς παράγοντες. Ένας παράγοντας που επηρεά-

ζει τη συχνότητα με την οποία κόβεται το DNA είναι

η σύνθεση της αλληλουχίας του. Ας πάρουμε ως πα-

ράδειγμα το ένζυμο NotI, το οποίο αναγνωρίζει μία

αλληλουχία οκτώ βάσεων που περιέχει δύο δινουκλε-

οτίδια κυτοσίνης-γουανίνης (τα οποία συντομογρα-
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ΠΙΝΑΚΑΣ 4.1: Ορισμένα ένζυμα περιορισμού και οι αλληλουχίες που αναγνωρίζουν

Μικροοργανισμός                        Ένζυμο                              Αλληλουχία αναγνώρισης Σημειώσεις

Haemophilus aegyptius HaeIII 5΄ . . . G G C C. . . 3΄ 1
3΄ . . . C C G G. . . 5΄

Thermus aquaticus TaqI 5΄ . . . T C G A . . . 3΄ 2
3΄ . . . A G C T . . . 5΄

Haemophilus haemolyticus HhaI 5΄ . . . G C G C . . . 3΄ 3
3΄ . . . C G C G . . . 5΄

Desulfovibrio desulfuricans DdeI 5΄ . . . C T N A G . . . 3΄ 4
3΄ . . . G A N T C . . . 5΄

Moraxella bovis MboII 5΄ . . . G A A G A (N)8 . . . 3΄ 5
3΄ . . . C T T C T (N)7 . . . 5΄

Escherichia coli EcoRV 5΄ . . . G A T A T C . . . 3΄ 1
3΄ . . . C T A T A G . . . 5΄

EcoRI 5΄ . . . G A A T T C . . . 3΄ 2
3΄ . . . C T T A A G . . . 5΄

Providencia stuarti PstI 5΄ . . . C T G C A G . . . 3΄ 3
3΄ . . . G A C G T C . . . 5΄

Microcoleus MstII 5΄ . . . C C T N A G G . . . 3΄ 4
3΄ . . . G G A N T C C . . . 5΄

Nocardia otitidiscaviarum NotI 5΄ . . . G C G G C C G C . . . 3΄ 6
3΄ . . . C G C C G G C G . . . 5΄

Σημειώσεις

1. Το ένζυμο δημιουργεί λεία άκρα.

2. Τα άκρα των μονόκλωνων τμημάτων είναι 5΄.

3. Τα άκρα των μονόκλωνων τμημάτων είναι 3΄.

4. Το ζεύγος βάσεων Ν μπορεί να είναι οποιοδήποτε.

5. Το ένζυμο δεν κόβει μέσα στην αλληλουχία αναγνώρισης αλλά σε οποιαδήποτε τυχαία αλληλουχία βρίσκεται οκτώ

νουκλεοτίδια δεξιά από τη θέση αναγνώρισης στον άνω κλώνο και επτά νουκλεοτίδια στον κάτω κλώνο.

6. Η NotΙ κόβει το DNA των θηλαστικών πολύ σπάνια.



φούνται συνήθως ως CpG). Αυτή η δινουκλεοτιδική

αλληλουχία συναντάται πολύ σπανιότερα στα γονι-

διώματα των σπονδυλωτών απ’ ό,τι θα ήταν στατιστι-

κά αναμενόμενο (σε συχνότητα που αντιστοιχεί περί-

που στο 20% της αναμενόμενης) και έτσι η NotI κόβει

πολύ πιο σπάνια απ’ ό,τι θα αναμενόταν. Επίσης, η κυ-

τοσίνη συχνά υφίσταται μεθυλίωση και, καθώς η NotI

δεν μπορεί να κόψει μεθυλιωμένες θέσεις CpG, τα

τμήματα που προκύπτουν είναι ακόμη λιγότερα και

μεγαλύτερα. Επιπλέον, οι θέσεις CpG δεν είναι κατα-

νεμημένες τυχαία στο γονιδίωμα, αλλά τείνουν να

συγκεντρώνονται στις 5΄ περιοχές των γονιδίων. Η

NotI κόβει το γονιδίωμα των σπονδυλωτών σε τμήμα-

τα με μέγεθος που γενικά κυμαίνεται μεταξύ 1 εκα-

τομμυρίου και 1,5 εκατομμυρίων ζευγών βάσεων και

όχι 65.536 ζεύγη βάσεων, όπως θα αναμενόταν από

ένα ένζυμο που αναγνωρίζει αλληλουχίες 8 bp. Ένζυ-

μα όπως η NotI, τα οποία παράγουν πολύ μεγάλα τμή-

ματα DNA, έχουν αποδειχθεί πολύτιμα για τη φυσική

χαρτογράφηση του DNA των θηλαστικών.

Η ηλεκτροφόρηση χρησιμο�οιείται
για το διαχωρισμό νουκλεϊκών οξέων

Τόσο οι πρωτεΐνες όσο και τα νουκλεϊκά οξέα

(για παράδειγμα, τα τμήματά τους που παράγονται

από τα ένζυμα περιορισμού) είναι δυνατόν να αναλυ-

θούν μέσω ηλεκτροφόρησης. Μόρια πρωτεϊνών ή/και

νουκλεϊκών οξέων τα οποία διαφέρουν ως προς το

ηλεκτρικό φορτίο τους, το μέγεθος και το σχήμα κι-

νούνται με διαφορετικές ταχύτητες μέσα σε ένα ηλε-

κτρικό πεδίο και έτσι είναι δυνατόν να διαχωριστούν

σε κατάλληλες συνθήκες, διατηρώντας μάλιστα τις

βιολογικές τους ιδιότητες. Οι Arne Tiselius και

Theodor Svedberg, το 1926, ανέπτυξαν τη μέθοδο

της ηλεκτροφόρησης κινούμενου μετώπου (moving

boundary electrophoresis). Στη συνέχεια, χρησιμοποι-

ήθηκαν ανθεκτικά υλικά, συνήθως χάρτινα φίλτρα και

πηκτώματα που αποτελούνταν από πολυμερή όπως η

αγαρόζη ή η πολυακρυλαμίδη.

Η ταχύτητα με την οποία μετακινούνται τα τμή-

ματα του DNA μέσα σε ένα πήκτωμα είναι συνάρτη-

ση του μήκους τους, του φορτίου τους και του σχή-

ματός τους. Τα μικρά τμήματα γενικά κινούνται γρη-

γορότερα από τα μεγάλα (Εικ. 4.1). Χρησιμοποιού-

νται διαφορετικά υλικά, ανάλογα με τα απόλυτα με-

γέθη των τμημάτων που πρόκειται να διαχωριστούν

και τις σχετικές διαφορές μεγέθους μεταξύ τους.

Τα τμήματα DNA με μέγεθος από 100 ζεύγη βάσε-

ων έως αρκετές χιλιάδες ζεύγη βάσεων είναι δυνα-

τόν να διαχωριστούν αποτελεσματικά σε ένα πή-

κτωμα με συγκέντρωση αγαρόζης 1%, εφόσον το

μέγεθος των τμημάτων αυτών διαφέρει κατά λίγες

εκατοντάδες ζεύγη βάσεων. Όταν είναι απαραίτητο

να διαχωριστούν μεταξύ τους μικρά τμήματα (δεκά-

δων έως εκατοντάδων ζευγών βάσεων) που διαφέ-

ρουν ακόμα και κατά ένα μόνο νουκλεοτίδιο (π.χ.

κατά την αλληλούχιση του DNA), είναι απαραίτητη

η χρήση πηκτωμάτων πολυακρυλαμίδης.

Αρχικά, κατά τη χρήση της ηλεκτροφόρησης για

την ανάλυση τμημάτων ιικού DNA που παράγονταν

από ένζυμα περιορισμού, το ιικό DNA σημαινόταν

πρώτα με ραδιενέργεια και στη συνέχεια τα τμήματα

ανιχνεύονταν με αυτοραδιογραφία. Ένα ιδιαίτερα

σημαντικό βήμα προόδου σημειώθηκε, όταν οι επι-

στήμονες διαπίστωσαν ότι μπορούσαν να χρησιμο-

ποιήσουν χρωστικές που προσδένονταν στο DNA,

όπως το βρομιούχο αιθίδιο, και με τον τρόπο αυτό να

επιτύχουν τη χρώση των τμημάτων του ενόσω αυτά

βρίσκονταν στο πήκτωμα. Εκθέτοντας το πήκτωμα

σε UV, τα τμήματα του DNA εμφανίζονται σαν μία

σειρά από φωτεινές ζώνες, καθεμία από τις οποίες

αντιστοιχεί σε ένα τμήμα συγκεκριμένου μεγέθους.

Τα μεγέθη μπορούν να προσδιοριστούν μετά από σύ-

γκριση με μόρια DNA γνωστού μεγέθους. Είναι δυνα-

τόν να παρατηρηθούν ζώνες που περιέχουν ακόμη

και 0,005 μg DNA. Το πιο σημαντικό όμως είναι ότι τα

μόρια του DNA που μετακινούνται μέσα στα πηκτώ-

ματα αυτά διατηρούνται άθικτα και είναι δυνατόν να

ανακτηθούν (εκλουστούν) και κατόπιν να χρησιμο-

ποιηθούν σε επόμενα πειράματα.

Τα ένζυμα �εριορισμού χρησιμο-
�οιούνται για τη δημιουργία χαρ-
τών DNA

Όταν χρησιμοποιούνται ένζυμα περιορισμού τα

οποία αναγνωρίζουν διαφορετικές αλληλουχίες-
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στόχους, προκύπτουν από το ίδιο μόριο DNA διαφο-

ρετικού μεγέθους τμήματα περιορισμού χαρακτηρι-

στικά για το κάθε ένζυμο. Αν πραγματοποιηθούν

αντιδράσεις τόσο με μεμονωμένα ένζυμα περιορι-

σμού όσο και με συνδυασμούς ενζύμων περιορισμού

και στη συνέχεια μέσω ηλεκτροφόρησης προσδιορι-

στούν τα μήκη των τμημάτων που προκύπτουν, είναι

δυνατόν να βρεθεί η σειρά με την οποία τα τμήματα

αυτά συναντώνται στο άκοπο μόριο. Με τον τρόπο

αυτό μπορεί να σχεδιαστεί ένας χάρτης περιορι-

σμού του μορίου, ο οποίος απεικονίζει τις θέσεις

στις οποίες κόβουν τα διάφορα ένζυμα. Ο πρώτος

χάρτης αυτού του είδους δημιουργήθηκε το 1971

από τον Daniel Nathans, συνάδελφο του Hamilton

Smith στο Johns Hopkins. Ο Nathans χρησιμοποίησε

το ένζυμο HindII, για να κόψει το κυκλικό DNA του

ιού SV40 (οι ειδικοί αποκαλούν τη διαδικασία «πέ-

ψη») σε 11 συγκεκριμένα τμήματα. Μετρώντας τα

μεγέθη των τμημάτων που παράγονταν μετά από

πλήρη πέψη του DNA, καθώς και τα μεγέθη των αλ-

ληλεπικαλυπτόμενων τμημάτων ενδιάμεσου μεγέ-

θους που προέκυπταν μετά από χρήση HindII για σύ-

ντομο χρονικό διάστημα (γεγονός που οδηγούσε σε

μερική μόνο πέψη του DNA, υπό την έννοια ότι το

ένζυμο δεν έκοβε όλα τα μόρια του DNA σε όλες τις

θέσεις αναγνώρισης), ο Nathans προσδιόρισε στο

κυκλικό ιικό DNA τις θέσεις στις οποίες δρα το ένζυ-

μο περιορισμού. Χάρη σε αυτή την πληροφορία κα-

τέστη δυνατός ο προσδιορισμός περιοχών βιολογι-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.1: Διαχωρισμός μορίων DNA διαφορετικού μεγέθους με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα.

Η ηλεκτροφόρηση είναι μια διαδικασία κατά την οποία το αρνητικά φορτισμένο μόριο του DNA κινείται μέσα σε ένα πο-

ρώδες πήκτωμα αγαρόζης υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. (α) Παρασκευάζεται ένα πήκτωμα αγαρόζης (σε μορφή

λεπτής πλάκας) με μικρά πηγαδάκια και εμβαπτίζεται σε ένα διάλυμα με κατάλληλες συγκεντρώσεις αλάτων. Τα δείγμα-

τα τοποθετούνται (φορτώνονται) στα πηγαδάκια με μία πιπέτα. Στα δείγματα προστίθεται μικρή ποσότητα ενός διαλύμα-

τος βαρύτερου από το νερό που περιέχει μία χρωστική (συνήθως μπλε). Έτσι, αφενός καθίστανται ορατά, γεγονός που δι-

ευκολύνει την τοποθέτησή τους (τη φόρτωσή τους) στο πήκτωμα, και αφετέρου γίνονται βαρύτερα, ώστε να καθιζάνουν

στα πηγαδάκια. (β) Με τη βοήθεια κατάλληλου τροφοδοτικού δημιουργείται ένα ηλεκτρικό πεδίο, οπότε τα μόρια DNA

(που είναι αρνητικά φορτισμένα) μετακινούνται προς το θετικό πόλο. Τα μικρά μόρια κινούνται γρηγορότερα από τα με-

γαλύτερα. Άλλοι παράγοντες, όπως το φορτίο και το σχήμα, επηρεάζουν επίσης την κίνηση των μορίων μέσα στο πήκτω-

μα. Καθώς μετακινούνται, τα διαφορετικά μόρια DNA σχηματίζουν χαρακτηριστικές ζώνες σε διαφορετικές (ανάλογα με

το μέγεθός τους) περιοχές του πηκτώματος. (γ) Αν στο πήκτωμα προστεθεί βρομιούχο αιθίδιο, οι ζώνες αυτές καθίστα-

νται ορατές με έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Το βρομιούχο αιθίδιο παρεμβάλλεται ανάμεσα στα νουκλεοτίδια

και φθορίζει όταν διεγείρεται με UV. Στο πήκτωμα της εικόνας έχει γίνει πέψη του πλασμιδίου pCDNA3.1 με EcoRI (στή-

λη 2), SalI (στήλη 3) και NcoI (στήλη 4). Η στήλη 1 περιέχει DNA του φάγου λ κομμένο με HindIII. Τα τμήματα του DNA

του φάγου λ που προκύπτουν από την πέψη με την HindIII έχουν γνωστό μέγεθος, οπότε από τη σύγκριση με αυτά καθί-

σταται δυνατός ο προσδιορισμός των μεγεθών των τμημάτων που προκύπτουν από τις πέψεις του πλασμιδίου.



κής σημασίας πάνω στο κυκλικό DNA του ιού. Για

παράδειγμα, ο Nathans, πραγματοποιώντας σύντομη

ραδιενεργή σήμανση αντιγραφόμενου ιικού DNA και

ακολούθως πέψη του με HindII, απέδειξε ότι η αντι-

γραφή του DNA του SV40 ξεκινά πάντα από ένα συ-

γκεκριμένο τμήμα περιορισμού της HindII και προχω-

ρά αμφίδρομα γύρω από το κυκλικό μόριο. Όπως

βλέπουμε, τα ένζυμα περιορισμού αποτελούν ένα

σημαντικότατο εργαλείο για τους μοριακούς βιολό-

γους, καθώς τους επιτρέπουν να κόβουν με προβλέ-

ψιμο τρόπο ένα συγκεκριμένο μόριο DNA και να

αναλύουν τη δομή και τις ιδιότητές του με μεγάλη

λεπτομέρεια. Το εργαλείο αυτό γίνεται ιδιαίτερα

ισχυρό, όταν συνδυάζεται με τεχνικές που εντοπί-

ζουν τμήματα DNA με συγκεκριμένες αλληλουχίες,

όπως είναι το στύπωμα κατά Southern (βλ. Εικ. 4.11).

Η DNA λιγάση ενώνει τα άκρα
τμημάτων DNA �ου �αράγονται
α�ό τα ένζυμα �εριορισμού

Τα ένζυμα περιορισμού σε συνδυασμό με την

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αποτελούν ένα εύχρη-

στο μέσο καθαρισμού συγκεκριμένων τμημάτων

DNA. Αποτελούν όμως και ένα εργαλείο για τον

ανασυνδυασμό τμημάτων DNA, λόγω του τρόπου

με τον οποίο κόβουν το δίκλωνο DNA. Ορισμένα έν-

ζυμα περιορισμού, όπως η HindII, κόβουν το DNA

στο κέντρο της θέσης αναγνώρισης, παράγοντας

τμήματα με λεία άκρα. Στα τμήματα αυτά οι βάσεις

είναι πλήρως ζευγαρωμένες μέχρι τα άκρα τους

(Εικ. 4.2α). Άλλα ένζυμα περιορισμού κόβουν ασύμ-

μετρα τους δύο κλώνους του DNA, δημιουργώντας

συμπληρωματικές μονόκλωνες «ουρές» μικρού μή-

κους στα άκρα κάθε τμήματος. Η αλληλουχία ανα-

γνώρισης της EcoRI είναι η GAATTC και από την κο-

πή της προκύπτει μία ουρά μήκους τεσσάρων βάσε-

ων, η ΑΑΤΤ (Εικ. 4.2β). Οι μονόκλωνες αλληλουχίες

των ουρών που αφήνουν διαφορετικά ένζυμα περιο-

ρισμού είναι δυνατόν να είναι ίδιες ακόμη και αν οι

θέσεις αναγνώρισης είναι διαφορετικές. Το ένζυμο

MfeΙ αναγνωρίζει την αλληλουχία CAATTG και κό-

βοντάς την παράγει την ίδια ουρά ΑΑΤΤ που προκύ-

πτει και από την EcoRI (Εικ. 4.2β).

Οι συμπληρωματικές μονόκλωνες ουρές έχουν

την τάση να ενώνονται μεταξύ τους και γι’ αυτό συ-

χνά αποκαλούνται συνεκτικά ή κολλώδη άκρα. Για

παράδειγμα, τα γραμμικά μόρια που παράγει η

EcoRI κόβοντας το κυκλικό DNA του SV40 είναι δυ-

νατόν να ξαναπάρουν προσωρινά κυκλική μορφή,

λόγω ζευγαρώματος ανάμεσα στις βάσεις των ου-

ρών τους. Ζευγάρωμα βάσεων γίνεται μόνο ανάμε-

σα σε συμπληρωματικές αλληλουχίες βάσεων.

Έτσι, τα συνεκτικά άκρα ΑΑΤΤ που παράγει η EcoRI

δε ζευγαρώνουν, για παράδειγμα, με τα άκρα

AGCT που παράγει η HindIIΙ. Αν όμως δύο τμήματα

DNA έχουν συμπληρωματικά άκρα, ανεξάρτητα

από τον οργανισμό από τον οποίο προέρχονται,

μπορούν να συνδεθούν προσωρινά με ζευγάρωμα

μεταξύ των βάσεων στις μονόκλωνες ουρές τους.

Αυτό που χρειαζόταν ήταν να βρεθεί ένας τρόπος να

μονιμοποιηθούν οι συνδέσεις ανάμεσα σε τέτοιου εί-

δους άκρα.

Ένζυμα που ενώνουν τμήματα DNA μεταξύ

τους είχαν ήδη ανακαλυφθεί από το 1967. Πρόκει-

ται για τις DNA λιγάσες, που παίζουν σημαντικό

ρόλο στην επιδιόρθωση και στην αντιγραφή του

DNA: τα τμήματα Okazaki που δημιουργούνται

στον καθυστερημένο κλώνο (lagging strand) ενώνο-

νται μεταξύ τους από μία λιγάση. Χρησιμοποιώντας

τα ένζυμα περιορισμού και τις λιγάσες, οι επιστή-

μονες είχαν πλέον τα εργαλεία που τους ήταν απα-

ραίτητα για να κόβουν το DNA και να κολλάνε με-

ταξύ τους τα διάφορα τμήματά του σε συνδυα-

σμούς που αυτοί θα επέλεγαν. Αυτού του είδους τα

πειράματα έγιναν για πρώτη φορά στο Πανεπιστήμιο

Stanford το 1972, από τους Janet Mertz και Ronald

Davis, οι οποίοι, χρησιμοποιώντας την EcoRI σε συν-

δυασμό με την DNA λιγάση, ανέπτυξαν μία γενική

μέθοδο in vitro γενετικού ανασυνδυασμού σε συγκε-

κριμένες θέσεις.

Έτσι, μέχρι τις αρχές της δεκαετίας του 1970 οι

επιστήμονες είχαν στη διάθεσή τους τεχνικές για

το χειρισμό και την απομόνωση γονιδίων και είχαν

αρχίσει να καταστρώνουν σχέδια για την κλωνοποί-

ησή τους. Ήδη όμως καθώς ετοιμάζονταν τα πρώτα

σχέδια για τη διεξαγωγή πειραμάτων κλωνοποίησης

γονιδίων, άρχισαν να εκφράζονται ανησυχίες σχετι-

κά με την ασφάλεια αυτών των πειραμάτων.
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Οι ε�ιστήμονες εκφράζουν ανησυ-
χίες σχετικά με τους κινδύνους
της κλωνο�οίησης γονιδίων

Αυτές οι πρώτες ανησυχίες –που προηγήθηκαν

της κλωνοποίησης οποιουδήποτε γονιδίου– επικε-

ντρώθηκαν στην κλωνοποίηση των γονιδιωμάτων

ογκοϊών DNA και στην αντιγραφή των ανασυνδυα-

σμένων μορίων σε βακτηριακά κύτταρα όπως η E.

coli. Το ερώτημα ήταν: Θα μπορούσε η E. coli, ένας

οργανισμός που βρίσκεται φυσιολογικά στον εντε-

ρικό σωλήνα όλων των ανθρώπων, να λειτουργήσει

ως φορέας για τη μετάδοση των ογκογόνων γονι-

δίων των ογκοϊών στον άνθρωπο; Το 1972 διαπι-

στώθηκε ότι στο DNA ποντικού, και πιθανότατα ορι-

σμένων ανθρώπων, φιλοξενείται στη μορφή DNA

το γονιδίωμα ογκοϊών RNA, σε μια λανθάνουσα κα-

τάσταση που ονομάζεται προϊός. Επομένως, πολλά

από τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια που θα κατα-

σκεύαζαν οι επιστήμονες αναζητώντας συγκεκρι-

μένα γονίδια του ποντικού ή του ανθρώπου θα μπο-

ρούσαν να περιέχουν DNA προϊών που ίσως θα

ήταν σε θέση να προκαλέσει καρκίνο στον άνθρω-

πο. Αν ήταν έτσι, θα έπρεπε να θεωρηθούν ως εν

δυνάμει επικίνδυνα όλα τα πειράματα γενετικής

μηχανικής που έκαναν χρήση DNA σπονδυλωτών;

Οι γνώμες γύρω από το θέμα ήταν διχασμένες. Αυ-

τό ήταν αναμενόμενο, δεδομένου ότι δεν υπήρχαν

ακόμη όλα τα στοιχεία που θα επέτρεπαν τη λογι-

κή εκτίμηση των πιθανών κινδύνων. Παρ’ όλα αυτά,

η άποψη που επικρατούσε ομόφωνα σχεδόν ήταν

ότι οι ερευνητές δε θα πρέπει να έχουν απεριόρι-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.2: Τα ένζυμα περιορισμού παράγουν είτε

λεία άκρα είτε κολλώδη άκρα.

(α) Το ένζυμο περιορισμού HindII κόβει το DNA στο κέ-

ντρο της θέσης αναγνώρισής του, αφήνοντας λεία άκρα.

Αυτά τα λεία άκρα είναι δυνατόν να ενωθούν με τα λεία

άκρα που θα προκύψουν από οποιαδήποτε άλλη διαδι-

κασία. (β) Τα ένζυμα περιορισμού EcoRI και Mfel δημι-

ουργούν ασυμπτωτικές, συμμετρικές εγκοπές στο DNA,

εκατέρωθεν της θέσης στην οποία προσδένονται, δημι-

ουργώντας έτσι κολλώδη άκρα. Ένα κολλώδες άκρο

που προκύπτει από πέψη με EcoRI μπορεί να προσκολ-

ληθεί με δεσμούς υδρογόνου σε οποιοδήποτε άλλο κολ-

λώδες άκρο έχει δημιουργηθεί με κοπή από EcoRI ή σε

οποιοδήποτε άλλο άκρο συμπληρωματικής αλληλου-

χίας έχει προκύψει με άλλες μεθόδους. Για παράδειγμα,

το ένζυμο περιορισμού Mfel παράγει όμοια προεξέχο-

ντα άκρα με την EcoRI, παρόλο που οι θέσεις που ανα-

γνωρίζουν είναι διαφορετικές. Τα κολλώδη άκρα που

προκύπτουν από τη δράση του Mfel είναι δυνατόν να

ενωθούν με αυτά που παράγει η EcoRI, αν και στη συ-

νέχεια το προϊόν αυτής της ένωσης δε θα είναι δυνατόν

να κοπεί ξανά με κάποιο από τα δύο αυτά ένζυμα, κα-

θώς η αλληλουχία που θα προκύψει δε θα αναγνωρίζε-

ται από κανένα από αυτά.



στη ελευθερία στη διεξαγωγή πειραμάτων που θα

μπορούσαν να έχουν στρατιωτικές εφαρμογές.

Όπως βλέπουμε, οι πρώτες συζητήσεις σχετικά

με τους πιθανούς κινδύνους της τεχνολογίας του

ανασυνδυασμένου DNA έγιναν πριν από τη διεξα-

γωγή των σχετικών πειραμάτων. Εντούτοις, η ανα-

κοίνωση των πρώτων επιτυχών πειραμάτων κλωνο-

ποίησης δεν άφησε πολλά περιθώρια για σκέψεις

και προβληματισμούς, καθώς κατέστη σαφές ότι για

την ανακάλυψη της μοριακής βάσης της γενετικής

ήταν απαραίτητη η χρήση τεχνικών ανασυνδυασμέ-

νου DNA. Το ερώτημα ήταν αν οι επιστήμονες θα

έπρεπε να προχωρήσουν, όσο γινόταν πιο γρήγορα,

τις έρευνές τους ή αν θα έπρεπε να προσπαθήσουν

να επινοήσουν πρώτα μεθόδους που θα μετρίαζαν

τις ανησυχίες σχετικά με τους πιθανούς κινδύνους

αυτών των πειραμάτων. Τον Ιούλιο του 1974 δημο-

σιεύτηκε στο περιοδικό Science μία επιστολή που

προέτρεπε όσους επιστήμονες σκόπευαν να πραγ-

ματοποιήσουν πειράματα ανασυνδυασμένου DNA

να αναβάλουν τα σχέδιά τους μέχρι να εκτιμηθούν

καλύτερα οι κίνδυνοι που παραμόνευαν. Έτσι, το

Φεβρουάριο του 1975 περισσότεροι από 100 μορια-

κοί βιολόγοι διεθνούς κύρους συγκεντρώθηκαν στο

Συνεδριακό Κέντρο Asilomar, κοντά στο Monterey

της California, προκειμένου να εκτιμήσουν την κατά-

σταση. Απουσία επαρκών στοιχείων σχετικά με

τους πιθανούς κινδύνους, κρίθηκε σχεδόν ομόφωνα

ότι ήταν σκόπιμο να τεθούν ορισμένοι περιορισμοί

στην κλωνοποίηση του DNA.

Στη συνέχεια, οι «συστάσεις του Asilomar» με-

λετήθηκαν από μία ειδική επιτροπή που ορίστηκε

από τα Εθνικά Ιδρύματα Υγείας των ΗΠΑ (NIH,

National Institutes of Health). Οι προτάσεις της επι-

τροπής ουσιαστικά απέκλειαν τη χρήση τεχνικών

ανασυνδυασμένου DNA για τη μελέτη γονιδίων

ογκοϊών και αξίωναν τη χρήση γενετικά τροποποι-

ημένων βακτηριών που δε θα μπορούσαν να πολλα-

πλασιαστούν εκτός του εργαστηρίου (δηλαδή στη

φύση). Οι συστάσεις αυτές κωδικοποιήθηκαν με τη

μορφή επίσημων νομικών ρυθμίσεων και τέθηκαν

σε εφαρμογή τον Ιούλιο του 1976. Ανάλογες ρυθ-

μίσεις με αυτές των Ηνωμένων Πολιτειών ίσχυσαν

και στην Ευρώπη μέσω οδηγιών που θέσπισαν αντί-

στοιχοι φορείς.

Ένα αξιοσημείωτο στοιχείο των έντονων συζη-

τήσεων σχετικά με την ασφάλεια του ανασυνδυα-

σμένου DNA ήταν η πρωτοφανής συμμετοχή σε αυ-

τές «μη ειδικών», δηλαδή ατόμων που δεν ανήκαν

στην επιστημονική κοινότητα, όπως έγινε, για παρά-

δειγμα, στο Cambridge της Massachusetts. Το γεγο-

νός αυτό είχε ως αποτέλεσμα τον ορισμό στη Συμ-

βουλευτική Επιτροπή για το Ανασυνδυασμένο DNA

(Recombinant DNA Advisory Committee) ατόμων που

δεν ήταν ειδικοί, τα οποία κατόπιν, με την ιδιότητα

πλέον του μέλους της επιτροπής, αναμείχθηκαν στις

επίσημες συζητήσεις σχετικά με τον αντίκτυπο της

γενετικής στην κοινωνία. Η πιο χαρακτηριστική περί-

πτωση συμμετοχής «μη ειδικών» αποτελεί το Ερευ-

νητικό Πρόγραμμα Ηθικών, Νομικών και Κοινωνικών

Ζητημάτων (ELSI, Ethical, Legal and Social Issues

Research Program), του Προγράμματος του Ανθρώ-

πινου Γονιδιώματος (Κεφάλαιο 11).

Πολλοί επιστήμονες θεώρησαν ότι οι ρυθμίσεις

των Εθνικών Ιδρυμάτων Υγείας ήταν υπερβολικά

αυστηρές και ότι σε ορισμένες περιπτώσεις στηρί-

ζονταν σε λανθασμένες επιστημονικά βάσεις. Με

την πραγματοποίηση περισσότερων πειραμάτων και

τη συλλογή περισσότερων δεδομένων γινόταν όλο

και πιο ξεκάθαρο ότι οι πραγματικοί κίνδυνοι που

εγκυμονούσαν τα πειράματα ανασυνδυασμένου

DNA ήταν ελάχιστοι. Συζητήσεις που έγιναν σε όλη

τη διάρκεια του 1978 οδήγησαν σε νέους, λιγότερο

αυστηρούς κανονισμούς, οι οποίοι εφαρμόστηκαν

τον Ιανουάριο του 1979 και επέτρεπαν την κλωνο-

ποίηση ιικών ογκογονιδίων.

Πλασμίδια και ιοί χρησιμο�οιού-
νται ως φορείς αλληλουχιών DNA

Στόχος της κλωνοποίησης δεν είναι μόνο η απο-

μόνωση ενός συγκεκριμένου γονιδίου, αλλά και η

παραγωγή του σε μεγάλες ποσότητες (σε πολλα-

πλά αντίγραφα), γεγονός που καθιστά δυνατή την

πραγματοποίηση μιας σειράς περαιτέρω χειρισμών,

οι οποίοι αποσκοπούν στη μελέτη του. Ο προφανής

τρόπος για να γίνει κάτι τέτοιο ήταν η χρήση βακτη-

ρίων για την αντιγραφή του γονιδίου, ακόμη και αν

αυτό δεν προερχόταν από βακτήρια. Προκειμένου
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να επιτευχθεί κάτι τέτοιο, το γονίδιο πρέπει να συν-

δεθεί με αλληλουχίες DNA που φέρουν τα κατάλλη-

λα ρυθμιστικά στοιχεία, ώστε να καταστεί δυνατή η

αντιγραφή του υβριδικού μορίου στα βακτήρια. Ευ-

τυχώς, τα βακτήρια διαθέτουν πλασμίδια, τα οποία

έχουν τις κατάλληλες ιδιότητες για να λειτουργή-

σουν ως φορείς για την κλωνοποίηση τμημάτων

εξωγενούς DNA σε αυτά. Τα πλασμίδια είναι μικρά,

κυκλικά μόρια DNA, μήκους μόλις λίγων χιλιάδων

ζευγών βάσεων. Σε κάθε βακτηριακό κύτταρο μπο-

ρεί να υπάρχουν από ένα έως αρκετές εκατοντάδες

πλασμίδια (ο αριθμός τους ονομάζεται αριθμός

αντιγράφων) και αντιγράφονται ανεξάρτητα από το

χρωμόσωμα του βακτηρίου-ξενιστή. Τα πλασμίδια

παρατηρήθηκαν για πρώτη φορά ως εξωχρωμοσω-

μικό γενετικό υλικό, δηλαδή ως μόρια DNA που δε

συνδέονται με το βακτηριακό χρωμόσωμα και τα

οποία φέρουν γονίδια που προσδίδουν στα βακτή-

ρια ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά όπως η τετρακυ-

κλίνη ή η καναμυκίνη. Το γεγονός ότι αυτά τα γονί-

δια βρίσκονταν σε πλασμίδια και όχι στο χρωμοσω-

μικό DNA δεν είναι τυχαίο. Η ανθεκτικότητα στα

αντιβιοτικά προϋποθέτει σχετικά μεγάλες ποσότη-

τες ενζύμων που τα καταστρέφουν. Επειδή όμως τα

γονίδια που κωδικοποιούν αυτά τα ένζυμα βρίσκο-

νται σε πλασμίδια, υπάρχουν σε πολύ περισσότερα

αντίγραφα απ’ ό,τι αν βρίσκονταν στο βακτηριακό

χρωμόσωμα. Τα πλασμίδια, λόγω του μικρού τους

μεγέθους (που καθιστά ευκολότερο το χειρισμό

τους) και της παρουσίας σε αυτά γονιδίων ανθεκτι-

κότητας στα αντιβιοτικά (χάρη στα οποία μπορεί να

γίνει επιλογή των βακτηρίων που περιέχουν πλασμί-

δια), είναι ιδανικοί φορείς κλωνοποίησης.

Στα πρώτα πειράματα κλωνοποίησης που έγιναν,

ο Stanley Cohen, ο Herbert Boyer και οι συνεργάτες

τους στο Stanford και στο Πανεπιστήμιο της

California στο San Fransisco χρησιμοποίησαν δύο

πλασμίδια από την E. coli: τα pSC101 (Εικ. 4.3) και

pSC102. Το pSC101 επιλέχθηκε ως φορέας, επειδή

φέρει μόνο μία θέση αναγνώρισης από την EcoRI η

οποία προσφέρεται να δεχτεί τμήματα DNA που

έχουν κοπεί με EcoRI (ή κάποιο άλλο ένζυμο που δη-

μιουργεί τα ίδια μονόκλωνα άκρα) και επειδή παρέ-

χει τη δυνατότητα θετικής επιλογής του με χρήση

του αντιβιοτικού τετρακυκλίνη, καθώς φέρει ένα γο-

νίδιο ανθεκτικότητας σε αυτό. Το πλασμίδιο

pSC102, που φέρει τρεις θέσεις αναγνώρισης από

την EcoRI, περιέχει ένα γονίδιο που προσδίδει ανθε-

κτικότητα στη φαρμακευτική ουσία καναμυκίνη. Αυ-

τό ήταν και το γονίδιο που επρόκειτο να κλωνοποιη-

θεί στο pSC101. Τα δύο πλασμίδια αναμείχθηκαν και

κόπηκαν με EcoRI. Τα γραμμικά τμήματα DNA που

προέκυψαν αφέθηκαν να συνδεθούν μεταξύ τους.

Στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε DNA λιγάση για τη

σταθεροποίηση των συνδέσεων και ακολούθησε η

εισαγωγή των ανασυνδυασμένων μορίων DNA σε

βακτήρια τα οποία επιστρώθηκαν σε μέσο που περι-

είχε τόσο τετρακυκλίνη όσο και καναμυκίνη. Όσα

από αυτά επιβίωσαν και αναπτύχθηκαν ήταν ανθε-

κτικά και στα δύο αντιβιοτικά, διότι περιείχαν ανα-

συνδυασμένα πλασμίδια που έφεραν το γονίδιο της

ανθεκτικότητας στην τετρακυκλίνη, το οποίο προερ-

108 Κεφάλαιο 4

ΕΙΚΟΝΑ 4.3: Φωτογραφία του πλασμιδίου pSC101 στο ηλε-

κτρονικό μικροσκόπιο.

Το πλασμίδιο pSC101 είναι ένα κυκλικό δίκλωνο μόριο DNA

μεγέθους 9.263 ζευγών βάσεων και έχει μήκος περίπου 1,3 μm.



χόταν από το pSC101, και το γονίδιο της ανθεκτικό-

τητας στην καναμυκίνη, το οποίο προερχόταν από

το pSC102 και είχε μεταφερθεί στο pSC101.

Παρόλο που στο αρχικό πείραμα των Cohen-

Boyer και τα δύο DNA προέρχονταν από πλασμίδια,

ήταν σαφές ότι όλα τα είδη εξωγενούς DNA από μι-

κρόβια και –το πιο σημαντικό– από ανώτερα φυτά

και ζώα ήταν δυνατόν να κλωνοποιηθούν σε αυτά

τα πλασμίδια. Για παράδειγμα, το χρωμόσωμα της

E. coli, που αποτελείται από 4 εκατομμύρια ζεύγη

βάσεων, περιέχει περίπου 500 θέσεις αναγνώρισης

της EcoRI. Με τυχαία ένθεση μεμονωμένων τμημά-

των που έχουν προκύψει από κοπή με EcoRI στο

πλασμίδιο pSC101, θα ήταν δυνατόν να κλωνοποιη-

θούν όλα τα γονίδια της E. coli.

Τα πλασμίδια τροποποιήθηκαν, ώστε να είναι

ακόμη πιο εύχρηστα και ευέλικτα. Ένα από τα πρώ-

τα σχετικά παραδείγματα ήταν το pBR322, στοιχεία

του οποίου χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία άλ-

λων πλασμιδίων, όπως τα δημοφιλή pUC18 και

pUC19. Τα πλασμίδια αυτά φέρουν πολλές εναλλα-

κτικές θέσεις περιορισμού για κλωνοποίηση, έχουν

γονίδια ανθεκτικότητας σε διαφορετικά αντιβιοτικά

και υπάρχουν στα κύτταρα σε πολύ υψηλότερο

αριθμό αντιγράφων απ’ ό,τι παλαιότεροι φορείς

κλωνοποίησης. Όλα τα πλασμίδια προσφέρουν ένα

σημαντικό πλεονέκτημα: είναι εύκολο να επιτευχθεί

ο καθαρισμός τους (η απομόνωσή τους) από την E.

coli, δηλαδή να διαχωριστούν από τα υπόλοιπα συ-

στατικά του βακτηρίου (Εικ. 4.4).

Η επιτυχής χρήση των πλασμιδίων ενθάρρυνε

τους επιστήμονες, οι οποίοι στράφηκαν στη φύση

αναζητώντας άλλους φορείς κατάλληλους για κλω-

νοποίηση σε βακτήρια. Οι βακτηριοφάγοι ήταν μία

προφανής επιλογή. Οι μεταγωγοί βακτηριοφάγοι

(transducing bacteriophages) μεταφέρουν τμήματα

βακτηριακών χρωμοσωμάτων από το ένα βακτηρια-

κό κύτταρο στο άλλο. Οι μεταγωγοί φάγοι ενσωμα-

τώνονται στο γονιδίωμα του βακτηρίου-ξενιστή

«αναμένοντας» τις κατάλληλες συνθήκες για να

αποσπαστούν από αυτό. Αν η εκτομή τους από το

βακτηριακό γονιδίωμα δε γίνει με ακρίβεια, ο φάγος

ενδέχεται να πάρει μαζί του ένα τμήμα του βακτη-

ριακού γονιδιώματος. Μεταγωγικά γεγονότα αυτού

του είδους είχαν χρησιμοποιηθεί επί μακρόν για τη

λεπτομερή χαρτογράφηση των βακτηριακών γονι-

δίων. Ο βακτηριοφάγος λ, αφού τροποποιήθηκε με

μεθόδους in vitro ανασυνδυασμού, υιοθετήθηκε

γρήγορα ως γενικός φορέας κλωνοποίησης. Στους

βακτηριοφάγους είναι δυνατόν να κλωνοποιηθούν

πολύ μεγαλύτερα τμήματα DNA απ’ ό,τι στα πλασμί-

δια, παρόλο που υπάρχει ένα ανώτατο όριο πάνω

από το οποίο δεν είναι δυνατή η συσκευασία του

DNA στο πρωτεϊνικό περίβλημα του φάγου. Το μέ-

γιστο μέγεθος DNA που είναι δυνατόν να κλωνοποι-

ηθεί στο φάγο λ είναι περίπου 25 kb. Όπως συνέβη

και με τα πλασμίδια, σταδιακά με τη βοήθεια της γε-

νετικής μηχανικής δημιουργήθηκαν πιο προηγμένοι

φάγοι-φορείς, για παράδειγμα οι λgt και λZAP. Με

την πάροδο του χρόνου αναπτύχθηκαν και άλλοι

φορείς με πολύ μεγαλύτερη χωρητικότητα, όπως τα

τεχνητά χρωμοσώματα βακτηρίων (BAC, Βacterial

Αrtificial Chromosomes) και τα τεχνητά χρωμοσώμα-

τα ζυμομύκητα (YAC, Υeast Αrtificial Chromosomes),

που μπορούν να χωρέσουν ενθέματα μεγέθους

100-500 kb και 250-1.000 kb αντίστοιχα (Πίνακας

4.2). Τέτοιοι φορείς στους οποίους είναι δυνατόν να

κλωνοποιηθούν μεγάλα τμήματα DNA εξετάζονται

στο Κεφάλαιο 11.

Η κλωνο�οίηση �εριλαμβάνει �έ-
ντε βασικά βήματα

Η βασική διαδικασία κλωνοποίησης του DNA πε-

ριλαμβάνει πέντε βήματα, τα οποία εδώ περιγράφο-

νται συνοπτικά για την περίπτωση των πλασμιδια-

κών φορέων (Εικ. 4.5). Στις ενότητες που ακολου-

θούν θα εξετάσουμε λεπτομερέστερα καθένα από

αυτά τα βήματα.

Το πρώτο βήμα αφορά την επιλογή του DNA

που πρόκειται να κλωνοποιηθεί. Αυτό μπορεί να εί-

ναι τμήμα γονιδιωματικού DNA ή το αποκαλούμενο

συμπληρωματικό DNA (cDNA) κάποιου γονιδίου,

δηλαδή ένα μόριο DNA που αποτελεί αντίγραφο

ενός mRNA και το οποίο παράγεται με τη χρήση του

ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση.

Το δεύτερο βήμα περιλαμβάνει τη δημιουργία

τμημάτων DNA με μέγεθος και άκρα κατάλληλα για

εισαγωγή στον αντίστοιχο φορέα, ο οποίος φέρει ένα
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ή περισσότερα γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτι-

κά. Τέτοια τμήματα παρασκευάζονται από χρωμοσω-

μικό DNA, με χρήση ενδονουκλεασών περιορισμού, ή

από mRNA, με αντίστροφη μεταγραφή και περαιτέρω

χειρισμούς που συνήθως περιλαμβάνουν τη χρήση

μιας ή περισσότερων ενδονουκλεασών περιορισμού.

Το τρίτο βήμα αφορά την ένθεση του DNA στο

φορέα (ο οποίος και πάλι με τη χρήση ενδονουκλε-

ασών περιορισμού θα πρέπει να φέρει τα κατάλλη-

λα άκρα). Αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση DNA λι-

γάσης, η οποία καταλύει την ομοιοπολική σύνδεση

του υπό κλωνοποίηση τμήματος DNA με το φορέα.

Κατά το τέταρτο βήμα, οι φορείς στους οποίους

έχει γίνει η ένθεση τμημάτων DNA εισάγονται σε

έναν πληθυσμό βακτηρίων. Το βήμα αυτό ονομάζε-

ται μετασχηματισμός. Τα μετασχηματισμένα βακτή-

ρια επιστρώνονται σε στερεό θρεπτικό υλικό που

περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό. Εκεί αναπτύσ-

σονται μόνο τα βακτήρια που περιέχουν πλασμίδια,

τα οποία τους προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντι-

βιοτικό. Από τη διαίρεση κάθε ανθεκτικού βακτηρια-

κού κυττάρου προκύπτει μια αποικία βακτηρίων. Τα

βακτήρια κάθε αποικίας έχουν προέλθει από ένα μό-

νο κύτταρο, το οποίο περιέχει ένα μόνο μόριο ανα-

συνδυασμένου DNA. Αυτό είναι το κατεξοχήν βήμα

της κλωνοποίησης. Ένα τέτοιο σύνολο κλωνοποιη-

μένων τμημάτων DNA τα οποία πολλαπλασιάζονται

μέσα σε βακτήρια ονομάζεται βιβλιοθήκη.

Μια βιβλιοθήκη λοιπόν είναι ένα σύνολο κλώ-

νων που περιέχουν σε τμήματα το γονιδίωμα ενός

οργανισμού ή τα cDNA που αντιστοιχούν στα γονί-

διά του, χωρίς όμως να μπορούμε να γνωρίζουμε εκ

των προτέρων ποιος κλώνος περιέχει μια συγκεκρι-

μένη αλληλουχία. Έτσι, το πέμπτο βήμα είναι ο

προσδιορισμός των αποικιών που περιέχουν την αλ-

ληλουχία που μας ενδιαφέρει.

Η ε�ιλογή του σωστού αρχικού
υλικού είναι α�αραίτητη για την
κλωνο�οίηση

Η πρώτη απόφαση που πρέπει να ληφθεί είναι

αν θα χρησιμοποιηθεί χρωμοσωμικό DNA ή cDNA

για την κλωνοποίηση ενός γονιδίου. Η επιλογή
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ΕΙΚΟΝΑ 4.4: Καθαρισμός πλασμιδιακού DNA από Escherichia coli.

Στην εικόνα φαίνονται βακτήρια που περιέχουν κάποιο ανασυνδυασμένο πλασμίδιο το οποίο φέρει ένα γονίδιο που

προσδίδει ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικό. Τα βακτήρια αυτά αναπτύσσονται σε υγρό θρεπτικό μέσο που περιέχει το

αντιβιοτικό, ώστε να γίνει επιλογή όσων βακτηρίων φέρουν το πλασμίδιο. Τα περισσότερα πλασμίδια που χρησι-

μοποιούνται στη μοριακή βιολογία είναι πλασμίδια πολλαπλών αντιγράφων (δηλαδή υπάρχουν πολλά αντίγραφά

τους στο κύτταρο). Το θρεπτικό μέσο υφίσταται φυγοκέντριση, προκειμένου να καθιζάνουν τα κύτταρα της E. coli.
Το υπερκείμενο απορρίπτεται και προστίθενται καυστικό νάτριο και το απορρυπαντικό SDS, ώστε να προκληθεί

λύση των βακτηρίων και απελευθέρωση των πλασμιδίων. Στη συνέχεια, προστίθεται οξικό κάλιο και έτσι σχηματί-

ζεται ένα αδιάλυτο σύμπλεγμα που περιέχει το γονιδιωματικό DNA της E. coli και πολλές πρωτεΐνες. Το σύμπλεγ-

μα αυτό κατακρημνίζεται με φυγοκέντριση και συλλέγεται το υπερκείμενο, στο οποίο παραμένουν τα μικρά μόρια

του πλασμιδιακού DNA και το RNA της E. coli. Για τον περαιτέρω καθαρισμό του πλασμιδίου χρησιμοποιούνται

δύο βασικές τεχνικές. Η πρώτη έγκειται στη φυγοκέντριση σε πυκνό διάλυμα χλωριούχου καισίου. Σε υψηλές στρο-

φές δημιουργείται μια διαβάθμιση (κλίση) πυκνότητας χλωριούχου καισίου στην οποία τα διάφορα νουκλεϊκά οξέα

«ισορροπούν» σε συγκεκριμένες θέσεις, ανάλογα με την πυκνότητά τους. Το πλασμιδιακό DNA μπορεί να είναι υπε-

ρελικωμένο, δηλαδή να εμφανίζει έντονη περιέλιξη, ή να έχει υιοθετήσει μία «χαλαρή» διαμόρφωση, σε περίπτωση

που έχει δημιουργηθεί κάποια εγκοπή (ρήξη φωσφοδιεστερικού δεσμού) σε έναν από τους κλώνους του. Η δεύτερη

τεχνική είναι η χρωματογραφία σε μία ρητίνη η οποία, σε ρυθμιστικά διαλύματα με υψηλή συγκέντρωση άλατος,

προσδένει εκλεκτικά το DNA. Η χρωματογραφική στήλη στην οποία δεσμεύεται το πλασμιδιακό DNA ξεπλένεται

πολλές φορές και ακολούθως τα πλασμίδια εκλούονται με ένα ρυθμιστικό διάλυμα χαμηλής συγκέντρωσης άλατος.

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.2: Χωρητικότητα κοινών φορέων κλωνοποίησης

Φορέας Μέγεθος ένθεσης (kb)

Πλασμίδια < 10
Φάγοι < 23
Κοσμίδια 30-46
Τεχνητά χρωμοσώματα του φάγου P1 (PAC) 130-150
Τεχνητά χρωμοσώματα βακτηρίων (BAC) < 300
Τεχνητά χρωμοσώματα ζυμομύκητα (YAC) 200-2.000



εξαρτάται από το συγκεκριμένο πρόβλημα που αντι-

μετωπίζουμε. Αν μας ενδιαφέρει η αμινοξική αλλη-

λουχία μιας πρωτεΐνης, ο πιο άμεσος τρόπος για να

αποκτήσουμε την πληροφορία αυτή είναι χρησιμο-

ποιώντας τη νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός κλω-

νοποιημένου cDNA. Από την άλλη πλευρά, αν μας

ενδιαφέρουν οι περιοχές του γονιδίου που ευθύνο-

νται για τη ρύθμιση της έκφρασής του ή γενικά πε-

ριοχές που δεν περιέχονται στο mRNA, τότε δεν

μπορούμε να αποκτήσουμε την πληροφορία αυτή

παρά μόνο κλωνοποιώντας χρωμοσωμικό DNA.

Η καθαρότητα του αρχικού δείγματος DNA είναι

σημαντική, διότι, αν υπάρχει πρόσμειξη με DNA από

άλλους οργανισμούς, το DNA αυτό θα συμπεριλη-

φθεί στη βιβλιοθήκη που θα προκύψει στο τέλος.

Κάτι τέτοιο θα μπορούσε να γίνει, για παράδειγμα,

αν τα φυτά που συλλέγονταν για εξαγωγή DNA

έφεραν βακτήρια και μύκητες στην επιφάνεια των

φύλλων ή των ριζών τους. Είναι επίσης σημαντικό

να είμαστε σίγουροι ότι το δείγμα μας περιέχει το

γονίδιο που μας ενδιαφέρει. Δε θα ήταν καλή ιδέα

να προσπαθήσουμε να κλωνοποιήσουμε γονίδια του

ανθρώπινου χρωμοσώματος Υ χρησιμοποιώντας ως

δείγμα DNA από θηλυκό άτομο.

Το mRNA που θα χρησιμεύσει ως μήτρα για τη

σύνθεση cDNA θα πρέπει να παρασκευαστεί από

κύτταρα που εκφράζουν το γονίδιο που μας ενδια-

φέρει. Καθώς κάθε κυτταρικός τύπος εκφράζει μέ-

ρος μόνο των γονιδίων που περιέχουν τα χρωμοσώ-

ματά του, έχει ιδιαίτερη σημασία η σωστή επιλογή

ιστού για τη λήψη του δείγματος. Αυτό μπορεί να

μην είναι εύκολο, καθώς πολλά γονίδια εκφράζο-

νται σε περιορισμένο μόνο αριθμό κυτταρικών τύ-

πων, κάτω από ορισμένες μόνο συνθήκες ή σε συ-

γκεκριμένα στάδια της ανάπτυξης. Το πρώτο ευκα-

112 Κεφάλαιο 4

ΕΙΚΟΝΑ 4.5: Τα πέντε βασικά βήματα της κλωνοποίησης DNA σε πλασμίδιο.

(α) Επιλέγεται το DNA που περιέχει το γονίδιο που μας ενδιαφέρει. (β) Χρησιμοποιείται ένα ένζυμο περιορισμού για την

πέψη του DNA σε τμήματα με μέγεθος κατάλληλο για ένθεση σε ένα φορέα που έχει κοπεί με το ίδιο ένζυμο περιορισμού.

(γ) Τα τμήματα του DNA αναμειγνύονται με τα μόρια των φορέων και γίνεται χρήση DNA λιγάσης, ώστε να ενωθούν ομοι-

οπολικά μεταξύ τους. (δ) Τα ανασυνδυασμένα μόρια εισάγονται σε βακτήρια, τα οποία επιστρώνονται σε στερεό θρεπτικό

μέσο που περιέχει ένα αντιβιοτικό. Το αντιβιοτικό σκοτώνει όσα βακτήρια δεν έχουν προσλάβει το πλασμίδιο (το οποίο φέ-

ρει ένα γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αυτό). Τα βακτήρια επιστρώνονται σε σχετικά χαμηλή πυκνό-

τητα, ούτως ώστε από κάθε βακτηριακό κύτταρο να προκύπτει μία διακριτή αποικία που να φέρει ένα πλασμίδιο. (ε) Τέ-

λος, επιλέγονται από τη βιβλιοθήκη οι ολιγάριθμοι κλώνοι που περιέχουν το γονίδιο που μας ενδιαφέρει.



ρυωτικό γονίδιο που κλωνοποιήθηκε ήταν το γονί-

διο της β-σφαιρίνης του κουνελιού, επειδή υπήρχε

εύκολα προσβάσιμη πηγή άφθονου mRNA της β-

σφαιρίνης: τα δικτυοερυθροκύτταρα του αίματος.

Το 50-90% του συνολικού mRNA στα κύτταρα αυτά

είναι mRNA σφαιρινών. Ομοίως, χρησιμοποιήθηκαν

παγκρεατικά κύτταρα ως πηγή mRNA για την κλω-

νοποίηση του cDNA του γονιδίου της ινσουλίνης.

Η σχετική αφθονία των mRNA των διαφόρων

γονιδίων επηρεάζει το σχετικό αριθμό αντιγράφων

κάθε cDNA στη βιβλιοθήκη. Η βιβλιοθήκη θα περιέ-

χει πολύ περισσότερα cDNA από ένα mRNA που

έχει μεγάλη αφθονία παρά από ένα σπάνιο mRNA

που συναντάται στα κύτταρα σε πολύ μικρό αριθμό

αντιγράφων. Θα υπάρχουν λοιπόν αναλογικά πολύ

περισσότεροι κλώνοι του πρώτου παρά του δεύτε-

ρου και επομένως θα είναι δύσκολο να εντοπίσουμε

τους κλώνους ενός σπάνιου μεταγράφου. Οι τεχνι-

κές που έχουμε στη διάθεσή μας σήμερα έχουν

βελτιωθεί και έτσι είμαστε σε θέση να κλωνοποιή-

σουμε cDNA από σπάνια mRNA. Έχουν επίσης ανα-

πτυχθεί αρκετές μέθοδοι για την κανονικοποίηση

των βιβλιοθηκών cDNA, οι οποίες μειώνουν το πο-

σοστό των κλώνων που αντιστοιχούν σε mRNA

υψηλής αφθονίας. Ιδανικά, στις κανονικοποιημένες

βιβλιοθήκες τα cDNA όλων των γονιδίων που εκ-

φράζονται στον κυτταρικό τύπο από τον οποίο προ-

έρχονται βρίσκονται στην ίδια αναλογία, ανεξάρτη-

τα από τη σχετική τους αφθονία στα κύτταρα.

Το mRNA μετατρέ�εται σε cDNA
μέσω ενζυμικών αντιδράσεων

Το πρώτο βήμα για την κατασκευή μιας βιβλιοθή-

κης cDNA είναι η απομόνωση του συνολικού κυττα-

ρικού RNA. Κατόπιν, από το συνολικό κυτταρικό

RNA απομονώνεται ένα κλάσμα του που περιέχει

κυρίως mRNA. Όπως θα περιγράψουμε λεπτομερώς

στο Κεφάλαιο 5, σχεδόν όλα τα μόρια mRNA των

ευκαρυωτικών οργανισμών φέρουν στο 3΄ άκρο

τους μία αλληλουχία επαναλαμβανόμενων νουκλεο-

τιδικών καταλοίπων που περιέχουν αδενίνη, η οποία

ονομάζεται ουρά πολυ(Α). Η ουρά αυτή είναι σημα-

ντική για τη λειτουργία του mRNA, προσφέρει όμως

και έναν ιδιαίτερα βολικό τρόπο απομόνωσης mRNA

από το συνολικό RNA. Συνήθως, μόνο το ~1-2% του

κυτταρικού RNA είναι mRNA, ενώ το υπόλοιπο περι-

λαμβάνει το ριβοσωμικό RNA και τα tRNA, τα οποία

δεν φέρουν ουρές πολυ(Α) (Εικ. 4.6). Η επιλογή βα-

σίζεται στη χρήση ολιγονουκλεοτιδίων που αποτε-

λούνται αποκλειστικά από δεοξυθυμιδίνη (ολι-

γο(dT)) και τα οποία προσδένονται σε ένα στερεό

υλικό, όπως είναι τα σφαιρίδια κυτταρίνης. Τα σφαι-

ρίδια αυτά συσκευάζονται σε μικρές στήλες. Όταν

ένα παρασκεύασμα συνολικού κυτταρικού RNA πε-

ράσει μέσα από μία τέτοια στήλη, οι ουρές πολυ(Α)

των μορίων του mRNA δεσμεύονται από τα ολι-

γο(dT). Έτσι, το mRNA παγιδεύεται και συγκρατείται

στα σφαιρίδια, ενώ το υπόλοιπο RNA περνάει από τη

στήλη. Στη συνέχεια, τα δεσμευμένα mRNA εκλού-

ονται από τη στήλη και συλλέγονται.

Οι ουρές πολυ(Α) των μορίων mRNA χρησιμο-

ποιούνται και στο επόμενο βήμα της κλωνοποίησης

cDNA: την παρασκευή ενός DNA-αντιγράφου του

RNA (Εικ. 4.7). Ολιγονουκλεοτίδια μικρού μήκους

τα οποία περιέχουν 12-20 κατάλοιπα δεοξυθυμιδί-

νης (ολιγο(dT)) αναμειγνύονται με το καθαρισμένο

mRNA και υβριδοποιούνται με τις ουρές πολυ(Α),

λειτουργώντας ως εκκινητές για την αντίστροφη

μεταγραφάση. Το ένζυμο αυτό, το οποίο έχει απο-

μονωθεί από ορισμένους ογκοϊούς RNA (βλ. Κεφά-

λαιο 5), χρησιμοποιεί RNA ως μήτρα για τη σύνθε-

ση ενός κλώνου DNA. Το όνομά του προέρχεται

από την ικανότητά του να αντιστρέφει τη διαδικασία

της μεταγραφής που φυσιολογικά λαμβάνει χώρα

κατά τη γονιδιακή έκφραση. Το προϊόν της αντίδρα-

σης είναι ένα υβρίδιο RNA-DNA. Η χρήση ολιγο(dT)

ως εκκινητών έχει ένα μειονέκτημα: επειδή η αντί-

στροφη μεταγραφάση ξεκινά αναγκαστικά από το

3΄ άκρο του mRNA, ενδέχεται να μη φτάσει μέχρι

το 5΄ άκρο του μορίου. Αυτό το πρόβλημα εμφανί-

ζεται πρωτίστως στα mRNA που έχουν πολύ μεγά-

λο μήκος. Για να αντιμετωπιστεί η δυσκολία αυτή,

χρησιμοποιείται εναλλακτικά μία δεύτερη μέθοδος,

που ονομάζεται σύνθεση cDNA με τυχαίους εκκινη-

τές. Συντίθενται πολλά ολιγονουκλεοτιδικά τμήμα-

τα μήκους 6-10 νουκλεοτιδίων με τυχαίες αλληλου-

χίες και χρησιμοποιούνται ως εκκινητές για τη σύν-

θεση του cDNA. Με αυτό τον τρόπο η εκκίνηση της
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αντίστροφης μεταγραφής γίνεται από πολλές θέ-

σεις και όχι μόνο από το 3΄ άκρο. Οι αλληλουχίες

που βρίσκονται κοντά στο 5΄ άκρο των mRNA μεγά-

λου μήκους κλωνοποιούνται πολύ πιο εύκολα με τη

χρήση αυτής της μεθόδου. Και πάλι το προϊόν της

αντίστροφης μεταγραφής είναι ένα υβρίδιο RNA-

DNA. Στη συνέχεια, τα υβριδικά μόρια RNA-DNA

πρέπει να μετατραπούν σε δίκλωνα μόρια DNA,

ώστε να είναι δυνατόν να κλωνοποιηθούν σε κατάλ-

ληλους φορείς.

Ο συνηθέστερος τρόπος σύνθεσης δίκλωνου

cDNA από ένα υβρίδιο mRNA-cDNA περιλαμβάνει

τη χρήση ενός ενζύμου που προέρχεται από την E.

coli, της RNΑάσης Η. Η RNΑάση Η αναγνωρίζει

υβριδικά μόρια RNA-DNA και κόβει τον κλώνο του

RNA σε πολλά σημεία. Έτσι προκύπτουν τμήματα

RNA που παραμένουν υβριδοποιημένα με τον πρώ-

το κλώνο του cDNA και χρησιμεύουν ως εκκινητές

για την DNA πολυμεράση της E. coli, η οποία χρησι-

μοποιεί τον αρχικό κλώνο του cDNA ως μήτρα για

τη σύνθεση του δεύτερου κλώνου. Με τον τρόπο

αυτό τελικά το αρχικό mRNA μετατρέπεται σε δί-

κλωνο cDNA, με εξαίρεση ένα μικρό τμήμα του στο

5΄ άκρο. Με την παραπάνω διαδικασία ο δεύτερος

κλώνος του cDNA δεν είναι απόλυτα συνεχής, αλλά

περιέχει εγκοπές (nicks). Οι εγκοπές αυτές κλεί-

νουν με το σχηματισμό φωσφοδιεστερικών δεσμών

χάρη στη δράση της DNA λιγάσης. Έτσι ολοκληρώ-

νεται ο σχηματισμός του δίκλωνου μορίου cDNA.
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ΕΙΚΟΝΑ 4.6: Απομόνωση πολυ(Α) mRNA.

Τα μόρια mRNA των περισσότερων ευκαρυωτικών οργανι-

σμών φέρουν μία ουρά πολυ(Α), η οποία μπορεί να χρησιμο-

ποιηθεί για τον καθαρισμό του mRNA από το συνολικό RNA

του κυττάρου. Το συνολικό RNA περνά μέσα από μία στήλη

που αποτελείται από ένα αδρανές υλικό, συχνά κυτταρίνη ή

αγαρόζη, στο οποίο έχουν προσκολληθεί ολιγο(dT) (ολιγο-

νουκλεοτίδια που αποτελούνται αποκλειστικά από δεοξυθυ-

μιδίνη). Οι ουρές πολυ(Α) υβριδοποιούνται με τα ολιγο(dT),

με αποτέλεσμα το mRNA να συγκρατείται στη στήλη ενώ το

υπόλοιπο RNA να διέρχεται από αυτή. Ύστερα από εκτενή

πλύση της στήλης, προκειμένου να απομακρυνθούν και τα τε-

λευταία ίχνη οποιουδήποτε στοιχείου πλην του mRNA, γίνε-

ται έκλουση του mRNA με ένα ρυθμιστικό διάλυμα χαμηλής

ιοντικής ισχύος. Σε συνθήκες χαμηλής ιοντικής ισχύος τα

υβρίδια πολυ(Α)-ολιγο(dT) διαχωρίζονται και το καθαρισμέ-

νο mRNA αποκολλάται από τη στήλη και συλλέγεται.



Τα μόρια cDNA συνδέονται με το
DNA του φορέα για τη δημιουργία
μιας βιβλιοθήκης κλώνων

Τα δίκλωνα μόρια cDNA που προκύπτουν από

τις παραπάνω διαδικασίες εισάγονται κατόπιν σε

ένα φορέα πλασμιδιακό ή προερχόμενο από το φά-

γο λ με τη βοήθεια της DNA λιγάσης. Οι σύγχρονοι

πλασμιδιακοί φορείς έχουν τροποποιηθεί εκτενώς,

ώστε να διαθέτουν διάφορα στοιχεία που διευκολύ-

νουν τη διαδικασία της κλωνοποίησης, για παρά-

δειγμα περιοχές οι οποίες ονομάζονται πολυσυνδέ-

τες. Οι πολυσυνδέτες φέρουν θέσεις αναγνώρισης

διαφόρων ενζύμων περιορισμού, καθεμία από τις

οποίες συναντάται μία μόνο φορά στην αλληλουχία

του φορέα. Αυτές οι θέσεις χρησιμοποιούνται για

τη γραμμοποίηση του πλασμιδίου, προκειμένου να

ανασυνδυαστεί με την προσθήκη του εξωγενούς

DNA. Για την κατασκευή βιβλιοθηκών προστίθενται

συνήθως τεχνητές θέσεις ενζύμων περιορισμού στα

άκρα των cDNA. Οι θέσεις περιορισμού περιέχονται

σε ολιγονουκλεοτίδια μήκους 8-12 bp, τα οποία συ-

ντίθενται χημικά και ονομάζονται συνδετικά τμήμα-

τα ή προσαρμοστές. Οι προσαρμοστές αυτοί συνδέ-

ονται στα άκρα του δίκλωνου cDNA με την DNA λι-

γάση, με αποτέλεσμα αυτό να αποκτά μονόκλωνα

κολλώδη άκρα (Εικ. 4.8).

Το cDNA, το οποίο πλέον φέρει κολλώδη άκρα,

συνδέεται με ένα φορέα που έχει κοπεί με τα κα-

τάλληλα ένζυμα περιορισμού και ενώνονται μεταξύ
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ΕΙΚΟΝΑ 4.7: Σύνθεση cDNA.

Το mRNA επωάζεται με ολιγο(dT), το οποίο υβριδοποιείται

με τις ουρές πολυ(Α) και λειτουργεί ως εκκινητής από τον

οποίο μπορεί να αρχίσει τη σύνθεση DNA η αντίστροφη μετα-

γραφάση. Σε περίπτωση που το cDNA πρόκειται να χρησιμο-

ποιηθεί για την κατασκευή βιβλιοθήκης, τα ολιγονουκλεοτί-

δια-εκκινητές σχεδιάζονται έτσι ώστε να περιέχουν μία θέση

περιορισμού, όπως η XhoI, προκειμένου να δημιουργηθούν

στη συνέχεια κολλώδη άκρα για τη σύνδεση με το φορέα. Στο

mRNA προστίθενται, εκτός από το ολιγο(dT), αντίστροφη με-

ταγραφάση και τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια, μεταξύ

των οποίων μεθυλιωμένη τριφωσφορική δεοξυκυτοσίνη αντί

της μη μεθυλιωμένης τριφωσφορικής δεοξυκυτοσίνης που πε-

ριέχουν συνήθως τα κύτταρα. Έτσι συντίθενται μόρια cDNA

πάνω στα mRNA-μήτρες. Κατόπιν, οι κλώνοι RNA πρέπει να

καταστραφούν και να αντικατασταθούν από DNA. Για το

σκοπό αυτό χρησιμοποιείται η RNAάση Η, η οποία δημιουρ-

γεί εγκοπές στο RNA. Από το ελεύθερο 3΄ υδροξύλιο των

εγκοπών αυτών ξεκινά τον πολυμερισμό δεοξυνουκλεοτιδίων

η πολυμεράση της E. coli, η οποία με τη δράση εξωνουκλεάσης

5΄ προς 3΄ που διαθέτει, παράλληλα με τη σύνθεση DNA,

απομακρύνει τα τμήματα RNA που βρίσκονται μπροστά της.

Αυτό το βήμα σύνθεσης DNA πραγματοποιείται με τη χρήση

μη μεθυλιωμένης δεοξυκυτοσίνης, ώστε να εξασφαλιστεί πως

η θέση XhoI που βρίσκεται στα άκρα των cDNA θα παραμεί-

νει αμεθυλίωτη. Τελικά, τα περισσότερα τμήματα RNA αντι-

καθίστανται από DNA. Με τη χρήση DNA λιγάσης εξαλείφο-

νται οι τυχόν εγκοπές που έχουν απομείνει και ολοκληρώνε-

ται ο σχηματισμός του δίκλωνου cDNA. Αν στη συνέχεια πέ-

ψουμε το cDNA με XhoI, θα κοπεί μόνο η ακραία θέση ανα-

γνώρισης της XhoI (αυτή που εισήχθη από τον εκκινητή κατά

τη σύνθεση του πρώτου κλώνου) και όχι τυχόν άλλες εσωτε-

ρικές θέσεις, καθώς αυτές θα φέρουν μεθυλιωμένη δεοξυκυτο-

σίνη στον ένα κλώνο του cDNA.



τους με τη βοήθεια λιγάσης. Τα ανασυνδυασμένα

μόρια είναι πλέον έτοιμα να εισαχθούν στα βακτη-

ριακά κύτταρα με τη χρήση κάποιας μεθόδου κατάλ-

ληλης για τον αντίστοιχο τύπο φορέα. Τα πλασμίδια

εισάγονται με πολλές διαφορετικές διαδικασίες με-

τασχηματισμού (οι οποίες περιγράφονται λεπτομε-

ρώς στο Κεφάλαιο 6), ενώ οι φορείς του φάγου λ

συσκευάζονται αρχικά in vitro, ώστε να σχηματί-

σουν μολυσματικά ιικά σωμάτια, ικανά να μολύνουν

βακτήρια και να πολλαπλασιαστούν μέσα σε αυτά.

Παρόλο που οι πλασμιδιακοί φορείς προσφέρουν το

πλεονέκτημα του εύκολου χειρισμού του κλωνοποι-

ημένου DNA, οι βιβλιοθήκες cDNA που παρασκευά-

ζονται σε φάγους, ξεκινώντας από μία δεδομένη

ποσότητα mRNA, περιέχουν μεγαλύτερο αριθμό
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ΕΙΚΟΝΑ 4.8: Προσανατολισμένη κλωνοποίηση του δίκλωνου

cDNA σε πλασμιδιακό φορέα.

Η πολυμεράση Pfu έχει δράση εξωνουκλεάσης με κατεύθυν-

ση 3΄ προς 5΄ και δράση πολυμεράσης με κατεύθυνση 5΄

προς 3΄. Παρουσία δεοξυνουκλεοτιδίων η δράση εξωνου-

κλεάσης με κατεύθυνση 3΄ προς 5΄ αποικοδομεί μονόκλωνα

3΄ άκρα και σταματά μόλις συναντήσει δίκλωνο DNA, οπό-

τε επικρατεί η δράση της πολυμεράσης. Χάρη στις δύο αυτές

δράσεις η Pfu μετατρέπει και τους δύο τύπους προεξεχόντων

άκρων σε λείους: συμπληρώνει προεξέχοντα 5΄ άκρα και

αποικοδομεί προεξέχοντα 3΄ άκρα. Έτσι, επιδρώντας με

Pfu, τα άκρα του δίκλωνου cDNA μετατρέπονται σε λεία. Στη

συνέχεια, με τη χρήση DNA λιγάσης προσαρτώνται στα άκρα

του δίκλωνου cDNA ολιγονουκλεοτίδια που ονομάζονται

προσαρμοστές και φέρουν τα μονόκλωνα άκρα της EcoRI.

Προκειμένου να δράσει η λιγάση, θα πρέπει να υπάρχει δια-

θέσιμη 5΄ φωσφορική ομάδα. Καθώς τα δύο ολιγονουκλεο-

τίδια του προσαρμοστή δεν είναι φωσφορυλιωμένα, μπορεί

να προσαρτηθεί μόνο ένας προσαρμοστής σε κάθε άκρο του

cDNA. Το cDNA πέπτεται κατόπιν με XhoI. Επειδή για τη

σύνθεση του πρώτου κλώνου του cDNA χρησιμοποιήθηκαν

μεθυλιωμένες κυτοσίνες, η μόνη θέση XhoI που μπορεί να

κοπεί είναι αυτή που βρίσκεται στον εκκινητή της αντίστρο-

φης μεταγραφάσης, ο οποίος υβριδοποιήθηκε στο 3΄ άκρο

του αρχικού mRNA. Το τελικό προϊόν είναι ένα μόριο cDNA

με ένα κολλώδες άκρο EcoRI στη μία πλευρά του και ένα

κολλώδες άκρο XhoI στην άλλη. Ακολούθως, ο φορέας DNA

πέπτεται με XhoI και EcoRI. Ο φορέας και τα cDNA έχουν

πλέον συμβατά άκρα και ενώνονται ομοιοπολικά με DNA λι-

γάση. Το αποτέλεσμα είναι ένας πληθυσμός κυκλικών μο-

ρίων στα οποία το cDNA έχει κλωνοποιηθεί με συγκεκριμέ-

νη φορά, με το άκρο που αντιστοιχεί στο 5΄ του mRNA στη

θέση EcoRI και το άκρο που αντιστοιχεί στο 3΄ του mRNA

στη θέση XhoI.



κλώνων*. Επίσης, για τεχνικούς λόγους οι πλάκες

μπορούν να σαρωθούν σε μεγαλύτερη πυκνότητα

από τις βακτηριακές αποικίες, γεγονός που διευκο-

λύνει τη διαδικασία.

Πώς όμως μπορεί ο πειραματιστής να είναι βέ-

βαιος ότι η διαδικασία της κλωνοποίησης έχει μέχρι

το σημείο αυτό οδηγήσει στη δημιουργία κλώνων

που φέρουν ανασυνδυασμένο DNA; Για το σκοπό

αυτό χρησιμοποιείται μια απλή μεθοδολογία, η

οποία βασίζεται στο γονίδιο της β-γαλακτοζιδάσης

του οπερονίου lac (Κεφάλαιο 3) και επιτρέπει τη

διάκριση μεταξύ ανασυνδυασμένων και μη ανασυν-

δυασμένων κλώνων, ανάλογα με το χρώμα που

έχουν οι αποικίες (αν πρόκειται για βιβλιοθήκη πλα-

σμιδίων) ή οι πλάκες (αν πρόκειται για βιβλιοθήκη

φάγων). Το ένζυμο β-γαλακτοζιδάση υδρολύει τη

χημική ουσία X-gal παράγοντας μία αδιάλυτη μπλε

χρωστική. Σε πολλούς φορείς, η θέση κλωνοποίη-

σης βρίσκεται μέσα σε ένα γονίδιο που κωδικοποιεί

το αμινοτελικό άκρο της β-γαλακτοζιδάσης και ονο-

μάζεται lacZ΄. Ένας τέτοιος φορέας μπορεί να με-

ταφερθεί σε κατάλληλο βακτηριακό στέλεχος, στο

χρωμόσωμα του οποίου κωδικοποιείται ένα μεταλ-

λαγμένο γονίδιο της β-γαλακτοζιδάσης, από το

οποίο απουσιάζουν ορισμένες αλληλουχίες που κω-

δικοποιούν το αμινοτελικό της άκρο. Στην περίπτω-

ση αυτή, οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες που παράγο-

νται από το μεταλλαγμένο γονίδιο και το lacZ΄ συν-

δυάζονται και προκύπτει το ενεργό ένζυμο. Έτσι, οι

αποικίες ή οι πλάκες που περιέχουν φορείς στους

οποίους δεν έχει γίνει ένθεση DNA, αποκτούν μπλε

χρώμα, αν στο μέσο της καλλιέργειας προστεθεί X-gal

(Εικ. 4.9). Αντιθέτως, οι βακτηριακές αποικίες ή οι

πλάκες των φάγων που φέρουν ανασυνδυασμένους

φορείς παραμένουν άχρωμες («λευκές»), καθώς η

ένθεση ενός τμήματος DNA στο lacZ΄ προκαλεί την

αδρανοποίησή του. Επομένως, αυτή η επιλογή μπο-

ρεί, ανάλογα με το χρώμα των αποικιών ή των πλα-

κών, να χρησιμοποιηθεί για να προσδιοριστεί αν εί-

ναι υψηλή η συχνότητα των ανασυνδυασμένων

κλώνων στη βιβλιοθήκη. Οι ερευνητές εστιάζονται

στις λευκές αποικίες ή πλάκες και αγνοούν τους

μπλε κλώνους, καθώς αυτοί φέρουν μη ανασυνδυα-

σμένο φορέα.

Οι βιβλιοθήκες γονιδιωματικού
DNA αντι�ροσω�εύουν την �λήρη
αλληλουχία του DNA των οργανι-
σμών

Οι βιβλιοθήκες cDNA είναι χρήσιμες, επειδή

αποτελούν συλλογές κλώνων που αντιπροσωπεύ-

ουν τα γονίδια τα οποία εκφράζονται σε ένα συγκε-

κριμένο ιστό και μπορούν να χρησιμοποιηθούν άμε-

σα για την παραγωγή και τη μελέτη των αντίστοι-

χων πρωτεϊνών. Πρέπει όμως να σημειωθεί πως τα

mRNA αντιπροσωπεύουν μόνο ένα μικρό μέρος του

γονιδιώματος ενός οργανισμού. Για να μελετηθεί

ολόκληρο το γονιδίωμα (μεγάλο μέρος του οποίου

δεν εκφράζεται με τη μορφή mRNA), είναι απαραί-

τητη η δημιουργία μιας βιβλιοθήκης που περιέχει

όλα τα τμήματα του γονιδιώματος. Αυτό μπορεί να

γίνει με τεχνικές παρόμοιες με αυτές που περιγρά-

φηκαν παραπάνω για τη δημιουργία βιβλιοθηκών

cDNA (και μάλιστα απλούστερες, καθώς ξεκινάμε

από δίκλωνο DNA και δε χρειάζεται να συνθέσουμε

cDNA). Έναν περιορισμό που παρουσιάζουν οι πλα-

σμιδιακοί φορείς και οι φορείς του φάγου λ είναι ότι

δε χωράνε παρά μόνο μικρά τμήματα DNA. Αυτό δε

σημαίνει μόνο ότι χρειάζονται πολλοί κλώνοι για να

διασφαλιστεί η πλήρης κάλυψη του γονιδιωματικού

DNA, αλλά και ότι πολλά μεγάλα γονίδια δεν μπο-

ρούν να χωρέσουν σε ένα μόνο κλώνο. Άλλοι φο-

ρείς με πολύ μεγαλύτερη χωρητικότητα, όπως τα

BAC και τα YAC, είναι πιο κατάλληλοι για την κλω-

νοποίηση του γονιδιώματος. Οι γονιδιωματικές βι-

βλιοθήκες έχουν χρησιμοποιηθεί επί μακρόν για τη

μελέτη συγκεκριμένων τμημάτων του γονιδιώμα-

τος, ενώ, όπως θα δούμε στο Κεφάλαιο 11, η δημι-

ουργία βιβλιοθηκών υψηλής ποιότητας είναι απα-

ραίτητη για την αλληλούχισή του.
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*Σ.τ.Ε.: Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι οι διαδικασίες εισαγωγής των ανασυνδυασμένων φάγων στα βακτήρια είναι αποτελεσματικό-

τερες από τις διαδικασίες εισαγωγής των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων.



Ιχνηθέτες νουκλεϊκών οξέων χρη-
σιμο�οιούνται για τον εντο�ισμό
κλώνων �ου φέρουν την ε�ιθυμη-
τή αλληλουχία DNA

Το αποτέλεσμα της επίστρωσης μιας βιβλιοθή-

κης κλώνων είναι εκατοντάδες χιλιάδες έως ένα

εκατομμύριο πλάκες φάγων ή βακτηριακές αποικίες

(στην περίπτωση των πλασμιδιακών φορέων), κατα-

νεμημένες σε ένα σύνολο τρυβλίων με θρεπτικό μέ-

σο. Αφού γίνει η επίστρωση της βιβλιοθήκης, ένα

μέρος κάθε πλάκας ή αποικίας μεταφέρεται σε μεμ-

βράνες από νιτροκυτταρίνη ή νάιλον (Εικ. 4.10) με

τρόπο τέτοιο, ώστε το πρότυπο της διάταξης των

κλώνων στα αρχικά τρυβλία να διατηρείται στη μεμ-

βράνη. Έτσι ουσιαστικά παρασκευάζεται σε μεμβρά-

νες ένα αντίγραφο της βιβλιοθήκης. Η σάρωση γί-

νεται επωάζοντας τις μεμβράνες με έναν ιχνηθέτη

νουκλεϊκού οξέος, με σκοπό την ανίχνευση των αλ-

ληλουχιών που μας ενδιαφέρουν, ή με ένα αντίσω-

μα ικανό να ανιχνεύσει την εκφραζόμενη πρωτεΐνη

που μας ενδιαφέρει.

Η πιο άμεση μέθοδος σάρωσης είναι η υβριδο-

ποίηση με νουκλεϊκά οξέα. Πρόκειται για έναν ιδιαί-

τερα ευαίσθητο τρόπο ανίχνευσης αλληλουχιών

DNA, με τη βοήθεια σημασμένων μικρών τμημάτων

DNA (ιχνηθέτες) τα οποία είναι συμπληρωματικά

προς τις επιθυμητές αλληλουχίες. Η μέθοδος αυτή

προϋποθέτει πως γνωρίζουμε τουλάχιστον κάποιο

τμήμα των αλληλουχιών που αναζητάμε. Ορισμένες

φορές μπορεί να έχει ήδη κλωνοποιηθεί ένα μέρος

του γονιδίου και αυτό να χρησιμοποιηθεί για την
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ΕΙΚΟΝΑ 4.9: Διάκριση μεταξύ μπλε και

λευκών αποικιών για τον εντοπισμό ανα-

συνδυασμένων φορέων.

Το γονίδιο lacZ της Escherichia coli κω-

δικοποιεί το ένζυμο β-γαλακτοζιδάση.

Όταν βακτήρια που παράγουν τη β-γαλα-

κτοζιδάση αναπτύσσονται σε θρεπτικό

μέσο που περιέχει την άχρωμη χημική ου-

σία X-gal, η διάσπαση του X-gal από το

ένζυμο παράγει ένα αδιάλυτο προϊόν

μπλε χρώματος. Σε πολλούς σύγχρονους

φορείς ο πολυσυνδέτης βρίσκεται μέσα σε

ένα μικρό κομμάτι του γονιδίου lacZ μή-

κους 150 νουκλεοτιδίων (το lacZ΄), το

οποίο παράγει ένα τμήμα του ενζύμου

μήκους 50 αμινοξέων που ονομάζεται α.

Ο πολυσυνδέτης δε διαταράσσει το ανα-

γνωστικό πλαίσιο του lacZ΄. Το στέλεχος

E. coli που χρησιμοποιείται για το μετα-

σχηματισμό φέρει ένα μεταλλαγμένο γο-

νίδιο lacZ, το οποίο παράγει ένα άλλο

τμήμα του ενζύμου που ονομάζεται Ω.

Όταν το τμήμα α συνδυαστεί με το τμήμα

Ω, σχηματίζεται ενεργό ένζυμο. Έτσι, η

έκφραση του τμήματος α από ένα πλα-

σμίδιο σε στέλεχος E. coli που εκφράζει

το τμήμα Ω οδηγεί σε σχηματισμό ενεργής

β-γαλακτοζιδάσης και οι αποικίες που

αναπτύσσονται σε στερεό θρεπτικό μέσο

που περιέχει X-gal έχουν μπλε χρώμα. Αντιθέτως, αν έχει γίνει ένθεση cDNA στον πολυσυνδέτη, το τμήμα α δεν μπορεί να συ-

ντεθεί, δεν παράγεται λειτουργική β-γαλακτοζιδάση και οι αποικίες είναι άχρωμες (λευκές). Οι μπλε και οι λευκές αποικίες (ή

πλάκες στην περίπτωση που έχει χρησιμοποιηθεί ως φορέας φάγος) διακρίνονται εύκολα, καθιστώντας απλή και άμεση την ανα-

γνώριση των ανασυνδυασμένων κλώνων.



αναζήτηση κλώνων που περιέχουν τις επιπλέον αλ-

ληλουχίες του. Άλλες φορές το γονίδιο που μας εν-

διαφέρει μπορεί να εντοπιστεί σε μια βιβλιοθήκη,

αξιοποιώντας τη γνώση της αλληλουχίας ομόλογων

προς αυτό γονιδίων, από τον ίδιο ή διαφορετικό ορ-

γανισμό. Σε τέτοιες περιπτώσεις, αν και δε γνωρί-

ζουμε με ακρίβεια την αλληλουχία που μας ενδια-

φέρει, μπορούμε και πάλι να χρησιμοποιήσουμε τη

μέθοδο της υβριδοποίησης για τον εντοπισμό του

επιθυμητού κλώνου. Εφόσον η υβριδοποίηση ανά-

μεσα στον ιχνηθέτη και τις ομόλογες γονιδιακές

αλληλουχίες-στόχους γίνει σε χαμηλότερες θερμο-

κρασίες (π.χ. 42 °C αντί για 65 °C) και υψηλότερες

συγκεντρώσεις αλάτων, είναι δυνατόν να εντοπι-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.10: Σάρωση μιας βιβλιοθήκης για τον εντοπισμό

του επιθυμητού κλώνου με ιχνηθέτη νουκλεϊκό οξύ.

Κατά τη σάρωση βιβλιοθηκών, μερικές εκατοντάδες χιλιάδες

φάγοι επιστρώνονται μαζί με τα βακτήρια-ξενιστές τους σε

10-20 μεγάλα τρυβλία που φέρουν κατάλληλο θρεπτικό μέσο.

Έτσι σχηματίζεται ένα στρώμα βακτηρίων που ονομάζεται

βακτηριακή χλόη (bacterial lawn), μέσα στο οποίο διακρίνο-

νται διαυγείς νησίδες, οι οποίες αντιστοιχούν σε περιοχές

όπου οι φάγοι έχουν λύσει τα βακτήρια. Οι περιοχές αυτές

ονομάζονται πλάκες του φάγου (phage plaques). Όταν οι πλά-

κες αναπτυχθούν, τοποθετούνται προσεκτικά στην επιφάνεια

των τρυβλίων κατάλληλες μεμβράνες. Ένας μεγάλος αριθμός

φάγων από κάθε πλάκα προσκολλάται στη μεμβράνη, δημι-

ουργώντας σε αυτή ένα ακριβές αντίγραφο της διάταξης των

πλακών που υπάρχουν στο τρυβλίο. Ακολουθεί επεξεργασία

των φίλτρων, ώστε να απομακρυνθούν οι πρωτεΐνες των φά-

γων, να αποδιαταχθεί το DNA τους και να προσκολληθεί στην

επιφάνεια της μεμβράνης. Η μεμβράνη επωάζεται στη συνέ-

χεια σε ένα διάλυμα που περιέχει σε αποδιαταγμένη μορφή

ένα ραδιοσημασμένο ιχνηθέτη DNA, του οποίου η αλληλουχία

είναι συμπληρωματική προς μία αλληλουχία του γονιδίου

που αναζητάμε. Αυτή η αντίδραση υβριδοποίησης συχνά

πραγματοποιείται σε μία σφραγισμένη πλαστική σακούλα. Η

επώαση διαρκεί μερικές ώρες και μετά οι μεμβράνες ξεπλένο-

νται προσεκτικά, ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του

ιχνηθέτη (όση ποσότητα δηλαδή του ιχνηθέτη δεν έχει δεσμευ-

τεί στις συμπληρωματικές προς αυτόν αλληλουχίες DNA της

βιβλιοθήκης). Ο ιχνηθέτης που υβριδοποιήθηκε επιτυχώς

εντοπίζεται με έκθεση των φίλτρων σε φιλμ ακτινογραφίας (η

διαδικασία αυτή ονομάζεται αυτοραδιογραφία). Οι θέσεις

πρόσδεσης του ανιχνευτή γίνονται ορατές στο φιλμ ύστερα

από την εμφάνισή του, ως χαρακτηριστικές μαύρες κουκκί-

δες. Ευθυγραμμίζοντας το φιλμ με το αρχικό τρυβλίο, εντοπί-

ζονται οι πλάκες που φέρουν συμπληρωματικές αλληλουχίες

με τον ιχνηθέτη και έτσι επιλέγεται ο επιθυμητός κλώνος.



στεί ο επιθυμητός κλώνος, παρ’ ότι η αλληλουχία

του ιχνηθέτη δεν είναι 100% συμπληρωματική με

την αλληλουχία του στόχου του. Ο ιχνηθέτης είναι

σημασμένος με ραδιενέργεια. Μετά την υβριδοποί-

ηση απομακρύνεται η περίσσεια του ιχνηθέτη και τα

φίλτρα εκτίθενται σε ακτινογραφικά φιλμ. Όταν αυ-

τά εμφανιστούν, τα σημεία των επιθυμητών κλώνων

στα οποία προσκολλήθηκε ο ιχνηθέτης εμφανίζο-

νται ως μαύρες κουκκίδες. Συγκρίνοντας κάθε φιλμ

με το αντίστοιχο τρυβλίο, εντοπίζονται οι κλώνοι

που περιέχουν την αλληλουχία που μας ενδιαφέρει.

Στη συνέχεια, οι κλώνοι αυτοί (φάγοι ή βακτήρια)

επιλέγονται και καλλιεργούνται με σκοπό την παρα-

γωγή μεγάλων ποσοτήτων του κλωνοποιημένου

DNA για περαιτέρω μελέτη του.

Οι μέθοδοι στυ�ώματος κατά
Southern και τύ�ου Northern ε�ι-
τρέ�ουν τη μελέτη του DNA και
του RNA αντίστοιχα μέσω υβριδο-
�οίησης

Αφού κλωνοποιήσουμε το τμήμα DNA που μας

ενδιαφέρει, είναι σκόπιμο να μελετήσουμε τη θέση

του στο γονιδίωμα, καθώς και το πρότυπο της έκ-

φρασής του στον οργανισμό. Το 1975 ο Ed Sou-

thern συνδύασε την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα

με την υβριδοποίηση, επινοώντας ένα ιδιαίτερα

ισχυρό εργαλείο για την ανίχνευση αλληλουχιών,

τη λεγόμενη διαδικασία στυπώματος κατά Southern

(Εικ. 4.11). Κατά τη μέθοδο αυτή, το γονιδιωματικό

DNA κόβεται με ένα ή περισσότερα ένζυμα περιο-

ρισμού και τα τμήματα που προκύπτουν διαχωρίζο-

νται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης.

Όταν ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση, το πήκτωμα

εμβαπτίζεται σε αλκαλικό διάλυμα, ώστε τα μόρια

του DNA να αποδιαταχθούν. Στη συνέχεια, τοποθε-

τείται ένα κατάλληλο υπόστρωμα (ένα φίλτρο νι-

τροκυτταρίνης ή μία νάιλον μεμβράνη) πάνω στο

πήκτωμα. Με κατάλληλους χειρισμούς δημιουργεί-

ται ροή ενός ρυθμιστικού διαλύματος με κατεύθυν-

ση από το πήκτωμα προς το υπόστρωμα, ώστε το

DNA να μεταφερθεί σε αυτό και να προκύψει στην

επιφάνειά του ένα αντίγραφο της κατανομής που

εμφάνιζαν τα μόρια του DNA στο πήκτωμα. Ακο-

λούθως, ένας σημασμένος ιχνηθέτης νουκλεϊκού

οξέος, συμπληρωματικός προς τις αλληλουχίες

που αναζητάμε, υβριδοποιείται με τα μόρια του

DNA που έχουν προσδεθεί στο υπόστρωμα. Η πε-

ρίσσεια του ιχνηθέτη που δεν υβριδοποιήθηκε απο-

μακρύνεται και το υπόστρωμα εκτίθεται σε ακτινο-

γραφικό φιλμ. Μετά την εμφάνιση του φιλμ διακρί-

νεται σε αυτό ένα πρότυπο μαύρων ζωνών, οι οποί-

ες υποδεικνύουν τα τμήματα του DNA που φέρουν

συμπληρωματικές αλληλουχίες προς τον ιχνηθέτη.

Τα μεγέθη των τμημάτων υπολογίζονται μετά από

σύγκριση με τμήματα γνωστού μεγέθους που

έχουν ηλεκτροφορηθεί στο ίδιο πήκτωμα. Η παρα-

πάνω τεχνική ονομάζεται αυτοραδιογραφία.

Χάρη στο στύπωμα κατά Southern επιτεύχθηκε

η παραγωγή λεπτομερών χαρτών περιορισμού σε

πολύπλοκα γονιδιώματα και κατέστη δυνατό να ανι-

χνευτούν συγκεκριμένα τμήματα ανάμεσα στα εκα-

τομμύρια άλλα που παράγει η πέψη με ένζυμα πε-

ριορισμού. Η μέθοδος αυτή έχει χρησιμοποιηθεί σε

συνδυασμό με τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό

πολύ μεγάλων μορίων DNA, για να κατασκευα-

στούν χάρτες περιορισμού που καλύπτουν αποστά-

σεις εκατοντάδων κιλοβάσεων. Έτσι μπορεί να

προσδιοριστεί ο τρόπος με τον οποίο είναι παρατε-

ταγμένα τα γονίδια κατά μήκος των χρωμοσωμάτων

και να αποκαλυφθούν οι συστοιχίες που σχηματί-

ζουν οι ομάδες γονιδίων με παρεμφερείς λειτουρ-

γίες. Το στύπωμα κατά Southern έχει επίσης χρησι-

μοποιηθεί για τη μελέτη της παρουσίας ενός γονιδί-

ου σε διάφορα είδη. Στα λεγόμενα «στυπώματα βιο-

ποικιλότητας» («zoo blots») χρησιμοποιείται ως

ιχνηθέτης κάποιο γονίδιο ενός είδους και ως στό-

χος τμήματα περιορισμού γονιδιακού DNA από διά-

φορα είδη οργανισμών. Ο βαθμός της εξελικτικής

συντήρησης ενός γονιδίου μπορεί να εξαχθεί από

το εύρος των γονιδιωματικών DNA με τα οποία

υβριδοποιείται ο ιχνηθέτης.

Η αντίστοιχη τεχνική για την ανάλυση RNA ονο-

μάζεται στύπωμα τύπου Northern. Αντί για DNA, ένα

δείγμα RNA ηλεκτροφορείται, μεταφέρεται σε στε-

ρεό υπόστρωμα και υβριδοποιείται με ένα σημασμέ-

νο ιχνηθέτη. Το στύπωμα τύπου Northern χρησιμο-

ποιείται όταν θέλουμε να προσδιορίσουμε ποιοι
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ιστοί ή κυτταρικοί τύποι μεταγράφουν ένα συγκε-

κριμένο γονίδιο, σε ποια στάδια της ανάπτυξης

ενεργοποιούνται μεταγραφικά τα διάφορα γονίδια

και ποιοι είναι οι παράγοντες που ρυθμίζουν τη με-

ταγραφή τους. Έχοντας πλέον στη διάθεσή μας

εκτενείς πληροφορίες σχετικά με την αλληλουχία

των διαφόρων γονιδιωμάτων, είμαστε σε θέση να

πραγματοποιήσουμε και το αντίστροφο πείραμα, με

μια μεθοδολογία που βασίζεται στις λεγόμενες μι-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.11: Στύπωμα κατά Southern: ανάλυση DNA με

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα, στύπωμα και υβριδοποίηση.

DNA που έχει κοπεί με ένζυμα περιορισμού ηλεκτροφορείται

σε πήκτωμα αγαρόζης, όπου γίνεται διαχωρισμός των τμημά-

των του με βάση το μέγεθός τους. Στη συνέχεια, το πήκτωμα

υφίσταται ειδική κατεργασία, προκειμένου το DNA μέσα σε

αυτό να αποδιαταχθεί. Ακολούθως, το DNA μεταφέρεται από

το πήκτωμα σε μία μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, ώστε να δημι-

ουργηθεί στη μεμβράνη ένα ακριβές αντίγραφο της κατανομής

των τμημάτων του DNA στο πήκτωμα. Αυτό γίνεται συνήθως

τοποθετώντας το πήκτωμα πάνω σε ένα σφουγγάρι που βρί-

σκεται μέσα σε ένα δίσκο με κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα,

τη μεμβράνη πάνω στο πήκτωμα και μία στοίβα από χαρτοπε-

τσέτες πάνω από τη μεμβράνη. Οι χαρτοπετσέτες λειτουργούν

ως απορροφητικό μέσο, προκαλώντας τη μεταφορά του δια-

λύματος προς αυτές διαμέσου του πηκτώματος και της μεμ-

βράνης. Τα τμήματα του DNA μεταφέρονται με αυτό τον τρό-

πο από το πήκτωμα στο φίλτρο, όπου προσκολλώνται. Η πα-

ραπάνω διάταξη διατηρείται για αρκετές ώρες. Κατόπιν, το

φίλτρο αφαιρείται και υβριδοποιείται με έναν αποδιαταγμένο

και ραδιοσημασμένο ιχνηθέτη DNA. Ο ιχνηθέτης υβριδοποιεί-

ται ειδικά στο τμήμα DNA που μας ενδιαφέρει, ακόμη και αν

αυτό αντιστοιχεί σε ένα πολύ μικρό ποσοστό των νουκλεϊκών

οξέων που έχουν προσκολληθεί στο φίλτρο, με αποτέλεσμα η

μέθοδος να είναι ιδιαίτερα επιλεκτική. Η περίσσεια του ιχνη-

θέτη που δεν έχει υβριδοποιηθεί ξεπλένεται και ένα φιλμ

ακτινογραφίας εκτίθεται στο φίλτρο. Όταν το φιλμ εμφανι-

στεί, η θέση κάθε τμήματος DNA που είναι συμπληρωματικό

προς τον ιχνηθέτη εμφανίζεται με τη μορφή μαύρης ζώνης πά-

νω σε αυτό. Η παραπάνω διαδικασία ονομάζεται στύπωμα

κατά Southern. Μία παρόμοια διαδικασία, που ονομάζεται

στύπωμα τύπου Northern, αφορά την ηλεκτροφόρηση και με-

ταφορά σε μεμβράνη RNA αντί για DNA. Επίσης, μία ανάλο-

γη διαδικασία, που ονομάζεται στύπωμα τύπου Western, αφο-

ρά την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δειγμάτων (συνήθως σε

πήκτωμα SDS-πολυακρυλαμίδης και όχι σε πήκτωμα αγαρό-

ζης) και την περαιτέρω μεταφορά τους σε μεμβράνη. Στο στύ-

πωμα τύπου Western, η πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει εντοπί-

ζεται ανάμεσα στις υπόλοιπες πρωτεΐνες ενός δείγματος,

χρησιμοποιώντας ως ιχνηθέτη ένα ειδικό γι’ αυτήν αντίσωμα,

κατάλληλα σημασμένο.



κροσυστοιχίες. Για την κατασκευή μιας μικροσυ-

στοιχίας, σε μία γυάλινη επιφάνεια ακινητοποιού-

νται στη σειρά η μία δίπλα στην άλλη αρκετές εκα-

τοντάδες έως εκατοντάδες χιλιάδες γνωστές αλλη-

λουχίες DNA (αντίστοιχες με τους ιχνηθέτες που

χρησιμοποιούνται στο στύπωμα κατά Southern ή

στο στύπωμα τύπου Northern) και υβριδοποιούνται

με σημασμένο DNA ή RNA. Στο Κεφάλαιο 13 θα πε-

ριγράψουμε με περισσότερες λεπτομέρειες αυτή

την ιδιαίτερα αποτελεσματική μέθοδο, η οποία ανα-

πτύχθηκε πρόσφατα.

Παρόλο που οι βασικές αρχές των στυπωμάτων

κατά Southern και τύπου Northern έχουν παραμείνει

οι ίδιες, η μέθοδος ανίχνευσης τμημάτων DNA και

RNA στα πηκτώματα έχει αλλάξει σημαντικά. Για την

καταγραφή των θέσεων ραδιοσημασμένων ιχνηθετών

οι ερευνητές χρησιμοποιούν πλέον συχνά, αντί για

ακτινογραφικό φιλμ, επιφάνειες από ένα ειδικό υλικό

που περιέχει κρυστάλλους οι οποίοι αποκρίνονται

στην εκπομπή ραδιενέργειας. Στη συνέχεια, το υλικό

αυτό τοποθετείται σε μια κατάλληλη συσκευή που

ονομάζεται φωσφοροαπεικονιστής (phosphorimager),

στην οποία οι κρύσταλλοι διεγείρονται με λέιζερ, γε-

γονός που έχει ως συνέπεια όσοι από αυτούς είχαν

προηγουμένως εκτεθεί σε ραδιενεργή ακτινοβολία να

εκπέμπουν φως. Το εκπεμπόμενο φως καταγράφεται

από ένα φωτοπολλαπλασιαστή. Η μέθοδος αυτή είναι

πολύ ταχύτερη από τη χρήση φιλμ ακτινογραφίας και

πολύ πιο ευαίσθητη. Επιπλέον, η ποσοτικοποίηση εί-

ναι πολύ πιο ακριβής, διότι η απόκριση του φωσφορο-

απεικονιστή είναι γραμμική σε μεγάλο μέρος του φά-

σματος εκπομπής ραδιενεργής ακτινοβολίας. Εναλ-

λακτικά, οι ιχνηθέτες μπορεί να σημανθούν και χωρίς

τη χρήση ραδιενέργειας. Υπάρχουν έμμεσες μέθοδοι,

κατά τις οποίες ενσωματώνονται σε έναν ιχνηθέτη

νουκλεοτίδια που φέρουν συνδεδεμένο ένα μικρό μό-

ριο όπως η βιοτίνη. Κατόπιν, τα μόρια βιοτίνης ανι-

χνεύονται με τη χρήση ενός ειδικού γι’ αυτά αντισώ-

ματος, που φέρει προσδεδεμένο το ένζυμο αλκαλική

φωσφατάση. Η υδρόλυση ενός κατάλληλου υπο-

στρώματος από την αλκαλική φωσφατάση συνοδεύε-

ται από εκπομπή φωτός. Υπάρχουν όμως και άμεσες

μη ραδιενεργές μέθοδοι, κατά τις οποίες ο ιχνηθέτης

σημαίνεται με χρωστικές που φθορίζουν μετά από

διέγερση με λέιζερ.

Υβριδοποίηση ανάλογη με αυτή των στυπωμά-

των κατά Southern και τύπου Northern μπορεί να γί-

νει και απευθείας σε κύτταρα με μία διαδικασία που

ονομάζεται υβριδοποίηση φθορισμού in situ (FISH,

Fluorescence in situ hybridization, βλ. Κεφάλαιο 14).

Κατά τη μέθοδο FISH, ιχνηθέτες σημασμένοι με

φθορίζουσες ουσίες χρησιμοποιούνται για την απευ-

θείας υβριδοποίηση σε κατάλληλα προπαρασκευα-

σμένα κύτταρα, προκειμένου να προσδιοριστεί σε

αυτά η τοποθεσία μιας αλληλουχίας DNA ή RNA.

Εκτός από το Νότο και το Βορρά (Southern και

Northern), χρησιμοποιήθηκε ένα ακόμη σημείο του

ορίζοντα από τους επιστήμονες. Στο στύπωμα τύ-

που Western διαχωρίζονται μέσω ηλεκτροφόρησης

σύνθετα μείγματα πρωτεϊνών, συνήθως σε πηκτώ-

ματα πολυακρυλαμίδης, και στη συνέχεια μεταφέ-

ρονται σε φίλτρα από νιτροκυτταρίνη ή PVDF

(polyvinylidene fluoride, πολυβινυλιδενικό φθορίδιο).

Η ανίχνευση συγκεκριμένων πρωτεϊνών στα φίλτρα

γίνεται με σημασμένα αντισώματα.

Μέθοδοι αλληλούχισης του DNA

Παρόλο που μέχρι τα μέσα της δεκαετίας του

1970 ήταν δυνατή η απομόνωση γονιδίων και η παρα-

γωγή τους σε πολλαπλά αντίγραφα προκειμένου να

αναλυθούν, δεν υπήρχε τρόπος να διαβαστεί η νου-

κλεοτιδική αλληλουχία του κλωνοποιημένου DNA.

Στην πραγματικότητα, οι πρώτες νουκλεοτιδικές αλ-

ληλουχίες είχαν προσδιοριστεί κατά τη δεκαετία του

1960, αλλά αφορούσαν τα σχετικά μικρά μόρια tRNA,

το μήκος των οποίων ήταν μόνο 75-80 νουκλεοτίδια.

Στα τέλη της δεκαετίας του 1960 ο Frederick Sanger

έστρεψε την προσοχή του από την αλληλούχιση

πρωτεϊνών στην ανάπτυξη γρήγορων και απλών με-

θόδων για την αλληλούχιση μεγαλύτερων μορίων

RNA. Δημιουργήθηκε έτσι ένας έμμεσος τρόπος

προσδιορισμού της αλληλουχίας του DNA, χρησιμο-

ποιώντας αρχικά RNA πολυμεράση για τη σύνθεση

μιας συμπληρωματικής αλυσίδας RNA και αλληλου-

χίζοντας στη συνέχεια αυτό το RNA. Η επανάσταση

στις διαδικασίες εύρεσης της αλληλουχίας νουκλεϊ-

κών οξέων ήρθε λίγα χρόνια αργότερα, με την ανά-

πτυξη μεθόδων που επέτρεπαν την άμεση αλληλού-
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χιση τμημάτων DNA μήκους μεταξύ 100 και 500 νου-

κλεοτιδίων. Η πρώτη από αυτές, η λεγόμενη μέθοδος

συν-πλην (plus-minus method), αναπτύχθηκε από το

Sanger το 1975 και, σε συνδυασμό με τη χρήση ηλε-

κτροφόρησης σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (μία

ακόμη καινοτομία του Sanger), επέτρεψε το γρήγορο

προσδιορισμό μεγάλου μέρους της αλληλουχίας του

γονιδιώματος (μεγέθους 5.386 bp) του μικρού φάγου

φΧ174 (Κεφάλαιο 10). Δύο χρόνια αργότερα, οι Allan

Maxam και Walter Gilbert στο Harvard και ο Sanger με

τους συνεργάτες του στο Cambridge της Αγγλίας συ-

νέβαλαν σημαντικά στην ανάπτυξη νέων μεθόδων

πολύ πιο εύχρηστων και αποτελεσματικών από τη

μέθοδο συν-πλην.

Η μέθοδος των Maxam και Gilbert βασίζεται στη

χημική αποικοδόμηση των αλυσίδων DNA. Κατά τη

μέθοδο αυτή, τα μόρια DNA σημαίνονται στο ένα

τους άκρο και κατόπιν χωρίζονται σε τέσσερα επι-

μέρους δείγματα. Κάθε δείγμα υπόκειται σε διαφο-

ρετική χημική επεξεργασία, που οδηγεί στην παρα-

γωγή όλων των πιθανών τμημάτων DNA που τελει-

ώνουν σε G (στο πρώτο δείγμα), σε C (στο δεύτερο

δείγμα), σε Α ή σε G (στο τρίτο δείγμα) και σε C ή

σε Τ (στο τέταρτο δείγμα). Μετά την ολοκλήρωση

της παραπάνω επεξεργασίας τα τμήματα DNA δια-

χωρίζονται μέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα πο-

λυακρυλαμίδης και ανιχνεύονται μέσω αυτοραδιο-

γραφίας. Με συνδυασμό των δεδομένων από όλα

τα δείγματα προκύπτει η πλήρης αλληλουχία. Αν,

για παράδειγμα, στο πρώτο δείγμα διαπιστωθεί με

την αυτοραδιογραφία η παρουσία τμημάτων μήκους

πέντε, δέκα και δώδεκα νουκλεοτιδίων, συνεπάγε-

ται πως το πέμπτο, το δέκατο και το δωδέκατο νου-

κλεοτίδιο στην αλληλουχία είναι G. Η αλληλουχία

των 5.243 ζευγών βάσεων του ιού SV40 και των

4.362 ζευγών βάσεων του μικρού πλασμιδίου

pBR322 προσδιορίστηκαν γρήγορα με τη χρήση αυ-

τής της μεθόδου από τον Greg Sutcliffe στο εργα-

στήριο του Gilbert.

Όμως η μέθοδος που έχει γίνει πλέον η πάγια

τεχνική για την αλληλούχιση του DNA είναι η δεύ-

τερη που επινόησε ο Sanger και περιλαμβάνει τη

χρήση τριφωσφορικών 2΄,3΄-διδεοξυνουκλεοτιδίων

(ddNTP), τα οποία προκαλούν τερματισμό της επι-

μήκυνσης της αλυσίδας του DNA (Εικ. 4.12). Αυτά

τα ddNTP ενσωματώνονται φυσιολογικά κατά την

αντιγραφή σε μία αναπτυσσόμενη αλυσίδα DNA μέ-

σω των 5΄ τριφωσφορικών ομάδων τους, αλλά δεν

μπορούν να ενωθούν με το επόμενο τριφωσφορικό

δεοξυνουκλεοτίδιο (dNTP) που θα έρθει να προστε-

θεί στην αλυσίδα, επειδή δε διαθέτουν την 3΄-ΟΗ

ομάδα, η οποία είναι απαραίτητη για τη δημιουργία

φωσφοδιεστερικού δεσμού. Αν κατά την in vιtro

αντιγραφή ενός μορίου προστεθεί στο μείγμα της

αντίδρασης μία μικρή ποσότητα ενός συγκεκριμέ-

νου ddNTP (ας πούμε του ddΑTP) μαζί με τα τέσσε-

ρα dNTP που είναι απαραίτητα για τη σύνθεση του

DNA από την DNA πολυμεράση, θα προκύψουν πολ-

λές διαφορετικές αλυσίδες που θα έχουν τερματι-

στεί ειδικά στο σημείο όπου θα έχει ενσωματωθεί

σε αυτές ένα ddΑTP. Για την εύρεση της αλληλου-

χίας ενός μορίου πραγματοποιούνται τέσσερις αντι-

δράσεις, η καθεμία με διαφορετικό ddNTP. Οι αλυ-

σίδες DNA που προκύπτουν από κάθε αντίδραση

διαχωρίζονται μεταξύ τους με ηλεκτροφόρηση σε

πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και ανιχνεύονται μέσω

αυτοραδιογραφίας, οπότε καθίσταται δυνατή η ανά-

γνωση της αλληλουχίας.

Το επόμενο σημαντικό βήμα προόδου σε ό,τι

αφορά την αλληλούχιση του DNA σημειώθηκε όταν

οι Michael Hunkapiller και Leroy Hood ανέπτυξαν μία

μέθοδο σήμανσης κάθε ddNTP με χρωστική διαφο-

ρετικού χρώματος. Με αυτή τη μέθοδο μπορούσε

να πραγματοποιηθεί μία μόνο αντίδραση παρουσία

μικρών ποσοτήτων και των τεσσάρων ddNTP, κα-

θώς ήταν δυνατή η διάκριση των τμημάτων που τε-

λείωναν σε καθένα από τα τέσσερα ddNTP. Αργό-

τερα κατασκευάστηκαν μηχανήματα ημιαυτόματης

αλληλούχισης και ο προσδιορισμός της αλληλου-

χίας ενός τμήματος DNA έγινε τυπική διαδικασία σε

κάθε εργαστήριο μοριακής βιολογίας. Η πρόοδος

στον τομέα αυτό συνεχίστηκε με την ανάπτυξη, για

παράδειγμα, ρομπότ για την παρασκευή των δειγ-

μάτων και των αντιδράσεων. Ακολούθησε η κατα-

σκευή πλήρως αυτοματοποιημένων συσκευών αλ-

ληλούχισης που βασίζονταν στη χρήση τριχοειδών

σωληναρίων αντί του κλασικού πηκτώματος πολυα-

κρυλαμίδης για την ανάλυση των αντιδράσεων. Έτσι

μπόρεσε να γίνει αλληλούχιση ολόκληρου του γονι-

διώματος ανώτερων οργανισμών. Μέχρι το τέλος
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του 2006 είχε προσδιοριστεί η αλληλουχία του γο-

νιδιώματος περισσότερων από 1.000 ιών και 300 ορ-

γανισμών, συμπεριλαμβανομένων του ανθρώπου,

του ποντικού και του αρουραίου. Στα Κεφάλαια 10,

11 και 12 παρουσιάζονται πολύ περισσότερες λε-

πτομέρειες σχετικά με τις στρατηγικές και τις τε-

χνολογίες που μας επέτρεψαν να πραγματοποιή-

σουμε άθλους που θεωρούνταν αδύνατοι μόλις πριν

από μερικά χρόνια.

Χημική σύνθεση ολιγονουκλεοτι-
δίων

Η άμεση διαθεσιμότητα ολιγονουκλεοτιδίων κα-

θορισμένης αλληλουχίας είναι ιδιαίτερα σημαντική

για πολλές τεχνικές του ανασυνδυασμένου DNA.

Κατά τη δεκαετία του 1970 επινοήθηκαν μέθοδοι

σύνδεσης νουκλεοτιδίων και η πρώιμη αυτή φάση

οδήγησε στη σύνθεση ενός πλήρους tRNA αλανί-

νης στο εργαστήριο του H. Gobind Khorana το 1972.

Η εμφάνιση γρήγορων και εύχρηστων μεθόδων

σύνθεσης καθορισμένης αλληλουχίας ολιγονουκλε-

οτιδίων μέτριου μήκους βασίστηκε σε τρεις τεχνι-

κές καινοτομίες. Η πρώτη ήταν ανάλογη της μεθό-

δου σύνθεσης πεπτιδίων και βασιζόταν στην πρόσ-

δεση της αυξανόμενης νουκλεοτιδικής αλυσίδας σε

ένα στερεό υλικό. Οι πολυμεράσες στα κύτταρα

συνθέτουν DNA και RNA με κατεύθυνση 5΄ προς

3΄, ενώ η in vitro σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων γίνε-

ται συνήθως αντίστροφα, με κατεύθυνση 3΄ προς

5΄. Για το λόγο αυτό, το 3΄ υδροξύλιο της πρώτης

βάσης προσδένεται στο στερεό υλικό. Έτσι μένει

μόνο το ένα άκρο του αναπτυσσόμενου μορίου

ελεύθερο για την πραγματοποίηση αντιδράσεων.

Ακολουθούν διαδοχικοί γύροι προσθήκης συγκεκρι-

μένων νουκλεοτιδίων στο 5΄ άκρο. Μετά την ολο-

κλήρωση κάθε γύρου προσθήκης ενός νουκλεοτιδί-

ου πρέπει να απομακρυνθεί η ποσότητα αυτού που

δεν ενσωματώθηκε στην αλυσίδα, πριν προστεθεί

το επόμενο. Η διαδικασία απομάκρυνσης της περίσ-

σειας νουκλεοτιδίων στο τέλος κάθε αντίδρασης δι-

ευκολύνεται ιδιαίτερα από το γεγονός πως η αυξα-

νόμενη αλυσίδα συγκρατείται στο στερεό υλικό.

Η δεύτερη καινοτομία είχε να κάνει με την ανά-

πτυξη βελτιωμένων χημικών μεθόδων για την παρε-

μπόδιση της συμμετοχής σε χημικές αντιδράσεις εί-

τε του 5΄ είτε του 3΄ άκρου ενός νουκλεοτιδίου.

Αυτό επιτυγχάνεται με την πρόσδεση κατάλληλων

παρεμποδιστικών ομάδων (blocking groups) στο

αντίστοιχο άκρο. Οι ομάδες αυτές είναι επιπλέον

άτομα συνδεδεμένα με τις αντιδρώσες υδροξυλικές
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ΕΙΚΟΝΑ 4.12: Η διαδικασία αλληλούχισης DNA με τη μέθοδο του Sanger, που βασίζεται στη χρήση διδεοξυνου-

κλεοτιδίων.

Παρασκευάζονται 2΄,3΄-διδεοξυνουκλεοτίδια (ddNTP) για καθεμία από τις τέσσερις βάσεις. Τα μόρια αυτά μπο-

ρούν να ενσωματωθούν από την DNA πολυμεράση σε ένα νεοσυντιθέμενο κλώνο DNA, διότι φέρουν την 5΄ τριφω-

σφορική ομάδα. Παρ’ όλα αυτά, μετά την ενσωμάτωσή τους τα ddNTP δεν μπορούν να σχηματίσουν φωσφοδιεστε-

ρικό δεσμό με το επόμενο dNTP που θα έρθει να προστεθεί και έτσι η αντιγραφή της συγκεκριμένης αλυσίδας DNA

σταματά. (α) Στην αντίδραση αλληλούχισης με τη μέθοδο του Sanger συμμετέχει ο κλώνος DNA που πρόκειται να

αλληλουχηθεί, ένα τμήμα DNA μικρού μήκους (ο εκκινητής), το οποίο είναι συμπληρωματικό προς την 3΄ περιοχή

αυτού του κλώνου, τα τέσσερα φυσιολογικά dNTP και ένα συγκεκριμένο ddNTP (σε μία προσεκτικά προσδιορισμέ-

νη αναλογία σε σχέση με τα φυσιολογικά dNTP). Περιλαμβάνεται επίσης μία μικρή ποσότητα ενός ή περισσότερων

ραδιοσημασμένων dNTP, για να είναι δυνατή η ανίχνευση των νεοσυντιθέμενων μορίων DNA με αυτοραδιογραφία.

(β) Προστίθεται DNA πολυμεράση και ξεκινά ο πολυμερισμός από τον εκκινητή. Όταν σε μία αλυσίδα προστεθεί τυ-

χαία ένα ddNTP, η αλυσίδα αυτή παύει να αυξάνεται. Αν έχει επιλεχθεί η σωστή αναλογία ddNTP:dNTP, θα προκύ-

ψουν πολλοί διαφορετικοί σημασμένοι κλώνοι, τα μήκη των οποίων θα εξαρτώνται από τη θέση στην οποία ενσω-

ματώθηκε το ddNTP. (γ) Τα σημασμένα τμήματα που προκύπτουν ως προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίζονται με

βάση το μήκος της αλληλουχίας τους σε ένα πήκτωμα ακρυλαμίδης και ακολουθεί αυτοραδιογραφία. Το ηλεκτρο-

φορητικό πρότυπο των τμημάτων φανερώνει την αλληλουχία του DNA. Στις σύγχρονες μεθόδους αλληλούχισης τα

προϊόντα εντοπίζονται συνήθως με ανίχνευση του φθορισμού που εκπέμπουν χρωστικές, οι οποίες είναι συζευγμέ-

νες με τα ddNTP. Με τη χρήση διαφορετικής χρωστικής για κάθε ddNTP, η διαδικασία μπορεί να πραγματοποιηθεί

σε μία μόνο αντίδραση και η ανάλυση να γίνει σε μία μόνο στήλη του πηκτώματος.



και αμινικές ομάδες των νουκλεοτιδίων που χρησι-

μοποιούνται στην κατασκευή του συνθετικού τμή-

ματος DNA και εμποδίζουν τις ανεπιθύμητες χημι-

κές αντιδράσεις ανάμεσα στο νουκλεοτίδιο που

προστίθεται και την αυξανόμενη ολιγονουκλεοτιδι-

κή αλυσίδα. Έτσι, αν πρόκειται, για παράδειγμα, να

προστεθεί ένα νουκλεοτίδιο αδενίνης, κατά την

αντίδραση της προσθήκης του εξασφαλίζεται πως

δε θα προστεθεί πολλές διαδοχικές φορές, καθώς

μετά την ενσωμάτωση του πρώτου στην αναπτυσ-

σόμενη αλυσίδα η ενσωμάτωση δεύτερου αποκλεί-

εται λόγω της παρουσίας της παρεμποδιστικής ομά-

δας. Αφού ολοκληρωθεί η προσθήκη του επιθυμη-

τού νουκλεοτιδίου, η περίσσεια αυτού απομακρύνε-

ται και οι ομάδες αποκλεισμού αφαιρούνται, ώστε η

αναπτυσσόμενη αλυσίδα να μπορεί να αντιδράσει

με το επόμενο νουκλεοτίδιο.

Η τρίτη καινοτομία ήρθε με την ανάπτυξη ειδι-

κών μηχανημάτων σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων

που βασίζονται στη χρήση φωσφοραμιδίτη και στε-

ρεών υποστρωμάτων. Μέχρι τότε η σύνθεση ολιγο-

νουκλεοτιδίων ήταν μία χρονοβόρα διαδικασία που

περιοριζόταν στη σύνδεση λιγότερων από 20 νου-

κλεοτιδίων μεταξύ τους. Σήμερα πλήρως αυτοματο-

ποιημένα μηχανήματα προγραμματίζονται να συνθέ-

τουν ολιγονουκλεοτίδια μήκους μέχρι 100 βάσεων

μέσα σε λίγες ώρες. Όμως υπάρχει ακόμα περιορι-

σμός ως προς το μέγιστο μήκος των ολιγονουκλεο-

τιδίων που είναι δυνατόν να συντεθούν, καθώς όσο

αυτό αυξάνεται, τόσο λιγότερα είναι τα ολιγονου-

κλεοτίδια πλήρους μήκους που παράγονται, επειδή

η αποτελεσματικότητα των διαδοχικών αντιδράσε-

ων προσθήκης νουκλεοτιδίων δε φτάνει το 100%.

Μ�ορεί να γίνει σύνθεση γονιδίων
α�ό ολιγονουκλεοτίδια

Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια είναι απαραίτη-

τα σε πολλές τεχνικές, ενώ έχουν χρησιμοποιηθεί

και για τη σύνθεση γονιδίων. Όπως είπαμε, επειδή η

απόδοση κάθε βήματος της αντίδρασης σύνθεσής

τους είναι χαμηλότερη του 100%, υπάρχουν όρια

ως προς το μέγιστο μήκος που μπορούν να έχουν.

Για τη σύνθεση ολόκληρων γονιδίων πρέπει να

«συρραφούν» μεταξύ τους πολλά διαφορετικά ολι-

γονουκλεοτίδια. Το πρώτο γονίδιο που συντέθηκε

με τον τρόπο αυτό, το 1970, ήταν το γονίδιο ενός

tRNA. Σύντομα ακολούθησε η σύνθεση γονιδίων

που κωδικοποιούν μικρές πεπτιδικές ορμόνες, όπως

αυτό της ανθρώπινης ορμόνης σωματοστατίνη, μή-

κους 42 bp, και τα γονίδια των δύο αλυσίδων του

μορίου της ανθρώπινης ινσουλίνης, μήκους 63 και

90 bp. Την περίοδο εκείνη, που ο μετασχηματισμός

βακτηρίων παρουσίαζε ακόμα πολλές δυσκολίες, η

χημική σύνθεση επέτρεψε στους επιστήμονες την

παραγωγή γονιδίων σε πολλαπλά αντίγραφα, χωρίς

να απαιτείται να εισαχθούν σε βακτήρια. Αν και οι

περιορισμοί που αφορούν την εισαγωγή εξωγενούς

DNA σε βακτήρια ξεπεράστηκαν σύντομα, η χημική

σύνθεση συνέχισε να είναι ένας πρακτικός, αν και

κάπως ακριβός, τρόπος σύνθεσης γονιδίων. Μέχρι

τη δεκαετία του 1980 είχαν αρχίσει να συντίθενται

αρκετά μεγάλα γονίδια, όπως αυτό του ιστικού

ενεργοποιητή του πλασμινογόνου (1.610 bp). Η

πρόοδος στον τομέα αυτό συνεχίστηκε και οδήγησε

στη σύνθεση του πλήρους γονιδιώματος του ιού της

πολιομυελίτιδας (7.440 bp) και του βακτηριοφάγου

φΧ174 (5.386 bp).

Η αλυσιδωτή αντίδραση �ολυμε-
ράσης �ολλα�λασιάζει ε�ιλεγμέ-
νες �εριοχές ενός DNA-στόχου

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμε-

ράσης (PCR, Polymerase Chain Reaction) επινοήθη-

κε από τον Kary Mullis στα μέσα της δεκαετίας του

1980 και, όπως η αλληλούχιση και η in vitro σύνθε-

ση DNA, έφερε επανάσταση στη μοριακή γενετική.

Στους νέους επιστήμονες φαίνεται ίσως ασύλληπτο

το πώς γινόταν έρευνα πριν από το 1988, τη χρονιά

που η τεχνική PCR έγινε ένα αξιόπιστο και εύχρη-

στο εργαλείο. Οι παραλλαγές και οι εφαρμογές της

τεχνικής PCR είναι τόσο πολλές, που δεν μπορού-

με να παρουσιάσουμε παρά μόνο ένα δείγμα τους

στο κεφάλαιο αυτό. Εδώ θα μελετήσουμε τα βασικά

γνωρίσματα της τεχνικής, ενώ στα κεφάλαια που θα

ακολουθήσουν θα συναντήσουμε πολλές εφαρμο-

γές της σε διάφορα πειράματα.
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Ένα μεγάλο πρόβλημα που παρουσιάζει η ανάλυ-

ση γονιδίων είναι ότι λόγω της σπανιότητάς τους μέ-

σα στο γονιδίωμα καθίσταται δύσκολος ο εντοπισμός

και η απομόνωσή τους – το ανθρώπινο γονιδίωμα, για

παράδειγμα, έχει περίπου 23.000 γονίδια. Έχουν λοι-

πόν επινοηθεί διάφορες διαδικασίες για τον εντοπι-

σμό και την απομόνωσή τους, αλλά οι τεχνικές αυτές

είναι τις περισσότερες φορές πολύπλοκες και χρονο-

βόρες. Με την PCR αυτό άλλαξε, καθώς μπορέσαμε

να παραγάγουμε τεράστιες ποσότητες μιας συγκε-

κριμένης αλληλουχίας DNA χωρίς να χρειαστεί να

καταφύγουμε σε κλωνοποίηση. Στην PCR χρησιμο-

ποιείται μια DNA πολυμεράση για τη σύνθεση (τον

πολλαπλασιασμό) μεγάλου αριθμού αντιγράφων

μιας αλληλουχίας DNA που βρίσκεται ανάμεσα

στους εκκινητές, οι οποίοι χρειάζονται για την έναρ-

ξη της σύνθεσης DNA.

Το αρχικό υλικό για τη διεξαγωγή της PCR είναι

ένα δείγμα DNA στο οποίο περιέχεται η αλληλουχία

που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Η προετοιμασία

που χρειάζεται να γίνει κατά την απομόνωση του

DNA που θα χρησιμοποιηθεί ως στόχος για την PCR

είναι σχετικά εύκολη (με εξαίρεση κάποια ειδικά δείγ-

ματα). Δεν είναι απαραίτητο να απομονωθούν εκ των

προτέρων οι αλληλουχίες που μας ενδιαφέρουν από

το υπόλοιπο DNA. Μπορούμε μάλιστα να χρησιμοποι-

ήσουμε άμεσα το DNA που απελευθερώνεται κατά τη

διάρρηξη κυττάρων μέσω βρασμού ή με χρήση απορ-

ρυπαντικών, χωρίς να χρειάζεται να καταφύγουμε σε

κάποιο από τα πιο πολύπλοκα πρωτόκολλα που μας

επιτρέπουν να το απομονώσουμε σε καθαρή μορφή.

Επειδή κατά την τεχνική της PCR γίνεται πολλαπλα-

σιασμός του DNA, η αρχική ποσότητα DNA που χρει-

άζεται είναι πολύ μικρή: ακόμη και ένα μόνο μόριο

DNA αρκεί. Είναι εντυπωσιακό ότι η PCR έχει εφαρ-

μοστεί ακόμη και σε DNA απομονωμένο από δείγμα-

τα αίματος τα οποία είχαν ληφθεί από την πτέρνα νε-

ογνών (με σκοπό τον έλεγχο ρουτίνας για τον εντο-

πισμό όσων πάσχουν από φαινυλκετονουρία) και δια-

τηρήθηκαν αποθηκευμένα ως αποξηραμένες κηλίδες

σε απορροφητικό χαρτί, σε DNA απομονωμένο από

δείγματα βιοψίας εγκλεισμένα σε παραφίνη για πάνω

από 40 χρόνια, αλλά και σε DNA απομονωμένο από

το δόντι ενός παιδιού Νεάντερταλ ηλικίας 10 έως 11

ετών, το οποίο έζησε πριν από 100.000 χρόνια.

Η DNA πολυμεράση χρησιμοποιεί μονόκλωνο

DNA ως μήτρα για τη σύνθεση ενός συμπληρωματι-

κού νέου κλώνου. Για να προκύψει μονόκλωνο DNA,

αρκεί η θέρμανση του δίκλωνου DNA σε θερμοκρα-

σία που πλησιάζει το σημείο βρασμού. Και οι δύο

κλώνοι της διπλής έλικας του DNA μπορούν να χρη-

σιμοποιηθούν ως μήτρα για τη σύνθεση νέων μο-

ρίων. Καθώς το ένζυμο χρειάζεται ένα τμήμα δίκλω-

νου DNA ώστε να ξεκινήσει («εκκινήσει») τη σύνθε-

ση, προσθέτουμε στην αντίδραση δύο ειδικούς ολι-

γονουκλεοτιδικούς εκκινητές. Καθένας από αυτούς

είναι συμπληρωματικός με μια περιοχή του ενός από

τους κλώνους του DNA-στόχου, ώστε να υβριδοποι-

είται (δηλαδή να προσδένεται) σε αυτή. Επομένως,

μπορούμε να καθορίσουμε τα σημεία έναρξης της

σύνθεσης DNA in vitro προσθέτοντας στην αντίδρα-

ση εκκινητές που έχουν την κατάλληλη αλληλουχία,

ώστε να υβριδοποιούνται με τη μήτρα σε συγκεκρι-

μένες και επιθυμητές περιοχές (Εικ. 4.13).

Οι εκκινητές επιλέγονται ούτως ώστε να υβρι-

δοποιούνται εκατέρωθεν του τμήματος DNA που

θέλουμε να πολλαπλασιάσουμε. Κάθε νέος κλώνος

DNA που συντίθεται από τον ένα εκκινητή περιλαμ-

βάνει τη θέση στην οποία υβριδοποιείται ο άλλος

εκκινητής. Δημιουργούνται λοιπόν νέες θέσεις

πρόσδεσης εκκινητών σε κάθε νέο κλώνο DNA που

συντίθεται. Το μείγμα της αντίδρασης θερμαίνεται

ξανά, ώστε να διαχωριστούν οι κλώνοι, οι εκκινη-

τές υβριδοποιούνται στις θέσεις πρόσδεσης που

έγιναν προσβάσιμες λόγω της αποδιάταξης και συ-

ντίθενται νέοι κλώνοι. Oι κύκλοι θέρμανσης, προ-

σκόλλησης των εκκινητών στη μήτρα και επέκτα-

σής τους με αποτέλεσμα τη σύνθεση νέων μορίων

DNA επαναλαμβάνονται (Εικ. 4.14 και 4.15), έτσι

ώστε μετά από n κύκλους το μείγμα της αντίδρα-

σης να περιέχει θεωρητικά έως 2n δίκλωνα μόρια

DNA τα οποία φέρουν αντίγραφα της αλληλουχίας

που βρίσκεται ανάμεσα στους εκκινητές (Πίνακας

4.3). Στην πράξη, η τυπική απόδοση ανέρχεται στο

10-30% της θεωρητικά μέγιστης. Παράγοντες που

επηρεάζουν σημαντικά την απόδοση είναι το μήκος

και η αλληλουχία του τμήματος που πρόκειται να

πολλαπλασιαστεί. Η DNA πολυμεράση συχνά δυ-

σκολεύεται να αντιγράψει αλληλουχίες μεγάλου

μήκους ή υψηλής περιεκτικότητας σε GC. Γενικά
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ΕΙΚΟΝΑ 4.13: Εκκινητές της DNA πολυμεράσης.

(α) Στο παράδειγμα αυτό απεικονίζεται ένα μικρό τμήμα DNA μήκους 110 bp από το γονίδιο της β-σφαιρίνης το

οποίο πρόκειται να πολλαπλασιαστεί (παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των άκρων του ανάμεσα στις οποίες παρεμ-

βάλλονται 60 νουκλεοτίδια). Οι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές υβριδοποιούνται στις υπογραμμισμένες περιοχές

μήκους 20 νουκλεοτιδίων. (β) Το DNA θερμαίνεται και οι κλώνοι διαχωρίζονται. (γ) Οι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκι-

νητές (πράσινο χρώμα) υβριδοποιούνται ειδικά στις συμπληρωματικές προς αυτούς αλληλουχίες, στο 3΄ άκρο κά-

θε κλώνου-στόχου. (δ) Η DNA πολυμεράση χρησιμοποιεί τους εκκινητές αυτούς για να ξεκινήσει με κατεύθυνση 5΄

προς 3΄ τη σύνθεση νέων κλώνων (ροζ χρώμα), συμπληρωματικών προς τις αλληλουχίες-στόχους.

ΕΙΚΟΝΑ 4.14: Ο κύκλος της τεχνικής PCR.

Το δείγμα DNA θερμαίνεται, ώστε να διαχωριστούν οι κλώνοι του

DNA (αρχική αποδιάταξη), και κατόπιν το μείγμα της αντίδρασης

διέρχεται από επανειλημμένους κύκλους υβριδοποίησης των εκκι-

νητών, σύνθεσης DNA και αποδιάταξης. Η ποσότητα της αλληλου-

χίας-στόχου διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο.



πάντως, με την τεχνική PCR παράγονται τόσο πολ-

λά αντίγραφα, που είναι εύκολο στη συνέχεια να

τα δει κανείς σε ένα πήκτωμα αγαρόζης βαμμένο

με βρομιούχο αιθίδιο.

Για τη βελτιστοποίηση της PCR είναι απαραί-

τητη η ρύθμιση πολλών παραμέτρων, όπως είναι η

θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών στην

αλληλουχία-στόχο, οι συγκεντρώσεις των αλάτων

και η χρονική διάρκεια κάθε επιμέρους βήματος.

Ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται και στην επιλογή των

εκκινητών, καθώς αυτοί καθορίζουν από πού θα

ξεκινήσει η σύνθεση των νέων κλώνων DNA. Η

εξειδίκευση της πρόσδεσης ενός εκκινητή εξαρ-

τάται από τη νουκλεοτιδική του αλληλουχία και από

το μήκος του. Ολιγονουκλεοτίδια μήκους 18-24

νουκλεοτιδίων παρουσιάζουν συνήθως μεγάλη

εξειδίκευση (προσδένονται δηλαδή με το DNA-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.15: Η εκθετική αύξηση των αντιγράφων DNA κα-

τά την PCR.

(α) Το αρχικό υλικό είναι ένα δίκλωνο μόριο DNA. Η αλλη-

λουχία-στόχος που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί βρίσκεται

ανάμεσα στις διακεκομμένες γραμμές. (β) Οι κλώνοι διαχωρί-

ζονται με θέρμανση του μείγματος της αντίδρασης και στη συ-

νέχεια η θερμοκρασία μειώνεται, ούτως ώστε οι εκκινητές να

υβριδοποιηθούν στις δύο θέσεις πρόσδεσης (μία σε κάθε κλώ-

νο) που περιβάλλουν την περιοχή-στόχο. (γ) Η Taq πολυμερά-

ση συνθέτει νέους κλώνους DNA, συμπληρωματικούς προς τη

μήτρα, οι οποίοι εκτείνονται πέραν της θέσης πρόσδεσης του

εκκινητή στον άλλο κλώνο και ποικίλλουν σε μήκος (ανάλο-

γα με το σημείο στο οποίο η πολυμεράση θα τύχει να σταμα-

τήσει τη σύνθεση). (δ) Το μείγμα της αντίδρασης θερμαίνεται

ξανά. Οι αρχικοί και οι νεοσυντιθέμενοι κλώνοι διαχωρίζο-

νται. Αυτή τη φορά τέσσερις θέσεις πρόσδεσης για τους εκκι-

νητές είναι διαθέσιμες, από μία σε κάθε αρχικό κλώνο και

από μία σε κάθε νέο κλώνο DNA. (Για λόγους απλοποίησης

τα μετέπειτα γεγονότα που αφορούν τους αρχικούς κλώνους

παραλείπονται.) (ε) Η πολυμεράση Taq συνθέτει νέους συ-

μπληρωματικούς κλώνους, όμως η επιμήκυνση αυτών των νέ-

ων αλυσίδων περιορίζεται ακριβώς στα όρια της αλληλου-

χίας-στόχου. Οι δύο νέες λοιπόν αλυσίδες που συντίθενται

εκτείνονται μεταξύ των δύο εκκινητών. (στ) Η διαδικασία

επαναλαμβάνεται και οι εκκινητές υβριδοποιούνται στους

κλώνους. (ζ) Η πολυμεράση Taq συνθέτει συμπληρωματικούς

κλώνους και έτσι προκύπτουν δύο πανομοιότυπα δίκλωνα

τμήματα DNA με την αλληλουχία-στόχο. (η-κ) Η διαδικασία

επαναλαμβάνεται και ο αριθμός των τμημάτων-στόχων δι-

πλασιάζεται σε κάθε επερχόμενο κύκλο της αντίδρασης.



στόχο αποκλειστικά σε μια μοναδική περιοχή με την

οποία είναι συμπληρωματικά), εφόσον η υβριδο-

ποίηση πραγματοποιείται κοντά στη θερμοκρασία

τήξης τους (Τm)*. Είναι επίσης σημαντικό οι εκκι-

νητές που θα χρησιμοποιηθούν να έχουν παρα-

πλήσιες Τm, ώστε στην ίδια θερμοκρασία να

υβριδοποιούνται αποτελεσματικά και οι δύο. Όσο

αυξάνεται το μήκος του εκκινητή, τόσο αυξάνεται

και η πιθανότητα η συμπληρωματική του αλλη-

λουχία να συναντάται μία μόνο φορά στο DNA-

στόχο. Αυτό είναι ασφαλώς επιθυμητό, αλλά πρέπει

να σημειωθεί πως, όταν αυξάνεται το μήκος των

εκκινητών, αυξάνεται και η Τm τους. Αν η Τm αυξηθεί

υπερβολικά, η θερμοκρασία που θα απαιτείται για

την υβριδοποίηση θα είναι μεγαλύτερη από τη

θερμοκρασία στην οποία η πολυμεράση καταλύει τη

σύνθεση των νέων αλυσίδων. Έτσι, όταν μετά την

υβριδοποίηση των εκκινητών, προκειμένου να

λειτουργήσει αποτελεσματικά η πολυμεράση, η

θερμοκρασία της αντίδρασης πέσει κάτω από την

Τm, ελλοχεύει ο κίνδυνος οι εκκινητές να

υβριδοποιηθούν και σε άλλες, τυχαίες θέσεις, με

αποτέλεσμα εκτός από το επιθυμητό προϊόν να

προκύψουν και άλλα παραπροϊόντα.

Οι θερμοσταθερές �ολυμεράσες
α�λο�οιούν και βελτιώνουν την
PCR

Αφού αναγνωρίστηκαν οι τεράστιες δυνατότη-

τες της τεχνικής PCR, ακολούθησαν πολλές βελτιώ-

σεις. Αναμφίβολα, η πιο σημαντική από αυτές ήταν η

χρήση DNA πολυμερασών από θερμόφιλα βακτήρια.

Επειδή η DNA πολυμεράση της E. coli καταστρέφε-

ται στις θερμοκρασίες που απαιτούνται για την απο-

διάταξη του δίκλωνου DNA, ήταν απαραίτητο να

προστίθεται εκ νέου ένζυμο σε κάθε κύκλο της αντί-

δρασης. Εντούτοις, για την DNA πολυμεράση του

βακτηρίου Thermus aquaticus, το οποίο ζει μέσα στο

νερό σε θερμοκρασία 75 °C, η βέλτιστη θερμοκρασία

είναι οι 72 °C, ενώ είναι αρκετά σταθερή ακόμη και

στους 94 °C. Το ένζυμο αυτό ονομάζεται πολυμερά-

ση Taq και παραμένει ενεργό σε όλη τη διάρκεια των
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*Σ.τ.Ε.: Η θερμοκρασία τήξης είναι αυτή στην οποία, στατιστικά, τα μισά μόρια του ολιγονουκλεοτιδίου-εκκινητή ζευγαρώνουν με την

αλληλουχία-στόχο, ενώ τα άλλα μισά δε σταθεροποιούνται πάνω σε αυτή και παραμένουν ελεύθερα. Σε υψηλότερες θερμοκρασίες το

ποσοστό των μορίων του εκκινητή που σταθεροποιούνται στη συμπληρωματική αλληλουχία-στόχο μειώνεται και έτσι ενδέχεται να

αποτύχει ο πολλαπλασιασμός του επιθυμητού τμήματος. Σε χαμηλότερες θερμοκρασίες ο εκκινητής τείνει να υβριδοποιηθεί και σε

άλλες, τυχαίες αλληλουχίες που δεν είναι πλήρως συμπληρωματικές με αυτόν, οπότε ενδέχεται εκτός από το επιθυμητό προϊόν να

προκύψουν και άλλα παραπροϊόντα.

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.3: Πολλαπλασιασμός μορίων κατά την αλυσι-

δωτή αντίδραση πολυμεράσης

Αριθμός δίκλωνων

Αριθμός κύκλου       μορίων-στόχων

1 0
2 0
3 2
4 4
5 8
6 16
7 32
8 64
9 128

10 256
11 512
12 1.024
13 2.048
14 4.096
15 8.192
16 16.384
17 32.768
18 65.536
19 131.072
20 262.144
21 524.288
22 1.048.576
23 2.097.152
24 4.194.304
25 8.388,608
26 16.777.216
27 33.554.432
28 67.108.864
29 134.217.728
30 268.435.456
31 536.870.912
32 1.073.741.824



κύκλων του πολλαπλασιασμού. Η πολυμεράση Taq

επέτρεψε την αυτοματοποίηση της PCR με τη χρή-

ση θερμοκυκλοποιητών, μηχανημάτων σχεδιασμέ-

νων να εκτελούν τα βήματα των κύκλων της PCR

στους επιθυμητούς χρόνους και θερμοκρασίες. Για

την επεξεργασία πολύ μεγάλου αριθμού δειγμάτων

η PCR πραγματοποιείται σήμερα με τη χρήση ρο-

μπότ. Αυτός ο αυτοματισμός είναι απαραίτητη προϋ-

πόθεση για την ταχεία διεξαγωγή προγραμμάτων

αλληλούχισης γονιδιωμάτων, όπου εκτελούνται εκα-

τομμύρια αντιδράσεων PCR χωρίς να παρεμβαίνει

ανθρώπινο χέρι.

Η ιδιαίτερη ευαισθησία της PCR
στις μολύνσεις μ�ορεί να α�οτελέ-
σει �ρόβλημα

Η πολλαπλασιαστική ισχύς της PCR συνοδεύε-

ται δυστυχώς από το μειονέκτημα ότι ακόμη και η

παραμικρή μόλυνση του αρχικού υλικού μπορεί να

έχει σοβαρές συνέπειες. Το γεγονός αυτό αποτελεί

ιδιαίτερο πρόβλημα σε εφαρμογές της μεθόδου που

έχουν μεγάλη βαρύτητα, όπως ο πολλαπλασιασμός

DNA από δείγματα που έχουν ληφθεί για τη διαλεύ-

κανση δικαστικών υποθέσεων, τα οποία σπάνια βρί-

σκονται στην άψογη κατάσταση που χαρακτηρίζει

τα δείγματα που χρησιμοποιούνται για την παρα-

σκευή DNA στο εργαστήριο (βλ. Κεφάλαιο 16).

Μία βασική διαδικασία ελέγχου είναι η εκτέλεση

μιας PCR χωρίς DNA-μήτρα, για να διαπιστωθεί η

τυχόν μόλυνση των αντιδραστηρίων που χρησιμο-

ποιούνται (π.χ. των εκκινητών, της πολυμεράσης

κτλ.) με ανεπιθύμητο DNA. Μία πιθανή πηγή μόλυν-

σης είναι τα προϊόντα προηγούμενων αντιδράσεων

πολλαπλασιασμού. Το μείγμα που προκύπτει μετά

την ολοκλήρωση μιας αντίδρασης PCR συχνά πε-

ριέχει μέχρι και 1013 τμήματα-στόχους. Επομένως,

και μια ελάχιστη ποσότητα από αυτό (που μπορεί να

μεταφερθεί σε μια αντίδραση από τις πιπέτες, για

παράδειγμα, που χρησιμοποιούνται κατά την επιτέ-

λεσή της) ενδέχεται να γίνει αιτία εμφάνισης θετι-

κού αποτελέσματος σε μια αντίδραση που θα έπρε-

πε να είναι αρνητική. Ένας απλός και ιδιαίτερα απο-

τελεσματικός τρόπος αποφυγής των μολύνσεων εί-

ναι ο φυσικός διαχωρισμός των χειρισμών πριν και

μετά τον πολλαπλασιασμό. Αυτό επιτυγχάνεται

όταν ο χώρος και ο εξοπλισμός που χρησιμοποιού-

νται για την προετοιμασία των αντιδράσεων είναι

διαφορετικός από αυτόν στον οποίο γίνεται ο χειρι-

σμός των προϊόντων τους. Επίσης, συχνά οι χώροι

και ο εξοπλισμός που προορίζονται για την προετοι-

μασία των αντιδράσεων εκτίθενται σε υπεριώδη

ακτινοβολία, προκειμένου τυχόν DNA που θα μπο-

ρούσε να αποτελέσει αιτία μόλυνσης να μην μπορεί

να λειτουργήσει ως μήτρα για την PCR. Η υπεριώ-

δης ακτινοβολία αφενός αποικοδομεί το DNA και

αφετέρου δημιουργεί χημικές συνδέσεις ανάμεσα

σε διαφορετικά σημεία μονόκλωνων αλυσίδων, οι

οποίες εμποδίζουν την πολυμεράση να τις χρησιμο-

ποιήσει ως μήτρα.

Στην περίπτωση μελετών ιδιαίτερης σημασίας ή

για την αντιμετώπιση επίμονων μολύνσεων μπο-

ρούν να χρησιμοποιηθούν και πιο προηγμένες μέθο-

δοι. Μια έξυπνη μέθοδος βασίζεται στην ενσωμάτω-

ση δεοξυουρακίλης (dUTP) στη θέση της δεοξυθυ-

μιδίνης στα προϊόντα PCR. Αυτό έχει ελάχιστη επί-

δραση στη διαδικασία του πολλαπλασιασμού ή στα

χαρακτηριστικά των προϊόντων, με εξαίρεση το γε-

γονός ότι έχει ως συνέπεια να χάνονται πολλές θέ-

σεις περιορισμού σε αυτά. Κατά την προετοιμασία

μιας νέας αντίδρασης, συμπεριλαμβάνεται σε αυτήν

το ένζυμο Ν-γλυκοζυλάση της ουρακίλης, το οποίο

διασπά τυχόν υπολείμματα DNA από προηγούμενο

πολλαπλασιασμό, καταστρέφοντας τα κατάλοιπα

ουρακίλης. Στη νέα αντίδραση μπορεί να χρησιμο-

ποιηθεί dUTP, επειδή το ένζυμο αυτό απενεργοποι-

είται από την υψηλή θερμοκρασία στην οποία πραγ-

ματοποιείται η νέα PCR.

Η �ιστότητα της σύνθεσης DNA
εξαρτάται α�ό την �ολυμεράση

Η μόλυνση δεν είναι η μόνη πιθανή αιτία σφάλ-

ματος στην τεχνική PCR. Όπως όλες οι βιοχημικές

διαδικασίες, έτσι και η αντιγραφή του DNA δεν είναι

τέλεια. Ορισμένες φορές η DNA πολυμεράση προ-

σθέτει λάθος νουκλεοτίδιο στην αυξανόμενη αλυσί-

δα του DNA. Η συχνότητα σφάλματος κατά την
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αντιγραφή του DNA στο κύτταρο είναι περίπου 1

για κάθε 109 νουκλεοτίδια. Στα κύτταρα επιτυγχάνε-

ται τόσο υψηλός βαθμός ακρίβειας, επειδή με κα-

τάλληλους μηχανισμούς αφαιρούνται τα νουκλεοτί-

δια που προστίθενται στην αλυσίδα του DNA, όταν

αυτά δεν υβριδοποιούνται με τη μήτρα. In vitro, η

πολυμεράση Taq δεν έχει αυτή την ικανότητα

«διορθωτικού ελέγχου» και, στις θερμοκρασίες και

συγκεντρώσεις αλάτων όπου πραγματοποιείται η

PCR, εισάγει ένα λάθος νουκλεοτίδιο περίπου ανά

2×104. Το γεγονός αυτό δε δημιουργεί σοβαρό πρό-

βλημα στη μαζική ανάλυση των προϊόντων της

PCR, διότι τα μόρια στα οποία έχουν προστεθεί λά-

θος νουκλεοτίδια αποτελούν ελάχιστο ποσοστό επί

του συνολικού αριθμού των μορίων που συντέθη-

καν. Ωστόσο, τα σφάλματα αυτά ενδέχεται να προ-

καλέσουν σημαντικά προβλήματα στην περίπτωση

που τα τμήματα DNA που προκύπτουν από την PCR

πρόκειται να κλωνοποιηθούν και να χρησιμοποιη-

θούν περαιτέρω. Καθώς κάθε κλώνος προέρχεται

από ένα πολλαπλασιασμένο μόριο, αν τύχει να επι-

λεγεί για περαιτέρω μελέτη κάποιος κλώνος που

περιέχει ένα ή περισσότερα λάθος νουκλεοτίδια, η

παρουσία των μεταλλαγών αυτών μπορεί να οδηγή-

σει σε λανθασμένα συμπεράσματα. Το πρόβλημα

περιορίζεται αν χρησιμοποιηθεί μεγάλος αριθμός

μορίων μήτρας, οπότε χρειάζονται λιγότεροι κύκλοι

πολλαπλασιασμού και κατά συνέπεια μειώνεται η

πιθανότητα λάθους. Ένας άλλος τρόπος περιορι-

σμού της συχνότητας σφαλμάτων είναι η χρήση πο-

λυμερασών που επιτελούν διορθωτικό έλεγχο (δια-

θέτουν εξωνουκλεοτιδική δράση με κατεύθυνση 3΄

προς 5΄), όπως η πολυμεράση Pfu από το θεμόφυ-

λο βακτήριο Pyrococcus furiosus. Η εξωνουκλεοτιδι-

κή δράση αφαιρεί τα λάθος νουκλεοτίδια, γεγονός

που αυξάνει σημαντικά την ακρίβεια της διαδικα-

σίας της αντιγραφής.

Η PCR �ολλα�λασιάζει αλληλου-
χίες ξεκινώντας ακόμη και α�ό
ένα μόριο DNA

Μία από τις πιο αξιοσημείωτες εφαρμογές της

PCR είναι η ανάλυση σύνδεσης με τη χρήση DNA

από σπερματοζωάρια. Στον άνθρωπο είναι δύσκολο

να γίνει ανάλυση σύνδεσης, καθώς χρησιμοποιού-

νται οικογένειες με αριθμό απογόνων συχνά πολύ

χαμηλότερο απ’ ό,τι θα ήθελε να έχει στη διάθεσή

του ο γενετιστής για να πραγματοποιήσει στατιστι-

κή ανάλυση. Εντούτοις, η εξέταση 1.000 σπερματο-

ζωαρίων ισοδυναμεί με την εξέταση μιας οικογένει-

ας με 1.000 παιδιά, επειδή κάθε σπερματοζωάριο

έχει προκύψει από μειωτική διαίρεση. Η ανάλυση

σύνδεσης μπορεί να γίνει επιλέγοντας ένα αρσενι-

κό άτομο ετερόζυγο ως προς τους γενετικούς τό-

πους που πρόκειται να μελετηθούν και προσδιορίζο-

ντας το ποσοστό των σπερματοζωαρίων του που

παρουσιάζει ανασυνδυασμό ανάμεσα σε αυτούς

τους γενετικούς τόπους. Το σπερματοζωάριο όμως

είναι ένα απλοειδές κύτταρο, περιέχει μόνο ένα

αντίγραφο κάθε χρωμοσώματος και κάθε χρωμόσω-

μα είναι ένα μόριο DNA. Για την ανάλυση σύνδεσης

με τη χρήση σπερματοζωαρίων, η PCR θα πρέπει να

λειτουργήσει αποδοτικά και αξιόπιστα σε ένα μείγ-

μα αντίδρασης που περιέχει ως μήτρα μονάχα ένα

μόριο DNA!

Στο παράδειγμα της Εικόνας 4.16 έγινε ανάλυ-

ση σε αλληλόμορφα τριών γενετικών τόπων, από

τους οποίους οι δύο βρίσκονται στο χρωμόσωμα 19

(D19S49 και APOC2) και ο ένας στο χρωμόσωμα 9

(D9S52). Αυτοί οι γενετικοί τόποι περιέχουν μικρο-

δορυφορικές επαναλήψεις, τμήματα δηλαδή DNA

στα οποία μία μικρή αλληλουχία επαναλαμβάνεται

πολλές φορές. Στο γενετικό τόπο D19S49 υπάρ-

χουν επαναλήψεις της αλληλουχίας CA, στον

APOC2 της TG και στον D9S52 της ΑΤΤΤ. Στα δια-

φορετικά αλληλόμορφα αυτών των γενετικών τό-

πων υπάρχει διαφορετικός αριθμός επαναλήψεων.

Η ελάχιστη δυνατή διαφορά μεταξύ τους είναι μία

επανάληψη, η οποία ισοδυναμεί με δύο νουκλεοτί-

δια στους γενετικούς τόπους APOC2 και D19S49

και τέσσερα νουκλεοτίδια στον D9S52. Προκειμέ-

νου να πραγματοποιηθεί η ανάλυση σύνδεσης, λή-

φθηκε σπέρμα από αρσενικά άτομα ετερόζυγα ως

προς τους τρεις γενετικούς τόπους και απομονώθη-

καν μεμονωμένα σπερματοζωάρια με τη χρήση

φθορισμοενεργοποιούμενης κυτταρομετρίας ροής

(FACS, Fluorescence-Activated Cell Sorter), η οποία

χρησιμοποιείται συνήθως για το διαχωρισμό διαφο-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.16: Πολλαπλασιασμός μεμονωμένων μορίων DNA κατά την ανάλυση σύνδεσης με χρήση σπερματοζωαρίων.

(α) Χρησιμοποιήθηκαν τρεις πολυμορφικές περιοχές: οι γενετικοί τόποι D19S49 και APOC2, που βρίσκονται στο χρωμόσωμα

19, και ο D9S52, που βρίσκεται στο χρωμόσωμα 9. Οι πολυμορφισμοί προκύπτουν από διαφορές στον αριθμό των επαναλήψε-

ων που φέρει κάθε γενετικός τόπος: της (CA) στον D19S49, της (TG) στον APOC2 και της (ΑΤΤΤ) στον D9S52. Συντέθηκαν τρεις

ειδικοί εκκινητές για κάθε γενετικό τόπο. (β) Λήφθηκε δείγμα σπέρματος από αρσενικό άτομο ετερόζυγο και για τους τρεις γε-

νετικούς τόπους με γονότυπο (CA)15/(CA)21, (TG)18/(TG)22, (ATTT)12/(ATTT)13, όπου ο δείκτης δηλώνει τον αριθμό των επανα-

λήψεων. Μεμονωμένα σπερματοζωάρια μεταφέρθηκαν σε δοκιμαστικούς σωλήνες, όπου έγινε ταυτόχρονος πολλαπλασιασμός

των τριών γενετικών τόπων με τη χρήση των ζευγών εκκινητών Ρ1/Ρ2, Ρ4/Ρ6 και Ρ7/Ρ8. Λήφθηκαν δείγματα από κάθε αντίδρα-

ση και ο πολλαπλασιασμός επαναλήφθηκε, χρησιμοποιώντας σε κάθε περίπτωση έναν εκκινητή από το αρχικό ζεύγος και ένα

νέο εκκινητή, που υβριδοποιούνταν στο εσωτερικό του προϊόντος της προηγούμενης αντίδρασης. Τα ζεύγη εκκινητών της δεύτε-

ρης αντίδρασης ήταν τα Ρ1/Ρ3, Ρ5/Ρ6 και Ρ7/Ρ9. Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε ένα πήκτωμα ακρυλαμίδης παρουσία βρο-

μιούχου αιθιδίου. Σε κάθε στήλη αναμένονται τρεις ζώνες, οι οποίες αντιστοιχούν στο DNA κάθε γενετικού τόπου που έχει πολ-

λαπλασιαστεί. Ο πειραματιστής μπορεί, εξετάζοντας το πήκτωμα, να συμπεράνει τους απλότυπους κάθε σπερματοζωαρίου.

Έτσι, το σπερματοζωάριο της στήλης 1 έχει απλότυπο ABC, ενώ αυτό της στήλης 2 έχει απλότυπο abc. Παρ’ όλα αυτά, στη στή-

λη 3 δεν εμφανίζονται ζώνες, πιθανότατα επειδή το συγκεκριμένο δείγμα δεν περιείχε σπερματοζωάριo, ενώ στη στήλη 4 υπάρ-

χουν δύο ζώνες που αντιστοιχούν και στα δύο αλληλόμορφα του γενετικού τόπου D9S52, κατά πάσα πιθανότητα επειδή το δείγ-

μα περιείχε δύο σπερματοζωάρια (ένα ABC και ένα aBC). (γ) Παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ενός πειράματος και η ερμηνεία

τους. Στη στήλη 14 λείπει ένα από τα αναμενόμενα προϊόντα (αυτό του D9S52). Αυτού του είδους τα προβλήματα δεν είναι ασυ-

νήθιστα σε αντιδράσεις PCR με πολλαπλούς εκκινητές. Από την ανάλυση των δεδομένων συνάγεται το συμπέρασμα ότι υπάρχει

σύνδεση μεταξύ των γενετικών τόπων D19S49 και APOC2. Στην περίπτωση του αρσενικού ατόμου που εξετάστηκε, στο χρωμό-

σωμα 19 το αλληλόμορφο Β του D19S49 είναι συνδεδεμένο με το αλληλόμορφο C του APOC2, ενώ το αλληλόμορφο b του

D19S49 είναι συνδεδεμένο με το αλληλόμορφο c του APOC2. Δεν υπάρχει σύνδεση μεταξύ των αλληλομόρφων του D9S52 και

των D19S49-APOC2, διότι βρίσκονται σε διαφορετικά χρωμοσώματα.



ρετικών τύπων λεμφοκυττάρων. Οι τρεις γενετικοί

τόποι πολλαπλασιάστηκαν ταυτόχρονα σε μια αντί-

δραση PCR με πολλαπλούς εκκινητές (multiplex

PCR reaction). Οι εκκινητές σε τέτοιου είδους αντι-

δράσεις πρέπει να σχεδιάζονται προσεκτικά, ώστε

κάθε προϊόν PCR να έχει διαφορετικό μέγεθος και

οι διαφορετικοί εκκινητές να μην υβριδοποιούνται

μεταξύ τους. Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε

πήκτωμα ακρυλαμίδης και προσδιορίστηκαν τα αλ-

ληλόμορφα που περιέχει το καθένα. Μετά από εξέ-

ταση των αποτελεσμάτων διαπιστώθηκε, όπως ανα-

μενόταν, ότι τα APOC2 και D19S49 είναι συνδεδε-

μένα μεταξύ τους, ενώ το D9S52 βρίσκεται σε δια-

φορετικό χρωμόσωμα. Για τον υπολογισμό της συ-

χνότητας ανασυνδυασμού ανάμεσα στους δύο συν-

δεδεμένους γενετικούς τόπους απαιτείται στατιστι-
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κή επεξεργασία των δεδομένων, καθώς πρέπει να

ληφθούν υπόψη διάφορες τεχνικές περιπλοκές. Για

παράδειγμα, ο διαχωρισμός δεν είναι τέλειος και

έτσι ορισμένα δείγματα μπορεί να περιέχουν περισ-

σότερα από ένα σπερματοζωάρια, ενώ άλλα μπορεί

να μην περιέχουν κανένα σπερματοζωάριο. Επίσης,

ορισμένες φορές οι γενετικοί τόποι δεν πολλαπλα-

σιάζονται επιτυχώς κατά την PCR. Η συχνότητα

ανασυνδυασμού που υπολογίστηκε με βάση το πεί-

ραμα αυτό ήταν 0,083, νούμερο που συμφωνεί με

την τιμή που προέκυψε από παρόμοιες αναλύσεις

που έγιναν σε 40 οικογένειες. Αυτοί οι υπολογισμοί

των γενετικών αποστάσεων γίνονται σε χρωμοσώ-

ματα αρσενικών ατόμων, γεγονός που έχει ιδιαίτε-

ρη σημασία, δεδομένου ότι η συχνότητα ανασυν-

δυασμού των γονιδίων κατά τη μείωση διαφέρει με-

ταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων.

Η PCR �ραγματικού χρόνου χρη-
σιμο�οιείται για τη γρήγορη και
ακριβή �οσοτικο�οίηση RNA και
DNA

Συχνά είναι απαραίτητο να προσδιοριστεί η πο-

σότητα ενός συγκεκριμένου μορίου DNA ή RNA σε

ένα δείγμα. Αυτό μπορεί να γίνει μετρώντας την

ένταση των ζωνών στα στυπώματα κατά Southern

και τύπου Northern, αλλά οι παραπάνω μέθοδοι εί-

ναι σχετικά πολύπλοκες και δε διαθέτουν ιδιαίτερη

ευαισθησία. Η τεχνική PCR είναι πολύ πιο απλή και

ευέλικτη, ενώ παρέχει πολύ μεγαλύτερη ακρίβεια.

Σε γενικές γραμμές, όσο μεγαλύτερος είναι ο

αριθμός των μορίων-στόχων στο αρχικό δείγμα, τόσο

περισσότερα πολλαπλασιασμένα μόρια θα υπάρχουν

σε κάθε βήμα της αντίδρασης. Μετρώντας την ποσό-
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ΕΙΚΟΝΑ 4.17: Χρήση της PCR πραγματικού χρόνου για τη μέτρηση της ποσότητας των μορίων-στόχων που πε-

ριέχει ένα δείγμα.

(α, β) Γραφικές παραστάσεις της θεωρητικής συσσώρευσης μορίων DNA κατά τη διάρκεια μιας αντίδρασης PCR.

Στη γραφική παράσταση α, η κλίμακα είναι γραμμική και το πρώτο τμήμα της καμπύλης (μέχρι τον κύκλο 25) σχε-

δόν εφάπτεται στον οριζόντιο άξονα, γιατί ο αριθμός των μορίων είναι πολύ μικρός σε σχέση με τους επόμενους

κύκλους. Στη γραφική παράσταση β, η συσσώρευση των μορίων παριστάνεται σε λογαριθμική κλίμακα. Προκύπτει

έτσι μία ευθεία γραφική παράσταση εξαιτίας της εκθετικής αύξησης. Και στις δύο περιπτώσεις οι καμπύλες δεί-

χνουν ότι η ποσότητα του προϊόντος μετά τον κύκλο 32 φτάνει σε ένα ανώτατο επίπεδο. (γ, δ) Γραφικές παραστά-

σεις πειραματικών δεδομένων. Τα προϊόντα της PCR ανιχνεύτηκαν με τη βοήθεια της χρωστικής SYBR Green, μιας

χρωστικής που προσδένεται στο DNA χωρίς κάποια προτίμηση για συγκεκριμένες αλληλουχίες και εκπέμπει φθο-

ρισμό μόνο όταν παρεμβάλλεται στη διπλή έλικα. Η ποσότητα του προϊόντος της PCR είναι τόσο χαμηλή κατά τους

πρώτους κύκλους, που δεν μπορεί να προσδιοριστεί με βεβαιότητα, καθώς ο φθορισμός που παράγεται δεν υπερ-

βαίνει αρκετά το χαμηλό ενδογενή φθορισμό (background fluorescence) των αντιδρώντων μορίων. Προσέξτε ότι η

καλύτερη αντιστοιχία των πειραματικών δεδομένων με τη γραφική παράσταση (β), που αναπαριστά σε λογαριθμι-

κή κλίμακα το θεωρητικά αναμενόμενο ρυθμό συσσώρευσης των προϊόντων, σημειώνεται κατά τους κύκλους 18-24.

Η περίοδος αυτή, στη διάρκεια της οποίας η αύξηση των προϊόντων της αντίδρασης είναι πραγματικά εκθετική, συ-

νιστά το κατάλληλο διάστημα για να γίνει η σύγκριση ανάμεσα στην πειραματική και τη θεωρητική συγκέντρωση

των μορίων που λειτουργούν ως μήτρα. Προσέξτε επίσης ότι το γραμμικό τμήμα της γραφικής παράστασης στο γ,

μεταξύ των κύκλων 26-30, δεν είναι κατάλληλο χρονικό διάστημα για να γίνει ο ποσοτικός προσδιορισμός! (ε) Οι

γραφικές παραστάσεις με τα διαφορετικά χρώματα έχουν γίνει σε γραμμική κλίμακα και αντιστοιχούν σε αντιδρά-

σεις PCR πραγματικού χρόνου που πραγματοποιήθηκαν με διαφορετικές ποσότητες του μορίου-στόχου. Συγκεκρι-

μένα, με διαδοχικές αραιώσεις η αρχική ποσότητα του μορίου-στόχου κάθε φορά υποδεκαπλασιάζεται. Όσο μεγα-

λύτερη είναι η αρχική ποσότητα του μορίου-στόχου, τόσο λιγότεροι κύκλοι απαιτούνται για να φτάσει η ποσότητα

του προϊόντος σε ανιχνεύσιμα επίπεδα. Προσέξτε ιδιαίτερα ότι, όταν οι αντιδράσεις φτάσουν σε ένα ανώτατο επί-

πεδο, οι διαφορές στην ποσότητα των προϊόντων δεν αντιπροσωπεύουν πλέον τις αρχικές διαφορές στην ποσότη-

τα του μορίου-στόχου. Η αντίδραση που αντιστοιχεί στην καμπύλη η οποία έχει σχεδιαστεί με ανοιχτό μπλε χρώ-

μα περιέχει 1.000 φορές περισσότερα μόρια-στόχους απ’ ό,τι η αντίδραση κόκκινου χρώματος. Παρ’ όλα αυτά, πα-

ράγει λιγότερο τελικό προϊόν! Φαίνεται λοιπόν από τα παραπάνω η επίδραση που έχουν, κατά τα αρχικά στάδια

της αντίδρασης, μικρές, τυχαίες πειραματικές αποκλίσεις από το θεωρητικά αναμενόμενο, οι οποίες πολλαπλασιά-

ζονται κατά τα μετέπειτα στάδια, με αποτέλεσμα η τελική συμπεριφορά της αντίδρασης να μην είναι προβλέψιμη.

Γίνεται επομένως αντιληπτό πόσο σημαντικό είναι να πραγματοποιηθεί η σύγκριση τη σωστή στιγμή.



τητα των τελικών προϊόντων της PCR σε ένα πήκτω-

μα, είναι δυνατόν να πάρουμε μια ιδέα σχετικά με την

ποσότητα του μορίου-στόχου που υπήρχε στο μείγμα

κατά την έναρξη της αντίδρασης. Αυτού του τύπου η

προσέγγιση όμως δεν είναι αξιόπιστη. Αν οι ποσότη-

τες των εκκινητών και των νουκλεοτιδίων είναι σχετι-

κά χαμηλές ή αν γίνουν πάρα πολλοί κύκλοι PCR, οι

εκκινητές και τα νουκλεοτίδια στην αντίδραση θα αρ-

χίσουν να εξαντλούνται και η ποσότητα του προϊό-

ντος σύντομα θα φτάσει σε ένα ανώτατο επίπεδο με-

τά από το οποίο δε θα μπορεί να γίνει περαιτέρω σύν-

θεση. Στο στάδιο αυτό, η ποσότητα του DNA που πα-

ρήχθη δεν αντανακλά πλέον την ποσότητα του μορί-

ου-στόχου που υπήρχε αρχικά. Μία πολύ καλύτερη

στρατηγική είναι η χρήση ποσοτικοποιητικών μεθόδων

PCR πραγματικού χρόνου (real time PCR), που επιτρέ-

πουν τη μέτρηση της ποσότητας των προϊόντων, και

κατ’ επέκταση την παρακολούθηση του ρυθμού πολ-

λαπλασιασμού ενός μορίου-στόχου, σε όλη τη διάρ-

κεια της αντίδρασης PCR. Ύστερα από μια αρχική φά-

ση κατά την οποία δεν είναι ανιχνεύσιμο το προϊόν της

PCR λόγω του ότι βρίσκεται σε πολύ μικρή ποσότητα,

ακολουθεί μία εκθετική φάση κατά την οποία η ποσό-

τητα του προϊόντος σχεδόν διπλασιάζεται σε κάθε βή-

μα. Αν υπάρχουν περισσότερα μόρια-στόχοι στην αρ-

χή, θα χρειαστούν λιγότεροι κύκλοι για να αρχίσει η

εκθετική φάση. Συγκρίνοντας τον αριθμό των κύκλων

που απαιτούνται για την έλευση της εκθετικής φάσης

σε διαφορετικές αντιδράσεις, μπορούμε να προσδιορί-

σουμε την αρχική ποσότητα των μορίων που χρησιμο-

ποιήθηκαν ως μήτρα στις αντιδράσεις (Εικ. 4.17).

Υπάρχουν αρκετές διαφορετικές προσεγγίσεις

για τον προσδιορισμό της ποσότητας του προϊόντος

της PCR που υπάρχει στο τέλος κάθε κύκλου, αλλά

όλες βασίζονται στην ανίχνευση μιας φθορίζουσας

ετικέτας (tag), η οποία συνδέεται σε κάθε μόριο που

συντίθεται. Οι πρώτες ετικέτες που χρησιμοποιήθη-

καν ήταν το βρομιούχο αιθίδιο και το SYBR Green I.

Και τα δύο εισχωρούν στις αύλακες του δίκλωνου

DNA. Μία προσέγγιση που χρησιμοποιήθηκε πιο πρό-

σφατα κάνει χρήση ολιγονουκλεοτιδικών ιχνηθετών

οι οποίοι υβριδοποιούνται με μία εσωτερική αλληλου-

χία του μορίου-στόχου. Ένας τύπος ιχνηθέτη ονομά-

ζεται μοριακός φάρος (molecular beacon) και συνί-

σταται σε ένα ολιγονουκλεοτίδιο που φέρει μία φθο-

ρίζουσα ομάδα στο ένα άκρο και μία ομάδα απορρό-

φησης φθορισμού στο άλλο. Ο μοριακός φάρος είναι

σχεδιασμένος έτσι ώστε να σχηματίζει μια δομή στε-

λέχους-βρόχου (stem-loop structure) που φέρνει κο-

ντά τη φθορίζουσα ομάδα και την ομάδα απορρόφη-

σης φθορισμού. Όταν φωτίζεται με UV ενώ βρίσκεται

σε αυτή η διαμόρφωση, η ενέργεια που εκπέμπεται
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ΕΙΚΟΝΑ 4.18: Μοριακοί φάροι για την PCR πραγματικού χρόνου.

(α) Ο μοριακός φάρος είναι ένα ολιγονουκλεοτίδιο μικρού μήκους (συνήθως 30-40 bp), που σε σχετικά χαμηλή θερ-

μοκρασία υιοθετεί μια διαμόρφωση στελέχους-βρόχου. Η αλληλουχία του βρόχου είναι συμπληρωματική προς μία

εσωτερική αλληλουχία του τμήματος που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Ο μοριακός φάρος φέρει μία φθορίζου-

σα χρωστική αναφοράς συνδεδεμένη στο νουκλεοτίδιο που βρίσκεται στο 5΄ άκρο του και μία ομάδα απορρόφησης

φθορισμού στο νουκλεοτίδιο που βρίσκεται στο 3΄ άκρο. Μερικά ολιγονουκλεοτίδια στα δύο άκρα του (συνήθως

έξι) είναι συμπληρωματικά μεταξύ τους, ώστε ο μοριακός φάρος να αναδιπλώνεται σχηματίζοντας τη δομή στελέ-

χους-βρόχου, η οποία φέρνει σε μικρή απόσταση μεταξύ τους τη φθορίζουσα χρωστική και την ομάδα απορρόφη-

σης φθορισμού. Η γειτνίαση αυτή επιτρέπει τη μεταφορά ενέργειας από τη χρωστική αναφοράς στη χρωστική απορ-

ρόφησης και έτσι η δεύτερη απορροφά το φως που εκπέμπει η πρώτη όταν διεγείρεται με ακτινοβολία UV. (β) Όταν

η αντίδραση της PCR θερμαίνεται για να διαχωριστούν οι κλώνοι του DNA-στόχου, αποδιατάσσεται και ο μορια-

κός φάρος, οπότε προκύπτει ένα γραμμικό μόριο. Μόλις η αντίδραση ψυχθεί, ώστε να επιτευχθεί η υβριδοποίηση

των εκκινητών, όλοι οι κλώνοι-στόχοι υβριδοποιούνται με το μοριακό φάρο, ενώ η περίσσεια αυτού επαναποκτά

τη διαμόρφωση στελέχους-βρόχου. Στα υβριδοποιημένα μόρια η φθορίζουσα χρωστική αναφοράς και η χρωστική

απορρόφησης του φθορισμού βρίσκονται απομακρυσμένες η μία από την άλλη και έτσι τώρα η χρωστική αναφοράς

εκπέμπει φως όταν ακτινοβολείται με ακτινοβολία UV. Επειδή η χρωστική αναφοράς εκπέμπει φως μόνο εφόσον

είναι συνδεδεμένη στην αλληλουχία-στόχο, η ένταση του εκπεμπόμενου φωτός είναι ανάλογη με τον αριθμό (την πο-

σότητα) των μορίων-στόχων της PCR. Ο μοριακός φάρος δεν επηρεάζει τη διαδικασία του πολλαπλασιασμού, διό-

τι εκτοπίζεται από το στόχο καθώς η DNA πολυμεράση κινείται κατά μήκος του κλώνου που χρησιμοποιείται ως

μήτρα. Μετά την εκτόπισή του υιοθετεί ξανά τη διαμόρφωση στελέχους-βρόχου και καθίσταται διαθέσιμος για την

επόμενη μέτρηση στον επόμενο κύκλο.



από την φθορίζουσα ομάδα απορροφάται από την

ομάδα απορρόφησης φθορισμού με μια διαδικασία

που ονομάζεται FRET (Fluorescence Resonance

Energy Transfer, μεταφορά ενέργειας μέσω αντανά-

κλασης φθορισμού) και έτσι δεν εκπέμπεται φως.

Όταν όμως ο ιχνηθέτης θερμανθεί και υβριδοποιηθεί

με την πολλαπλασιαζόμενη αλληλουχία του DNA, η

διαμόρφωσή του αλλάζει και η φθορίζουσα ομάδα

απομακρύνεται από την ομάδα απορρόφησης φθορι-

σμού, οπότε εκπέμπει φως όταν ακτινοβολείται (Εικ.

4.18). Ο αυξανόμενος φθορισμός, που μετριέται κα-

θώς προχωρά η αντίδραση και αυξάνεται η ποσότητα

του μορίου-στόχου, είναι ένα μέτρο της αύξησης του

αριθμού των πολλαπλασιαζόμενων μορίων.
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Η διεξαγωγή της αντίδρασης PCR με πολλα-

πλούς εκκινητές έχει συνδυαστεί με την τεχνολο-

γία των μοριακών φάρων, παρέχοντας ένα ιδιαίτερα

ευαίσθητο μέσο ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης

ρετροϊών στον άνθρωπο, όπως οι HIV-1, HIV-2,

HTLV-I και HTLV-II. Χρησιμοποιώντας μοριακούς

φάρους σημασμένους με διαφορετικές φθορίζου-

σες ουσίες που εκπέμπουν φως διαφορετικού μή-

κους κύματος, μπορεί να επιτευχθεί στο πλαίσιο

μίας μόνο αντίδρασης η ταυτόχρονη παρακολούθη-

ση πολλών προϊόντων της PCR, καθένα από τα

οποία θα προέρχεται από ένα διαφορετικό ιό. Με

τον τρόπο αυτό ακόμη και δέκα μόλις μόρια ενός

ιού μπορούν να ανιχνευτούν παρουσία 100.000 μο-

ρίων ενός άλλου ιού (Εικ. 4.19).

Το ανασυνδυασμένο DNA ενηλι-
κιώνεται

Η τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA έχει

με το παραπάνω εκπληρώσει τις προσδοκίες που

γέννησε. Τεχνικές που κάποτε ήταν δύσκολο να

εφαρμοστούν και πραγματοποιούνταν σε λίγα μόνο
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ΕΙΚΟΝΑ 4.19: Ανίχνευση διαφορετικών ανθρώπινων

ρετροϊών.

Σχεδιάστηκαν εκκινητές για τον πολλαπλασιασμό του

γονιδίου gag του HIV-1, του γονιδίου env του HIV-2,

του γονιδίου tax του HTLV-1 και του γονιδίου pol του

HTLV-2. Συντέθηκαν μοριακοί φάροι συμπληρωματικοί

προς ορισμένες συντηρημένες εσωτερικές αλληλουχίες

κάθε ιικής αλληλουχίας-στόχου και σε καθέναν από αυ-

τούς προσαρτήθηκε μια διαφορετική φθορίζουσα χρω-

στική και η ίδια ομάδα απορρόφησης φθορισμού. (α) Και

οι τέσσερις συνδυασμοί εκκινητών-μοριακών φάρων

χρησιμοποιήθηκαν σε τέσσερις αντιδράσεις, σε καθεμία

από τις οποίες υπήρχε DNA ενός μόνο ιού. Παρά την

παρουσία όλων των συνδυασμών εκκινητών-μοριακών

φάρων σε κάθε αντίδραση, η εξειδίκευση του συστήμα-

τος είναι εμφανής (για παράδειγμα, οι εκκινητές του

HIV-1 –μοβ χρώμα– πολλαπλασιάζουν αποκλειστικά

αλληλουχίες του HIV-1). (β) Η τεχνική αυτή μπορεί να

ανιχνεύσει πολύ μικρές ποσότητες ενός ιού παρουσία

μεγάλης ποσότητας ενός δεύτερου ιού. Στο πείραμα αυ-

τό, η PCR περιείχε ένα σταθερό αριθμό μορίων HTLV-1

(συγκεκριμένα 100.000), ενώ ο αριθμός των μορίων

HIV-2 μειωνόταν σταδιακά από 100.000 έως 10, υποδε-

καπλασιαζόμενος με διαδοχικές αραιώσεις. Ο αριθμός

των κύκλων PCR που χρειάζονταν για να εντοπιστεί με-

τρήσιμο σήμα υπήρξε αντιστρόφως ανάλογος προς τον

αρχικό αριθμό μορίων HIV-2. Η μέθοδος αυτή επιτρέ-

πει τον ταυτόχρονο έλεγχο για τον εντοπισμό τεσσάρων

ιών, ενώ χάρη στη μεγάλη ευαισθησία και ειδικότητά της

καθιστά δυνατό τον εντοπισμό ακόμη και δέκα μόλις

μορίων HIV-2 παρουσία 100.000 μορίων HTLV-1.



εξειδικευμένα εργαστήρια έχουν σήμερα διαδοθεί

με τη βοήθεια έντυπου και ηλεκτρονικού υλικού στο

οποίο περιγράφονται λεπτομερώς. Έτσι, χρησιμο-

ποιούνται πλέον ευρύτατα. Υπάρχουν επίσης πολ-

λές εταιρείες που πουλάνε έτοιμα ένζυμα, ολιγο-

νουκλεοτίδια και άλλα αντιδραστήρια, τα οποία πα-

λαιότερα έπρεπε να παρασκευαστούν, μετά από

επίπονες προσπάθειες, από όποιον ερευνητή επιθυ-

μούσε να τα χρησιμοποιήσει. Τα εργαλεία του ανα-

συνδυασμένου DNA χρησιμοποιούνται καθημερινά

σε ολόκληρο τον κόσμο και οι βιολόγοι τα έχουν

αξιοποιήσει για να ανακαλύψουν πολλά από τα βα-

σικά χαρακτηριστικά των γονιδίων και τον τρόπο

λειτουργίας τους in vivo. Στο επόμενο κεφάλαιο θα

δούμε πώς αυτά τα εργαλεία έχουν χρησιμοποιηθεί

για τη μελέτη κλωνοποιημένων γονιδίων.
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