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Gene Cloning (T.A. Brown) 

Part 1, 2 

 

Ανασυνδυασμένο DNA (D. Watson et al.) 

Κεφάλαιο 4  

Κεφάλαιο 6 [εκτός σελίδες: 182-185, 196-207] 

Κεφάλαιο 10 [σελίδες 235-354] 

Κεφάλαιο 13 [σελίδες: 446-456] 



Ανασυνδυασμένο DNA  



F- 1.1, 9.2 Κλωνοποίηση PCR 



F- 4.8 Ένζυμα περιορισμού 



Ένζυμα περιορισμού Πίνακας 4.1 

Λεία άκρα 

5’ μονόκλωνα άκρα 

3’ μονόκλωνα άκρα 

Τα περισσότερα ένζυμα είναι ομοδιμερή αναγνωρίζουν παλίνδρομες αλληλουχίες 



Ένζυμα περιορισμού 



F- 4.14 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 



Ένζυμα με συμβατά άκρα 



F- 4.5 

5’ 

DNA Πολυμεράσες 

5’ 5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

(T4 DNA πολυμεράση) 

5’3’ & 3’5’ έξω 

 3’5’ έξω 

5’ 

5’ 

5’ 

Γέμισμα 

Άδειασμα 

5’ 



Klenow DNA πολυμεράση Ι 

3’ έξω 

5’ έξω 



F- 4.3, 4.6 Τροποποιητικά ένζυμα 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 

5’ 



Adaptors (Προσαρμοστές) F-4.23, 4.25 



Δημιουργία μονόκλωνων άκρων F- 4.26 



F- 4.2, 4.3 Νουκλεάσες 

Μικροκοκκική νουκλεάση-D/S (DNA & RNA) 

DNάση I: D,S (DNA & DNA-RNA) 

S1 νουκλεάση: S (DNA & RNA) 



Κλωνοποίηση σε πλασμίδια 



Τεχνητά πλασμίδια F- 6.3  



F- 4.19, 4.20  Σύνδεση τμημάτων DNA 



Μία αποικία E. coli  

~ 106 βακτήρια 

Συχνότητα μετασχηματισμού: 

10-4 – 10-5 

Συχνότητα ανασυνδυασμένων 

πλασμιδίων:10-3 – 10-4 

Χ 

Bacterium carrying 

vector 

1010 1010 

Κλωνοποίηση σε πλασμίδια 

~ 100 αποικίες 



Κατασκευή βιβλιοθήκης σε πλασμίδια ΕΙΚΟΝΑ 4.5 

~ 3Kb 

   106 τμήματα  (10-7 απόδοση ) 

1013 αποικίες  1010 τρυβλία 



F- 2.6 Κλωνοποίηση σε βακτηριοφάγους  

~50% επιμόλυνση 



Κύκλος του λ 

- 5’ 

35-52 kb 

Cos 12 nt 

- 3’ 



F- 6.10, 6.12 Τεχνητοί λ (insertion – cDNA βιβλιοθήκες) 

cos cos 

EcoRI 

cDNA  up to 10 Kb 



F- 6.13 Τεχνητοί λ 

19 kb 

Iso 

21 kb 19 kb 9 kb 9 kb 19 kb 21 kb 

Isolation of arms 

+DNA 

9 kb 19 kb 



Συσκευασία λ in vitro  F-5.11 



Δημιουργία βιβλιοθήκης 

21 kb 19 kb 9 kb 

? 

   ~105 τμήματα (~  ½ απόδοση)  

2X105 πλάκες  ~4 τρυβλία  



F- 6.15 Κλωνοποίηση σε Κοσμίδια 

(Sau3A) 

40- 45 Kb) 

Plating in amp 

? 



LcZ’ 

MCS 

SP-R SP-F 

Κλωνοποίηση σε βακτηριακά τεχνητά χρωμοσώματα 

~200 Kb DNA 



Τεχνητά χρωμοσώματα 

(200-2000 kb) 

F-7.7, 7.8 

Μετασχηματισμός σε 

Κύτταρα ζύμης TRPI
-
, 

URA3
- 

(άσπρες αποικίες) 

Κόκκινες αποικίες 



Μέγεθος Βιβλιοθηκών Table 6.1 

(235) 

(~100.000) 

(114) 

(60.000) 

200 Kb FRAGMENTS 

      BAC plasmids 

 

20 

Cosmids Lamda phage 

(20) 

(15.000) 



Αλληλούχιση DNA 



Αλληλούχιση DNA 

DNA SP-F 
SP-R 

+ 

- 

+ 

- 

DNA polymerase 

5’ 

5’ 

5’ 3’ 

plasmid 

+ strand 

- strand 
F primer 
R primer 



Αλληλούχιση DNA ΕΙΚΟΝΑ 4.12 

Μέθοδος Sanger 

dATP dATP dATP dATP 



Αλληλούχιση DNA ΕΙΚΟΝΑ 4.12 

1 3 7 9 

NNN 

SP-F …………………….. 



Δομές διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTP) 

σημασμένων με φθορίζουσες χημικές ομάδες. 
EIKONA 10.10 

(Η) (Η) 



Αυτοματοποιημένη αλληλούχιση ΕΙΚΟΝΑ 10.11-13 



106 τμήματα ~2.000 Kb 

 

BAC vector 

S1 nuclease 

Adaptors 

Κλωνοποίηση σε βακτηριακά τεχνητά χρωμοσώματα (BACs) 

Αλληλουχίες 

Χαρτογράφηση 

BAC κλώνων  



Αλληλούχιση και χαρτογράφηση γονιδιωμάτων 

Large DNA ή γονιδίωμα (Shotgun sequencing) 



~ 1.5Χ106 τμήματα 
> 3X109 τμήματα 

Συνδιασμένη αλληλούχηση 



Microtiter plate Petri dish 

Lysis 

Ρομποτική στην αλληλούχιση γονιδιωμάτων 



DNA isolation Sequencing reactions 

computer 

Second-generation sequencing 



Χιλιάδες τμήματα DNA των 6 kb σε 6 λεπτά => 

Αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώματος  

σε μερικά λεπτά 

20 nm  

10-18 ml 

Second-generation sequencing 



~ 365  

~1 εκατ. φορές μείωση στο κόστος 

~ 10 χρόνια ~ μέρες φορές μείωση στο χρόνο 



Γονιδιωματική βιβλιοθήκη 

? 

F- 8.5 



cDNA βιβλιοθήκη F- 8.7 

Κλωνοποίηση σε λ 

Πλάκα 



F- 8.9 Επιλογή κλώνων με υβριδοποίηση 

Ψευδώς θετική πλάκα 



DNA - Ιχνηθέτε  

Σήμανση DNA - Ιχνηθέτης  

F-8.10 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BD              T--LNQGLINGLMSGVLGVSGGMQHNGLN--MQQHTPRSDSANSISSGRDDLSPSSSLNG 223 

Cc              T--LNQGLINGLMSGVLGVSGGMQHNGLN--MQQHTPRSDSANSISSGRDDLSPSSSLNG 223 

DS              ANGTPNGLIG-VVGGGGGVGLGVGGGGVGGLGMQHTPRSDSVNSISSGRDDLSPSSSLNG 237 

DY              ANGTSNGLIG-IVGGGGGSGVGVGGGGMGGLGMQHTPRSDSVNSISSGRDDLSPSSSLNG 236 

Bm              Q-----------LQPQQPHPAPPTLPTMPLPMPPTTPKSENE-SMSSGREELSPASSING 184 

                            :              :       **:*:.  *:****::***:**:** 

BD              YSANDSCDVKKIKKGPAPRLQEELCLVCGDRASGYHYNALTCEGCKGFFRRSVTKNAVYC 283 

Cc              YSANDSCDVKKIKKGPAPRLQEELCLVCGDRASGYHYNALTCEGCKGFFRRSVTKNAVYC 283 

DS              YSANESCDAKKSKKGPAPRVQEELCLVCGDRASGYHYNALTCEGCKGFFRRSVTKSAVYC 297 

DY              YSANESCDAKKSKKGPAPRVQEELCLVCGDRASGYHYNALTCEGCKGFFRRSVTKSAVYC 296 

Bm              CSA—DADARRQKKGPAPRQQEELCLVCGDRASGYHYNALTCEGCKG-----VTKNAVYI 242 

                 **  ..*.:: ******* ***********************************.***  

BD              CKFGRSCEMDMYMRRKCQECRMKKCLAVGMRPECVVPENQCAMKRREKKAQKEKEKQTT- 342 

Cc              CKFGRSCEMDMYMRRKCQECRMKKCLAVGMRPECVVPENQCAMKRREKKAQKEKEKQTT- 342 

DS              CKFGRACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVGMRPECVVPENQCAMKRREKKAQKEKDKMTTS 357 

DY              CKFGRACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVGMRPECVVPENQCAMKRREKKAQKEKDKMTTS 356 

Bm              ----HACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVGMRPECVIQE---PSKNKDRQRQKK------- 292 

                ****::***************:*************: *   . *.:::: **:        

BD              ------GNSPIICKTES--IKNEILELMNCEPPS------HPTCP-LLPDDIVAKCKASN 387 

Cc              ------GNSPIICKTES--IKNEILELMNCEPPS------HPTCP-LLPDDIVAKCKASN 387 

DS              PSSQHGGNGSLGSGGGQDFVKKEILDLMTCEPPQ------HATIP-LLPDEILAKCQARN 410 

DY              PSSQHGGNGSLGSGSAHDFVKKEILDLMTCEPPQ------HATIP-LLPDEILAKCQARN 409 

Bm              -------DKGILLPVSTTTVEDHMPPIMQCDPPPPEAARIHEVVPRYLSEKLMEQNRQKN 345 

                       :  :        ::..:  :* *:**       * . *  *.:.:: : :  * 

BD              IPPLTRNQLAVIYKLIWYQDGYEQPSEEDLKRIMS--TPDENESPNDISFRHITEITILT 445 

Cc              IPPLTRNQLAVIYKLIWYQDGYEQPSEEDLKRIMS--TPDENESPNDISFRHITEITILT 445 

DS              IPSLTYNQLAVIYKLIWYQDGYEQPSEEDLRRIMS--QPDENESQTDVSFRHITEITILT 468 

DY              IPSLTYNQLAVIYKLIWYQDGYEQPSEEDLRRIMS--QPDENESQTDVSFRHITEITILT 467 

Bm              IPPLSANQKSLIARLVWYQEGYEQPSDEDLKRVTQTWQSDEEDEESDLPFRQITEMTILT 405 

                **.*: ** ::* :*:***:******:***:*: .   .**::. .*:.**:***:**** 

BD              VQLIVEFAKGLPAFTKIPQEDQITLLKACSSEVMMLRMARRYDHNSDSIFFANNRSYTRD 505 

Cc              VQLIVEFAKGLPAFTKIPQEDQITLLKACSSEVMMLRMARRYDHNSDSIFFANNRSYTRD 505 

DS              VQLIVEFAKGLPAFTKIPQEDQITLLKACSSEVMMLRMARRYDHSSDSIFFANNRSYTRD 528 

DY              VQLIVEFAKGLPAFTKIPQEDQITLLKACSSEVMMLRMARRYDHSSDSIFFANNRSYTRD 527 

Bm              VQLIVEFAKGLPGFSKISQSDQITLLKASSSEVMMLRVARRYDAASDSVLFANNKAYTRD 465 

                ************.*:**.*.********.********:*****  ***::****::**** 

Στοίχιση-Ιχνηθέτες  PCR 



F- 8.14 Εκφυλισμένα ολιγονουκλεοτίδια 



Επιλογή κλώνων με αντισώματα 

Βιβλιοθήκες έκφρασης 



Τεχνική PCR 
Fig.- 9.1, 9.2  

ΕΙΚΟΝΑ 4.15 



Πιστότητητα ~5Χ107 

Πιστότητα ~106 
 

PCR Πολυμεράσες 



Κλωνοποίηση προϊόντων PCR Fig. 9.12, 9.13, 9.14, 9.15 

…… 



Rapid Amplification of cDNA Ends (3’ RACE)  

V=A/G/C 

Partial cDNA 

5’ 

5’ 

5’ 

V 

TTTT 

V 

V 

cDNA 

(Total) 

SP5 



Rapid Amplification of cDNA Ends (5’ RACE)  

V=A/G/C 

cDNA 

5’ 

5’ V 

5’ 

3’ 5’ 

Terminal deoxynucleotidyl 

 transferase 

(Total) 



Inverted PCR 



Απομόνωση πολυ(Α+) RNA ΕΙΚΟΝΑ 4-6 



Προσδιορισμός του +1 (Primer extension) F- 11.6 



F- 11.12 

Ανάλυση RNA κατά Northern 



RT-PCR 



ΕΙΚΟΝΑ 4.17 PCR πραγματικού χρόνου 



ΕΙΚΟΝΑ 4.17 PCR πραγματικού χρόνου (qPCR) 

5 μόρια 

5.000 μόρια 

9,9 c 

  

 
  

 

2dc = 210=1024 

2dc = 27=256 



In vitro μεταγραφή 

Sense or anti-sense RNA 

In vitro μετάφραση  

In situ υβρυδοποίηση 

Καταστολή μετάφρασης 

RE1 
RE2 

F- 6.4 

SP6 

SP6 



In vitro μετάφραση F11.19, 11.20 

ή ολικό RNA 



Ρύθμιση των γονιδίων F-11.15 

X 

X 

E S P 

E S P 



F-11.16, 11.17 Ρύθμιση των γονιδίων 

X X X 



In vitro μεταλλαξιγένεση F-11.22 

Inverted PCR 

Ελείματα 



Σημειακές μεταλλάξεις ΕΙΚΟΝΑ 6.3 



Σημειακές μεταλλάξεις ΕΙΚΟΝΑ 6.3 

---- 



Αλληλεπιδράσεις Πρωτεϊνών-DNA  

Ιχνηλάτηση περιοχής πρόσδεσης 

 

Fig.11.12, 11.13 



Αλληλεπιδράσεις Πρωτεϊνών-DNA 

Ιχνηλάτηση Θέσεων Πρόσδεσης 

A 

B 

C 

S S M 



Fig.-11.9 Αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών-DNA 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 



Nuclear extract or protein                     

Antibody 

Competitor 100Χ 

- 

- 

-                                                   

+ 

- 

-                                                   

+ 

+ 

-                                                   

+ 

- 

+                                                   

Αλληλεπιδράσεις Πρωτεϊνών-DNA 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 



 (Βιβλιοθήκη έκφρασης) 

Απομόνωση ρυθμιστικών παραγόντων 



Reporter gene 

basic promoter 

basic promoter 

basic promoter 

GAL4 



Αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών 

cDNA  

library 

Bait 

BD 

Target 

AD 

UAS 



Μετασχηματισμός σε θηλαστικά (ποντικούς) ΕΙΚΟΝΑ 6.14 

Ορμονική θεραπεία- 

Υπερωορρηξία 

Κατάλληλοι υποκινητές 

Ετερόλογος ανασυνδιασμός 



Μετασχηματισμός σε θηλαστικά (ποντικούς) ΕΙΚΟΝΑ 6.14 

(Ορμονική θεραπεία - 

Διασταυρωμένη 

 με στείρα αρσενικά) 

Διασταύρωση ενός ιδρυτή  

με κανονικά θηλυκά (-/-) και  

επιλογή (+/-) απογόνων με PCR 

Ιδρυτής (+/-) 

Ετερόζυγη σειρά α, β 

κλπ (+/-) 



Μετασχηματισμός σε θηλαστικά (ποντικούς) ΕΙΚΟΝΑ 6.14 

Αρσενικά (+/-) Χ Θηλυκά (+/-) 

(+/-) (+/-) (+/+) (-/-) (PCR) 

(+/-) 

(+/+) 

X 

X 

(-/-) 

(-/-) 

(+/-):(-/-)=1:1 (PCR) 

(+/-) (PCR) 

(+/+) X (+/+) Ομόζυγη σειρά 

Ετερόζυγη σειρά α 



ΕΙΚΟΝΑ 6.17 Στοχευόμενη αδρανοποίηση γονιδίων (Knockout) 

Θετική και αρνητική 

 επιλογή 

Ευαισθησία στην 

γκανσικλοβίρη 

Ανθεκτικότητα 

στο G418 

Γονίδιο 



Μετασχηματισμός σε θηλαστικά (ποντικούς) 

Μέθοδος βλαστοκυττάρων 
ΕΙΚΟΝΑ 6.16 

Μαύρα ποντίκια 

Μετασχηματισμός επιλογή 



Μετασχηματισμός στα θηλαστικά (ποντικούς) 

Μέθοδος βλαστοκυττάρων 
ΕΙΚΟΝΑ 6.16 

Χ Λευκό  

(Ινοβλάστες) 

Επιλογή μαύρων απογόνων (ετερόζυγα) 

Εμφύτευση 

 σε θετή μητέρα 

Από λευκό θηλυκό 

Γαμέτες 

Μετασχηματισμός 

Επιλογή 
Ομόζυγα 

10-3 



Συστήματα έκφρασης διαγονιδίων 

Συστατικά συστήματα Συστατικός Υποκινητής Γονίδιο 

Επαγώγιμα συστήματα Επαγώγιμος Υποκινητής Γονίδιο 

(Υπ. Ακτίνης) 

(Υπ. Hsp70) 

Ιστο-ειδικά συστήματα Ιστοειδικός Υποκινητής Γονίδιο 

Επαγώγιμα συστήματα με ελεγχόμενη έκφραση (Συστήματα Tet-off/on) 

(GAL4) 



Συστήματα ιστοειδικής έκφρασης (GAL4/UAS) 



Συστήματα χρονοειδικής έκφρασης (Tet-off/on) 

tetR 

TetO 

tetR 
T 

T 

Gene Gene 

T Επαγωγέας 

TN10 

-Tet +Tet 

Tet resistance 

 herpes simplex virus 



GAL4/Tet-on 



ΕΙΚΟΝΑ 13.1 
Μέτρηση των επιπέδων mRNA  

με στύπωμα κουκκίδας και υβριδοποίηση. 



ΕΙΚΟΝΑ 13.5 Mικροσυστοιχίες DNA 

~ 1m2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 20.000/cm2 

 

 



Ανάλυση μεταγραφημάτων 

Mικροσυστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων 

Σχήμα-84 



                                                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                         250.000/cm2 

Mικροσυστοιχίες 

 ολιγονουκλεοτιδίων 



cDNA 

Mικροσυστοιχίες 

 ολιγονουκλεοτιδίων 



Ανάλυση μικροσυστοιχιών DNA  



Πρωτεομική  



Πρωτεομική  


