Τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA

Εισαγωγή

Γενετική μηχανική

  τεχνική επέμβασης στο γενετικό υλικό.

Κατανόηση των μυστηρίων της ζωής και της εξέλιξης

Στόχοι 

Βελτίωση της υγείας και του τρόπου διαβίωσης

Ένζυμα που κόβουν κομμάτια το DNA με συγκεκριμένη   αλληλουχία.

Περιοριστικές ενδονουκλεάσες     
Αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες  δίκλωνου   DNA μήκους 4-8 νουκλεοτιδίων

 Παράγονται από βακτήρια για να

 προστατεύουν το DNA τους.

Πλασμίδιο

  Είναι μόριο DNA
DNA φάγων

Φορέας κλωνοποίησης
Αντιγράφεται ανεξάρτητα από το DNA του κυττάρου ξενιστή

κλώνος 

ομάδα πανομοιότυπων μορίων, κυττάρων οργανισμών

κλωνοποίηση 

διαδικασία κατασκευής κλώνου 

Ανασυνδυασμένο DNA 
Τεχνητό μόριο DNA που περιέχει γονίδια δύο ή περισσοτέρων οργανισμών




	Στάδια διαδικασίας μεταφοράς γενετικού υλικού


1. Κατασκευή του ανασυνδιασμένου DNA.

2. Μεταφορά του ανασυνδυασμένου DNA σε κύτταρο ξενιστή. (μετασχηματισμός).

3. Επιλογή και απομόνωση των κυττάρων ξενιστών που έχουν προσλάβει το ανασυνδυασμένο DNA.

4. Επιλογή του βακτηριακού κλώνου που περιέχει το επιθυμητό τμήμα DNA.

Μια γονιδιωματική βιβλιοθήκη περιέχει όλο το γονιδίωμα ενός οργανισμού

Περιοριστική ενδονουκλεάση

Υπάρχει στο βακτήριο E. coli
EcoRI
Αναγνωρίζει την αλληλουχία 
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Κόβει κάθε αλυσίδα μεταξύ G και Α

       Περιοριστικές ενδονουκλεάσες

Ένζυμα

       DNA δεσμάση

Πλασμίδια (με γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό)

Φορείς

Απαραίτητα στοιχεία 



     Βακτηριοφάγοι

Βακτήρια (χωρίς πλασμίδιο)

DNA που θα μεταφερθεί

Χημικές ουσίες που αυξάνουν τη διαπερατότητα των κυτταρικών τοιχωμάτων του βακτηρίου

Στάδια δημιουργίας γονιδιωματικής βιβλιοθήκης

1. Απομόνωση πλασμιδίων

2. Κόψιμο DNA που θα μεταφερθεί με περιοριστικές ενδονουκλεάσες

3. Κόψιμο πλασμιδίου φορέα με την ίδια περιοριστική ενδονουκλεάση

4. Δημιουργία ανασυνδυασμένου πλασμιδίου

5. Είσοδος ανασυνδυασμένου πλασμιδίου σε βακτήρια ξενιστές (μετασχηματισμός)

6. Επιλογή βακτηρίων που έχουν δεχθεί το πλασμίδιο (αντιβιοτικό)

7. Κλωνοποίηση βακτηρίων

γονιδιωματική 

βιβλιοθήκη


Ανιχνευτές



Κλωνοποίηση του mRNA: κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης 


Στάδια δημιουργίας cDNA βιβλιοθήκης

1. Απομόνωση όλου του mRNA από κύτταρα.

2. Σύνθεση συμπληρωματικής αλυσίδας DNA (cDNA) (αντίστροφη μεταγραφάση).

3. Διάσπαση του mRNA με χημικές ουσίες ή αποδιάταξη με θέρμανση.

4. Το cDNA γίνεται καλούπι για τη σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA. Δημιουργία δίκλωνων DNA
5. Εισαγωγή των δίκλωνων DNA σε φορείς κλωνοποίησης για τη δημιουργία ανασυνδυασμένου DNA.

6. Δημιουργία cDNA βιβλιοθήκης.

Η υβριδοποίηση των νουκλεϊκών οξέων χρησιμοποιείται για την ανίχνευση κλώνων γονιδιωματικής ή cDNA βιβλιοθήκης 

Χρησιμοποιείται για

1. Να εντοπιστούν σε μια γονιδιωματική βιβλιοθήκη ποιοι κλώνοι περιέχουν ολόκληρα γονίδια.

2. Να εντοπιστούν σε μια γονιδιωματική βιβλιοθήκη συγκεκριμένα γονίδια.

3. Να εντοπιστούν στην  cDNA βιβλιοθήκη συγκεκριμένα γονίδια.

Διαδικασία:

1. Αποχωρισμός των δυο αλυσίδων του δίκλωνου DNA. (αποδιάταξη)
2. Χρησιμοποίηση ανιχνευτών (γνωστά τμήματα DNA ή RNA) και ανάμειξή με το DNA της βιβλιοθήκης.

3. Οι ανιχνευτές βρίσκουν τις συμπληρωματικές αλυσίδες και συνδέονται με αυτό. (υβριδοποίηση).

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) επιτρέπει τον επιλεκτικό πολλαπλασιασμό αλληλουχιών DNA



Ιατρική  (AIDS)

Εφαρμογές 


Μελέτη DNA  απολιθωμάτων

Εγκληματολογία (διαλεύκανση υποθέσεων) 

Τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA 





περιλαμβάνει όλες τις τεχνικές που οδηγούν στη μεταφορά του γενετικού υλικού από ένα οργανισμό σε ένα άλλο








το σύνολο των βακτηριακών κλώνων που περιέχει το συνολικό DNA του δότη








Κομμάτια DNA ή RNA που επιλέγουν τον βακτηριακό κλώνο με το επιθυμητό γονίδιο





Γίνεται επιλογή του κλώνου που φέρει το επιθυμητό γονίδιο.








Η κατασκευή της cDNA βιβλιοθήκης γίνεται όταν θέλουμε να κλωνοποιήσουμε γονίδια που εκφράζονται σε συγκεκριμένα κύτταρα. (διαφοροποιημένα)








Περιέχουν αντίγραφα DNA, γονιδίων που εκφράζονται στα συγκεκριμένα κύτταρα και αντιστοιχούν σε όλο το ώριμο mRNA  που δημιουργείται σ’ αυτά.








Η δημιουργία πολλών αντιγράφων είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την μελέτη ενός γονιδίου και για την παραγωγή της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί.








Η μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης μας επιτρέπει να αντιγράψουμε επιλεκτικά, εκατομμύρια φορές, ειδικές αλληλουχίες DNA από ένα σύνθετο μείγμα μορίων DNA χωρίς τη διαδικασία της κλωνοποίησης
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