





























































ΑΠΑΝΤΗΣΗ

α. Ο πρώτος ερευνητής πρέπει να κατασκευάσει cDNA βιβλιοθήκη, ώστε να απομονώσει την αλληλουχία βάσεων που μεταγράφεται και μεταφράζεται σε πολυπεπτιδική αλυσίδα Αντίθετα, ο δεύτερος πρέπει να κατασκευάσει γονιδιωματική βιβλιοθήκη γιατί ο υποκινητής αποτελεί τμήμα του γονιδιώματος των οργανισμών που δεν μεταγράφεται.

β. Εξαιτίας του εκφυλισμού του γενετικού κώδικα, ο προσδιορισμός της αλληλουχίας των βάσεων που μεταγράφονται και μεταφράζονται μέσω της αλληλουχίας των αμινοξέων είναι στην πραγματικότητα ανέφικτος. 



Οι δύο συμπληρωματικές αλυσίδες ίου DNA αποχωρίζονται:

•   Κατά την αντιγραφή του μορίου. Ο αποχωρισμός των αλυσίδων πραγματοποιείται από τις DNA ελικάσες.

•   Κατά τη μεταγραφή του DΝΑ σε RNA. Ο αποχωρισμός στην περίπτωση αυτή αφορά σε ένα μικρό τμήμα του μορίου και επιτυγχάνεται μέσω της RNA πολυμεράσης.

•   Κατά την αποδιάταξη που πραγματοποιείται εργαστηριακά με σκοπό την υβριδοποίηση. Η αποδιάταξη επιτυγχάνεται με την επίδραση κατάλληλων χημικών ουσιών ή αύξηση της θερμοκρασίας στα μόρια DNA που απομονώνονται.

•   Κατά τη μέθοδο PCR, όπου οι διαδοχικές αποδιατάξεις επιτρέπουν τη δημιουργία εκατομμυρίων αντιγράφων ειδικών αλληλουχιών DNA.
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ΕΡΩΤΗΣΗ 2








 Ένας ερευνητής επιθυμεί να μελετήσει την αλληλουχία αζωτούχων βάσεων σε ένα γονίδιο ευκαρυωτικού κυττάρου, όπως αυτή εκφράζεται για τη σύνθεση ενός ενζύμου. Ένας άλλος ερευνητής επιθυμεί να μελετήσει την αλληλουχία βάσεων του υποκινητή του γονιδίου αυτού.


α. Τι είδους βιβλιοθήκες πρέπει να κατασκευάσουν οι δύο ερευνητές; 


β. Αν η αλληλουχία των αμινοξέων που αποτελούν την πολυπεπτιδική αλυσίδα του ενζύμου είναι γνωστή και καθορισμένη, είναι μέσω αυτής δυνατός ο ακριβής προσδιορισμός της αλληλουχίας βάσεων που πραγματικά φέρει το γονίδιο;








ΕΡΩΤΗΣΗ 3





Κατά τη διάρκεια της ζωής του κυττάρου ή σε διάφορες εργαστηριακές τεχνικές είναι πολλές φορές απαραίτητο να συμβεί αποχωρισμός των αλυσίδων του δίκλωνου μορίου DΝΑ. Σε ποιες περιπτώσεις γνωρίζετε να συμβαίνει αποχωρισμός αλυσίδων δίκλωνου DNA και ποιοι παράγοντες είναι υπεύθυνοι σε κάθε περίπτωση για τον αποχωρισμό αυτό; 





ΑΠΑΝΤΗΣΗ











    Ένα πλασμίδιο παύει να είναι κατάλληλος φορέας κλωνοποίησης, εάν συμβεί:


I) Μετάλλαξη στην αλληλουχία την οποία αναγνωρίζει η περιοριστική ενδονουκλεάση που χρησιμοποιείται για τη συγκεκριμένη βιβλιοθήκη, ώστε να μην υπάρχει πλέον θέση αναγνώρισης για την ενδονουκλεάση αυτή.


II) Μετάλλαξη σε οποιαδήποτε άλλη θέση, ώστε να δημιουργηθεί ακόμη μία θέση αναγνώρισης από την ενδονουκλεάση και το πλασμίδιο να κόβεται σε περισσότερα από ένα σημεία.


III) Μετάλλαξη στο γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό, εάν αυτό είναι μόνο ένα, οπότε είναι αδύνατη η επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηρίων.


IV) Μετάλλαξη στη μία θέση έναρξης της αντιγραφής, που ως κυκλικό μόριο  DNA διαθέτει το πλασμίδιο, οπότε δεν είναι δυνατή η αντιγραφή του.





ΕΡΩΤΗΣΗ 4





Σε ένα πλασμίδιο. που είχε χρησιμοποιηθεί για την κατασκευή γονιδιωματικής βιβλιοθήκης με συγκεκριμένη περιοριστική ενδονουκλεάση, συνέβη μια μετάλλαξη, δηλαδή μια αλλαγή στην αλληλουχία των βάσεων του. Μετά τη μετάλλαξη το μόριο κρίθηκε ως ακατάλληλος φορέας κλωνοποίησης. Μπορείτε να προσδιορίσετε τις πιθανές θέσεις του πλασμιδίου στο οποίο συνέβη η αλλαγή, ώστε να επηρεαστεί η καταλληλότητα του;
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