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7" Aoknon: AITTOMONQXH DNA ATIO XIIEPMA ZITAPIOY.

Boaouukn Kapayiavvn, [apackevn Mntidyka, Ayyehxn Zapioyd, Iedpyrog K.
[Momaddmovrog

OEQPHTIKO MEPOZ

To deo&upiovovrieixo o&H (deoxyribonucleic acid, DNA), amodeiydnke pe o tpoTomoptokd
nepauoto twv Avery, McLeod ka1 MacCarthy, o1t sivar | ynuikn ovoia ekeivn Tov TEPLEXEL TIG
KAnpovopovpeves mAnpoeopieg (Oni. T kKAnpovopkotnta) yio kébe opyaviopnod. Ta
GUYKEKPIUEVO TELPALOTO, APOPOVCAY EVO OTAO UIKPOOPYOVIGUO (TOV GTPETTOKOKKO) OAANL
OTOOL0KE ETEKTAOM KAV LLE TO EUPEGOVG TPOTOVG KOl GTOVG LOKNTEG OALAL Kot GTO ovdTePa (Mo
KOl QUTA, OOV OElyTNKE OTL TO YPOUOCHUATA (YVOOTOL POPEIS TNG KANPOVOLIKOTNTOG)
amotelovvtat amd DNA kot tpmteiveg (0 pOAOG TV TPOTEIVOV Elval PLOVO GTNPIKTIKOS, OTmS Hal
QOVEL).

H mo tdve avakdAvyn eviummoiocse KAmTolovg kot molepndnke amd kdmotovg aAiovs. 'Evag
and TOVG TPMTOVG NTAY 0 AVGTPLOKNG Kataymyne Proynukog Erwin Chargaff (a6 to 1934
pérog tov Tunuatog Broynpeiog tov [Mav/piov KoAovumia), mov ékielce 660 mo ypryopa
UmopovGe OAEG TIG AAAEG EPEVVEG TOV Yia Vo 0ioyoAN0el amokAeioTtikd pe ) Proynueio tov DNA.
Méoa o€ 6 ypdvia EpTace oTa ENG EKTANKTIKG GUUTEPAGLLOTAL

1. O Adyog g DNA/g 16100 givar 6ta0epdg og Evav opyaviopod, Kot Lropel vo motkidiel amd Evav
0pYOVIGHO GE GALOV.

2. e 6hovg Toug {®mVTOVOLS OPYOVIGLOVG 1) KATAVOUY| TV TEGCAP®mY almTovywV BAcewmy TOV
DNA (adevivn (A), kvtocivn (C), yovavivn (G) kot Bopivn (T)), mowciddet.

3. Opwg, ot n mowidio axolovbei mavta tig €€1G 1600VVOLLIES,
A+G=T+C,
ave&ApTNTO Ao TOV 0PYOVIGHO 1 TOV 16TO amd ToV 0moio amopovaveTol 1o DNA.
4. Xe kd0e opyaviopo, A + T = otabepd, Kol YUPOKTNPLOTIKO Y10 TOV GLYKEKPLUEVO OPYAVIGUO.

5. TTo akp1Peig peréreg £dei&av Ot
A=T xau G=C

o€ KaBe opyavioud kot KAOe 1610 OpyOVIGLOV.

To 1953, n Rosalind Franklin kot o James Goslin, oto KoAAéyio Birbeck tov ITav/piov tov
Aovdivov pmdpecav va mipovy ToALES PoTOYpapiss mepibiactg vdv Tov DNA amd axtiveg X.
Méypt va avolvoet to. anoteréopatd tng 1 Franklin, vroypeddnke va to tepthapet otnv ékbeon
a&loldynong tov Kévrpov Broguoikig, oto onoio gpyalotav. Evag and toug e€mtepucotc
a&loroyntéc nrav o dievbuvthg tov Epyaotnpiov Cavendish tov TTav/piov Kainumpitl, o



NoumneAiotag puowog, Sir William Lawrence Bragg. O Bragg £deiée ta amotelécpoto Tmv
Franklin kot Goslin otovg James Watson kot Francis Crick, ot onoiot tpocmafovcay va
wpoPAréyouv tn doun tov DNA, vrodoyilovtag 6t Ba émpene vo fTov EMKOELONG, OGS 1 dOuN|
OPIGUEVOV TPOTEIVOV (LY. a-kepativng, mTov Ppébnke 2-3 xpovio Tptv amd ToV HEYIGTO YNLUKO
tov 2000 audva, tov Linus Pauling, tov Caltech). To ko@tepd poard tov puowkov Crick
GUVELONTOTOINGE OUECHG TL EIYE UTPOCTA TOV, LOALS €I0E TO TEPAUATIKE OATOTEAEGLLOTO TV
Franklin kot Goslin (Ewéva 1):

1. Mo dopr| ovTimopdAANANG SuAig édtkag pe TApn otpogn kae 34 A, kon amdotacn petaly
TV eMkov {on pe 20 A.

2. Mua évtovn mapovcia Sopkdv ototysiov kdde 3,4 A, mov viédece, Aoym T Heyding
NAEKTPOVIKTG TUKVOTNTAG OTL TPETEL VAL 0PEINOTAY OTIS alToVYES PAoELS (Tig omoieg péypt
101€ 10 didvuo Watson-Crick dev Aaupave v’ oy, 810t 6V Propovoe Va. KATAVONGEL T
poro Emanlo, TPAYuo TOD OEV EIVAL 0 'EQDTOD KOKO, 0POD TOALES POPES EIVOL O UOVOS TPOTOG
V. KOTOVONOEL KOVEIG UEPOS, TODAGYIOTOV, THS ADONS EVOS TPOSAIUATOS).

Ewova 1. H Khacokn eotoypapio
mepibhaonc wav evodatopévov DNA,
opota pe avtn ov whpav 1 Franklin ko
o Goslin. Ot évtoveg okidoelg mov
oynpatifovv éva vonto X givat
cupPatéc povo pe o Sopn
avTITOp AN ANG StTAng EMKog. Amd
Berg, Tymoczko, Stryer, BIOXHMEIA,
5" ékdoon, [Mavemomuakég Exkdooeig
Kpnng, xatomv ddetog.

BIOXHMEIA, TOMOX | - MANETIZTHMIAKES EKAOZEIT KPHTHE

")

Ewova 2. Ano Berg, Tymoczko,
Stryer, BIOXHMEIA, 5"
éxdoon, [Mavemomnokég
Exd6ce1g Kpnng, kotomy
adeag. To KOKKIVO TOV
TPOTOTVTIOV £ ePPAVICETAL OC

TOPPLPO.
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21 oVVEYELD, LE KOTAOKELT poplakdv poviéAwv o Watson £deiée ot ta (evyn A=T ka1 G=C
oynuatilov HeTa&L Toug dEGUOVS VOPOYOVOL (dVO Kot TPELS avTioTorya) Kot, (® tov BadpaToc) T0
dropa dvBpaxa otn kKabe Pdon Tov HTav cLVOESEUEVO e TV 0e0&LPIROLN anelye amd To
avticToyd Tov ¢ Cevyapmuévng Paong 20 A (eiraze timote;)! BA. Ewkova 3.

Omnote, ot Watson kot Crick cuviyayav amod to ekmAnktikd mepapotikd svpnuoata tov Franklin
ko Goslin 6t

1. H doun tov DNA, eivar pio orwdn avuimopaiinin élika n omoio amoteleitor omo
oAV (pwapodcolvpifolitikd) Kopuo kai uio, ailniovyio alwtodywv facewv (adevivy (A),
kvtooivy (C), yovavivy (G) ko Gouivy (T)).

2. O1 faoeig eivar ooVOEIEUEVES e 00CD-PIPOLH, KoL «PIETODYVY TPOS TO EGOTEPIKO TOV KOPUOD,
£T01 OOTE VO, (EVYAPOVOVY 01 PAGELS OO TIG 000 aAvaioes Tavto, axolovdwvrog tov kavovo, A=T
ka1 G=C. Ta ooufolo = ka1 = onAdVoOVLY TOV GYHUOTIOUO ODO KO TPLODV OEGUDY DOPOYOVOD TTO,
ovtiaroryo (edyn PacemV, OTWS POIVETOL OTIC TOPAKATW EIKOVEG.

MAgupd peyaing avAakag MAgupd peyding aviakag
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Ewdva 3. To Levydpopa tav Bacewv oto DNA. Onov avaypdeetar FAvkoliticdg decpog apopd tov deoud
N—C (N an6 1 Baon, C and ™ de0&uppoln tov moAv-mo@o-cakyapttikold koppov). I'a ) 0éon g
HKp G Ko peydang aviakoc oto DNA, cvpBovAevteite to ocvyypappa Blioynpeiog mov ypnoiponoteite.
Amn6 Berg, Tymoczko, Stryer, BIOXHMEIA, 5" éxdoon, [avemomuakég Exkdooeig Kpnng, katomy
aoderog. To KOKKIVO TV S0TOV dEoU®Y VOPOYOVOD TOL TPOTOTLTTOL £6M EUPAVILETAL MG TOPPVPO.

Xe autd 10 gpyaotnplo Aowmov, Ba amopovircovpe DNA and onépua (Kapmd) ortaptod, Kol ot
oLVEKELX B0 TIGTOTOCOVE OTL OVIMG AVTO EXOVUE KAVEL.



[NEIPAMATIKO MEPOX

1. Apyn g uebodov: To DNA eivar mapov ce Olo to KOTTOpPO TOV {OVIOVOV
opyavicpav. To omépua Tov orTaplon TPOEPYETAL OO TOVS GTOPOVS TOL GLTaPloV. To «oTEPUAN»
elvar To €uPpvo, 10 PEPOG eKEIVO TOV OTTOPOL TTOL PTopEl Vo dnovpyNceet To véo euTd. Otav ot
ondpol Tov G1TaPlov aAEBovVTal 6€ AGTPO aAEDPL, TO CTEPUO KOl TO TITOVPO ATOUOKPVVOVTUL,
agnvovtag LOVo T0 GAUVAO.

To DNA Bpioketar péca 6Tov Tupfiva Tov KuTTapov, 0 omoiog mepPdAietar amd v
mopnvikn pepuPpavn. I'a va propécet va e&oybet to DNA amd 1o KOTTOpO TPEMEL VOL GTTAGOLYV 01
peuppdvec mov amoteAovvion and EOGEOMTIdI Kot TPOTEIVEC. AVTO umopel va emitevydel pe
™V ¥PNon evog Tactevepyol (OmopPLTOVTIKO) TOV HETOKIVEL To MmN Kot TIG TPWOTEIVES, OTMG
aKkpPmg Aertovpyel kot KoTd TV amopdkpuven tov Aekédwv. Etol pmopel va e€aybei 1o DNA
and 1o kuttapo. H dwdikacio yiverar otovg 60°C. Te avty v Beppokpacio ov pepppdveg
umopovv va dtoAvBodv pe ta Mmdkd Kot T AMTOPIAN TPMOTEIVIKA CLOTATIKE TOLG Vo
oynpotiouv pikOAMo pe 10 dwdekakvAo-Osukd vatpio (SDS)- emiong amevepyomolovviot
Kkémow €vlopa mov pmopovv va kOyovv 10 DNA ce pkpdtepa tunquote kot €I61 vo 1o
Kataotnoovv un opotd. Emeion to DNA diodvetar oe voatiko dioivua eva kobilover oe
0AKooAiko o1dlvua, ypnoiuomoieitor alkooin yio. v kalilnon too DNA. Etol pmopel va
epeaviotel 1o DNA oty pecdeaocmn vepod ahikoOANC.

2. Xxevn - Opyava

) YOLOi Ko YoudoyEpt

B) mompt (€oemg

Y) CLPAOVIO TANPMOONG

0) muméta Pasteur

€) OYKOUETPIKOG KOAIVOPOG
oT) BepuodpeTpo

3. Avtdpactiplo

) KOVIOPTOTOMUEVO G1tdpt (660 TO dSuVATOV GE To AETTOVG KOKKOVG, LE YOLOL Kot Youdoyépt)
B) dtdAvpa amoppouravtikov SDS 10%

v) aBavorn

4. Tlopeiaepyasiog
a) Kovioptomoinon citaptod g yovdi

B) Ziyion 1 g kovioptomomuévov ortaplov ce motnpt (foewc kar mpoodnkn 20 ml H,O
Bepuoxpacioc 60-65 0 C. AkorovBei avadgvon Tov piyporog yio 3 min.

v) [pocHnin 1 ml draAdpatog 10% SDS kot 10 TpokOATOV SIGAVLO OVOULYVDETOL TTLOL Y10, AlyO
KGOe 1 min ywa 5 min. dev mpémer vo. oynuotiotei agpoc. Metd, to, 5 Aentd. amopokpOVETOL Ue £val
SLPOVIO N Alyo yopti 0 appOg TOL TVYOV £XEL CYNUATIOTEL.



d) To motpt Tomobeteitan VO yovia Kot akolovbel TpocekTiky Tpostnkn 14 ml akkoding 6to
TolYOUO TOL TOTNPLOV. OEAlovpe vo oYNUOTIOTEL Vo OTPOUO GAKOOANG OTO TV UEPOG TOL
piypotog vepov - oltaplov - amoppumavTikov. To 000 GTpOUATe deV TPENEL Vo, avaptyBovv. To
DNA Oa eupaviarel oty uecopaon vepov-aikooins. ZOVETMS EIVOL TOAD GHUAVTIKO N OAKOOAN Va.
Tpootelel opya Kol TPOGEKTIKG £TOL WGTE VO CYNUATIOTEL EVA OTPOUA TAVQ® oo T0 VEPO. To
motpt {éong pe to piypo aprvetal oe npepia yioo pepikd Aertd. To DNA apyilel va dnpuovpyet
éva Aevkd vmoeg inua ota onpeio ETaENg TOL VEPOL Kat TG 0AKOOANG. Metd amd 15 Aentd T0
DNA 0o emumAéel oty TAVO ETQAVELN TG OAKOOANG.

€) To DNA cvAiéyetan pe éva oipmvio Pasteur kou tomobeteiton oe €va KaBapd SOKIHAGTIKO
coAMva. Evodhoktikd pe évo pKPOSIOOVIO HE KOUUEVO TO POYXOS (OGTE TO EVOIMPTLO TOV
aropovopévovr DNA vo to dwamepvd edkolo. XN cuvéyeln mpootifevtol 6Tov OOKIUOGTIKO
coAva 10 mL kaBapod aneotaypévov vepoo.

oT) Ze GAAOVG 4 JOKIHOOTIKOVG cwANves Tomofetovpe amd 3 ML oamectaypévov vepol kot
TPOYLLOTOTOIOVUE SL0d0YIKES apoimoelg 1/4 Balovtag otov mpdto cwAnvae 1 mL and 1o apykd
evaropnuo DNA kot evauwpovtag kald, ot ocvvéyxewn petapépoviag 1 mL and tov mpdto
ocOANVO oToV deVTEPO, emavaiauPdvovtog tn dwdwkacio kol petapépoviag 1 mL amd Tov
dgvTEPO GOANVA GTOV TPITO K.0.K.

0) Metphipe ™V omoppoenNTIKOTNTO TOV SEYHATOV GTO PAGLATOPOTOUETPO OPATOV-VTEPIOOOVG
ota 260 kot ota 280 nm péow uiag kvwetioog yorolio. Mipocoynq! Or kvyeridoes yoralia givar

oAV axpiféc! Mnv ondoovv!
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EMOTNUOVOV-cLYYpapémv. Ot emotnuovikés eénynoetg tov Crick ya ) dumhn éhka givor povodikég. I'a tov
Avery 1o koAvtepo Pipiio givor amd Tov pabnth Tov Rene Dubos: The professor, the institute and DNA,
Rockefeller University Press, 1979. O Chargaff neprypdeetarl kalvtepa omd tov antd Tov oThy avtofoypogio
tov Heraclitean Fire, Paul & Co Pub Consortium; First Edition, New York, 1978. TToAd kolo Birio totopiag
™¢ emotnung eival tov Robert Olby, The path to the double helix, 1977. A6 to 2012 o€ £ékdoon Dover. Tnv
OKEPALOTNTO. TNG EMOTNOVIKNG epyaciog Tng Rosalind Franklin vrepaoniotnke o eniong Propucikaog,
ovvepyatc ¢ Kot katoyog BpaPeiov Nopméh Aaron Klug. Ot oyetikég epyaoieg Tov givat SuoTuy®dg LOVO oTo
AyyhMkd, Ko dev £x0VV HETOPPAOTEL.

Epotmoelg

1) Tl oto mapoméve neipopio | oAkodAn TpocTifeton apyd. ;

2) Tati petpdpe mv amoppdenon tov deiypatog DNA oto 280 nm kar ota 260 nm; Ti onuatodotel 1
AmoppOPNOT 6TO KAOE PNKOG KOLOTOG;

3) T molo Adyo 610 4. ypnowwomotovpe kuyeAida yoralio yio Tic petpioelg oto 260 kor 280 nm, kot oyt
TAQOTIKT 1] YOAAVT) KOWEAIDO,;

4) Toti 610 4y. Sev 0ELoVLE VO GYNUATICTEL 0PPOG;

[Tepartépw BEpaTaL.

Kowté&re to Biiio Bioloyiog mov giyate o mponyovpevo eEdunvo yuo va Bpeite omToypopies YpOUOCOUATMV Kol
povtéda g doung tov DNA og copmhoka pe Tpoteiveg (SnA. VOUKAEOCGHOLOTO), GTA EVKAPVMOTIKAE KOTTOPA.
Yvvednronoteiote mOGo o@ryTd Taketapiopévo gival o DNA otov mopiva tov kuttdpov. KatoloPaivere topa
vt cog {ntoope va eépete po KovPapiotpa pe KAwot oto padnua; Evag moAd kaAdg TpOTOC Vo KOTOVONGETE
10 DNA og dimthn éhka givor va 1o Ogite o€ TPOEOTATN HOPLOKY GMEKOVION, T.Y. UECH TOV TPOYPAUULATOC
DSViewerPro tg Accelrys.



	Ασκήσεις
	Βιοχημεία-Αρχ Βιοτεχνολ_Εργαστήριο 7_απομόνωση DNA
	9TΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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	9TΤο 1953, η Rosalind Franklin και ο James Goslin, στο Κολλέγιο Birbeck του Παν/μίου του Λονδίνου μπόρεσαν να πάρουν πολλές φωτογραφίες περίθλασις ινών του DNA από ακτίνες Χ. Μέχρι να αναλύσει τα αποτελέσματά της η Franklin, υποχρεώθηκε να τα περιλάβε...
	1. 9TΜια δομή αντιπαράλληλης διπλής έλικας με πλήρη στροφή κάθε 34 Å, και απόσταση μεταξύ των ελίκων ίση με 20 Å.
	2. 9TΜια έντονη παρουσία δομικών στοιχείων κάθε 3,4 Å, που υπέθεσε, λόγω της μεγάλης ηλεκτρονικής πυκνότητας ότι πρέπει να οφειλόταν στις αζωτούχες βάσεις (τις οποίες μέχρι τότε το δίδυμο Watson-Crick δεν λάμβανε υπ’όψιν, διότι δεν μπορούσε να κατανοή...
	9TΣτη συνέχεια, με κατασκευή μοριακών μοντέλων ο Watson έδειξε ότι τα ζεύγη Α=Τ και G≡C σχημάτιζαν μεταξύ τους δεσμούς υδρογόνου (δύο και τρεις αντίστοιχα) και, (ώ του θαύματος) το άτομα άνθρακα στη κάθε βάση που ήταν συνδεδεμένο με την δεοξυριβόζη απ...
	9TΟπότε, οι Watson και Crick συνήγαγαν από τα εκπληκτικά πειραματικά ευρήματα των Franklin και Goslin ότι:
	9T1. Η δομή του DNA, είναι μια διπλή αντιπαράλληλη έλικα η οποία αποτελείται από πολυ(φωσφοδεοξυριβοζιτικό) κορμό και μια αλληλουχία αζωτούχων βάσεων (αδενίνη (Α), κυτοσίνη (C), γουανίνη (G) και θυμίνη (Τ)).
	2. 9TΟι βάσεις είναι συνδεδεμένες με δεοξυ-ριβόζη, και «βλέπουν» προς το εσωτερικό του κορμού, έτσι ώστε να ζευγαρώνουν οι βάσεις από τις δύο αλυσίδες πάντα ακολουθώντας τον κανόνα Α=Τ και G≡C. Τα σύμβολα = και ≡ δηλώνουν τον σχηματισμό δύο και τριών ...
	Εικόνα 3. Το ζευγάρωμα των βάσεων στο DNA. Όπου αναγράφεται Γλυκοζιτικός δεσμός αφορά τον δεσμό
	Σε αυτό το εργαστήριο λοιπόν, θα απομονώσουμε DNA από σπέρμα (καρπό) σιταριού, και στη συνέχεια θα πιστοποιήσουμε ότι όντως αυτό έχουμε κάνει.
	9TΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
	Ερωτήσεις





