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ΜΔΣΡΑ ΠΡΟ΢ΣΑ΢ΗΑ΢  
 

 Όινη νη εθπαηδεπφκελνη πξέπεη λα θνξνχλ εξγαζηεξηαθή κπινχδα θαηά ηελ εθηέιεζε ηεο άζθεζεο. 

 Όια ηα δηαιχκαηα πξέπεη λα κεηαθέξνληαη κε ζηθψληα (πηπέηεο). Γελ επηηξέπεηαη ε αλαξξφθεζε 

κε ην ζηφκα. 

 Σν κεράλεκα PCR αλεβάδεη ηε ζεξκνθξαζία ζε ζεκείν πνπ πξνθαιεί εγθαχκαηα. Γελ ην αγγίδνπκε 

θαηά ηε ιεηηνπξγία. 

 Σν βξσκηνχρν αηζίδην είλαη ηζρπξφ κεηαιιαμηγφλν θαη πξέπεη λα απνθεχγεηαη ε επαθή ηνπ κε ην 

δέξκα θαζψο θαη ε εηζπλνή ηνπ. Καηά ηνλ ρεηξηζκφ ηνπ αληηδξαζηεξίνπ απηνχ, θαζψο θαη άιισλ 

πνπ ζα επηζεκαλζνχλ απφ ηνπο ππεχζπλνπο ηνπ εξγαζηεξίνπ, νη εθπαηδεπφκελνη πξέπεη λα 

θνξνχλ ρεηξνπξγηθά γάληηα. 

 Όινη νη θνηηεηέο νθείινπλ λα δίλνπλ ηδηαίηεξε πξνζνρή ζηηο νδεγίεο ησλ εθπαηδεπηψλ ηνπο, εηδηθά 

ζε φ,ηη αθνξά πηζαλψο επηθίλδπλα πιηθά θαη αληηδξαζηήξηα ηνπ εξγαζηεξίνπ. 
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ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΠΟΛΤΜΟΡΦΗ΢ΜΧΝ ΢ΣΟ 

ΓΔΝΔΣΗΚΟ ΣΟΠΟ 18S DNA ΔΝΣΟΜΧΝ 

 
 
ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

Μέρξη ηα κέζα ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1960 ε κειέηε ηεο 

γελεηηθήο πνηθηιφηεηαο θαη ησλ θπινγελεηηθψλ 

ζρέζεσλ κεηαμχ ησλ θπζηθψλ πιεζπζκψλ ζηεξηδφηαλ 

απνθιεηζηηθά ζηε ρξήζε κνξθνινγηθψλ ραξαθηήξσλ. 

Καηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειεπηαίσλ 40 εηψλ ε εθηίκεζε 

ηεο γελεηηθήο πνηθηιφηεηαο ζην κνξηαθφ επίπεδν έρεη 

απνβεί εμαηξεηηθά ρξήζηκε γηα ηε κειέηε ηεο γελεηηθήο 

δνκήο θαη ηε δηεξεχλεζε ησλ εμειηθηηθψλ ζρέζεσλ 

κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ πιεζπζκψλ. Η ηερληθή ηνπ 

πξνζδηνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο ηνπ DNA έδσζε 

επηπιένλ ψζεζε ζηελ απνθάιπςε ηεο γελεηηθήο 

πνηθηιφηεηαο απνθσδηθνπνηψληαο ηε γελεηηθή 

πιεξνθνξία ζην επίπεδν ηνπ DNA. Λφγσ ηεο 

πνιππινθφηεηαο ηεο ηερληθήο αιιά θαη ηνπ κεγάινπ 

νηθνλνκηθνχ θφζηνπο πνπ απαηηείην δελ ήηαλ εχθνιν 

λα εθαξκνζηεί ζε κεγάιν αξηζκφ αηφκσλ. Η 

θαηάζηαζε απηή βειηηψζεθε κε ηελ αλαθάιπςε ηεο 

κεζφδνπ ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο 

(PCR) ε νπνία πεξηφξηζε ζεκαληηθά ην ρξφλν θαη ην 

νηθνλνκηθφ θφζηνο, επηηξέπνληαο ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ζε ζρεηηθά κεγάιν 

αξηζκφ δεηγκάησλ.  

 
ΣΟ 18S RNA ΣΧΝ ΔΤΚΑΡΤΧΣΗΚΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

Σν rRNA αληηπξνζσπεχεη ην 80% ηνπ ζπλνιηθνχ RNA 

πνπ ππάξρεη ζην θχηηαξν. Σν 45% ηνπ rRNA 

βξίζθεηαη ζηε κηθξή ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα ελψ ζηε 

κεγάιε ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα βξίζθεηαη ην 55% ηνπ 

rRNA. Σν 18S rRNA ηεο κηθξήο ππνκνλάδαο ησλ 

επθαξπσηηθψλ ξηβνζσκάησλ έρεη ΜΒ 700 kD.  ΢ηε 

κεγάιε ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα ππάξρνπλ ηξία είδε 

rRNA: ην 28S rRNA κε ΜΒ 1400 kD, ην 5,8S rRNA κε 

ΜΒ 50 kD θαη ην 5S rRNA κε ΜΒ 41 kD.  Η 

αιιεινπρία ησλ βάζεσλ ελφο δεδνκέλνπ ηχπνπ rRNA 

είλαη παξφκνηα ζε ζηελά ζπγγελή είδε.  Όκσο, κεηαμχ 

θπινγελεηηθά απνκαθξπζκέλσλ νξγαληζκψλ 

ππάξρνπλ πνιχ ιίγεο νκνηφηεηεο ζηελ αιιεινπρία 

βάζεσλ ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ rRNA.  Ο βαζκφο ζηνλ 

νπνίνλ ε πξσηνηαγήο δνκή ελφο ζπγθεθξηκέλνπ rRNA 

είλαη φκνηα κεηαμχ δχν δηαθνξεηηθψλ εηδψλ αληαλαθιά 

ηελ εμειηθηηθή ηζηνξία θαη ηε ζπγγέλεηα ησλ 

νξγαληζκψλ. Σν 5S rRNA είλαη ην πιένλ εμειηθηηθά 

ζηαζεξφ απ‟ φια ηα είδε rRNA. 

Η αιιεινπρία βάζεσλ ησλ δηαθφξσλ rRNA 

απνθαιχπηεη φηη θάζε ηχπνο πεξηέρεη αλεζηξακκέλεο 

αιιεινπρίεο πνπ κπνξνχλ λα ζρεκαηίζνπλ κηα 

κεγάιε πνηθηιία “θνπξθεηψλ” θαη άιισλ δεπηεξνηαγψλ 

δνκψλ. Σν 18S rRNA, π.ρ., πεξηέρεη αξθεηέο 

αλεζηξακκέλεο αιιεινπρίεο πνπ κπνξνχλ λα 

δεκηνπξγήζνπλ 10.000 δηαθνξεηηθέο δεπηεξνηαγείο 

δνκέο. Με νξηζκέλεο εμαηξέζεηο, ε δεπηεξνηαγήο θαη 

φρη ε πξσηνηαγήο δνκή έρεη δηαηεξεζεί θαηά ηελ 

πνξεία ηεο εμέιημεο. Απηφ ζεκαίλεη φηη νη 

πεξηζζφηεξεο πεξηνρέο πνπ παξνπζηάδνπλ 

δεπηεξνηαγή δνκή, θαη φρη ε πξσηνηαγήο αιιεινπρία 

ησλ λνπθιενηηδίσλ, είλαη ππεχζπλεο γηα ηε 

ζπγθξφηεζε θαη ηε ιεηηνπξγία ησλ ξηβνζσκάησλ. 

΢ηα επθαξπσηηθά θχηηαξα ηα 28S, 18S θαη 5,8S rRNA 

κεηαγξάθνληαη απφ ηελ RNA πνιπκεξάζε ΙΙ κε ηε 

κνξθή πξφδξνκνπ rRNA, ην κέγεζνο ηνπ νπνίνπ 

θπκαίλεηαη απφ 37S κέρξη 45S, αλάινγα κε ην είδνο 

(Δηθφλα 1). 

 

 

 

Η κεηαγξαθή θαη ε παξαπέξα επεμεξγαζία απηψλ ησλ 

rRNA γίλεηαη ζηνλ ππξελίζθν. Η δηαδηθαζία γηα ηε 

δεκηνπξγία ησλ 28S, 18S θαη 5,8S rRNA μεθηλά ελψ 

δελ έρεη αθφκε ηειεηψζεη ε κεηαγξαθή ηνπ κεγάινπ 

πξφδξνκνπ κνξίνπ rRNA. Οη ρεκηθέο ηξνπνπνηήζεηο, 

θπξίσο κεζπιηψζεηο, γίλνληαη πάξα πνιχ γξήγνξα, ζε 

πεξηνρέο ηνπ κνξίνπ πνπ δηαηεξνχληαη ζηα 28S, 18S 

θαη 5,8S rRNA. Σν ηέινο ηεο κεηαγξαθήο αθνινπζείηαη 

ζρεδφλ ακέζσο απφ αληηδξάζεηο πνπ απνθφπηνπλ θαη 

μερσξίδνπλ ηα 28S, 18S θαη 5,8S rRNA απφ ην κεγάιν 

πξφδξνκν κφξην rRNA. Αλ θαη νη ζέζεηο ζξαχζεο 

δηαθέξνπλ θάπσο ζηα δηαθνξεηηθά είδε, ζηνπο 

πεξηζζφηεξνπο νξγαληζκνχο νη αξρηθέο ζξαχζεηο απφ 

ηηο RNA ελδνλνπθιεάζεο γίλνληαη θνληά ζηα 5‟ θαη 3‟ 

άθξα, κε απνηέιεζκα λα ζρεκαηίδεηαη έλα κφξην 18S 

Δηθόλα 1: Γνκή ηνπ πξφδξνκνπ mRNA ησλ 28S, 18S 
θαη 5,8S rRNA 
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rRNA ζηελ ηειηθή ηνπ κνξθή. Σα 28S θαη 5,8S rRNA  

ζρεκαηίδνληαη κε πεξαηηέξσ ζξαχζε ηνπ ηκήκαηνο 

πνπ έρεη απνκείλεη. Δλψ γίλνληαη νη αληηδξάζεηο 

ζξαχζεο, νη ξηβνζσκηθέο πξσηεΐλεο πξνζηίζεληαη ζηα 

ζρεκαηηδφκελα κφξηα rRNA (Δηθφλα 2, Δηθφλα ζην 

Παξάξηεκα). Αληίζεηα, ην 5S rRNA (πνπ δελ πξέπεη 

λα ζπγρέεηαη νχηε κε ην 5,8S ησλ επθαξπσηψλ νχηε 

κε ην 5S ησλ πξνθαξπσηψλ) ζπλήζσο βξίζθεηαη 

(επίζεο ζε ζπζηνηρίεο πνιιψλ αληηγξάθσλ ζηε ζεηξά) 

ζε δηαθνξεηηθή πεξηνρή απφ ηα ππφινηπα rRNA 

γνλίδηα θαη κεηαγξάθεηαη απφ ηελ RNA πνιπκεξάζε 

ΙΙΙ.  

 

 

Σα πξνθαξπσηηθά rRNA είλαη ζεκαληηθά κηθξφηεξα 

απ‟ φηη ηα αληίζηνηρα επθαξπσηηθά. Οη κηθξέο 

ππνκνλάδεο ησλ βαθηεξηαθψλ ξηβνζσκάησλ 

πεξηέρνπλ 16S rRNA ην νπνίν είλαη ηζνδχλακν ζε 

δεπηεξνηαγή δνκή θαη ιεηηνπξγία κε ην 18S rRNA ησλ 

επθαξπσηηθψλ ξηβνζσκάησλ. Οη κεγάιεο ξηβνζσκηθέο 

ππνκνλάδεο ζηα βαθηήξηα πεξηέρνπλ 23S rRNA θαη 

5S rRNA, ηα νπνία είλαη ηζνδχλακα κε ηα 28S rRNA 

θαη 5S rRNA ησλ επθαξπσηηθψλ ξηβνζσκάησλ. Σν 

βαθηεξηαθφ 5S rRNA έρεη νξηζκέλεο νκνηφηεηεο ζηελ 

αιιεινπρία αιιά θαη ζηε δεπηεξνηαγή δηακφξθσζε κε 

ην επθαξπσηηθφ 5S rRNA. Γελ έρεη βξεζεί ζηα 

πξνθαξπσηηθά ξηβνζψκαηα άιιν rRNA, αληίζηνηρν κε 

ην επθαξπσηηθφ 5,8S rRNA. Σν κηθξφηεξν κέγεζνο 

ησλ rRNA ζηα πξνθαξπσηηθά θχηηαξα, αληαλαθιάηαη 

ζηηο δηαζηάζεηο ησλ πξνθαξπσηηθψλ ξηβνζσκάησλ, ηα 

νπνία είλαη κηθξφηεξα ζε κέγεζνο θαη έρνπλ ιηγφηεξεο 

ξηβνζσκηθέο πξσηεΐλεο απ‟ φηη ηα επθαξπσηηθά 

ξηβνζψκαηα (Δηθφλα 3).  

 

 

 

 
΢ΚΟΠΟ΢ ΣΧΝ ΔΡΓΑ΢ΣΖΡΗΑΚΧΝ 

Α΢ΚΖ΢ΔΧΝ 
 
΢ηε ζεηξά ησλ εξγαζηεξηαθψλ αζθήζεσλ ζα 

αλαιχζνπκε ηε γελεηηθή πνηθηιφηεηα ηνπ 18s DNA 

δηαθφξσλ εληφκσλ πνπ ζα ζπιιέμεηε εζείο. Αξρηθά ζα 

εληζρχζνπκε ηελ ελ ιφγσ πεξηνρή κε αληίδξαζε PCR. 

θαη ζηε ζπλέρεηα ζα ρξεζηκνπνηήζνπκε ην PCR 

πξντφλ γηα λα ειέγμνπκε ηηο δηαθνξέο ησλ 

ζξαπζκάησλ πνπ δεκηνπξγνχληαη κεηά απφ πέςε κε 

έλδπκα πεξηνξηζκνχ (δεκηνπξγψληαο παξάιιεια θαη 

ράξηεο ζεκείσλ πέςεο πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ - 

restriction maps). Η ζχγθξηζε ησλ ραξηψλ ησλ 

δηαθφξσλ αηφκσλ ζα απνηειέζεη ηε βάζε ησλ 

ζπκπεξαζκάησλ καο γηα ηηο θπινγελεηηθέο ζρέζεηο 

αλάκεζά ηνπο. Παξάιιεια, ζα επηβεβαηψζνπκε ηελ 

πηζηφηεηα ηνπ πξντφληνο κε πβξηδνπνίεζε θαηά 

Southern.  

Δηθόλα 2: Δπεμεξγαζία πξν-rRNA θαη ζπλ-αξκνιφγεζε 
ησλ ξηβνζσκάησλ ζηνπο επθαξπψηεο 

Δηθόλα 3: ΢χγθξηζε ηνπ κεγέζνπο ησλ 18S, 5.8S θαη 
28S rRNA νξηζκέλσλ νξγαληζκψλ 
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 1. 

ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ DNA ΑΠΟ ΢ΤΛΛΔΓΜΔΝΑ ΔΝΣΟΜΑ 
 

Σα έληνκα αληηπξνζσπεχνπλ κηα απφ ηηο πιένλ 

ζεκαληηθέο κνξθέο δσήο ζηνλ πιαλήηε. Έρνπλ 

επεξεάζεη ηελ αλζξψπηλε χπαξμε απφ ηε γέλεζή ηεο 

θαη ζπλερίδνπλ λα ειέγρνπλ πνιιέο απφ ηηο 

αλζξψπηλεο δξαζηεξηφηεηεο.  

Αλ θνηηάμνπκε κφλν κεξηθνχο αξηζκνχο ζα δνχκε φηη ε 

αλαινγία εληφκσλ πξνο αλζξψπνπο είλαη 200 

εθαηνκκχξηα πξνο 1, θαη φηη ππάξρνπλ πεξίπνπ 40 

εθαηνκκχξηα έληνκα ζε θάζε εθηάξην γεο. Ίζσο 

ζθεθηείηε φκσο φηη ν άλζξσπνο είλαη νηθνινγηθά πην 

επηηπρήο αθνχ έρεη αληηζηαζκίζεη ην κηθξφηεξν αξηζκφ 

αηφκσλ κε κεγαιχηεξε κάδα ηνπ ζην νηθνζχζηεκα. 

Καη εδψ νη ππνινγηζκνί ιέλε φηη ζηηο ΗΠΑ, γηα 

παξάδεηγκα, ζε 400 θηιά βηνκάδαο εληφκσλ αλά 

εθηάξην αληηζηνηρνχλ κνλάρα 7 θηιά ζάξθαο θαη 

νζηψλ. Αθφκα θαη ζηνλ Ακαδφλην, κφλν ε βηνκάδα ησλ 

κπξκεγθηψλ είλαη 4 θνξέο πεξηζζφηεξε απφ ηε 

βηνκάδα φισλ ησλ ζπνλδπισηψλ. Έηζη ινηπφλ, αλ 

ζηεξηρηνχκε ζε αξηζκνχο θαη βηνκάδα, ηα έληνκα είλαη 

ηα πιένλ επηηπρή δψα ζηνλ πιαλήηε. ΢ε αληίζεζε κε 

ηελ θξαηνχζα άπνςε φηη ε επθπΐα είλαη ην πιένλ 

απνηειεζκαηηθφ ζπζηαηηθφ ηεο εμειηθηηθήο πνξείαο.  

 

Μαδί κε ηνπο αλζξψπνπο, ηα έληνκα δνπλ ζρεδφλ ζε 

φια ηα βηψζηκα κέξε ηεο γεο, εθηφο απφ ηα βάζε ησλ 

σθεαλψλ. Δίλαη νη βαζηθνί θαηαλαισηέο ησλ θπηψλ, 

είλαη νη θχξηνη ζεξεπηέο ησλ θαηαλαισηψλ ησλ θπηψλ, 

παίδνπλ θπξίαξρν ξφιν ζηελ απνζχλζεζε ηεο 

νξγαληθήο χιεο, εμππεξεηνχλ ηηο δηαηξνθηθέο αλάγθεο 

άιισλ δψσλ. 

Με βάζε κφλν απηά ηα ιίγα νηθνινγηθά ζηνηρεία, ζα 

πεξηκέλακε φηη απηνί νη νξγαληζκνί είλαη πνιχ 

δηαθνξεηηθνί κεηαμχ ηνπο αιιά θαη πνιχ 

πξνζαξκνζκέλνη ζε δηαθνξεηηθά πεξηβάιινληα. Μέρξη 

ζήκεξα, έρνπλ πεξηγξαθεί πεξηζζφηεξα απφ 900.000 

είδε εληφκσλ θαη πηζηεχεηαη φηη ππάξρνπλ έσο θαη 

δέθα θνξέο πεξηζζφηεξα πνπ αθφκα πεξηκέλνπλ λα 

αλαθαιπθηνχλ. Έηζη θη εζείο δελ ζα πξέπεη λα 

αληηκεησπίζεηε θαλέλα πξφβιεκα ζην λα ζπλαληήζεηε 

θαη λα ζπιιέμεηε θάπνην έληνκν απφ ην νηθείν ζαο 

πεξηβάιινλ. Αθξίδεο, πεηαινχδεο, κχγεο, αθίδεο, 

νηηδήπνηε κπνξείηε λα ζπιιάβεηε (ίζσο ρξεηαζηείηε 

ιίγε θαληαζία γηα ηνλ ηξφπν ζχιιεςεο) είλαη ηθαλφ γηα 

ηελ εξγαζηεξηαθή ζαο άζθεζε. ΢ηε ζπλέρεηα ην 

ηνπνζεηείηε ζε έλα ζσιελάθη ηχπνπ eppendorf θαη 

κεηά ην θπιάζζεηε ζηελ θαηάςπμή ζαο γηα λα 

δηαηεξεζεί ην DNA ηνπ αθέξαην. Η απνκφλσζε ηνπ 

DNA ζα πξαγκαηνπνηεζεί ζην εξγαζηήξην βαζηζκέλε 

ζην πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζακε ηελ 

πεξαζκέλε ρξνληά. 

 

 

  



8 

 

ΘΔΧΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

Σν DNA είλαη ε απαξαίηεηε πξψηε χιε ησλ 

πεξηζζνηέξσλ πεηξακαηηθψλ δηεξγαζηψλ ηεο 

Μνξηαθήο Βηνινγίαο. Η απνκφλσζή ηνπ ζε θαζαξή 

κνξθή είλαη πξνυπφζεζε γηα θάζε παξαπέξα 

δηαδηθαζία. Φπζηθά, γηα θάζε δηαθνξεηηθφ ηχπν DNA 

(ρξσκνζσκηθφ, πιαζκηδηαθφ, κηηνρνλδξηαθφ θιπ), 

ππάξρνπλ δηαθνξεηηθέο κέζνδνη απνκφλσζεο. Όιεο, 

φκσο, έρνπλ θνηλά ζηνηρεία: 

 

1. Διεπζέξσζε ηνπ DNA ζε δηαιπηή κνξθή κεηά 

απφ ξήμε ησλ θπηηαξηθψλ κεκβξαλψλ θαζψο θαη 

κεκβξαλψλ ππνθπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ φπσο νη 

ππξήλεο.  

2. Γηαρσξηζκφο ηνπ DNA απφ άιια καθξνκφξηα.  

 

Η κέζνδνο πνπ ζα αθνινπζήζνπκε μεθηλάεη κε ηελ 

νκνγελνπνίεζε ησλ ηζηψλ ηνπ εληφκνπ ζε δηάιπκα ην 

νπνίν: 

α. δηαηεξεί ηελ νζκσηηθφηεηα ηνπ δηαιχκαηνο ψζηε λα 

κε γίλεη απφηνκε ξήμε ησλ κεκβξαλψλ θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο ιχζεο ησλ θπηηάξσλ (παξνπζία 

ζνπθξφδεο θαη NaCl ζην buffer νκνγελνπνίεζεο),  

β. δηαζπά ηα κεκβξαληθά ηνηρψκαηα (παξνπζία SDS), 

ηδηαίηεξα ζηνπο 65
0
C, 

γ. δηαηεξεί ην pH ζε νπδέηεξε πεξηνρή (~7.3) 

(παξνπζία ηνπ ξπζκηζηηθνχ Tris), 

δ. παξεκπνδίδεη ηε δξάζε λνπθιεαζψλ κε ηελ 

παξνπζία ρειηθνχ παξάγνληα (EDTA). Γεληθά φια ηα 

θχηηαξα πεξηέρνπλ ελεξγέο δεζνμπξηβνλνπθιεάζεο 

πνπ ζα κπνξνχζαλ λα θαηαζηξέςνπλ ην DNA. Γηα λα 

δξάζεη φκσο ε DNAάζε έρεη αλάγθε απφ δηζζελή 

θαηηφληα. Σν EDTA παξεκπνδίδεη απνηειεζκαηηθά ηε 

δξάζε ηνπ ελδχκνπ απηνχ γηαηί δεζκεχεη Ca
+2

 θαη 

Mg
+2

.  

 

΢ηε ζπλέρεηα θαηαθξεκλίδνληαη θπηηαξηθά 

ππνιείκκαηα θαη έλα κεγάιν πνζνζηφ πξσηετλψλ 

παξνπζία πςειήο ζπγθέληξσζεο νμηθνχ θαιίνπ. Γηα 

ηελ πιήξε απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ ρξεηάδεηαη 

εθρχιηζε κε θαηλφιε θαη ρισξνθφξκην, θάηη πνπ δελ 

είλαη απαξαίηεην ζηελ παξνχζα άζθεζε.  

Σέινο αθνινπζεί θαηαθξήκληζε ηνπ DNA ζε δηάιπκα 

αηζαλφιεο θαη επαλαδηάιπζε ζε αξαηφ δηάιπκα 

αιάησλ, αθνχ ην DNA είλαη αδηάιπην ζηελ αηζαλφιε 

θαη δηαιπηφ ζε δηαιχκαηα αιάησλ.  

 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο εξγαζίαο πξέπεη 

λα ηεξνχληαη νξηζκέλεο ζπλζήθεο γηα λα απνθχγνπκε 

κεγάιε αιιαγή ζηελ ηξηηνηαγή δνκή ηνπ DNA. ΢ην 

DNA κπνξεί λα πξνθιεζνχλ δνκηθέο αιιαγέο απφ 

δηαθφξνπο παξάγνληεο. Κάησ απφ ηηο ζπλζήθεο πνπ 

γίλεηαη ε απνκφλσζε κπνξεί λα ζπκβεί: 

1. ΢πάζηκν θσζθνδηεζηεξηθψλ δεζκψλ 

a. Απφ επίδξαζε λνπθιενιπηηθψλ ελδχκσλ 

(DNAase) 

b. Απφ επίδξαζε νμένο (pH<2) 

c. Απφ επίδξαζε ζεξκφηεηαο (ζεξκνθξαζία 

> 90
0
C) 

2. ΢πάζηκν ησλ Ν-γιπθνζηδηθψλ δεζκψλ κεηαμχ 

δεζνμπξηβφδεο θαη πνπξηλψλ κε ηελ επίδξαζε 

νμένο (pH < 2).  

3. Καηαζηξνθή ησλ πδξνγνληθψλ δεζκψλ πνπ 

θξαηνχλ καδί ηηο δχν αιπζίδεο ηνπ DNA.  

a. Απφ επίδξαζε αιθάιενο (pH > 10).  

b. Απφ επίδξαζε νμένο (pH < 2).  

c. Απφ επίδξαζε ζεξκφηεηαο (ζεξκνθξαζία 

> 80
0
C).   

d. Απφ κεησκέλε ηνληθή ηζρχ. Η ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο ηνπ DNA εμαξηάηαη απφ ηελ 

ηνληθή ηζρχ. ΢ε απνζηαγκέλν λεξφ ε 

ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο ηνπ DNA είλαη 

κηθξφηεξε ησλ 25
0
C.  

4. ΢πάζηκν ηεο δηπιήο αιπζίδαο ζε κηθξφηεξα 

θνκκάηηα κε ηελ επίδξαζε κεραληθψλ αηηίσλ.  
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε απνκφλσζε ρξσκνζσκηθνχ DNA απφ δηάθνξα έληνκα ή ηκήκαηα απηψλ. Η 

απνκφλσζε απηή απνθέξεη DNA ην νπνίν δελ έρεη ην βαζκφ θαζαξφηεηαο πνπ έρνπλ άιια πξσηφθνιια 

απνκφλσζεο πνπ έρεηε θάλεη ζε άιιεο εξγαζηεξηαθέο αζθήζεηο. Δίλαη φκσο αξθεηά θαζαξφ ψζηε λα κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί ζε κηα ζεηξά απφ πεηξακαηηθέο δηεξγαζίεο πνπ δελ απαηηνχλ πιήξε θαζαξφηεηα, φπσο γηα 

παξάδεηγκα πέςε κε έλδπκα πεξηνξηζκνχ, πβξηδνπνίεζε θαηά Southern, αθφκα θαη δεκηνπξγία κεξηθψλ 

βηβιηνζεθψλ. Αληίζεηα, δελ ζπληζηάηαη γηα εχξεζε θακπχιεο ηήμεο θαη άιιεο πνζνηηθέο κεηξήζεηο, αληηδξάζεηο 

ζχλδεζεο, δεκηνπξγία νινθιεξσκέλσλ βηβιηνζεθψλ, αληηδξάζεηο αιιεινχρηζεο (sequencing) ηνπ DNA θαη άιια. 

 

 
ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

Σν πξσηφθνιιν πνπ αθνινπζείηαη απνηειεί ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ πνπ πξνηείλεηαη απφ ηνλ Ashburner (1989). 

 

Τιηθά: 

Έληνκα ή ηκήκαηα εληφκσλ κεγέζνπο φζν πεξίπνπ κηζή νηθηαθή κχγα.   

Γηάιπκα νκνγελνπνίεζεο (100mM NaCl, 200mM sucrose, 100mM Tris 7.4, 50mM EDTA, 0.5% SDS) 

8M KAcetate 

Αηζαλφιε 95% θαη 70% 

Γηάιπκα επαλαδηάιπζεο DNA (TE: 10mM Σris 7.4, 1mM ΔDTA) 

΢σιελάθηα ηχπνπ eppendorf, έκβνια νκνγελνπνίεζεο, πδαηφινπηξν, θπγφθεληξνο 

 

Πεηρακαηηθή δηαδηθαζία: 

1. Σνπνζεηνχκε ην ηκήκα ηνπ εληφκνπ ζε έλα ζσιελάθη ηχπνπ eppendorf πνπ πεξηέρεη 50κl δηαιχκαηνο 

νκνγελνπνίεζεο. Οκνγελνπνηνχκε κε ηα κπιε έκβνια γπξλψληαο ηνπιάρηζηνλ δέθα θνξέο ην έκβνιν. 

Παξαηεξνχκε ηελ πξφνδν ηεο νκνγελνπνίεζεο.  

2. Ξεπιέλνπκε ην έκβνιν κε άιια 50κl δηαιχκαηνο νκνγελνπνίεζεο. Φπγνθεληξνχκε γηα ιίγα δεπηεξφιεπηα ζηε 

κηθξνθπγφθεληξν ψζηε λα ζπγθεληξσζνχλ ηα ππνιείκκαηα απφ ηα ηνηρψκαηα ηνπ ζσιήλα ζην βάζνο ηνπ 

ζσιήλα. 

3. Δπσάδνπκε ζε πδαηφινπηξν ζε ζεξκνθξαζία 65
0
C γηα 20 ιεπηά.  

Πξνζζέηνπκε 14 κl 8Μ KAc (ηειηθή ζπγθέλησζε 1Μ) ελψ ηα ζσιελάθηα είλαη αθφκα δεζηά. Αλαδεχνπκε 

ρηππψληαο ειαθξά ηα ζσιελάθηα κε ην δάθηπιφ καο.  

4. Δπσάδνπκε ζηνλ πάγν γηα 20 ιεπηά.  

5. Φπγνθεληξνχκε γηα 10 ιεπηά ζηε κηθξνθπγφθεληξν ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Μεηαγγίδνπκε ην ππεξθείκελν 

ζε θαηλνχξγην ζσιελάθη.  

6. Πξνζζέηνπκε 200κl 95% αηζαλφιεο, αλαδεχνπκε θαιά θαη επσάδνπκε ζηνλ πάγν γηα 10 ιεπηά.  

7. Φπγνθεληξνχκε ζηε κηθξνθπγφθεληξν γηα 10 ιεπηά. Πξνζεθηηθά απνρχλνπκε ην ππεξθείκελν.  

8. Πξνζζέηνπκε 200κl 70% παγσκέλεο αηζαλφιεο ζην ίδεκα ηνπ DNA θαη θπγνθεληξνχκε μαλά γηα 5 ιεπηά.  

9. Πξνζεθηηθά απνρχλνπκε ην ππεξθείκελν θαη απνκαθξχλνπκε ηηο ηειεπηαίεο ζηαγφλεο αηζαλφιεο κε ηελ πηπέηα. 

Αθήλνπκε ηα ζσιελάθηα αλνηθηά έσο φηνπ ζηεγλψζεη ην ίδεκα ηνπ DNA.  

10. Δπαλαδηαιχνπκε ζε 30 κl δηαιχκαηνο ΣΔ. 
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 2. 

ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ ΑΠΟΜΟΝΧΜΔΝΟΤ 

ΓΟΝΗΓΗΧΜΑΣΗΚΟΤ DNA ΚΑΗ PCR ΔΝΗ΢ΥΤ΢Ζ ΣΟΤ 

ΓΟΝΗΓΗΑΚΟΤ  ΣΟΠΟΤ 18S RRNA ΜΔ 

ΔΚΦΤΛΗ΢ΜΔΝΟΤ΢ ΔΚΚΗΝΖΣΔ΢ 

 

ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ 

Η  ειεθηξνθφξεζε είλαη κία κέζνδνο δηαρσξηζκνχ, 

νπηηθνπνίεζεο θαη απνκφλσζεο κνξίσλ κε εθαξκνγή 

ζηε κνξηαθή βηνινγία, ηε βηνρεκεία, ηελ πξσηετληθή 

ρεκεία, ηε θαξκαθνινγία θ.α.  

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ αξρή κεηαλάζηεπζεο 

θνξηηζκέλσλ κνξίσλ θάησ απφ ηελ επίδξαζε ελφο 

εμσηεξηθά εθαξκνδφκελνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Η 

ειεθηξνζηαηηθή δχλακε πνπ αλαπηχζζεηαη θαηεπζχλεη 

ηα θνξηηζκέλα κφξηα πξνο ην ειεθηξφδην ηνπ 

αληίζεηνπ θνξηίνπ. Λφγσ ησλ δηαθνξεηηθψλ θνξηίσλ 

θαη καδψλ, ηα δηάθνξα κφξηα ζα θηλεζνχλ κε 

δηαθνξεηηθέο ηαρχηεηεο (θηλεηηθφηεηα, κεηαλάζηεπζε). 

(Γηα πεξηζζφηεξεο πιεξνθνξίεο αλαηξέμηε ζην 

Παξάξηεκα)  

 

PCR 

Η αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

απνηειεί κηα γξήγνξε, εχθνιε θαη νηθνλνκηθή ηερληθή 

πνπ επηηξέπεη ηνλ ελδπκηθφ πνιιαπιαζηαζκφ in vitro 

(ρσξίο ηε ρξήζε δσληαλψλ κηθξννξγαληζκψλ, φπσο ε 

E. coli ή νη δχκεο) επηιεγκέλσλ αιιεινπρηψλ DNA. 

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ επαλαιακβαλφκελε 

αληηγξαθή ελφο ηκήκαηνο DNA (γλσζηνχ ή αγλψζηνπ) 

κε ηε βνήζεηα κηαο εηδηθήο ζεξκναλζεθηηθήο 

πνιπκεξάζεο θαη δχν νιηγνλνπθιενηηδηθψλ εθθηλεηψλ 

ζρεδηαζκέλσλ ζε γλσζηέο αιιεινπρίεο. Έηζη, έλα 

δείγκα DNA αλακεηγλχεηαη κε ηα ηέζζεξα 

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα, ηα δχν ελαξθηήξηα νιηγνλνπ-

θιενηίδηα (εθθηλεηέο, primers) θαη ηελ εηδηθή DNA 

πνιπκεξάζε. Tν δείγκα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 94-95ºC 

γηα λα απνδηαηαρζεί ην DNA θαη αθνινχζσο ςχρεηαη 

ζηνπο 50-65ºC γηα λα πβξηδνπνηεζνχλ νη εθθηλεηέο κε 

ηηο απνδηαηαγκέλεο αιπζίδεο ηνπ DNA. Aθνινπζεί 

πνιπκεξηζκφο ζηνπο 72ºC θαη ηα παξαπάλσ βήκαηα 

επαλαιακβάλνληαη πνιιέο θνξέο έσο φηνπ ζπληεζεί 

αξθεηή πνζφηεηα ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο (Γηα 

πεξηζζφηεξεο πιεξνθνξίεο αλαηξέμηε ζην 

Παξάξηεκα).  

 

ΔΚΦΤΛΗ΢ΜΔΝΟΗ ΔΚΚΗΝΖΣΔ΢ 

Οη εθθπιηζκέλνη εθθηλεηέο απνηεινχλ κίγκαηα 

παξφκνησλ εθθηλεηψλ πνπ κηα ή πεξηζζφηεξεο απφ ηηο 

ζέζεηο κπνξνχλ λα έρνπλ ελαιιαθηηθέο βάζεηο. Οη 

εθθπιηζκέλεο απηέο βάζεηο αληηπξνζσπεχνληαη κε 

ζπγθεθξηκέλα γξάκκαηα, θάζε έλα απφ ηα νπνία 

ππνδειψλνπλ έλαλ ηχπν παξαιιαγήο (Δηθφλα 2.1). 

Γηα παξάδεηγκα ε παξνπζία ηνπ γξάκκαηνο Β ζηελ 

αθνινπζία ελφο εθθηλεηή ππνδειψλεη φηη νξηζκέλνη 

εθθηλεηέο ζην κίγκα κπνξεί λα έρνπλ θπηνζίλε (C) ζε 

εθείλε ηε ζέζε ελψ άιινη κπνξεί λα έρνπλ γνπαλίλε 

(G) ή ζπκίλε (T). 

 Οη εθθπιηζκέλνη εθθηλεηέο ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ 

πεξίπησζε φπνπ είλαη αλαγθαία ε ελίζρπζε κηαο 

αιιεινπρίαο DNA ελφο νξγαληζκνχ, ε νπνία είλαη 

γλσζηή ζε ζπγγελή νξγαληζκφ ή ε ηαπηφρξνλε 

ελίζρπζε κηαο αιιεινπρίαο DNA ζε δηαθνξεηηθνχο 

νξγαληζκνχο δεδνκέλνπ φηη νη αιιεινπρίεο 

παξνπζηάδνπλ νκνηφηεηα ζε κεγάιν βαζκφ. Όζν 

πεξηζζφηεξν απνκαθξπζκέλνη είλαη νη νξγαληζκνί, 

ηφζν δπζθνιφηεξν είλαη λα ζρεδηαζηνχλ νη εθθηλεηέο.   

Δπηπιένλ, νη εθθπιηζκέλνη εθθηλεηέο ρξεζηκν-

πνηνχληαη φηαλ ν ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ βαζίδεηαη 

ζηελ πξσηετληθή αθνινπζία. Γεδνκέλνπ φηη 

δηαθνξεηηθά θσδηθφληα κπνξνχλ λα θσδηθνπνηήζνπλ 

έλα ακηλνμχ, είλαη δχζθνιν λα ζπλαρζεί πνην 

θσδηθφλην ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε πεξίπησζε. Γηα 

παξάδεηγκα, ε αιιεινπρία πνπ αληηζηνηρεί ζην 

ακηλνμχ ηζνιεπθίλε κπνξεί λα είλαη ε ΑΣΗ, φπνπ ην Α 

αληηζηνηρεί ζηελ αδελίλε, ην Σ ζηε ζπκίλε θαη ην Η λα 

αληηζηνηρεί είηε ζηελ αδελίλε, είηε ζηε ζπκίλε είηε ζηε 

θπηνζίλε, ζχκθσλα κε ην γελεηηθφ θψδηθα γηα ην θάζε 

θσδηθφλην.   

Δηθόλα 2.1: The following letters are used to designate 
degenerate bases in a primer sequence 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=E._coli&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%96%CF%8D%CE%BC%CE%B7&action=edit&redlink=1
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε ειεθηξνθφξεζε πνζφηεηαο ηνπ απνκνλσκέλνπ γνληδησκαηηθνχ DNA ηεο 

πξνεγνχκελεο άζθεζεο (Άζθεζε 1) ψζηε λα εθηηκεζεί ε πνζφηεηα θαη ε πνηφηεηα ηνπ DNA θαη ζηε ζπλέρεηα ε 

PCR ελίζρπζε ηνπ γνληδηαθνχ ηφπνπ 18S rRNA ρξεζηκνπνηψληαο εθθπιηζκέλνπο εθθηλεηέο θαη σο κήηξα ηελ 

πνζφηεηα DNA πνπ ππνινγίζακε απφ ηελ ειεθηξνθφξεζε.  

 

 

ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

A. ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ 

Παραζθεσή 1% πεθηώκαηος αγαρόδες θαη ειεθηροθόρεζε 

1. ΢ε θσληθή θηάιε πξνζζέηνπκε ηηο ζσζηέο πνζφηεηεο ζθφλεο αγαξφδεο θαη ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο. Γηα ηε 

δεκηνπξγία 100 ml πεθηψκαηνο, αλακηγλχνπκε 10ml stock δηαιχκαηνο 5xTBE ζε 90ml απηνληζκέλν λεξφ θαη 

πξνζζέηνπκε 1g αγαξφδεο.  

2. Θεξκαίλνπκε αλαθηλψληαο κέρξηο φηνπ ηερζεί ε αγαξφδε θαη γίλεη ην δηάιπκα ηειείσο δηαπγέο (ρξεηάδεηαη λα 

βξάζεη). ΢ηε ζπλέρεηα αθήλνπκε λα κεησζεί ε ζεξκνθξαζία πεξίπνπ ζηνπο 55ºC (θσληθή θηάιε λα είλαη αλεθηή 

ζηελ παξεηά) ψζηε ην δεζηφ δηάιπκα λα κελ επεξεάζεη ηε κήηξα πνιπκεξηζκνχ (βάζε) ηεο ειεθηξνθνξεηηθήο 

ζπζθεπήο (ζηάδην 4).  

3. Πξνζζέηνπκε βξσκηνχρν αηζίδην (απφ δηάιπκα 10 mg/ml πνπ θπιάζζεηαη ζε ζθνχξν κπνπθάιη ζην ςπγείν) 

έηζη ψζηε λα έρνπκε ηειηθή ζπγθέληξσζε πεξίπνπ 0.25 κg/ml. ΠΡΟ΢ΟΥΗ: Σν βξσκηνχρν αηζίδην είλαη ηζρπξφ 

κεηαιιαμηγφλν θαη δελ πξέπεη λα έξζεη ζε επαθή κε ην δέξκα ζαο.  

4. Απνρχλνπκε πξνζεθηηθά ην δεζηφ δηάιπκα ηεο αγαξφδεο ζηε βάζε φπνπ ζα ζηεξενπνηεζεί ην πήθησκα. 

Πξνεγνχκελα έρνπκε ηνπνζεηήζεη θάζεηα ζηελ θαηάιιειε ζέζε ηα "ρηελάθηα" ψζηε λα δεκηνπξγεζνχλ εηδηθέο 

ζέζεηο “πεγαδάθηα” γηα ηε θφξησζε ησλ δεηγκάησλ, φηαλ ζηεξενπνηεζεί ε αγαξφδε.  

5. Όηαλ ζηεξενπνηεζεί ε αγαξφδε ηα “ρηελάθηα” απνκαθξχλνληαη θαη ε βάζε ηνπνζεηείηαη ζηελ ειεθηξνθνξεηηθή 

ζπζθεπή, ε νπνία είλαη πιεξσκέλε κε δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο (αληίζηνηρν κε απηφ πνπ έρεη θαηαζθεπαζηεί ην 

πήθησκα) ηφζν ψζηε λα επηθαιχπηεη ην πήθησκα.  

6. ΢ε 10 κl απφ ηα πξνο ειεθηξνθφξεζε δείγκαηα πξνζζέηνπκε ρξσζηηθή πνπ πεξηέρεη 5-10% γιπθεξφιε θαη 

0.025% κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο θαη θπαλνχλ ηεο μπιφιεο.  

7. Καηά ηελ ειεθηξνθφξεζε κπνξνχκε λα παξαθνινπζνχκε ην δηαρσξηζκφ ησλ δσλψλ ηνπ DNA κε έθζεζε ηνπ 

πεθηψκαηνο ζε UV αθηηλνβνιία (πξέπεη λα θνξάκε εηδηθά ή θνηλά απνξξνθεηηθά γπαιηά ζηα κάηηα).  

8. Υξεζηκνπνηψληαο ππεξηψδεο θσο κπνξνχκε λα θσηνγξαθίζνπκε ην πήθησκα κεηά ην ηέινο ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο. 

 

 

Β. PCR ΔΝΗ΢ΥΤ΢Ζ 

Η ελίζρπζε ηνπ DNA ζα πξαγκαηνπνηεζεί ζε ηειηθφ φγθν 20 κl.  

*Γηαηεξείηε ηα αληηδξαζηήξηα ζε πάγν. Ιδηαίηεξα εθείλα πνπ πεξηέρνπλ έλδπκα* 

 

 

1. ΢ε ζσιελάθη ηχπνπ PCR ησλ 0.2 ml πξνζζέηνπκε ηελ θαηάιιειε πνζφηεηα ησλ παξαθάησ ζπζηαηηθψλ γηα κηα 
αληίδξαζε φγθνπ 0.02 ml 
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  Αληίδραζε 1 

Αληηδξαζηήξηα Πνζφηεηεο 
Αξρηθή 

ζπγθέληξσζε 
Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

Γνληδησκαηηθφ DNA    30 ng 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα   10X 1X 

dNTPs   10 mM 0.8 mM  

MgCl2   50 mM 1.5 mM 

Δθθηλεηήο εκπξφζζηνο P1   10 κM 0.5 κΜ 

Δθθηλεηήο  αλάζηξνθνο P2    10 κM 0.5 κΜ 

Taq DNA πνιπκεξάζε   5 u/κl 1 unit 

H2O       

Σειηθφο φγθνο 20 κl     
 

 

 

Η αληίδξαζε ζα πξαγκαηνπνηεζεί ζηηο εμήο ζπλζήθεο: 

αξρηθφο θχθινο απνδηάηαμεο   95°C γηα 5 ιεπηά 

     94°C γηα 1 ιεπηφ (απνδηάηαμε) 

35 θχθινη:  48°C γηα 30 δεπηεξφιεπηα (επαλαδηάηαμε) 

     72°C γηα 2 ιεπηά (επέθηαζε) 

     72°C γηα 7 ιεπηά (ηειηθή επέθηαζε) 

 

Μεηά ην ηέινο ηεο αληίδξαζεο νη αληηδξάζεηο PCR ζα θπιαρηνχλ ζην ςπγείν (4°C) κέρξη ηελ επφκελε 

εξγαζηεξηαθή άζθεζε.  

 

Οη εθθηλεηέο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ είλαη νη εμήο: 

18S F1: CTGGTTGATYCTRCCAGT 

18S R1: CYGCAGGTTCACCTACRG 

φπνπ Τ=C ή T θαη R=G ή Α.   
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 3. 

ΠΔΦΖ PCR ΠΡΟΨΟΝΣΧΝ ΜΔ ΔΝΕΤΜΑ 

ΠΔΡΗΟΡΗ΢ΜΟΤ 
 

 

Σα έλδπκα πεξηνξηζκνχ είλαη εηδηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

πνπ αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο 

λνπθιενηηδίσλ θαη ηέκλνπλ θαηά ηξφπν θαζνξηζκέλν 

θαη επαλαιακβαλφκελν ην δίθισλν DNA. Λφγσ ηνπ 

επαλαιήςηκνπ ηξφπνπ πέςεο, ηα έλδπκα απηά 

επηηξέπνπλ α) ηε ζεκαηνδφηεζε νπνηαζδήπνηε 

αιιεινπρίαο DNA (ραξηνγξάθεζε), β) ηελ πέςε 

(ηεκαρηζκφ) ηεο αξρηθήο αιιεινπρίαο DNA ζε κηθξά 

ηκήκαηα ηα νπνία είλαη δπλαηφλ λα κειεηεζνχλ 

ρσξηζηά θαη γ) ηελ επαλαζχλδεζε ησλ ηκεκάησλ 

απηψλ θαη ηελ επαλαζπγθξφηεζε ηεο αξρηθήο 

αιιεινπρίαο. Η δξάζε ηνπο εζηηάδεηαη ζηελ 

αλαγλψξηζε εηδηθψλ παιίλδξνκσλ αιιεινπρηψλ 

ηεζζάξσλ έσο νθηψ βάζεσλ θαη ηελ πδξφιπζε ελφο 

θσζθνδηεζηεξηθνχ δεζκνχ ζε θάζε αιπζίδα ηεο 

πεξηνρήο απηήο, πξνο ηε ζέζε 3΄ ζε ζρέζε κε ηνλ 

άμνλα ζπκκεηξίαο. (Γηα πεξηζζφηεξεο πιεξνθνξίεο 

αλαηξέμηε ζην Παξάξηεκα).  

   

 
΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε πέςε ησλ PCR πξντφλησλ ηεο πξνεγνχκελεο άζθεζεο (Άζθεζε 2) ψζηε λα εθηηκεζεί 

ε πνιπκνξθηθφηεηα ηνπ γνληδηαθνχ ηφπνπ 18S rRNA ζηα δηαθνξεηηθά έληνκα πνπ έρεηε ζπιιέμεη.  

 

ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

Θα πξαγκαηνπνηεζεί πέςε ελφο κέξνπο ηνπ πξντφληνο ηεο PCR αληίδξαζεο ρξεζηκνπνηψληαο ηα έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ EcoRI θαη HindIII.  

 

1. Δηνηκάζηε ηηο αληηδξάζεηο πέςεο ζε δχν ζσιελάθηα ηχπνπ eppendorf (1.E θαη 2.Η) 

 

  Αληίδραζε EcoRI Αληίδραζε HindIII 

Αληηδξαζηήξηα Πνζφηεηεο Αξρηθή C Σειηθή C Πνζφηεηεο Αξρηθή C Σειηθή C 

Πξντφλ PCR αληίδξαζεο 8 κl   8 κl   

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα (Buffer)   10X  1X   10X 1X 

Έλδπκν EcoRI   10 u/κl 2 units   - - 

Έλδπκν HindIII   - -   10 u/κl 2 units 

H2O             

Σειηθφο φγθνο 20 κl     20 κl     

 

 

2. Δπσάζηε ηηο αληηδξάζεηο ζαο γηα πεξίπνπ 2 h ζε ζεξκνθξαζία 37ºC. 

3. Αθνινχζσο νη αληηδξάζεηο θπιάζζνληαη ζην ςπγείν κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζνχλ. 
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 4. 

4-1. ΥΑΡΣΔ΢ ΢ΖΜΔΗΧΝ ΠΔΦΖ΢ ΔΝΕΤΜΧΝ 

ΠΔΡΗΟΡΗ΢ΜΟΤ (RESTRICTION MAPS) 
 
 

Έλαο ράξηεο πεξηνξηζκνχ απνηειεί ηε δνκηθή 

αλάιπζε (ηνλ πξνζδηνξηζκφ δειαδή ησλ ζεκείσλ 

αλαγλψξηζεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ) κηαο 

αιιεινπρίαο DNA κε ηε ρξήζε ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ.  

Η πέςε ελφο ηκήκαηνο DNA κε έλδπκα πεξηνξηζκνχ 

ζα νδεγήζεη ζηε δεκηνπξγία ηκεκάησλ πεξηνξηζκνχ 

κε δηαθνξεηηθφ αξηζκφ θαη κήθνο ηκήκαηα ησλ νπνίσλ 

ην άζξνηζκα ζα είλαη ίζν κε ην αξρηθφ ηκήκα. 

΢πγθξίλνληαο ην κέγεζνο ησλ δηαθνξεηηθψλ απηψλ 

ηκεκάησλ πεξηνξηζκνχ κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί έλαο 

ράξηεο πεξηνξηζκνχ ηεο ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο. 

Ο ράξηεο απηφο ζα αληηθαηνπηξίδεη ηε δηεπζέηεζε 

θαζελφο ζεκείνπ πεξηνξηζκνχ ζε ζρέζε κε ηα 

γεηηνληθά ηνπ ζεκεία πεξηνξηζκνχ πνπ αλαγλσξίδνληαη 

αληίζηνηρα απφ άιιεο ελδνλνπθιεάζεο.  

΢ηελ απιή απηή αξρή βαζίδεηαη ε δεκηνπξγία ησλ 

ραξηψλ ζεκείσλ πέςεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ, φπσο 

θαίλεηαη ζην ζρήκα:  
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ΔΡΧΣΖ΢Ζ 1 

Πξνζπαζείζηε λα θαηαζθεπάζεηε ηνλ ράξηε ησλ ζεκείσλ πέςεο ησλ ελδχκσλ EcoRI θαη HindIII απφ ην εμήο 

πήθησκα αγαξφδεο απιψλ θαη δηπιψλ πέςεσλ:  

 

ΔΡΧΣΖ΢Ζ 2 

Η παξαθάησ εηθφλα είλαη απφ ηα πεθηψκαηα ησλ πεξζηλψλ νκάδσλ. Πξνζπαζείζηε λα θαηαζθεπάζηε ην ράξηε ησλ 

ζεκείσλ πέςεο ησλ ελδχκσλ ηεο εξγαζηεξηαθήο άζθεζεο. 
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4-2. ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΠΟΛΤΜΟΡΦΗ΢ΜΟΤ ΢ΖΜΔΗΧΝ 

ΠΔΦΖ΢ ΔΝΕΤΜΧΝ ΠΔΡΗΟΡΗ΢ΜΟΤ PCR 

ΠΡΟΨΟΝΣΧΝ 

Με ηνλ φξν DNA πνιπκνξθηζκφο ελλννχκε ηελ 

παξνπζία δχν ή πεξηζζνηέξσλ ελαιιαθηηθψλ 

αιιεινπρηψλ ζε κία γελεηηθή ζέζε πνπ δηαθέξνπλ ζηε 

λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ή πεξηνρέο κε δηαθνξεηηθφ 

αξηζκφ λνπθιενηηδηθψλ επαλαιήςεσλ.  

Οη δηαθνξέο αλάκεζα ζηνπο ράξηεο ζεκείσλ πέςεο 

ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ δηαθνξεηηθψλ αηφκσλ 

νθείινληαη ζε ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο πνπ 

δεκηνπξγνχλ ή θαηαζηξέθνπλ ηελ αιιεινπρία 

αλαγλψξηζεο ηνπ ελδχκνπ. Οη δηαθνξέο απηέο 

απνηεινχλ ηε βάζε ζχγθξηζεο ησλ αηφκσλ απηψλ. 

Έηζη, πξψηα θαηαζθεπάδνπκε ηνπο ράξηεο απηνχο, 

ζηε ζπλέρεηα νκαδνπνηνχκε ηα άηνκα θαη ηέινο 

πξνζπαζνχκε λα εμάγνπκε ζπκπεξάζκαηα 

θπινγελεηηθήο ζπγγέλεηαο αλάινγα κε ηηο νκνηφηεηέο 

ηνπο. ΢πλήζσο απηή ε πιεξνθνξία ζπγθεληξψλεηαη 

ζε κία κήηξα δπαδηθψλ ραξθηήξσλ παξνπζίαο/ 

απνπζίαο ησλ ζεκείσλ πέςεο, φπσο θαίλεηαη ζηνλ 

Πίλαθα 1. Πφζνπο απιφηππνπο παξαηεξείηε ζηνλ 

Πίλαθα θαη πνηέο νη ζρέζεηο κεηαμχ ηνπο; Κάλεηε ην 

ίδην γηα ηα απνηειέζκαηά ζαο. 

 

 

 

  

 ΠΙΝΑΚΑ΢ 1. Μήηξα παξνπζίαο/απνπζίαο ζεκείσλ πέςεο πεξηνξηζηηθνχ 

ελδχκνπ. ΢ην παξάδεηγκα ζπγθξίλνληαη 34 ζέζεηο 10 αηφκσλ.  

 

a +++++++++++00++0+++++++++0++++0+++  

b ++++++0++++00++0+++++++++0++++0+++  

c ++++++0++++00++0+++++++++0++++0+++  

d ++++++0++++00++0+++++++++0++++0+++  

e ++++++0++++00++0++++0++++0++++0+++  

f ++++++0++++00++0++++0++++0++++0+++ 

g ++++++0++++00++0++++0++++0++++0++0  

h ++++++0++++00++0++++0++++0++++0++0  

i ++++++0++++00++0++++00+++0++++0++0  

j +0++++0++++00++0++++00+++0++++0++0  
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 5Α. 

ΤΒΡΗΓΟΠΟΗΖ΢Ζ ΚΑΣΑ SOUTHERN  

 
ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ ΠΡΟΨΟΝΣΧΝ ΠΔΦΖ΢ ΢Δ 

ΠΖΚΣΧΜΑ ΑΓΑΡΟΕΖ΢ ΚΑΗ ΜΔΣΑΦΟΡΑ ΢Δ 

ΝΑΤΛΟΝ ΜΔΜΒΡΑΝΖ (SOUTHERN) 
 
Σν θαηλφκελν ηεο πβξηδνπνίεζεο, δειαδή ηεο 

δπλαηφηεηαο ελφο κνλφθισλνπ κνξίνπ λνπθιετληθνχ 

νμένο λα ζρεκαηίδεη δίθισλε έιηθα κε έλα άιιν 

κνλφθισλν κφξην, απνηειεί ηε βάζε γηα πνιιέο 

ηερληθέο ηεο Μνξηαθήο Βηνινγίαο, κεηαμχ απηψλ θαη 

ηεο πβξηδνπνίεζεο θαηά Southern. Η πβξηδνπνίεζε 

θαηά Southern (θέξεη ην φλνκα ηνπ E.Μ Southern πνπ 

ηελ αλέπηπμε) ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ εληνπηζκφ 

ζπγθεθξηκέλσλ αιιεινπρηψλ ζε δείγκα DNA 

(Southern, 1975). 

 

 Η δηαδηθαζία  εκπεξηθιείεη ηηο εμήο θάζεηο: 

1. Μεηαθνξά ηνπ DNA θαη ζηαζεξνπνίεζή ηνπ ζε 

λάπινλ κεκβξάλε (Άζθεζε 5Α).  

2. ΢ήκαλζε αληρλεπηή.  

3. Τβξηδνπνίεζε ηνπ DNA ηεο κεκβξάλεο κε ην 

ζεκαζκέλν αληρλεπηή (Άζθεζε 5B).  

4. Αλίρλεπζε ζήκαηνο (Άζθεζε 5C).   

 

Σα βαζηθά ζηάδηα κηαο πβξηδνπνίεζεο θαηά Southern 

κε βηνηηλπιησκέλν αληρλεπηή θαίλνληαη ζηε Δηθφλα 

5Α.1.  

 

ΜΔΣΑΦΟΡΑ ΢Δ ΝΑΤΛΟΝ ΜΔΜΒΡΑΝΖ 

Με ηνλ φξν κεηαθνξά ελλννχκε ηελ αθηλεηνπνίεζε 

ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ, αθνχ πξνεγεζεί ε 

απνδηάηαμή ηνπο ψζηε λα θαηαζηνχλ κνλφθισλα, ζε 

ζηεξεφ ππφζηξσκα, ην νπνίν ζπλήζσο είλαη κεκ-

βξάλεο. Σα αθηλεηνπνηεκέλα λνπθιετληθά νμέα ζηε 

ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηνχληαη σο “ζηφρνη” ζε πεηξάκαηα 

πβξηδνπνίεζεο κε ηε ρξήζε ησλ θαηάιιεισλ θαηά 

πεξίζηαζε αληρλεπηψλ. Η κεηαθνξά ζε κεκβξάλε απφ 

πήθησκα αγαξφδεο κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε 

ηξείο δηαθνξεηηθέο δηαδηθαζίεο: α. ηξηρνεηδήο 

κεηαθνξά (Lichtenstein et al., 1990; Chomczynski, 

1992), β. ειεθηξνθνξεηηθή κεηαθνξά (Stellwag & 

Dahlberg, 1980; Church & Gilbert, 1984) θαη γ. 

κεηαθνξά κε ρξήζε θελνχ (Olszewska & Jones, 1988; 

Trnovsky, 1992) ελψ ππάξρνπλ θαη ηξία είδε 

κεκβξαλψλ πνπ κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ, 

κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο, λάπινλ νπδέηεξε 

κεκβξάλε θαη λάπινλ ζεηηθά θνξηηζκέλε κεκβξάλε. 

  
Δηθόλα 5Α.1: Σα βαζηθά ζηάδηα πβξηδνπνίεζεο θαηά 
Southern 
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Η κέζνδνο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί είλαη ε ηξηρνεηδήο 

κεηαθνξά φπνπ βαζίδεηαη ζηε κεηαθνξά ελφο ξπζκη-

ζηηθνχ δηαιχκαηνο απφ κία πεξηνρή πςεινχ πδαηηθνχ 

δπλακηθνχ ζε πεξηνρή ρακεινχ δπλακηθνχ. Σν 

δηάιπκα κεηαθνξάο παξαζχξεηαη κέζα ζην πήθησκα 

θαη ηε κεκβξάλε ιφγσ ησλ ηξηρνεηδψλ θαηλνκέλσλ κε 

απνηέιεζκα λα ζπκπαξαζχξεη καδί θαη ην κνλφθισλν 

DNA. Η κεηαθνξά πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεηηθά 

θνξηηζκέλε λάπινλ κεκβξάλε, ε νπνία δηεπθνιχλεη 

ηελ δέζκεπζε ηνπ DNA ιφγσ ησλ ηνληθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ηνπ αξλεηηθά θνξηηζκέλνπ 

DNA θαη ηεο ζεηηθά θνξηηζκέλεο κεκβξάλεο. Ο 

ξπζκφο κεηαθνξάο ηνπ DNA εμαξηάηαη απφ ην 

κέγεζνο ησλ ηκεκάησλ DNA, ην πάρνο ηνπ 

πεθηψκαηνο θαη ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο ηνπ 

πεθηψκαηνο. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο κεηαθνξάο 

είλαη απαξαίηεην λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

ζηαζεξνπνίεζε ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ ζηε 

κεκβξάλε είηε κε έθζεζε ζε UV αθηηλνβνιία 

ζπγθεθξηκέλεο έληαζεο είηε κε μήξαλζε ζε πςειή 

ζεξκνθξαζία. 

 

 

 

  

Δηθόλα 5Α.2: Μεηαθνξά ηνπ DNA απφ πήθησκα αγαξφδεο ζε κεκβξάλε 
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ πέςεο ηεο άζθεζεο 3 θαη ε κεηαθνξά ηνπο ζε λάπινλ 

κεκβξάλε, ψζηε λα αθνινπζήζεη πβξηδνπνίεζε κε θαηάιιειν αληρλεπηή (Άζθεζε 5Β). Πξηλ ηε κεηαθνξά ζηε 

κεκβξάλε, ην πήθησκα ζα θσηνγξαθεζεί, ψζηε λα κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί ε αλάιπζε ηνπ πνιπκνξθηζκνχ 

ησλ ζέζεσλ αλαγλψξηζεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ.  

 

ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

A. ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ 

Παραζθεσή 1% πεθηώκαηος αγαρόδες θαη ειεθηροθόρεζε 

Η δηαδηθαζία πνπ ζα αθνινπζήζεηε είλαη αθξηβψο ε ίδηα κε απηήλ πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ Άζθεζε 2.  

 

Β. ΜΔΣΑΦΟΡΑ ΢Δ ΝΑΤΛΟΝ ΜΔΜΒΡΑΝΖ 

 

Τιηθά: 

Γηάιπκα Απνδηάηαμεο Α:   1.5Μ NaCl, 0.5M NaOH.  
Γηάιπκα Δμνπδεηέξσζεο Δ:   1.5Μ ΝαCl, 0.5M Tris-HCl pH7.2 
20xSSC:     3M NaCl, 0.3M Na3citrate.  

 

Πεηρακαηηθή δηαδηθαζία: 

1. Μεηά ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ην πήθησκα αγαξφδεο θσηνγξαθίδεηαη, αθνχ έρεη ηνπνζεηεζεί θαηά κήθνο 

ηνπ ράξαθαο, ψζηε λα είλαη δπλαηή ε ζχγθξηζε ηνπ ζήκαηνο ηεο κεκβξάλεο κε ηε θσηνγξαθία ηνπ πεθηψκαηνο 

θαη θαηά ζπλέπεηα ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ ηκήκαηνο πνπ πβξηδνπνηήζεθε.  

2. Σν πήθησκα ηνπνζεηείηαη ζε εηδηθφ δνρείν θαη επσάδεηαη ζε δηάιπκα απνδηάηαμεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

ππφ αλαθίλεζε γηα 15 ιεπηά. 

3. Σν δηάιπκα απνρχλεηαη θαη επαλαιακβάλεηαη ην βήκα 2. 

4. Πξνζηίζεηαη δηάιπκα εμνπδεηέξσζεο θαη ην πήθησκα επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ αλαθίλεζε γηα 

20 ιεπηά. 

5. Σν δηάιπκα απνρχλεηαη θαη επαλαιακβάλεηαη ην βήκα 4. 

6. Σν πήθησκα επσάδεηαη ζε δηάιπκα 2Υ SSC ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ αλάδεπζε γηα 5 ιεπηά θαη 

ηνπνζεηείηαη ζε γέθπξα δηεζεηηθνχ ραξηηνχ Whatman 3MM, ηνπ νπνίνπ νη άθξεο εκβαπηίδνληαη ζε δηάιπκα 6Υ 

SSC. 

7. H κεκβξάλε κε δηαζηάζεηο ιίγν κηθξφηεξεο απφ ην πήθησκα δηαβξέρεηαη κε ddH2O θαη ζηε ζπλέρεηα κε δηάιπκα 

6Υ SSC θαη ηνπνζεηείηαη πάλσ απφ ην πήθησκα ρσξίο λα δεκηνπξγεζεί θελφ κεηαμχ πεθηψκαηνο θαη 

κεκβξάλεο.   

8. Φχιια (2) δηεζεηηθνχ ραξηηνχ Whatman 3MM, ίζσλ δηαζηάζεσλ κε ηε κεκβξάλε, δηαβξέρνληαη κε ddH2O θαη 

ηνπνζεηνχληαη πάλσ ζηε κεκβξάλε, αθνινπζνχλ επηπιένλ θχιια (2) δηεζεηηθνχ ραξηηνχ Whatman 3MM θαη 

ηέινο απνξξνθεηηθά ραξηηά, κηθξφηεξσλ δηαζηάζεσλ ηεο κεκβξάλεο θαηά 5 mm. ΢ηε θνξπθή ηνπνζεηείηαη 

βάξνο  πεξίπνπ 500 gr γηα λα εμαζθαιηζηεί ε επαθή κεηαμχ πεθηψκαηνο θαη κεκβξάλεο (Δηθφλα 5Α.3).  

9. Η κεηαθνξά ηνπ DNA νινθιεξψλεηαη κεηά απφ 16-18 ψξεο, νπφηε αθαηξνχληαη ηα απνξξνθεηηθά ραξηηά θαη ηα 

θχιια Whatman 3MM θαη ζεκαδεχεηαη ε κεκβξάλε ψζηε λα είλαη γλσζηφο ν πξνζαλαηνιηζκφο ηεο θαη ε ζέζε 

ησλ πεγαδηψλ. 
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10. Η κεκβξάλε μεξαίλεηαη ζε ζεξκνθξαζία 80°C γηα 2 ψξεο γηα λα ζηαζεξνπνηεζεί ην DNA θαη απνζεθεχεηαη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ έσο φηνπ ρξεζηκνπνηεζεί.

 

΢εκεηψζεηο 

 Ο ρεηξηζκφο ησλ κεκβξαλψλ πξέπεη λα γίλεηαη κε γάληηα θαη κε εηδηθέο ιαβίδεο ηχπνπ Millipore κε πεπιαηπζκέλα άθξα. 

 Δάλ ηα ηκήκαηα DNA ππεξβαίλνπλ ηηο 15 kb, ην πήθησκα επσάδεηαη ζε δηάιπκα 0.2Ν HCl ππφ αλάδεπζε γηα 10 ιεπηά, ψζηε 

λα πξαγκαηνπνηεζεί κεξηθή πδξφιπζε ηνπ DNA θαη λα δηεπθνιπλζεί ε κεηαθνξά ησλ ζξαπζκάησλ DNA (Wahl et al., 1979). 

 Γηα λα ειεγρζεί ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεηαθνξάο ηνπ DNA, ην πήθησκα κεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο εμεηάδεηαη θάησ 

απφ ππεξηψδεο θσο. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

Δηθόλα 5Α.3: Καηαζθεπή γεθχξαο γηα ηε κεηαθνξά ηνπ DNA απφ πήθησκα αγαξφδεο ζε κεκβξάλε  
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 5Β. 

ΤΒΡΗΓΟΠΟΗΖ΢Ζ ΚΑΣΑ SOUTHERN  

 
ΤΒΡΗΓΟΠΟΗΖ΢Ζ ΣΟΤ ΑΝΗΥΝΔΤΣΖ  

 

Η δηαδηθαζία πβξηδνπνίεζεο ησλ λνπθιετληθψλ 

νμέσλ ζπλίζηαηαη απφ ηα ζηάδηα ηεο πξνυβξηδν-

πνίεζεο θαη ηεο πβξηδνπνίεζεο. Σν ζηάδην ηεο 

πξνυβξηδνπνίεζεο πξαγκαηνπνηείηαη γηα ηελ κείσζε 

ηνπ background κε ηελ θάιπςε ησλ ειεχζεξσλ 

ζέζεσλ ηεο κεκβξάλεο (ζέζεηο φπνπ δελ ππάξρεη 

DNA), νη νπνίεο ζα κπνξνχζαλ λα πξνθαιέζνπλ κε 

εηδηθή δέζκεπζε ηνπ αληρλεπηή. Σα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ παξεκπφδηζε ηεο κε εηδηθήο 

ζχλδεζεο ηνπ αληρλεπηή ζηελ επηθάλεηα ηεο 

κεκβξάλεο είλαη ηα: Denhardt‟s (Denhardt‟s reagent), 

ην SDS θαη ην DNA απφ ζπέξκα ζνισκνχ (ssDNA, 

salmon sperm DNA). Σν αληηδξαζηήξην Denhardt‟s 

πεξηέρεη θηθφιε (ficol) θαη PVP, ηα νπνία είλαη κεγάια 

κφξηα θαη θαηαιακβάλνπλ ρψξν θαζψο θαη BSA, ε 

νπνία είλαη κε εηδηθή πξσηεΐλε. 

Καηά ην ζηάδην ηεο πβξηδνπνίεζεο επηηπγράλεηαη ν 

ζρεκαηηζκφο ησλ πβξηδίσλ κεηαμχ ησλ λνπ-

θιενηηδηθψλ αιπζίδσλ. Σν πνζνζηφ ζρεκαηηζκνχ ησλ 

πβξηδίσλ θαζνξίδεηαη απφ ηηο ζπλζήθεο πβξηδν-

πνίεζεο. Η άξηζηε ζεξκνθξαζία πβξηδνπνίεζεο ζηε 

πεξίπησζε DNA:DNA πβξηδνπνίεζεο είλαη 25°C 

ρακειφηεξε απφ ηε ζεξκνθξαζία Tm (ζεξκνθξαζία 

ηήμεο) ηνπ πβξηδίνπ. Σν ζεκείν ηήμεο Tm είλαη ε 

ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία ε κηζή πνζφηεηα ηνπ 

νιηγνλνπθιενηηδίνπ βξίζθεηαη ζε κνλφθισλε κνξθή. 

Οη παξάκεηξνη πνπ επεξεάδνπλ ηε Tm είλαη ε 

αλαινγία ησλ βάζεσλ (GC), ε ζπγθέληξσζε άιαηνο 

θαη ην κέγεζνο ηνπ αληρλεπηή, θαη ζπλδένληαη κεηαμχ 

ηνπο κε ηε εμίζσζε: Tm = 81.5°C + 16.6 logM + 0.41 

(%G+C)-500/n φπνπ Μ είλαη ε ζπγθέληξσζε ησλ 

ηφλησλ ηνπ άιαηνο [Na+] θαη n ν αξηζκφο ησλ 

λνπθιενηηδίσλ πνπ απαξηίδνπλ ην πβξίδην. Η 

ζπγθέληξσζε ησλ ηφλησλ Na πξέπεη λα είλαη πςειή 

ψζηε λα επηηεπρζεί πβξηδνπνίεζε. Σα κνλνζζελή 

θαηηφληα αληηδξνχλ κε ηηο θσζθνξηθέο νκάδεο ησλ 

λνπθιετθψλ νμέσλ κεηψλνληαο ηηο ειεθηξνζηαηηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ δχν θιψλσλ θαη 

ζηαζεξνπνηψληαο έηζη ην πβξίδην. Αληίζεηα, κε ηε 

ζπγθέληξσζε ηνπ άιαηνο, ε πβξηδνπνίεζε θαηά 

Southern θηάλεη ηα φξηα ηεο επαηζζεζίαο ηεο φηαλ 

ρξεζηκνπνηνχληαη κηθξνχ κήθνπο αληρλεπηέο. Τπφ 

βέιηηζηεο ζπλζήθεο, ε επαηζζεζία ηεο κεζφδνπ 

θπκαίλεηαη πεξίπνπ ζε 100 fg φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη 

βηνηπληιησκέλνο αληρλεπηήο.  

 

΢ΖΜΑΝ΢Ζ ΑΝΗΥΝΔΤΣΖ 

Οη αληρλεπηέο είλαη κνλφθισλα κφξηα ηα νπνία έρνπλ 

θαζνξηζκέλε αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ θαη είλαη 

ζεκαζκέλα ψζηε λα κπνξνχλ λα εληνπίδνληαη. Η 

κεγάιε εμεηδίθεπζε ηεο αληίδξαζεο πβξηδνπνίεζεο 

αλάκεζα ζην κφξην αληρλεπηή θαη ηηο αλαδεηνχκελεο 

αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ επηηξέπεη ηνλ εληνπηζκφ 

ηνπο αθφκε θαη αλ ζην θχηηαξν ή ην δηάιπκα πεξη-

έρνληαη εθαηνκκχξηα δηαθνξεηηθψλ αιιεινπρηψλ DNA 

ή RNA. Η ζήκαλζε ησλ δηάθνξσλ ηχπσλ αληρλεπηψλ 

(DNA, RNA αληρλεπηψλ) πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ 

πξνζζήθε ζεκαζκέλσλ δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ 

(dNTPs) ή ξηβνλνπθιενηηδίσλ (NTPs), εάλ πξφθεηηαη 

γηα DNA ή RNA αληρλεπηέο αληίζηνηρα, είηε θαηά ηε 

δηαδηθαζία παξαγσγήο ησλ αληρλεπηψλ (κέζνδνο 

ηπραίσλ εθθηλεηψλ), είηε κεηά ηελ παξαγσγή ηνπο 

(ζήκαλζε ζην 5΄ ή 3΄ άθξν ηνπ αληρλεπηή). Η ζήκαλζε 

ησλ λνπθιενηηδίσλ κπνξεί λα γίλεη κε ξαδηελέξγεηα 

(
32

P, 
35

S, 
3
H) ή κε κε ξαδηελεξγνχο ζεκαληέο [βηνηίλε 

(Bio), δηγνμηγελίλε (DIG)]. Οη κε ξαδηελεξγνί ζεκαληέο 

παξνπζηάδνπλ ην πιενλέθηεκα φηη είλαη ιηγφηεξν 

επηθίλδπλνη γηα ηελ πγεία θαη επηπιένλ, κπνξνχλ λα 

απνζεθεπηνχλ ζε ζεξκνθξαζία -20°C θαη λα είλαη 

δηαζέζηκνη πξνο ρξήζε γηα αξθεηά κεγάιν ρξνληθφ 

δηάζηεκα. 

 
΢ΖΜΑΝ΢Ζ ΜΔ ΣΖ ΜΔΘΟΓΟ ΣΧΝ ΣΤΥΑΗΧΝ 

ΔΚΚΗΝΖΣΧΝ 

Η κέζνδνο πεξηγξάθεθε αξρηθά απφ ηνπο Feinberg & 

Vogelstein (1983). Σα βαζηθά ζηάδηα πεξηιακβάλνπλ 

ηελ αξρηθή απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ ηκήκαηνο θαη ηελ 

επαθφινπζε βαζκηαία αλαδηάηαμε θάζε αιπζίδαο κε 

ηε βνήζεηα ηπραίσλ εθθηλεηψλ (random primers) θαη 

ηελ πνιπκεξηζηηθή δξάζε ηνπ ελδπκηθνχ θιάζκαηνο 

Klenow ηεο DNA πνιπκεξάζεο I. Η κέζνδνο βαζίδεηαη 

ζην γεγνλφο φηη ην θνκκάηη Klenow (Klenow fragment - 

κεγάιε ππνκνλάδα ηεο DNA πνιπκεξάζεο I) δελ έρεη 

ηελ 5΄→3΄ εμσλνπθιενηηθή δξάζε ηνπ νινελδχκνπ, 

ελψ δηαηεξεί ηε δξάζε ηεο 5΄→3΄ πνιπκεξάζεο θαη 

ηεο 3΄→5΄ εμσλνπθιεάζεο (Δηθφλα 5Β.1). Η 

αιιεινπρία πνπ πξφθεηηαη λα ζεκαλζεί 

απνδηαηάζζεηαη κε βξαζκφ ζηνπο 100C θαη 
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αλακηγλχεηαη ζηνπο 37°C κε ηπραία νιηγνλνπθιενηίδηα 

(εμακεξή ή δεθακεξή), ηελ Klenow ππνκνλάδα ηεο 

DNA πνιπκεξάζεο θαη δενμπλνπθιενηίδηα, παξνπζία 

αιάησλ θαη ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο πνπ επλννχλ ηε 

ιεηηνπξγία ηεο πνιπκεξάζεο. ΢ηηο ζπλζήθεο απηέο, ηα 

νιηγν-λνπθιενηίδηα ιεηηνπξγνχλ σο εθθηλεηέο γηα ηελ 

DNA πνιπκεξάζε ε νπνία δεκηνπξγεί λέεο αιπζίδεο 

πάλσ ζην εθκαγείν ηνπ απνδηαηαγκέλνπ DNA 

ελζσκαηψλνληαο ηα δηαηεζεηκέλα δενμπλνπθιενηίδηα. 

Δάλ έλα απφ ηα δενμπλνπθιενηίδηα θέξεη θάπνην 

θνξηίν (ζήκα), ηφηε θαη ε λέα αιπζίδα πνπ ζα 

δεκηνπξγεζεί ζα είλαη ζεκαζκέλε. Η ζήκαλζε ησλ 

κνξίσλ DNA γηα ηε ζπγθεθξηκέλε άζθεζε γίλεηαη κε ηε 

ζπκπιήξσζε ησλ 3΄ ππνιεηκκαηηθψλ άθξσλ ηνπ κε 

βηνηπληιησκέλν δενμπλνπθιενηίδην (Biotin-11-dUTP). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Δηθόλα 5Β.1:  Α. DNA polymerase 5΄- 3΄ polymerase activity; B. DNA polymerase 3΄-5΄exonuclease activity; C. DNA 
polymerase 5΄- 3΄exonuclease activity 
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε πβξηδνπνίεζε ηνπ DNA απφ ηηο αληηδξάζεηο πέςεηο πνπ κεηαθέξακε ζε κεκβξάλε ζηε 

πξνεγνχκελε άζθεζε („Αζθεζε 5Α) κε αληρλεπηή πεξηνρή ηνπ γνληδηαθνχ ηφπνπ ηνπ 18S rRNA πνπ έρεη ήδε 

ζεκαλζεί κε 11-bio-dUTP κε ηε κέζνδν ησλ ηπραίσλ εθθηλεηψλ (random priming). Οη εθθηλεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη δεθαλνπθιενηίδηα.  

 

ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

Τιηθά: 

Γηάιπκα Τβξηδνπνίεζεο:  6xSSC, 5xDenhard‟s, 0.5% SDS, 100κg/ml denaturated salmon sperm 
DNA  

Γηάιπκα 50Υ Denhardt‟s:  1% θηθφιιε,1% PVP, 1% BSA.  
 

 

Πεηρακαηηθή δηαδηθαζία: 

Η κεζνδνινγία πεξηγξάθεηαη απφ ηνπο Church & Gilbert (1984). 

 

Πξνυβξηδνπνίεζε 

1. Η κεκβξάλε ηνπνζεηείηαη ζε εηδηθφ ζσιήλα πβξηδνπνίεζεο, ν νπνίνο πεξηέρεη πνζφηεηα δηαιχκαηνο 

πβξηδνπνίεζεο αλάινγα κε ην εκβαδφ ηεο (εκβαδφ x 0.2 = ml δηαιχκαηνο πβξηδνπνίεζεο).  

2. Δπηπιένλ, πξνζηίζεηαη DNA απφ ζπέξκα ζνινκνχ (ssDNA) ζε ζπγθέληξσζε 100 κg/ml δηαιχκαηνο 

υβξηδνπνίεζεο, ην νπνίν πξνεγνπκέλσο έρεη ζεξκαλζεί ζε 100°C γηα 10 ιεπηά ψζηε λα απνδηαηαρζεί. 

3. Ο ζσιήλαο ηνπνζεηείηαη ζε ζάιακν πβξηδνπνίεζεο θαη επσάδεηαη πεξηζηξεθφκελνο γηα 2 ψξεο ζηε 

ζεξκνθξαζία πβξηδνπνίεζεο ηνπ αληρλεπηή.  

Τβξηδνπνίεζε 

4. Σν δηάιπκα πξνυβξηδνπνίεζεο απνρχλεηαη θαη πξνζηίζεηαη λέν δηάιπκα πξνυβξηδνπνίεζεο (10 ml/100 cm
2
) θαη 

ν αληρλεπηήο (100-200 ng/ml δηαιχκαηνο), ν νπνίνο έρεη ζεξκαλζεί ζε 100°C γηα 10 ιεπηά ψζηε λα 

απνδηαηαρζεί.  

5. Ο ζσιήλαο κεηαθέξεηαη ζε ζάιακν πβξηδνπνίεζεο θαη ε πβξηδνπνίεζε πξαγκαηνπνηείηαη γηα 16-18 ψξεο ζηελ 

ίδηα ζεξκνθξαζία κε ηελ πξνυβξηδνπνίεζε.

 

΢εκεηψζεηο 

 Δάλ ην δηάιπκα πξνυβξηδνπνίεζεο θαη πβξηδνπνηήζεο πεξηέρνπλ θνξκακίδην, ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ είλαη πνιχ 

ρακειφηεξε ζχκθσλα κε ηε ζρέζε : Tm = 81.5°C + 16.6 logM + 0.41 (%G+C)-0.63 (% θνξκακίδην) - 500/n (Bolton & 

McCarthy, 1962). Η ρξήζε θνξκακίδηνπ ζπλίζηαηαη ζε πεξηπηψζεηο φπνπ ε πβξηδνπνίεζε πξέπεη λα γίλεη ζε ρακειή 

ζεξκνθξαζία, έηζη ψζηε λα κεησζεί ην background. 

 Σν θνξκακίδην είλαη νξγαληθφο δηαιχηεο, ν νπνίνο κεηψλεη ηε ζεξκηθή ζηαζεξφηεηα ησλ δεζκψλ θαη κε απηφλ ηνλ ηξφπν δελ 

επλνεί ηε κε εηδηθή δέζκεπζε ηνπ αληρλεπηή.  

 Όζν κηθξφηεξνο είλαη ν φγθνο ηνπ δηαιχκαηνο πβξηδνπνίεζεο ηφζν απνηειεζκαηηθφηεξε είλαη ε πβξηδνπνίεζε δηφηη ε 

θηλεηηθή θαη ε επαλαζχλδεζε ησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ είλαη πην γξήγνξε.  
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 5C. 

ΤΒΡΗΓΟΠΟΗΖ΢Ζ ΚΑΣΑ SOUTHERN  

ΑΝΗΥΝΔΤ΢Ζ ΢ΖΜΑΣΟ΢ 

Η δηαδηθαζία ζπλίζηαηαη ζηελ απνκάθξπλζε ηνπ κε 

ζπλδεδεκέλνπ αληρλεπηή (βήκα 1-5), ζηελ πξφζδεζε 

ηεο ζηξεπηαβηδίλεο [ζχκπινθν ζηξεπηαβηδίλεο-

αιθαιηθήο θσζθαηάζεο (AP)] ζηε βηνηίλε (βήκα 6-8) 

θαη ζηελ αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο (βήκα 9-10). Η 

απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο ηνπ αληρλεπηή, ν νπνίνο 

δελ έρεη πξνζδεζεί θαζφινπ ή έρεη αζζελψο 

πβξηδνπνηεζεί κε εηδηθά, κε αιιεινπρίεο κε ηηο νπνίεο 

κπνξεί λα έρεη κηα κηθξνχ βαζκνχ νκνινγία 

επηηπγράλεηαη κε δηαιχκαηα πνπ πεξηέρνπλ άιαηα 

(SSC) ζε πξννδεπηηθά κεηνχκελεο ζπγθεληξψζεηο θαη 

ηελ θαηάιιειε πνζφηεηα SDS. Η πξφζδεζε ηεο 

ζηξεπηαβηδίλεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ πξνζζήθε 

ηεο ζε δηάιπκα πνπ πεξηέρεη απνβνπηπξσκέλν γάια, 

ψζηε λα κεησζνχλ νη κε εηδηθέο ζέζεηο ζχλδεζεο ηνπ 

αληηζψκαηνο. 

Η αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο βαζίδεηαη ζηελ ηθαλφηεηα 

ηζρπξήο ζχλδεζεο αλάκεζα ζηε βηνηίλε θαη ηελ 

ζηξεπηαβηδίλε, ε νπνία είλαη ζπλδεδεκέλε κε 

αιθαιηθή θσζθαηάζε, θαη ηελ ηδηφηεηά ηεο λα θαηαιχεη 

κία ρξσκνγφλν αληίδξαζε κε ην X-phosphate θαη ην 

NBT. Σν X-phosphate (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

phospate, 4-toluidine salt) ρξεζηκνπνηείηαη σο 

ππφζηξσκα γηα ηελ αιθαιηθή θσζθαηάζε θαη ην 5-

bromo-4-chloro-3-indoxyl πνπ ζρεκαηίδεηαη αληηδξά 

απζφξκεηα κε ην Ο2 γηα λα δψζεη κία αδηάιπηε 

εξπζξνθπαλή ρξψζε, ελψ ην NBT ρξεζηκνπνηείηαη σο 

δέθηεο ειεθηξνλίσλ αληί ηνπ Ο2. Η έληαζε ηνπ 

ζήκαηνο είλαη αλάινγε ηεο δξαζηηθφηεηαο ηνπ 

αληρλεπηή θαη αληηζηξφθσο αλάινγε ηνπ κήθνπο 

(Δηθφλα 5C.1).  

  

Δηθόλα 5C.1: Η ρξσκνγφλνο αληίδξαζε ησλ NBT/ BCIP κε ηελ αιθαιηθή θσζθαηάζε 
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη ε αλίρλεπζε πβξηδίσλ κεηαμχ ηνπ DNA πνπ απνκνλψζακε απφ δηάθνξα έληνκα θαη ηνπ 

αληρλεπηή πνπ ρξεζηκνπνηήζακε, ψζηε λα επηβεβαηψζνπκε ηελ πηζηφηεηα ηνπ πξντφληνο πνπ εληζρχζακε κε PCR 

ρξεζηκνπνηψληαο εθθπιηζκέλνπο εθθηλεηέο ζηελ Άζθεζε 2. Η εκθάληζε ζήκαηνο ζα θαηαδείμεη ηελ χπαξμε 

πβξηδίσλ.    

 

ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

Τιηθά: 

Γηάιπκα Πιχζεο 1:  2xSSC, 0.1%SDS 
Γηάιπκα Πιχζεο 2:   0.2xSSC, 0.1%SDS 
Γηάιπκα Α:    100mM Tris, 150mM NaCl, pH 7.5 
Γηάιπκα Β:     Γηάιπκα Α, 1% Blocking solution.  
Blocking δηάιπκα:  Δίλαη δηάιπκα απνβνπηπξσκέλνπ γάιαθηνο. ΢πλήζσο θαηαζθεπάδνπκε 

έλα stock δηάιπκα 10%, δειαδή δηαιχνπκε 10gr απνβνπηπξσκέλνπ 

γάιαθηνο ζε ζθφλε ζε 100ml Γηαιχκαηνο Α.  

Γηάιπκα C:     100mM Tris, 100mM NaCl, 50mM MgCl2, pH 9.5 

 
Πεηρακαηηθή δηαδηθαζία: 

Πιχζεηο 

1. Σν δηάιπκα πβξηδνπνίεζεο φπνπ πεξηέρεη ηνλ αληρλεπηή ζπιιέγεηαη ζε ζσιήλα ηχπνπ falcon θαη δηαηεξείηαη ζε 

ζεξκνθξαζία -20°C, έσο φηνπ επαλαρξεζηκνπνηεζεί. 

2. Η κεκβξάλε ηνπνζεηείηαη ζε εηδηθφ δνρείν, ην νπνίν πεξηέρεη δηάιπκα πιχζεο Α θαη επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ ππφ αλάδεπζε γηα 5 ιεπηά.  

3. Σν δηάιπκα απνξξίπηεηαη θαη επαλαιακβάλεηαη ην βήκα. 

4. Αθνινπζεί επψαζε ζε δηάιπκα πιχζεο Β ππφ αλάδεπζε ζηε ζεξκνθξαζία φπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ε 

πβξηδνπνίεζε γηα 15 ιεπηά. 

5. Σν δηάιπκα απνξξίπηεηαη θαη επαλαιακβάλεηαη ην βήκα 4.

 

΢εκείσζε 

 Όζν κεηψλεηαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ SSC ζην δηάιπκα πιχζεο (κείσζε ηνληηθήο ηζρχο), ηφζν επθνιφηεξα απνκαθξχλεηαη ν 

αληρλεπηήο. 

Δκθάληζε ζήκαηνο 

*Όλες οι επόμενες διεργαζίες πραγμαηοποιούνηαι ζε θερμοκραζία δωμαηίοσ 

6. Η κεκβξάλε εμηζνξξνπείηαη ζε δηάιπκα Α γηα 1 ιεπηφ θαη ζηε ζπλέρεηα επσάδεηαη ζε δηάιπκα Β γηα ηνπιάρηζηνλ 

25 ιεπηά.  

7. Σν δηάιπκα Β απνξξίπηεηαη θαη πξνζηίζεηαη δηάιπκα Β, ην νπνίν πεξηέρεη 5 κl ζπκπιφθνπ ζηξεπηαβηδίλεο-

αιθαιηθήο θσζθαηάζεο αλά 10 ml, θαη επσάδεηαη γηα 25 ιεπηά.  

8. Η κεκβξάλε μεπιέλεηαη ζε δηαιπκα Α γηα 10 ιεπηά θαη επαλαιακβάλεηαη ην βήκα. 

9. Η κεκβξάλε εμηζνξξνπείηαη ζε δηάιπκα C γηα 2 ιεπηά. 

10. Η αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη κε θάιπςε ηεο κεκβξάλεο κε πξφζθαηα παξαζθεπαζκέλνπ 

δηαιχκαηνο C, ην νπνίν πεξηέρεη 50 κl NBT θαη 37.5 κl BCIP αλά 10 ml δηαιχκαηνο. 

11. Η εκθάληζε δηαθφπηεηαη κε πνιιαπιέο πιχζεηο ηεο κεκβξάλεο κε dH2O. 
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΢εκεηψζεηο 

 Μεηά ηελ εκθάληζε, ε κεκβξάλε είλαη δπλαηφλ λα απνρξσκαηηζηεί κε επψαζε ζε δηάιπκα DMF (dimethylformamide) ζε 

ζεξκνθξαζία 50°C γηα 10 ιεπηά. 

 Όηαλ ν αληρλεπηήο είλαη βηνηηλπιησκέλνο, ε κεκβξάλε κπνξεί λα απνυβξηδνπνηεζεί κε επψαζε ζε δηάιπκα 1X SSC / 1% 

SDS ζε ζεξκνθξαζία 95C γηα 5 ιεπηά θαη εμηζνξξφπεζή ηεο ζε δηάιπκα 1Υ SCC ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 ιεπηά. 
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Ά΢ΚΖ΢Ζ 6. 

ΥΡΖ΢Ζ Ζ/Τ ΓΗΑ ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΓΔΓΟΜΔΝΧΝ 

 

ΑΝΑΚΣΖ΢Ζ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ DNA Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

ΑΠΟ ΣΖ ΒΑ΢Ζ ΓΔΓΟΜΔΝΧΝ GENBANK 

Η GenBank είλαη κηα βάζε δεδνκέλσλ κε ειεχζεξε 

πξφζβαζε, ε νπνία πεξηέρεη αιιεινπρίεο DNA θαη 

πξσηετλψλ (Benson et al, 2002). Η πξφζβαζε ζηελ 

GenBank γίλεηαη κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο Entrez ηνπ 

ΝCBI (National Center for Biotechnology Information), 

ην νπνίν είλαη δηαζέζηκν ζην δηθηπαθφ ηφπν 

www.ncbi.nlm.nih.gov. Γηα ηελ αλάθηεζε κηαο 

αιιεινπρίαο DNA ή πξσηεΐλεο ρξεζηκνπνηείηαη ν 

αληίζηνηρνο αξηζκφο πξφζβαζεο ηεο αιιεινπρίαο ή 

θαηάιιειε ιέμε-θιεηδί. 

 

΢ΤΓΚΡΗ΢Ζ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ DNA Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

Οη ζπγθξίζεηο κε ηηο λνπθιενηηδηθέο ή ακηλνμηθέο 

αιιεινπρίεο ηεο GenBank πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε 

ρξήζε ησλ πξνγξακκάησλ ηεο νηθνγέλεηαο BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 

1990), πνπ είλαη δηαζέζηκα ζην δηθηπαθφ ηφπν ηνπ 

ΝCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Σα πξνγξάκ-

καηα απηά ρξεζηκνπνηνχληαη κε ζθνπφ: 

 ηε ζχγθξηζε κηαο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο κε 

ηηο αιιεινπρίεο ηεο βάζεο δεδνκέλσλ (ΒLASTN), 

 ηε ζχγθξηζε κηαο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο κε ηηο 

αιιεινπρίεο ηεο βάζεο δεδνκέλσλ (BLASTP), 

Σν απνηέιεζκα ηεο ζχγθξηζεο απεηθνλίδεηαη απφ 

ην ινγηζκηθφ BLAST κε ηε κνξθή λνπθιενηηδηθψλ ή 

ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ (BLAST hits) ζηνηρηζκέλσλ 

κε ηελ αιιεινπρία πνπ απνηειεί ην εξψηεκα (Query) 

ηεο ζχγθξηζεο. Δπηπιένλ, αλαθέξεηαη ην πνζνζηφ 

ηαπηφηεηαο κεηαμχ ηνπ θάζε BLAST hit θαη ηεο 

αιιεινπρίαο Query, θαζψο θαη ε ηηκή Δ, ε νπνία 

εθθξάδεη ηε ζηαηηζηηθή ζπνπδαηφηεηα θάζε ζηνίρηζεο, 

δειαδή ηελ πηζαλφηεηα ε ζηνίρηζε λα είλαη ηπραία. Γηα 

φιεο ηηο ζπγθξίζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε εμ νξηζκνχ σο 

φξην ε ηηκή Δ=10 θαη νη κηθξφηεξεο απφ απηήλ ηηκέο 

ζεσξήζεθαλ απφ ην πξφγξακκα ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο. Οη απνδεθηέο ζηνηρίζεηο είραλ ζρεδφλ 

κεδεληθή ηηκή Δ. 

 

΢ΣΟΗΥΗ΢Ζ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ DNA ΄Ζ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

(CLUSTAL) ΚΑΗ ΚΑΣΑ΢ΚΔΤΖ ΔΞΔΛΗΚΣΗΚΧΝ 

ΓΔΝΣΡΧΝ (MEGA) 

Η ζηνίρηζε λνπθιενηηδηθψλ ή ακηλνμηθψλ άιιε-

ινπρηψλ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε ην 

πξφγξακκα ClustalW ζην δηθηπαθφ ηφπν 

www.ebi.ac.uk.clustalw. Γηα ηελ θαηαζθεπή 

θπινγελεηηθψλ δέληξσλ κε βάζε ηε ζηνίρηζε 

ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ην 

πξφγξακκα MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis, version 2.1) (Kumar et al, 2001). Η 

θαηαζθεπή ηνπο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε κέζνδν ησλ 

απνζηάζεσλ UPGMA (Unweighted Pair Group 

Method with Arithmatic Mean), κε βάζε ηελ νπνία ην 

κήθνο ησλ θιάδσλ ηνπ δέληξνπ εθθξάδνπλ ηηο 

αληηθαηαζηάζεηο ακηλνμέσλ. Οη εμειηθηηθέο απνζηάζεηο 

ππνινγίδνληαη (p-distances) αλά δεχγνο 

ζπγθξηλφκελσλ πξσηετλψλ εθθξάδνπλ ην πνζνζηφ 

ησλ ακηλνμέσλ πνπ είλαη δηαθνξεηηθά ζηηο δχν 

πξσηεΐλεο (p=Nd / L, φπνπ p είλαη ε εμειηθηηθή 

απφζηαζε, Νd o αξηζκφο ησλ δηαθνξεηηθψλ 

ακηλνμέσλ θαη L o ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ ακηλνμέσλ 

πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε ζηνίρηζε). Σν απνηέιεζκα ηεο 

αλάιπζεο αμηνινγείηαη απφ ηνλ ίδην αιγφξηζκν 

εθαξκφδνληαο ηε ζηαηηζηηθή δνθηκή „Bootstrap test‟ 

(Kumar et al, 2001). Ωο „αμηφπηζηε‟ ζεσξείηαη ε 

ηνπνινγία ηνπ δέληξνπ κε „ηηκή Bootstrap‟ κεγαιχηεξε 

απφ 90%. 

 

ΔΠΔΞΔΡΓΑ΢ΗΑ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ DNA ΜΔ ΣΟ 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ OMIGA 2.0 

Η επεμεξγαζία ησλ αιιεινπρίσλ DNA in silico, 

φπσο γηα παξάδεηγκα ε κεηάθξαζε ηνπο ζε πξσ-

ηεΐλε, νη ζέζεηο αλαγλψξηζεο πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ, 

εχξεζε αλαγλσζηηθνχ πιαηζίνπ θ.α, κπνξεί λα 

πξαγκαηνπνηεζεί κε ην πξφγξακκα κνξηαθήο 

αλάιπζεο Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd) (Kramer, 

2001). Σν Omiga 2.0 παξέρεη έλα ιεηηνπξγηθφ 

πεξηβάιινλ γηα ηελ επεμεξγαζία λνπθιετληθψλ θαη 

πξσηετληθψλ αιιεινπρηψλ πεξηιακβάλνληαο γξαθηθά 

θαη πξφζβαζε ζε δηθηπαθέο ζπλδέζεηο (BLAST, βάζε 

δεδνκέλσλ Genbank).   
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΢ΚΟΠΟ΢ Α΢ΚΖ΢Ζ΢ 

΢θνπφο ηεο άζθεζεο είλαη λα θαηαλνήζνπκε ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν κπνξνχκε λα ρξεζηκνπνηήζνπκε ηελ 

πιεξνθνξία πνπ είλαη δηαζέζηκε απφ ηελ αλάιπζε πξσηνδηάηαμεο άιισλ εηδψλ ηνπ γελεηηθνχ ηφπνπ πνπ καο 

ελδηαθέξεη, ψζηε λα πξνρσξήζνπκε ζε θπινγελεηηθή αλάιπζε κεηαμχ ησλ εηδψλ. Θα ρξεζηκνπνηήζνπκε ηα 

παξαθάησ παθέηα αλάιπζεο: 

1. Αλαδεηνχκε ζηε βάζε Entrez-Pubmed (http://www. ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez/) ηηο αιιεινπρίεο πνπ καο 

ελδηαθέξνπλ 

 

2. Η αιιεινπρία ηνπ είδνπο πνπ καο ελδηαθέξεη αλαιχεηαη ζην πξφγξακκα Omiga. Σν πξφγξακκα απηφ δίλεη 

πιεζψξα επηινγψλ, φπσο εχξεζε ζέζεσλ αλαγλψξηζεο απφ έλδπκα πεξηνξηζκνχ, ζχλζεζε εθθηλεηψλ, ζχγθξηζε 

θαη ηδηφηεηεο αιιεινπρηψλ θ.α.  

 

3. Οη αιιεινπρίεο εηζάγνληαη ζηελ επηινγή Clustal ηνπ πξνγξάκκαηνο Mega. Σν πξφγξακκα απηφ δίλεη ηε 

δπλαηφηεηα ζηνίρηζεο ησλ αιιεινπρηψλ. ΢ην ηέινο φιεο νη αιιεινπρίεο απνθηνχλ ην ίδην κήθνο. 

 

4. Απφ ηε ζηηγκή πνπ νη αιιεινπρίεο πνπ καο ελδηαθέξνπλ έρνπλ ίδην κήθνο, κπνξνχλ λα εηζαρζνχλ ζην 

πξφγξακκα αλάιπζεο Mega 3.1. Σν πξφγξακκα απηφ δίλεη ηε δπλαηφηεηα θπινγελεηηθήο αλάιπζεο ησλ 

απνηειεζκάησλ θαζψο θαη αλάιπζήο ηνπο κε ηε κέζνδν bootstrap. Σα απνηειέζκαηα νπηηθνπνηνχληαη κε ηε κνξθή 

δεληξνγξάκκαηνο.  
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Α. ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΠΡΧΣΟΓΗΑΣΑΞΖ΢ DNA ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΑ΢ (SEQUENCING) 

Πξνθεηκέλνπ λα κάζνπκε ην είδνο ηεο πιεξνθνξίαο πνπ είλαη απνζεθεπκέλε ζε έλα γνλίδην, ζα πξέπεη λα 

γλσξίδνπκε ηελ αιιεινπρία ησλ λνπθιενηηδίσλ ηνπ κνξίνπ. Τπάξρνπλ δχν ηερληθέο κε ηηο νπνίεο κπνξνχκε λα 

κάζνπκε ηε δνκή ελφο κνξίνπ DNA. Η πξψηε πνπ αλαπηχρζεθε απφ ηνπο Maxam-Gilbert (βξαβείν Nobel), είλαη ε 

ιεγφκελε ρεκηθή κέζνδνο (ή κέζνδνο ρεκηθήο ππνβάζκηζεο – chemical degradation method). Η δεχηεξε είλαη ε 

ελδπκηθή κέζνδνο (dideoxy-termination method) πνπ αλαπηχρζεθε απφ ηνλ Sanger (επίζεο βξαβείν Nobel). 

Αξρηθά, ε πξψηε ήηαλ πην δηαδεδνκέλε γηαηί ρξεζηκνπνηνχζε πην απιά αληηδξαζηήξηα, ζήκεξα φκσο 

ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο ε δεχηεξε ή ηξνπνπνηήζεηο ηεο (δίλεη θαιχηεξα απνηειέζκαηα θαη ρξεζηκνπνηεί ιηγφηεξν 

επηθίλδπλα αληηδξαζηήξηα). 

Καηά ηε τεκηθή κέζοδο, ε δηαδηθαζία μεθηλά κε κηα νκάδα ίδησλ δίθισλσλ κνξίσλ DNA επηζεκαζκέλσλ ζην 5` 

άθξν, πνπ έρνπλ παξαρζεί κε ηε βνήζεηα  ηεο πνιπλνπθιενηηδηθήο θηλάζεο. ΢ην πξψην ζηάδην νη θιψλνη ηεο δηπιήο 

έιηθαο δηαρσξίδνληαη θαη εθηίζεληαη ζε ήπηα θαηεξγαζία κε κηα ρεκηθή έλσζε πνπ θαηαζηξέθεη κία απφ ηηο ηέζζεξηο 

βάζεηο ζην DNA, π.ρ. ηελ αδελίλε. Δπεηδή ε θαηεξγαζία είλαη ήπηα, ζπλήζσο κφλν κηα αδελίλε θαηαζηξέθεηαη ζε 

θάζε κφξην, ηπραία. Απηφ δίλεη κηα νηθνγέλεηα ηκεκάησλ DNA δηαθνξεηηθνχ κήθνπο, πνπ αληηθαηνπηξίδνπλ ηηο 

δηαθνξεηηθέο πεξηνρέο ζηηο νπνίεο ππάξρεη αδελίλε ζην αξρηθφ κφξην DNA. Απηά ηα ηκήκαηα δηαρσξίδνληαη κε 

ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα θαη αληρλεχνληαη κε απηνξαδηνγξαθία. Μφλν ηα ηκήκαηα πνπ δηαζέηνπλ κηα 5` ηειηθή 
32

P θσζθνξηθή νκάδα ζα εκθαληζηνχλ ζην πήθησκα θαη ηα κεγέζε ηνπο απνθαιχπηνπλ ηηο απνζηάζεηο απφ ην 

επηζεκαζκέλν άθξν ζηηο νπνίεο πξνθχπηνπλ νη αδελίλεο. Γηα λα πξνζδηνξηζηεί νιφθιεξε ε αιιεινπρία, παξφκνηεο 

δηαδηθαζίεο αθνινπζνχληαη παξάιιεια ζε ηέζζεξα μερσξηζηά δείγκαηα ηνπ ίδηνπ επηζεκαζκέλνπ DNA κνξίνπ, 

ρξεζηκνπνηψληαο ρεκηθά αληηδξαζηήξηα πνπ θφβνπλ ην DNA ζε ζπκίλε ζην πξψην δείγκα, θπηνζίλε ζην δεχηεξν, 

γνπαλίλε ζην ηξίην θαη αδελίλε ζην ηέηαξην δείγκα. Σα ηκήκαηα απηά δηαρσξίδνληαη ζε παξάιιειεο δηαδξνκέο ελφο 

πεθηψκαηνο, δίλνληαο έλα κνηίβν ξαδηελεξγψλ δσλψλ DNA απφ ην νπνίν δηαβάδεηαη ε αιιεινπρία ηνπ DNA.   

Η κέζοδος Sanger, γλσζηή θαη σο δηδεφμπ-κέζνδνο, βαζίδεηαη ζηνλ βαζεν-εηδηθφ ηεξκαηηζκφ κηαο ελδπκηθά 

θαηαιπφκελεο αληίδξαζεο επέθηαζεο εθθηλεηή. Σέζζεξηο μερσξηζηέο αληηδξάζεηο γίλνληαη ηαπηφρξνλα, πνπ φιεο 

πεξηέρνπλ εθθηλεηή, DNA - κήηξα, έλδπκν πνιπκεξηζκνχ θαη ηα ηέζζεξα δενμπ-λνπθιενηίδηα (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP), αιιά θάζε κία πεξηέρεη θαη έλα ηξνπνπνηεκέλν λνπθιενηίδην, ην νπνίν ζηακαηά ηελ επέθηαζε ηεο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο. Σν λνπθιενηίδην απηφ είλαη έλα δηδεφμπ-λνπθιενηίδην, ην νπνίν κπνξεί θαη 

ελζσκαηψλεηαη ζηελ λενζπληηζέκελε αιπζίδα, φκσο δελ κπνξεί λα ζρεκαηίζεη θσζθνδηεζηεξηθφ δεζκφ κε 

επφκελν λνπθιενηίδην, γηαηί ιείπεη ην πδξνμχιην  ζηελ 3` ζέζε. ΢πλεπψο, ζε θάζε αληίδξαζε παξάγεηαη έλα κίγκα 

ζξαπζκάησλ πνπ φια ηεξκαηίδνπλ ζην ίδην ηξνπνπνηεκέλν λνπθιενηίδην (΢ρ.1). Όηαλ ηα πξντφληα απηψλ ησλ 

αληηδξάζεσλ ειεθηξνθνξεζνχλ ζηε ζεηξά, ε αθνινπζία κε ηελ νπνία ηα λνπθιενηίδηα πξνζηίζεληαη ζηνλ εθθηλεηή 

κπνξεί λα βξεζεί απφ ηα απμαλφκελνπ κεγέζνπο δηαδνρηθά ζξαχζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ ζηηο ηέζζεξηο ζεηξέο ηνπ 

πεθηψκαηνο ειεθηξνθφξεζεο (΢ρ.2). Η ζέζε ησλ ζξαπζκάησλ απηψλ απνθαιχπηεηαη κε ηελ ζήκαλζή ηνπο 

(ξαδηελεξγή ή θζνξίδνπζα), πξηλ ή θαηά ηελ δηάξθεηα ησλ αληηδξάζεσλ επέθηαζεο. 

Μεζνδνινγία: 

1. Σν δείγκα DNA πνπ ζέινπκε λα αλαιχζνπκε γίλεηαη κνλφθισλν θαη ρσξίδεηαη ζε ηέζζεξα δείγκαηα. 

2. ΢εκαίλνπκε κε θάπνην ηξφπν ηνλ εθθηλεηή ή θάπνην λνπθιενηίδην. 

3. ΢ε θάζε δείγκα πξνζηίζεληαη ν εθθηλεηήο, ηα ηέζζεξα δεφμπ-λνπθιενηίδηα, DNA πνιπκεξάζε θαη έλα απφ ηα 

ηέζζεξα δηδεφμπ-λνπθιενηίδηα (απηφ ζε πεξηνξηζκέλε πνζφηεηα). 

4. Αθνινπζεί ε επέθηαζε ηνπ DNA, ε νπνία ηεξκαηίδεηαη φηαλ ελζσκαησζεί ην δηδεφμπ-λνπθιενηίδην (δίλνληαο 

έηζη ηκήκαηα DNA δηαθφξσλ κεγεζψλ, αλάινγα κε ην πφηε ελζσκαηψζεθε ην δηδεφμπ-λνπθιενηίδην. 

5. Σν DNA απνδηαηάζζεηαη θαη ειεθηξνθνξείηαη ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ, φπνπ ηα θνκκάηηα 

δηαρσξίδνληαη βάζε κεγέζνπο 

6. Η νπηηθνπνίεζε γίλεηαη ζε θηικ απηνξαδηνγξαθίαο, αλ ε ζήκαλζε έγηλε κε ξαδηελέξγεηα, ή ζε ππεξηψδεο 

θσο, αλ ε ζήκαλζε έγηλε κε θζνξηζκφ. 
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DYE TERMINATOR SEQUENCING 

Η αλάπηπμε ησλ δηαθφξσλ θζνξηδνπζψλ 

ρξσζηηθψλ έρεη επηηξέςεη ηελ εμέιημε ηεο 

κεζφδνπ. ΢εκαίλνληαο ηα λνπθιενηίδηα 

ηεξκαηηζκνχ, φρη κε ξαδηελέξγεηα, αιιά κε 

ρξσζηηθέο πνπ κπνξνχλ λα εθπέκπνπλ 

θζνξηζκφ ζε δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο, 

είλαη δπλαηφ λα ειεθηξνθνξεζνχλ νη 4 

αληηδξάζεηο ζηελ ίδηα δηαδξνκή. Έηζη ε 

κέζνδνο γίλεηαη πην γξήγνξε θαη εχθνιε 

(΢ρ.3). 

Οη ζχγρξνλεο ζπζθεπέο αιιεινχρηζεο κπνξνχλ λα αλαιχζνπλ σο θαη 384 δείγκαηα ζεκαζκέλα κε θζνξηζκφ ζε 

έλα „ηξέμηκν‟ θαη κπνξνχλ λα ηξέμνπλ 24 θνξέο δείγκαηα ζε κηα εκέξα. Μπνξνχλ λα δηαβάζνπλ σο θαη 1000 δεχγε 

βάζεσλ κήθνο αιιεινπρίαο 

 

PYROSEQUENCING 

Η ηειεπηαία αλάπηπμε ζηελ αλάιπζε ηεο πξσηνδηάηαμεο DNA αιιεινπρηψλ. Δίλαη κηα κέζνδνο γηα ην δηάβαζκα 

κηθξψλ αιιεινπρηψλ DNA, θαζψο θαη γηα αλάιπζε κεηαιιάμεσλ θαη SNPs. Σππηθά απαηηνχληαη πεξίπνπ 10 ιεπηά 

γηα ηηο αληηδξάζεηο 96 δεηγκάησλ θαη 30-45 ιεπηά γηα ηελ αλάιπζε ησλ 40-50 βάζεσλ. Γελ ρξεζηκνπνηεί 

πεθηψκαηα ή ρξσζηηθέο ζήκαλζεο.  

Μεζνδνινγία: 

1. Έλαο εθθηλεηήο αιιεινχρηζεο (sequencing primer) πβξηδίδεηαη ζε κνλφθισλν DNA, πνπ έρεη πξνθχςεη κέζσ 

PCR θαη επσάδεηαη κε ηα έλδπκα DNA πνιπκεξάζε, ATP ζνπιθνξπιάζε, ινπζηθεξάζε θαη λνπθιενηηδάζε, θαζψο 

θαη κε ηα ππνζηξψκαηα adenosine 5´ phosphosulfate (APS) θαη ινπζηθεξίλε. 

2. Σν πξψην απφ ηα ηέζζεξα dNTPs πξνζηίζεηαη ζηελ αληίδξαζε. Η DNA πνιπκεξάζε θαηαιχεη ηελ 

ελζσκάησζή ηνπ ζηελ αιπζίδα ηνπ DNA, αλ είλαη ζπκπιεξσκαηηθή κε ηε βάζε ζηε κήηξα DNA. Κάζε 

ελζσκάησζε ζπλνδεχεηαη απφ ηελ απειεπζέξσζε δηθσζθνξηθήο νκάδαο, ηζνκνξηαθήο κε ην πνζφ ηνπ 

λνπθιενηηδίνπ πνπ ελζσκαηψλεηαη (΢ρ.4). 

Σχήμα 3 

Σχήμα 1 Σχήμα 2 
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3. Η ATP ζνπιθνξπιάζε κεηαηξέπεη ηε δηθσζθνξηθή νκάδα ζε ATP, παξνπζία ηνπ APS. Απηφ ην ATP νδεγεί 

ζηελ πξνθαινχκελε απφ ηε ινπζηθεξάζε κεηαηξνπή ηεο ινπζηθεξίλεο ζε νμπ-ινπζηθεξίλε, πνπ παξάγεη νξαηφ 

θσο ζε πνζφ αλάινγν ηνπ ATP. Σν θσο απηφ αληρλεχεηαη απφ κηα „θάκεξα‟ θαη εκθαλίδεηαη σο θνξπθή ζε έλα 

΄ππξφγξακκα‟. Κάζε ζήκα θσηφο είλαη αλάινγν ηνπ αξηζκνχ ησλ λνπθιενηηδίσλ πνπ ελζσκαηψζεθαλ (΢ρ.5). 

4. Η λνπθιενηηδάζε (apyrase), έλα έλδπκν πνπ δηαζπά λνπθιενηίδηα, ζπλερψο απνδνκεί ηα κε ελζσκαησκέλα 

λνπθιενηίδηα θαη ηελ πεξίζζεηα ηνπ ATP. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο απνδφκεζεο, ην επφκελν λνπθιενηίδην 

πξνζηίζεηαη (΢ρ.6). 

5. Η πξνζζήθε ησλ λνπθιενηηδίσλ γίλεηαη έλα θάζε θνξά. ΢εκεηψλεηαη φηη ε deoxyadenosine alpha-thio 

triphosphate (dATPαS) ρξεζηκνπνηείηαη σο αληηθαηαζηάηεο ηεο ηξηθσζθνξηθήο δεφμπ-αδελνζίλεο (dATP), επεηδή 

αλαγλσξίδεηαη απφ ηελ DNA πνιπκεξάζε, αιιά φρη απφ ηε ινπζηθεξάζε.  

Καζψο ζπλερίδεηαη ε δηαδηθαζία, ε ζπκπιεξσκαηηθή αιπζίδα ζρεκαηίδεηαη βήκα-βήκα θαη ε λνπθιενηηδηθή 

αιιεινπρία θαζνξίδεηαη απφ ηηο θνξπθέο ζην ππξφγξακκα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

454 SEQUENCING 

Δίλαη έλα ζχζηεκα γηα καδηθή αιιεινχρηζε θαηά ηε ζχλζεζε, πνπ βαζίδεηαη ζηε κέζνδν pyrosequencing. 

Μπνξεί λα αλαιχζεη σο θαη 20 Mbp, ζε 4,5 ψξεο, ρξεζηκνπνηψληαο ηε ζπζθεπή αιιεινχρηζεο GS20 (΢ρ.9). Η 

κέζνδνο μεθηλάεη κε ηνλ ηεκαρηζκφ ηνπ DNA ζε ηκήκαηα 300 – 500 bp. ΢ηα άθξα ησλ ζξαπζκάησλ 

πξνζζέηνληαη θνληνί ζπλδέηεο, νη νπνίνη ρξεζηκνπνηνχληαη σο εθθηλεηέο γηα ηελ PCR ελίζρπζε ησλ θνκκαηηψλ 

απηψλ, θαζψο θαη σο εθθηλεηέο γηα ηελ αιιεινχρηζή ηνπο. Δπίζεο, ν έλαο απφ ηνπο δχν εθθηλεηέο πεξηέρεη 

βηνηίλε, ε νπνία ρξεζηκεχεη γηα ηε δέζκεπζε ησλ θνκκαηηψλ απηψλ πάλσ ζε ζθαηξίδηα θαιπκκέλα κε 

ζηξεπηαβηδίλε (΢ρ.7). Αθνινπζεί PCR θαη ηνπνζέηεζε ησλ ζθαηξηδίσλ ζε πεγαδάθηα δηακέηξνπ 44κm ηνπ 

PicoTiterPlate, ην νπνίν είλαη έλα ηζηπάθη νπηηθψλ ηλψλ (΢ρ.8). Μεηά απφ επηδηφξζσζε εγθνπήο (nick repair), ε 

κε βηνηπληιησκέλε αιπζίδα DNA απειεπζεξψλεηαη θαη ρξεζηκνπνηείηαη σο κνλφθισλε κήηξα. ΢ην θάζε 

πεγαδάθη ηνπνζεηείηαη θαη κείγκα απφ πνιπκεξάζε, ζνπιθνξπιάζε θαη ινπζηθεξάζε θαη ην ηζηπάθη 

ηνπνζεηείηαη ζηε ζπζθεπή αιιεινχρηζεο. ΢ε απηή ηε θάζε ηα ηέζζεξα λνπθιενηίδηα „ξένπλ‟ κε ηε ζεηξά πάλσ 

απφ ηα πεγαδάθηα θαη ζπλεπψο φια ηα εθαηνληάδεο ρηιηάδεο αθηλεηνπνηεκέλα DNAs αλαιχνληαη ηαπηφρξνλα. 

Σν βαζηθφ κεηνλέθηεκα απηήο ηεο ηερλνινγίαο είλαη ε αδπλακία λα  αλαιχζεη ζσζηά αιιεινπρίεο πνπ έρνπλ 

πάλσ απφ νθηψ ίδηα λνπθιενηίδηα ζηε ζεηξά (είλαη δχζθνιε ε δηάθξηζε ηεο έληαζεο ηνπ θσηφο πνπ 

εθπέκπεηαη). 

 
 

 

Σχήμα 4 
Σχήμα 5 

Σχήμα 6 

Σχήμα 7 Σχήμα 8 

Σχήμα 9 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/9/97/DNA_to_PTP_12JanB_w_Arrows.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/c/cf/454GS20.JPG
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B. ΥΡΖ΢Ζ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΣΧΝ ΒΗΟΠΛΖΡΟΦΟΡΗΚΖ΢ 

 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
 
Σν πξφγξακκα απηφ παξέρεη ηε δπλαηφηεηα θπινγελεηηθήο αλάιπζεο ησλ απνηειεζκάησλ 

θαζψο θαη αλάιπζήο ηνπο κε ηε κέζνδν bootstrap. Σα απνηειέζκαηα νπηηθνπνηνχληαη κε ηε κνξθή 

δελδξνγξάκκαηνο (Β), αθνχ πξνεγεζεί ε ζηνίρηζε ησλ αιιεινπρηψλ (Α).  

Α. ΢ηοίτηζε αιιειοστηώλ  

Απαξαίηεην ζηάδην ζηελ εχξεζε ηεο γελεηηθήο απφζηαζεο κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ θαη ηελ θαηαζθεπή 

θπινγελεηηθψλ δέληξσλ απνηειεί ε ζηνίρηζε ησλ ππφ κειέηε αιιεινπρηψλ (alignment). Η ζηνίρηζε ησλ 

αιιεινπρηψλ ηνπ εξγαζηεξίνπ ζην MEGA 4.1 ζα πξαγκαηνπνηεζεί κε ην πξφγξακκα ClustalW, ην νπνίν 

επζπγξακκίδεη απηφκαηα αθνινπζίεο βάζεσλ ή ακηλνμέσλ θαη πξνηείλεη πνζνζηηαίεο απνζηάζεηο κεηαμχ ησλ 

αθνινπζηψλ βαζηζκέλεο ζηνλ αξηζκφ θαη ην είδνο ησλ κεηαιιαγψλ πνπ παξαηεξνχληαη. 

1. Δθθίλεζε πξνγξάκκαηνο MEGA 4.1 

2. ΢ηε γξακκή εξγαζηψλ ηνπ θεληξηθνχ παξαζχξνπ ηνπ πξνγξάκκαηνο επηιέγνπκε ηελ εληνιή Alignment θαη ζηε 

ζπλέρεηα ηελ ππνεληνιή Alignment Explorer/CLUSTAL 

 
3. Δπηιέγνπκε ηε δεκηνπξγία λέαο ζηνίρηζεο αιιεινπρηψλ:  

Create new alignment  

4. Δπηιέγνπκε ηελ εληνιή YES ή NO ζην παξάζπξν δηαιφγνπ πνπ εκθαλίδεηαη γηα λα πξνζδηνξίζνπκε εάλ 

δεκηνπξγνχκε λνπθιενηηδηθή ή πξσηετληθή αιιεινπρία, αληίζηνηρα.  

5. ΢ηε γξακκή εξγαζηψλ ηνπ παξαζχξνπ Alignment Explorer επηιέγνπκε ηελ εληνιή Web θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ 

ππνεληνιή Query Genbank 

 

6. ΢ηo παξάζπξν ηεο ηζηνζειίδαο NCBI Entrez πνπ αλνίγεη, αλαδεηνχκε ηηο αιιεινπρίεο κε βάζε ην Accession 

Number (ηεο ιίζηαο ηνπ εξγαζηεξίνπ) θαη ηηο πξνζζέηνπκε ζην παξάζπξν Alignment Explorer κε ηελ εληνιή 

Add to Alignment  

7. Δθφζνλ έρνπλ εηζαρζεί φιεο νη αιιεινπρίεο, θιείλνπκε ην παξάζπξν ηεο ηζηνζειίδαο NCBI Entrez θαη ηνπ 

παξαζχξνπ Alignment Explorer (ζα πεξηέρεη φιεο ηηο αθνινπζίεο πνπ πξνζζέζακε). ΢ηα κελχκαηα πνπ 
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εκθαλίδνληαη γηα ηελ απνζήθεπζε ηνπ αξρείνπ ζηνίρηζεο “current alignment session” θαη ηνπ “MEGA file” 

επηιέγνπκε Yes.  

8. Δηζάγνπκε έλαλ ηίηιν ζην παξάζπξν “Title” πνπ εκθαλίδεηαη ελψ ζην επφκελν παξάζπξν δηαιφγνπ επηιέγνπκε 

Νο ζηελ εξψηεζε “Protein- coding nucleotide sequence data”.   

9. ΢ην ηειηθφ παξάζπξν δηαιφγνπ θαη ζηελ εξψηεζε “Οpen the data file in MEGA” πνπ εκθαλίδεηαη επηιέγνπκε Yes 

 

Σν αξρείν MEGA πνπ αλνίγεη παξνπζηάδεη ηελ ζηνίρηζε ησλ αιιεινπρηψλ ζχκθσλα κε ην πξφγξακκα Clustal.  

 

Β. Καηαζθεσή δελδρογράκκαηος 

 

10. ΢ηε γξακκή εξγαζηψλ ηνπ θεληξηθνχ παξαζχξνπ ηνπ πξνγξάκκαηνο  επηιέγνπκε ηελ εληνιή   

      Phylogeny θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ ππνεληνιή Βootstrap Test of Phylogeny θαη Neighbor Joining. 

 

11. Δπηιέγνπκε  ψζηε λα νπηηθνπνηεζεί ε ζηνίρηζε ησλ αιιεινπρηψλ κε ηε κνξθή δελδξνγξάκκαηνο.  

 

 

 

 

(Phylogeny Inference Package) 

 

Σν PHYLIP απνηειεί έλα παθέην πξνγξακκάησλ πνπ παξέρνπλ ηε δπλαηφηεηα 

θπινγελεηηθήο αλάιπζεο απνηειεζκάησλ, ηα νπνία κπνξεί λα αθνξνχλ αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ, αιιεινπρίεο 

πξσηετλψλ, ζπρλφηεηεο αιιεινκφξθσλ, ζέζεηο αλαγλψξηζεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ θ.α. Σν πξφγξακκα πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηήζνπκε ζην εξγαζηήξην είλαη ην Restml.  

 

Restml (Restriction sites Maximun Likelihood)  

Σν Restml βαζίδεηαη ζηνλ πνιπκνξθηζκφ πνπ εκθαλίδνπλ νη δηάθνξεο αιιεινπρίεο σο πξνο ηηο ζέζεηο 

αλαγλψξηζεο ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ, ψζηε λα θαηαζθεπάζεη έλα θπινγελεηηθφ δελδξφγξακκα. 

Απαξαίηεην βήκα απνηειεί ε δεκηνπξγίαο κηαο κήηξαο δπαδηθψλ ραξαθηήξσλ παξνπζίαο/απνπζίαο ζεκείσλ 

πέςεο κε ηε κνξθή txt. (A) θαη ζηε ζπλέρεηα ε αλάιπζε ηεο κήηξαο ζην πξφγξακκα (Β).   
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Α. Γεκηοσργία κήηρας 

 

Η κήηξα πξέπεη λα δεκηνπξγεζεί σο αξρείν txt. (γηα παξάδεηγκα ζην ΢εκεησκαηάξην-WordPad) θαη λα παξνπζηάδεη 

ηελ αθφινπζε κνξθή  

 

1. ΢ηε  πξψηε ζεηξά ζεκεηψλνπκε ηα είδε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αλάιπζε, ηνλ αξηζκφ ησλ ζέζεσλ 

αλαγλψξηζεο ησλ ελδχκσλ θαζψο θαη ηνλ αξηζκφ ησλ ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ.  

 Ο πξψηνο αξηζκφο (6) αληηπξνζσπεχεη ηνλ αξηζκφ ησλ εηδψλ πνπ ζα κειεηεζνχλ (alpha, beta, gamma, 

delta, epsilon,zita) 

 Ο δεχηεξνο ζηε ζεηξά αξηζκφο (5) αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκφ ησλ ζέζεσλ αλαγλψξηζεο ησλ ελδχκσλ 

πεξηνξηζκνχ (ε παξνπζία ή απνπζία κία ζέζεο αλαγλψξηζεο ελδχκνπ πεξηνξηζκνχ ζεκεηψλεηαη κε + ή -, 

αληίζηνηρα).   

 Ο ηξίηνο αξηζκφο αληηζηνηρεί ζηνλ αξηζκφ ησλ ελδχκσλ πεξηνξηζκνχ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. 

2. ΢ηε ζπλέρεηα ζεκεηψλνπκε ην θάζε είδνο κε ηνλ απιφηππν ηνπ (π.ρ. alpha --+--) 

 Σν φλνκα ηνπ είδνπο πξέπεη λα πεξηέρεη κέρξη 10 ραξαθηήξεο 

 Ο απιφηππνο ζεκεηψλεηαη απφ ηνλ ελδέθαην ραξαθηήξα (εάλ θάπνην φλνκα είλαη κηθξφηεξν ζε κέγεζνο, 

αθήλνπκε θελφ κέρξη θαη ην ραξαθηήξα 10) 

3. Απνζεθεχνπκε ην αξρείν ζε κνξθή txt.  

 

B. Αλάισζε ηες κήηρας ζηο πρόγρακκα Restml 

 

4. Άλνηγκα ηνπ θαθέινπ Phylip-3.69 θαη ζηελ ζπλέρεηα άλνηγκα ηνπ ππνθαθέινπ exe 

5. Δθθίλεζε ηνπ πξνγξάκκαηνο Restml   

 

 

6. ΢ην παξάζπξν εληνιψλ MS-DOS πνπ αλνίγεη, αλαδεηνχκε ην αξρείν txt. πνπ δεκηνπξγήζακε 

  

7. ΢ηελ επφκελε εληνιή πνπ εκθαλίδεηαη (παξνπζηάδνληαη νη παξάκεηξνη πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζεη ην πξφγξακκα) 

πιεθηξνινγνχκε ην γξάκκα Τ θαη ζηε ζπλέρεηα Enter, ψζηε λα νινθιεξσζεί ε αλάιπζε.  

8. Πιεθηξνινγνχκε Enter γηα λα θιείζεη ην πξφγξακκα. ΢ην θάθειν exe ηνπ PhYLIP πξέπεη λα ππάξρεη έλα αξρείν 

“Outtree”. 
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9. Γηα λα εκθαληζηεί ην δελδξφγξακκα, εθθηλνχκε ην πξφγξακκα TreeView θαη ζχξνπκε ζε απηφ (drag and drop) ην 

αξρείν Outtrree.  

 

 

 



45 

 

C     

Σα πξνθαξπσηηθά θχηηαξα πεξηέρνπλ ηξία rRNAs (16S, 23S θαη 5S), ηα νπνία ζρεκαηίδνληαη απφ έλα 

πξφδξνκν rRNA κεηάγξαθν. Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα πεξηέρνπλ ηέζζεξα rRNAs. Έλα απφ απηά (5S 

rRNA) κεηαγξάθεηαη απφ δηαθνξεηηθφ γνλίδην ελψ ηα ππφινηπα ηξία (18S, 28S θαη 5.8S) 

κεηαγξάθνληαη απφ έλα θνηλφ πξφδξνκν rRNA (pre-rRNA). Σν 5.8S rRNA, ην νπνίν βξίζθεηαη κφλν 

ζηνπο επθαξπψηεο, αθνχ απνθνπεί ζηε ζπλέρεηα ζπλδέεηαη κε δεζκνχο πδξνγφλνπ κε ην 28S rRNA.  
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D. ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ  

* Το κεθάλαιο D προέρτεηαι από ηην Άζκηζη 2 ηοσ 

εργαζηηριακού οδηγού ηης Μοριακής Βιολογίας Ι 

Η  ειεθηξνθφξεζε είλαη κία κέζνδνο 

δηαρσξηζκνχ, νπηηθνπνίεζεο θαη απνκφλσζεο 

κνξίσλ κε εθαξκνγή ζηε κνξηαθή βηνινγία, ηε 

βηνρεκεία, ηελ πξσηετληθή ρεκεία, ηε θαξκαθνινγία 

θ.α. Η ηερληθή είλαη απιή, γξήγνξε θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ 

κεγέζνπο θαη ηεο θαζαξφηεηαο ελφο δείγκαηνο θαζψο 

θαη ην δηαρσξηζκφ κηγκάησλ κνξίσλ, ηα νπνία δελ 

κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ κε άιιεο ηερληθέο, φπσο 

π.ρ. κε θπγνθέληξεζε κε βαζκίδσζε ππθλφηεηαο. 

Γείγκα κπνξεί λα απνηειέζεη θάζε κφξην ην νπνίν 

θέξεη θνξηίν - απφ νιφθιεξα θχηηαξα έσο 

πξσηεΐλεο, πεπηίδηα, λνπθιετθά νμέα (DNA, RNA), 

ακηλνμέα, θ.α.  

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ αξρή κεηαλάζηεπζεο 

θνξηηζκέλσλ κνξίσλ θάησ απφ ηελ επίδξαζε ελφο 

εμσηεξηθά εθαξκνδφκελνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Η 

ειεθηξνζηαηηθή δχλακε πνπ αλαπηχζζεηαη 

θαηεπζχλεη ηα θνξηηζκέλα κφξηα πξνο ην ειεθηξφδην 

ηνπ αληίζεηνπ θνξηίνπ. Λφγσ ησλ δηαθνξεηηθψλ 

θνξηίσλ θαη καδψλ, ηα δηάθνξα κφξηα ζα θηλεζνχλ κε 

δηαθνξεηηθέο ηαρχηεηεο (θηλεηηθφηεηα, κεηαλάζηεπζε).  

Η ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε 

πεθηψκαηα (gels) αγαξφδεο ή πνιπαθξπιακηδίνπ. Η 

επηινγή εμαξηάηαη θπξίσο απφ ην κέγεζνο ηνπ 

ηκήκαηνο πνπ ζέινπκε λα δηαρσξίζνπκε. Σα 

πεθηψκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα 

ην δηαρσξηζκφ κνξίσλ φηαλ απαηηείηαη κεγάιε 

δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα, αθφκε θαη κεηαμχ κνξίσλ πνπ 

δηαθέξνπλ ζε κέγεζνο κφλν θαηά 0.1% (αθφκε θαη 1 

βάζε). Αληίζεηα, ηα πεθηψκαηα αγαξφδεο 

παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξν εχξνο δηαρσξηζκνχ 

κεηαμχ ησλ κνξίσλ (απφ 50 bp έσο Mb) (Sambrook 

et al., 1991). 

Η πξψηε θαηαγξαθή ειεθηξνθφξεζεο κνξίσλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ην 1942, φπνπ νη Coleman θαη 

Miller αλέθεξαλ ηε κεηαθίλεζε νπδέηεξσλ εμφδσλ 

(hexoses) πξνο ηελ άλνδν ζε δηάιπκα βνξηθνχ 

λαηξίνπ, ελψ ε ρξήζε ηνπ βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ σο 

κέζν ρξψζεο γηα ηελ νπηηθνπνίεζε ηνπ DNA εηζήρζε 

ην 1972 (Aaij & Borst, 1972).   

 

ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ DNA ΢Δ ΠΖΚΣΧΜΑ ΑΓΑΡΟΕΖ΢ 

Η ειεθηξνθφξεζε ηνπ DNA ζε πήθησκα 

αγαξφδεο ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ην δηαρσξηζκφ 

κνξίσλ δίθισλνπ DNA ζε νπδέηεξν pH (π.ρ. χζηεξα 

απφ θαηάηκεζε κε ελδνλνπθιεάζεο πεξηνξηζκνχ γηα 

ηε ραξηνγξάθεζε θισλνπνηεκέλσλ ηκεκάησλ ή ηε 

κεηαθνξά θαηά Southern θαη ηελ πβξηδνπνίεζε 

θαζψο θαη γηα ηελ αλάιπζε PCR πξντφλησλ φπσο 

ζηε κνξηαθή δηάγλσζε αζζελεηψλ). Τπφ απηέο ηηο 

ζπλζήθεο (νπδέηεξν pH) ην DNA θέξεη αξλεηηθφ 

θνξηίν ιφγσ ησλ θσζθνξηθψλ ηνπ νκάδσλ. 

Δπνκέλσο, αλ ηνπνζεηεζνχλ ηκήκαηα DNA ζηελ 

θάζνδν (-) ζα θηλεζνχλ πξνο ηελ άλνδν (+).  

Η ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα ηνπ DNA 

θαζνξίδεηαη απφ ηηο εμήο παξακέηξνπο : 

α. ην κέγεζνο ηνπ DNA - δίθισλα γξακκηθά κφξηα 

DNA θηλνχληαη κε ξπζκφ αληηζηξφθσο αλάινγν ηνπ 

ινγαξίζκνπ (log) ηνπ κνξηαθνχ ηνπο βάξνπο (Helling 

et al., 1974),  

β. ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο – ε θηλεηηθφηεηα 

ελφο ηκήκαηνο DNA δηαθέξεη ζε πεθηψκαηα 

δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο αγαξφδεο. Η 

ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα ηνπ DNA (κ) θαη ε 

ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο ζην πήθησκα (η) 

ζπλδένληαη κε ηνλ ηχπν log κ = log κν - Kr η, φπνπ κν 

ε ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα ηνπ DNA θαη Kr ν 

ζπληειεζηήο επηβξάδπλζεο, ν νπνίνο έρεη ζρέζε κε 

ηηο ηδηφηεηεο ηνπ πεθηψκαηνο, ην κέγεζνο θαη ην 

ζρήκα ησλ θηλνχκελσλ κνξίσλ,  

 

γ. Σε ζηεξενδηάηαμε ηνπ DNA. Η θιεηζηή 

(ππεξειηθσκέλε) θπθιηθή κνξθή (κνξθή Ι), ε αλνηθηή 

θπθιηθή κνξθή (κνξθή ΙΙ) θαη γξακκηθφ DNA (κνξθή 

ΙΙΙ) ηνπ ίδηνπ κνξηαθνχ βάξνπο έρνπλ δηαθνξεηηθή 

θηλεηηθφηεηα ζε πεθηψκαηα αγαξφδεο. Οη ζρεηηθέο 



48 

 

θηλεηηθφηεηεο ησλ ηξηψλ κνξθψλ εμαξηψληαη θπξίσο 

απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο ζην πήθησκα, 

αιιά επεξεάδνληαη επίζεο απφ ηελ έληαζε ηνπ 

ξεχκαηνο, ηελ ηνληθή ηζρχ ηνπ ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο θαη ην βαζκφ ππεξειίθσζεο ηεο κνξθήο Ι 

ηνπ DNA. Κάησ απφ νξηζκέλεο ζπλζήθεο, ε κνξθή Ι 

θηλείηαη γξεγνξφηεξα απφ ηε κνξθή ΙΙΙ. Κάησ απφ 

άιιεο ζπλζήθεο ζπκβαίλεη ην αληίζηξνθν. Μηα 

κέζνδνο αλαγλψξηζεο ησλ δηαθνξεηηθψλ 

ζηεξενδηαηάμεσλ ηνπ DNA είλαη λα θάλνπκε ηελ 

ειεθηξνθφξεζε παξνπζία απμαλνκέλσλ πνζνηήησλ 

βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ. Καζψο απμάλεηαη ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ, πεξηζζφηεξε 

ρξσζηηθή δεζκεχεηαη ζην DNA. Έηζη, αλαηξνχληαη 

πξννδεπηηθά νη αξλεηηθέο ζηξνθέο ππεξέιηθαο ηεο 

κνξθήο Ι θαη κεηψλεηαη ε θηλεηηθφηεηά ηεο. ΢ην 

θξίζηκν ζεκείν ζπγθέληξσζεο ειεχζεξνπ 

βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ, φηαλ δειαδή δελ ππάξρνπλ 

πιένλ ζηξνθέο ππεξέιηθαο, ε κνξθή Ι απνθηά ηελ 

ειάρηζηε θηλεηηθφηεηά ηεο. Αλ απμήζνπκε αθφκα 

πεξηζζφηεξν ηε ζπγθέληξσζε βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ, 

δεκηνπξγνχληαη ζεηηθέο ζηξνθέο ππεξέιηθαο θαη ε 

θηλεηηθφηεηα ηεο κνξθήο Ι απμάλεηαη γξήγνξα. 

΢πγρξφλσο, νη θηλεηηθφηεηεο ησλ κνξθψλ ΙΙ θαη ΙΙΙ 

κεηψλνληαη κε δηαθνξεηηθφ ξπζκφ ε θάζε κία, πξάγκα 

πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο εμνπδεηέξσζεο ησλ 

θνξηίσλ θαη ηεο κεγαιχηεξεο "δπζθακςίαο” πνπ 

απνθηά ην DNA απφ ηε δξάζε ηνπ βξσκηνχρνπ 

αηζηδίνπ. Γηα ηα πεξηζζφηεξα δείγκαηα ηεο κνξθήο Ι, 

ε θξίζηκε ζπγθέληξσζε ειεχζεξνπ βξσκηνχρνπ 

αηζηδίνπ είλαη απφ 0.1 έσο 0.5 κg/ml. (Thorne, 1966),  

δ. ηελ ηάζε ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ πνπ εθαξκφδεηαη 

– ζε ρακειή ηάζε (volts) ξεχκαηνο ν ξπζκφο 

κεηαλάζηεπζεο γξακκηθψλ κνξίσλ DNA είλαη 

αλάινγνο ηεο εθαξκνδφκελεο ηάζεο, ελψ φζν 

απμάλεηαη ε ηάζε (αχμεζε ησλ volts), ε θηλεηηθφηεηα 

ηκεκάησλ DNA κεγάινπ κνξηαθνχ βάξνπο απμάλεηαη 

κε δηαθνξεηηθφ ζπληειεζηή γηα ην θάζε ηκήκα,  

ε. ηελ παξνπζία ρξσζηηθψλ – ην βξσκηνχρν αηζίδην 

κεηψλεη ηελ ειεθηξνθνξεηηθή ηθαλφηεηα ησλ 

γξακκηθψλ κνξίσλ πεξίπνπ θαηά 15%, ιφγσ ηνπ 

γεγνλφηνο φηη παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ βάζεσλ, 

απμάλνληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ην κήθνο ηνπο θαη 

θαζηζηψληαο ηα πην άθακπηα,   

δ. ηε ζχζηαζε θαη ηελ ηνληηθή ηζρχ ηνπ δηαιχκαηνο 

ειεθηξνθφξεζεο (Buffer) – απνπζία ηφλησλ, ε 

ειεθηξηθή αγσγηκφηεηα είλαη ειάρηζηε κε απνηέιεζκα 

ην DNA λα θηλείηαη κε αξγφ ξπζκφ, ελψ πςειή ηνληηθή 

ηζρχο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ηήμε ηνπ πεθηψκαηνο 

θαη απνδηάηαμε ηνπ DNA ιφγσ ηεο πςειήο 

ζεξκνθξαζίαο πνπ πξνθαιείηαη απφ ηελ απμεκέλε 

ειεθηξηθή αγσγηκφηεηα. 

Αγαρόδε 

Η αγαξφδε είλαη έλαο θπηηθφο πνιπζαθραξίηεο πνπ 

παξάγεηαη απφ δηάθνξα θχθε ηνπ είδνπο 

Rhodophycae (Geldium amansii, G. cartilagineum) 

θαη ην πήθησκα πνπ ζρεκαηίδεη δελ είλαη ζπκπαγήο 

αιιά πεξηιακβάλεη πφξνπο, ην κέγεζνο ησλ νπνίσλ 

είλαη αληηζηξφθσο αλάινγν πξνο ηε ζπγθέληξσζε. Η 

ηθαλφηεηα ηεο λα δεκηνπξγεί πεθηψκαηα νθείιεηαη 

ζηελ ηδηφηεηα ηεο λα ηήθεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

βξαζκνχ ηνπ λεξνχ θαη λα ζηεξενπνηείηαη φηαλ ε 

ζεξκνθξαζία κεηψλεηαη ζηνπο 40-42ºC. Λφγσ ηεο 

κηθξήο κεραληθήο αληνρήο ηεο αγαξφδεο, ηα 

πεθηψκαηα αγαξφδεο ειεθηξνθνξνχληαη ζε 

νξηδφληηεο ζπζθεπέο. 

Ρσζκηζηηθά δηαιύκαηα (Buffer) 

Ο ξφινο ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο είλαη λα 

δηαηεξεί ζηαζεξή ηελ θαηαλνκή ηνπ ειεθηξηθνχ 

πεδίνπ, ε νπνία κεηξείηαη ζε volts / cm.  Σα 

ξπζκηζηηθά δηαιχκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

πεξηέρνπλ Tris-νμηθφ, -βνξηθφ ή –θσζθνξηθφ ζε 

ζπγθέληξσζε 50-100 mM θαη EDTA κε pH πεξίπνπ 

8.0. Η πξνζζήθε ηνπ EDTA εμαζθαιίδεη ηε δέζκεπζε 

ησλ δηζζελψλ θαηηφλησλ ψζηε λα παξεκπνδηζηεί ε 

δξάζε λνπθιεαζψλ. ΢πλήζσο ηα παξαζθεπάδνπκε 

ζε πεληαπιάζηα ή δεθαπιάζηα ζπγθέληξσζε (5Υ ή 

10Υ) θαη ηα δηαηεξνχκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

Η ξπζκηζηηθή ηθαλφηεηα ηνπ Tris-νμηθνχ (ΣΑΔ) είλαη 

ρακειή θαη γη απηφ πξνηηκάηαη λα ρξεζηκνπνηείηαη ην 

Tris-θσζθνξηθφ θαη ην Tris-βνξηθφ (ΣΒΔ) πνπ δίλνπλ 

εμίζνπ θαιφ δηαρσξηζκφ θη έρνπλ πςειή ξπζκηζηηθή 

ηθαλφηεηα.  

Βρωκηούτο αηζίδηο 

Η πην θνηλή ρξσζηηθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

εκθάληζε ησλ δσλψλ ηνπ DNA ζε πεθηψκαηα 

αγαξφδεο είλαη ην βξσκηνχρν αηζίδην (EtBr). Σν 

βξσκηνχρν αηζίδην είλαη κία θζνξίδνπζα ρξσζηηθή. 

Σν κφξην ηνπ πεξηιακβάλεη έλαλ νξηδφληην δαθηχιην 

πνπ έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ 
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βάζεσλ DNA. Η UV αθηηλνβνιία, ε νπνία 

απνξξνθάηαη είηε απφ ην DNA ζηα 260nm θαη 

κεηαβηβάδεηαη ζην βξσκηνχρν αηζίδην είηε απφ ηελ 

ίδηα ηε ρξσζηηθή ζηα 302 nm θαη 366 nm, εθπέκπεηαη 

ζηα 590nm ζηελ εξπζξν-πνξηνθαιί πεξηνρή ηνπ 

νξαηνχ θάζκαηνο κε απνηέιεζκα ηα κφξηα ηνπ DNA 

λα θζνξίδνπλ φηαλ εθηεζνχλ ζε ππεξηψδε 

αθηηλνβνιία (Sharp et al., 1973). Η έληαζε ρξψζεο 

είλαη αλάινγε ηνπ κεγέζνπο ηνπ ηκήκαηνο DNA.  

Υρωζηηθή θόρηωζες (gel loading) 

Σν δηάιπκα θφξησζεο πεξηέρεη θπαλφ ηεο μπιφιεο, 

κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο, γιπθεξφιε θαη dH2O. Σν 

θπαλφ ηεο μπιφιεο θαη ην κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο 

είλαη δχν ρξσζηηθέο ηρλειαζηκφηεηαο ρακεινχ 

κνξηαθνχ βάξνπο κε αξλεηηθφ θνξηίν θαη επνκέλσο 

θηλνχληαη πξνο ηελ ίδηα θαηεχζπλζε κε ην DNA, 

επηηξέπνληαο ηνλ έιεγρν ηεο πξνφδνπ ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο. Σν κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο 

κεηαθηλείηαη πεξίπνπ φπσο έλα ηκήκα γξακκηθνχ 

δίθισλνπ DNA κεγέζνπο 300 bp, ελψ ην θπαλφ ηεο 

μπιφιεο φπσο έλα ηκήκα κεγέζνπο 4000 bp, ζε 

πήθησκα αγαξφδεο 1%. Δπνκέλσο, ζε έλα πήθησκα 

ε πξψηε ρξσζηηθή πνπ παξαηεξείηαη είλαη ην θπαλφ 

ηεο μπιφιεο θαη ε δεχηεξε – ε νπνία δελ πξέπεη λα 

θζάζεη ζην θαηψηαην φξην ηνπ πεθηψκαηνο φηαλ 

κειεηάκε κηθξνχ κεγέζνπο ηκήκαηα DNA – είλαη ην 

κπιε ηεο βξσκνθαηλφιεο. Η γιπθεξφιε απμάλεη ηελ 

ππθλφηεηα ησλ δεηγκάησλ ψζηε λα δηεπθνιπλζεί ε 

εηζαγσγή ηνπο ζηα “πεγαδάθηα” ηνπ πεθηψκαηνο.  

Μάρησρας 

Ο κάξηπξαο πεξηέρεη δψλεο γλσζηνχ κνξηαθνχ 

βάξνπο θαη ζχκθσλα κε απηφλ θαη αλάινγα κε ηε 

ζέζε θάζε δψλεο ππνινγίδεηαη ην κνξηαθφ βάξνο ησλ 

ηκεκάησλ DNA  

 

  

Δηθφλα 1: Η δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθφξεζεο 
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E.  ΑΛΤ΢ΗΓΧΣΖ ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

ΠΟΛΤΜΔΡΑ΢Ζ΢ (PCR) 

* Το κεθάλαιο E προέρτεηαι από ηην Άζκηζη 1 ηοσ 

εργαζηηριακού οδηγού ηης Μοριακής Βιολογίας Ι 

 

ΘΔΧΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

H ηερληθή PCR είλαη έλα ζεκαληηθφ εξγαιείν ηεο 

Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη ηεο Βηνρεκείαο κε 

ζπνπδαηφηεηα γηα ηελ έξεπλα εθάκηιιε ησλ ελδχκσλ 

πεξηνξηζκνχ θαη ηεο πβξηδνπνίεζεο ηνπ DNA ζε 

κεκβξάλεο. 

Η αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

απνηειεί κηα γξήγνξε, εχθνιε θαη νηθνλνκηθή ηερληθή 

πνπ επηηξέπεη ηνλ ελδπκηθφ πνιιαπιαζηαζκφ in vitro 

(ρσξίο ηε ρξήζε δσληαλψλ κηθξννξγαληζκψλ, φπσο 

ε E. coli ή νη δχκεο) επηιεγκέλσλ αιιεινπρηψλ DNA. 

Πξφθεηηαη γηα κία εμαηξεηηθά επηιεθηηθή θαη επαίζζεηε 

κέζνδν, θαζψο έρεη δπλαηφηεηα αλίρλεπζεο κηαο 

αιιεινπρίαο απφ έλα κφλν κφξην DNA (Li et al., 

1990). 

 H PCR αλαθνηλψζεθε ζηελ επηζηεκνληθή 

θνηλφηεηα γηα πξψηε θνξά ζηα κέζα ηεο δεθαεηίαο 

ηνπ ‟80 (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis & 

Faloona, 1987). Μεηά ηελ πξψηε αλαθνίλσζε, ε 

ηερληθή δηαδφζεθε ζηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα κε 

ηελ ηαρχηεηα αλσζιδωηής ανηίδραζης. Καζψο φιν θαη 

πεξηζζφηεξνη επηζηήκνλεο ήξζαλ ζε επαθή κε ηελ 

PCR, εηζήγαγαλ κεηαηξνπέο, παξαιιαγέο θαη 

πιεζψξα εθαξκνγψλ θαη ζε πνιχ κηθξφ ρξνληθφ 

δηάζηεκα ε PCR έγηλε κηα ηερληθή ξνπηίλαο γηα ηελ 

έξεπλα. Υαξαθηεξηζηηθφ είλαη φηη κέρξη ην 1993, φπνπ 

ν K. Mullis ηηκήζεθε κε ην βξαβείν Νφκπει Υεκείαο 

γηα ηελ θαζνξηζηηθή ζπκβνιή ηνπ ζηελ αλάπηπμε ηεο 

ηερληθήο, ε PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ζε πεξηζζφηεξεο 

απφ 7.000 επηζηεκνληθέο εξγαζίεο. ΢ήκεξα 

αληηκεησπίδεηαη ζαλ κηα απφ ηηο πην ζεκαληηθέο 

επηζηεκνληθέο αλαθαιχςεηο ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο 

θαη έρεη αιιάμεη κε επαλαζηαηηθφ ηξφπν ηε κειέηε ηνπ 

DNA.   

H ηερληθή PCR ιφγσ ηεο απιφηεηάο ηεο 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε έλα επξχ θάζκα εξεπλεηηθψλ 

εθαξκνγψλ, φπσο ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ κνλαδηθψλ 

γνληδίσλ κέζα απφ πνιχπινθεο γνληδησκαηηθέο 

αιιεινπρίεο, ηε γξήγνξε ηαπηνπνίεζε θαη εχξεζε 

ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο θισλνπνηεκέλνπ 

DNA θαηεπζείαλ απφ απνηθίεο βαθηεξίσλ ή πιάθεο 

βαθηεξηνθάγσλ, ηε γνληδηαθή θισλνπνίεζε, ηελ in 

vitro θαηεπζπλφκελε κεηαιιαμηγέλεζε, ηελ αλίρλεπζε 

γνληδηαθψλ κεηαιιάμεσλ. Αθφκε, εθηφο ησλ 

εξεπλεηηθψλ εθαξκνγψλ, πιεζψξα δηαγλσζηηθψλ 

εθαξκνγψλ βαζίδνληαη ζε απηή ηελ ηερληθή φπσο: ε 

αλαγλψξηζε ηψλ θαη βαθηεξίσλ (πρ, αλίρλεπζε ηνπ 

ηνχ ηνπ AIDS), ε αλαγλψξηζε δηαθφξσλ παζνγφλσλ 

ζε ηξνθέο θαη πφζηκν λεξφ, ε ηαπηνπνίεζε 

νηθνγελεηαθψλ ζρέζεσλ αμηνπνηψληαο πνιπκνξθηθέο 

αιιεινπρίεο DNA, ε αλαγλψξηζε ζπκάησλ θαη 

ελφρσλ αθφκα θαη γηα εγθιήκαηα πνπ δηεπξάρζεζαλ 

πξηλ απφ δεθαεηίεο ή εθαηνληαεηίεο, φπσο θαη ζε 

παιαηνληνινγηθέο εμειηθηηθέο κειέηεο θαζψο θαζηζηά 

δπλαηή ηελ ελίζρπζε αιιεινπρηψλ αθφκε θαη απφ 

ίρλε DNA πνπ βξίζθνληαη ζε απνιηζψκαηα.   

 

ΑΡΥΖ ΣΖ΢ ΜΔΘΟΓΟΤ 

Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ επαλαιακβαλφκελε 

αληηγξαθή ελφο ηκήκαηνο DNA (γλσζηνχ ή 

αγλψζηνπ) κε ηε βνήζεηα κηαο εηδηθήο ζεξκναλζεθηη-

θήο πνιπκεξάζεο θαη δχν νιηγνλνπθιενηηδηθψλ 

εθθηλεηψλ ζρεδηαζκέλσλ ζε γλσζηέο αιιεινπρίεο. 

Έηζη, έλα δείγκα DNA αλακεηγλχεηαη κε ηα ηέζζεξα 

δενμπξηβνλνπθιενηίδηα, ηα δχν ελαξθηήξηα νιηγνλνπ-

θιενηίδηα (εθθηλεηέο, primers) θαη ηελ εηδηθή DNA 

πνιπκεξάζε. Tν δείγκα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 94-95ºC 

γηα λα απνδηαηαρζεί ην DNA θαη αθνινχζσο ςχρεηαη 

ζηνπο 50-65ºC γηα λα πβξηδνπνηεζνχλ νη εθθηλεηέο κε 

ηηο απνδηαηαγκέλεο αιπζίδεο ηνπ DNA. Aθνινπζεί 

πνιπκεξηζκφο ζηνπο 72ºC θαη ηα παξαπάλσ βήκαηα 

επαλαιακβάλνληαη πνιιέο θνξέο έσο φηνπ ζπληεζεί 

αξθεηή πνζφηεηα ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο.  

 

ΣΑ ΒΑ΢ΗΚΑ ΢Τ΢ΣΑΣΗΚΑ ΜΗΑ΢ ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ΢ PCR 

Μία αληίδξαζε PCR πξέπεη λα πεξηέρεη ηα εμήο 

ζπζηαηηθά:  

1. Μηα εηδηθή DNA πνιπκεξάζε, ηελ Taq DNA 

πνιπκεξάζε, ε νπνία έρεη απνκνλσζεί απφ ην 

ζεξκναλζεθηηθφ βαθηήξην Thermus aquaticus (Saiki 

et al., 1988) θαη επηηξέπεη ηε ρξεζηκνπνίεζε πςειψλ 

ζεξκνθξαζηψλ ζηα βήκαηα πβξηδηζκνχ θαη 

επηκήθπλζεο. Ο ρξφλνο εκηδσήο ηνπ ελδχκνπ ζε 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=E._coli&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%96%CF%8D%CE%BC%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
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πςειέο ζεξκνθξαζίεο δίλεηαη απφ ηνλ παξαθάησ 

πίλαθα: 

 Η Taq πνιπκεξάζε έρεη κνξηαθφ βάξνο 94-kDa, 

παξνπζηάδεη βέιηηζηε ζεξκνθξαζία πνιπκεξηζκνχ 

75-80°C θαη ηαρχηεηα ζχλζεζεο 150 λνπθιενηίδηα / 

κφξην ελδχκνπ ην δεπηεξφιεπην. Η Taq πνιπκεξάζε 

δελ πεξηέρεη 3΄  5΄ δξάζε εμσλνπθιεάζεο θαη έηζη 

ζην ηειηθφ πξντφλ παξακέλνπλ λνπθιενηίδηα πνπ 

έρνπλ εηζαρζεί ιαλζαζκέλα. Δπίζεο, πςειή 

ζπγθέληξσζε ηφλησλ Mg
++

 (>10 mM), λνπθιενηηδίσλ 

(>4-6 mM) ή/θαη κνλνζζελψλ ηφλησλ Na
+
, Κ

+ 
(>50 

mM) απνηεινχλ αλαζηαιηηθνχο παξάγνληεο γηα ηε 

δξάζε ηεο.  

 

2. Έλα δεχγνο ζπλζεηηθψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ, ηα 

νπνία απνθαινχληαη εθθηλεηέο θαη θαζνξίδνπλ ηα 

φξηα ηνπ ηκήκαηνο DNA πνπ ζα εληζρπζεί. Η 

ζπγθέληξσζε ησλ εθθηλεηψλ θαζνξίδεηαη ζπλήζσο 

κεηαμχ 0.4-0.6 κM ελψ κεγαιχηεξεο ζπγθεληξψζεηο 

κπνξνχλ λα πξνθαιέζνπλ ιαλζαζκέλε έλαξμε, 

ελίζρπζε κε εηδηθψλ πξντφλησλ θαη δεκηνπξγία 

δηκεξψλ (primer-dimer) πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

επίζεο σο DNA ζηφρνο, ειαηηψλνληαο έηζη ηε 

ζχλζεζε εηδηθψλ πξντφλησλ. Σα νιηγνλνπθιενηίδηα 

πξέπεη λα είλαη αληηπαξάιιεινπ πξνζαλαηνιηζκνχ 

θαη θαζέλα ζπκπιεξσκαηηθφ πξνο ηε κία αιπζίδα 

ηνπ ππφ κειέηε DNA. Όζνλ αθνξά ζην ζρεδηαζκφ 

ησλ εθθηλεηψλ πξέπεη λα ιακβάλνληαη ππφςε ηα 

παξαθάησ: 

I. ην κήθνο ηνπο λα θπκαίλεηαη κεηαμχ 18-24 

λνπθιενηηδίσλ, 

II. ε θαηαλνκή ησλ λνπθιενηηδίσλ λα είλαη ηπραία θαη 

ε πεξηεθηηθφηεηα ζε G/C λα είλαη κεηαμχ 40-60%. 

Δπίζεο πξέπεη λα απνθεχγνληαη πεξηνρέο κε 

πνιππνπξίλεο ή πνιπππξηκηδίλεο θαζψο θαη 

επαλαιήςεηο λνπθιενηηδίσλ, 

III. λα κελ εκθαλίδνπλ ζπκπιεξσκαηηθφηεηα ζην 3΄ ή 

5΄ άθξν ηνπο, ψζηε λα απνθεχγεηαη ε 

ρξεζηκνπνίεζή ηνπο σο ππφζηξσκα θαη ζπλεπψο 

ε παξαγσγή κε εηδηθψλ πξντφλησλ (primer-

dimer), 

IV. λα κελ πεξηέρνπλ εζσηεξηθέο παιίλδξνκεο 

αιιεινπρίεο, 

V. λα κελ ππάξρνπλ επαλαιήςεηο 3 ή πεξηζζνηέξσλ 

C ή G ζην 3΄ άθξν, δηφηη κπνξεί λα ρξεζηκεχνπλ 

γηα ιαλζαζκέλε έλαξμε ζε πεξηνρέο DNΑ πνπ 

είλαη πινχζηεο ζε G+C, 

VI. λα παξνπζηάδνπλ παξφκνηεο ηηκέο ζεξκνθξαζίαο 

ηήμεο Tm (melting temperature). Η ζεξκνθξαζία 

ηήμεο ππνινγίδεηαη θαηά πξνζέγγηζε κε ηελ εμήο 

ζρέζε: 2ºC γηα θάζε Α ή Σ θαη 4ºC γηα θάζε G ή C 

[Tm= 2 x (A+T) + 4 x (G+C)]. Με απηφλ ηνλ 

ππνινγηζκφ είλαη επηζπκεηφ ε ζεξκνθξαζία ηήμεο 

ησλ εθθηλεηψλ λα βξίζθεηαη κεηαμχ 50ºC θαη 70ºC. 

Δπίζεο, εηδηθνί εθθηλεηέο κπνξνχλ λα ζρεδηαζηνχλ 

γηα δηάθνξεο πεξηπηψζεηο PCR, φπσο κε 

θαζνξηζκέλα λνπθιενηίδηα ζην 5΄ άθξν (πνπ δελ 

παξνπζηάδνπλ νκνινγία κε ην ππφζηξσκα DNA) θαη 

ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ ελζσκάησζε 

αιιεινπρηψλ, πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ, ζηα άθξα ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο. Με 

απηφλ ηνλ ηξφπν δηεπθνιχλεηαη ε θισλνπνίεζε ηνπ 

πξντφληνο (δείηε Άζθεζε 3). Δπηπξφζζεηα 

λνπθιενηίδηα ζηα άθξα εθθηλεηψλ ρξεζηκνπνηνχληαη 

επίζεο γηα ηελ εηζαγσγή ξπζκηζηηθψλ ζηνηρείσλ ζηελ 

αιιεινπρία ελφο DNA, ή κηαο ηξηπιέηαο (ATG) γηα 

ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο θ.α. Δλαξθηήξηα 

νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ πεξηιακβάλνπλ έλα ή 

πεξηζζφηεξα λνπθιενηίδηα απφ ηε ζπκπιεξσκαηηθή 

αιιεινπρία ηνπ DNA ζηφρνπ, ρξεζηκνπνηνχληαη γηα 

ηε δεκηνπξγία κεηαιιάμεσλ. 

  

3. Καηάιιειν δηάιπκα ειεχζεξσλ 5΄ ηξηθσζθνξηθψλ 

δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ (dNTPs: dATP, dTTP, 

dCTP, dGTP) ζε ζπγθέληξσζε 0.2 mM ην θαζέλα, 

ψζηε λα πεξηνξηζηεί ε πηζαλφηεηα εηζαγσγήο 

ιαλζαζκέλνπ λνπθιενηηδίνπ. Η εηζαγσγή ιαλζα-

ζκέλσλ λνπθιενηηδίσλ είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέ-

ληξσζεο ηνπ θάζε λνπθιενηηδίνπ ζηελ αληίδξαζε. 

Έηζη, ζε ζπγθέληξσζε 1 mM γηα θάζε λνπθιενηίδην ε 

ζπρλφηεηα ιάζνπο είλαη πεξίπνπ 1.66 x 10
-4

 

πνιπκεξηζκέλα λνπθιενηίδηα αλά θχθιν, ελψ ζε 

κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε (0.2 mM) ην ιάζνο 

ειαηηψλεηαη ζεκαληηθά θαη γίλεηαη κηθξφηεξν απφ 5 x 
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. Έιιεηςε ηζνξξνπίαο ζην κείγκα ησλ dNTPs 

κεηψλεη επίζεο ηελ πηζηφηεηα ηεο Taq πνιπκεξάζεο. 

4. Καηάιιειε ζπγθέληξσζε δηαιχκαηνο MgCl2. Η 

παξνπζία ηφλησλ Mg
+2

 είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δξάζε 

ηεο πνιπκεξάζεο. Σα ηφληα Mg
+2

 ζρεκαηίδνπλ 

δηαιπηά ζχκπινθα κε ηα dNTPs ψζηε λα 

δεκηνπξγήζνπλ ην πξαγκαηηθφ ππφζηξσκα πνπ 

αλαγλσξίδεη ε πνιπκεξάζε. Η ζπγθέληξσζε ησλ 

ειεπζέξσλ ηφλησλ Mg
+2

 εμαξηάηαη απφ ηηο 

ζπγθεληξψζεηο ησλ ελψζεσλ πνπ δεζκεχνπλ ην ηφλ 

κεηαμχ ησλ νπνίσλ είλαη ηα dNTPs, ην EDTA θαη 

θσζθνξηθά ηφληα. Οη βέιηηζηεο ζπγθεληξψζεηο Mg
+2

 

είλαη 1.5-2.0 mM, ελψ πςειή ζπγθέληξσζε (>4 mM) 

απμάλεη ηε ζπρλφηεηα ηνπ πνιπκεξηζκνχ ιάζνπο 

λνπθιενηηδίσλ αιιά θαη ηελ ελίζρπζε κε εηδηθψλ 

πξντφλησλ (Harris & Jones, 1997),.  

 

5. Δηδηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (buffer) ηεο Taq 

πνιπκεξάζεο, ψζηε λα δηαηεξνχληαη ζηαζεξά ην pH 

θαη ε ηνληθή ηζρχο ηνπ πεξηβάιινληνο ηεο αληίδξαζεο, 

ηα νπνία παξέρνληαη απφ ηελ παξνπζία Tris-HCl θαη 

NaCl ή KCl, αληίζηνηρα. Η αληίδξαζε ρξεηάδεηαη 

κνλνζζελή ηφληα K
+
 ή Na

+
 ζε ζπγθέληξσζε 25-50 

mM, ελψ ην Tris-HCl βξίζθεηαη ζε ζπγθέληξσζε 10-

50 mM κε pH κεηαμχ 8.3 θαη 8.8 ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο, φπνπ 

νη ζεξκνθξαζίεο θζάλνπλ έσο ηνπο 94ºC, ην pH 

θπκαίλεηαη κεηαμχ 6.8 θαη 7.8. Σέινο, ζην ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα πεξηέρνληαη επίζεο ζηαζεξνπνηεηέο 

ελδχκνπ, φπσο δειαηίλε ή νξνιεπθσκαηίλε (bovine 

serum albumin-BSA) θαη κε ηνληηθά απνξξππαληηθά 

(Tween 20 θαη Triton X-100). 

 

6. Σνλ ζηφρν (κήηξα) DNA, ε πνζφηεηα ηνπ νπνίνπ 

εμαξηάηαη απφ ηνλ αξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ ηνπ. ΢ηηο 

βέιηηζηεο ζπλζήθεο, ε ηερληθή PCR κπνξεί 

ζεσξεηηθά λα εληζρχζεη ηελ αιιεινπρία ζηφρν απφ 

έλα κφλν αληίγξαθν DNA. Παξφια απηά ζε κία 

ηππηθή αληίδξαζε ε πνζφηεηα DNA πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ 

γνληδηψκαηνο ηνπ ππφ κειέηε νξγαληζκνχ θαη 

αληηζηνηρεί ζε αξθεηέο ρηιηάδεο αληίγξαθα ζηφρνπ. 

Γηα παξάδεηγκα, πεξίπνπ 3 x 10
5
 κνξηαθνί ζηφρνη κηαο 

κνλαδηθήο αιιεινπρίαο αληηζηνηρνχλ ζε πνζφηεηα 1 κg 

γνληδησκαηηθνχ DNA ζειαζηηθνχ (ην απινεηδέο 

γνληδίσκα ηνπ αλζξψπνπ έρεη βάξνο 3 pg), 10 ng 

DNA δπκνκχθεηα, 1 ng βαθηεξηαθνχ DNA απφ E. coli θαη 1 

pg πιαζκηδηαθνχ DNA. ΢πλήζσο, ε πνζφηεηα ηνπ DNA 

πνπ ρξεηάδεηαη γηα ηελ αληίδξαζε θπκαίλεηαη απφ 0.1 

pg έσο 1 ng φηαλ πξφθεηηαη γηα πιαζκηδηαθφ DNA, 

ελψ φηαλ ν ζηφρνο είλαη γνληδησκαηηθν DNA 

ζειαζηηθνχ ε πνζφηεηα θπκαίλεηαη απφ 5 έσο 100 

ng. Δάλ ε πνζφηεηα ηνπ DNA είλαη κεγάιε (>1000 

ng), ππάξρεη πηζαλφηεηα λα δεκηνπξγεζνχλ πξντφληα 

πνπ δελ αληηζηνηρνχλ ζηνλ επηζπκεηφ ζηφρν DNA. 

Δπίζεο, ην DNA πξέπεη α. λα κελ είλαη 

θαηεζηξακκέλν (degraded) ζηελ πεξηνρή ηνπ ζηφρνπ, 

ψζηε λα ππάξρεη ε δπλαηφηεηα λα εληζρπζεί απηή ε 

πεξηνρή θαη β. λα είλαη πςειήο θαζαξφηεηαο ρσξίο 

θαηλφιεο, πνιπζαθραξίηεο, απνξξππαληηθά, EDTA ή 

άιια ρεκηθά πνπ κπνξεί λα έρνπλ αλαζηαιηηθή 

δξάζε 

.  

ΠΟΛΤΜΔΡΗ΢ΜΟ΢ 

Κάζε θχθινο πνιπκεξηζκνχ απνηειείηαη απφ ηα εμήο 

βήκαηα:  

1. Σελ απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηφρνπ (κήηξα). Οιηθή 

απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηφρνπ πξαγκαηνπνηείηαη 

ζπλήζσο ζε ζεξκνθξαζία 94°C γηα 30 δεπηεξφιεπηα. 

΢ε πεξηπηψζεηο φκσο ππνζηξψκαηνο DNA πινχζηνπ 

ζε G+C απαηηείηαη πςειφηεξε ζεξκνθξαζία.  Παξφιν 

πνπ ε πςειή ζεξκνθξαζία απνηειεί απαξαίηεην 

βήκα γηα ηελ απνδηάηαμε, ρξεηάδεηαη πξνζνρή ψζηε 

λα κε δηαξθεί πεξηζζφηεξν ηνπ αλαγθαίνπ γηαηί ηφηε 

ειαηηψλεηαη ε ελεξγφηεηα ηνπ ελδχκνπ. 

2. Σελ πβξηδνπνίεζε ησλ εηδηθψλ εθθηλεηψλ ζηνλ 

απνδηαηαγκέλν DNA ζηφρν. Η ζεξκνθξαζία θαη ν 

ρξφλνο πνπ ρξεηάδεηαη γηα ηελ πβξηδνπνίεζε ησλ 

εθθηλεηψλ εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζή ηνπο ζηελ 

αληίδξαζε, ην κήθνο θαη ηελ αιιεινπρία ησλ βάζεψλ 

ηνπο. Η ζεξκνθξαζία ηεο αληίδξαζεο γηα ηελ 

πβξηδνπνίεζε ξπζκίδεηαη πεξίπνπ 5°C ρακειφηεξα 

απφ ην ππνινγηδφκελν ζεκείν ηήμεο (Tm). 

Θεξκνθξαζίεο κεηαμχ 55ºC θαη 65ºC δίλνπλ ζπλήζσο 

ηα θαιχηεξα απνηειέζκαηα. Απμάλνληαο ηε 

ζεξκνθξαζία ηεο πβξηδνπνίεζεο, απμάλεηαη ε 

εηδηθφηεηα ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο ιφγσ ηνπ φηη 

πεξηνξίδεηαη ε πβξηδνπνίεζε ησλ εθθηλεηψλ ζηηο 

πεξηνρέο ηνπ DNA κε ηε κέγηζηε ζπκπιεξσ-

καηηθφηεηα.   
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3. Σε ζχλζεζε (επηκήθπλζε) απφ θάζε εθθηλεηή κηαο 

ζπκπιεξσκαηηθήο αιπζίδαο. Ο ρξφλνο γηα ηελ 

επηκήθπλζε εμαξηάηαη απφ ην κήθνο θαη ηε 

ζπγθέληξσζε ηεο αιιεινπρίαο ζηφρνπ θαη απφ ηε 

ζεξκνθξαζία ηεο αληίδξαζεο. ΢πλήζσο, ε 

επηκήθπλζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία 72°C, 

ζηελ νπνία ε Taq πνιπκεξάζε πξνζζέηεη 35-100 

λνπθιενηίδηα αλά δεπηεξφιεπην αλάινγα κε ην pH, ηε 

ζπγθέληξσζε ηφλησλ, ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θαη ην 

είδνο ηνπ ππνζηξψκαηνο DNA. Γηάξθεηα 

επηκήθπλζεο 1 ιεπηνχ ζηνπο 72ºC είλαη αξθεηή γηα 

πξντφληα ηειηθνχ κήθνπο 2000 λνπθιενηηδίσλ. 

Γηάξθεηα επηκήθπλζεο κεγαιχηεξε ηνπ ελφο ιεπηνχ 

είλαη ρξήζηκε ζε αξρηθνχο θχθινπο πνιπκεξηζκνχ αλ 

ε ζπγθέληξσζε ηνπ ππνζηξψκαηνο είλαη πνιχ κηθξή, 

ή ζηα ηειηθά ζηάδηα φηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

πξντφληνο ππεξηεξεί ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ελδχκνπ.  

Ο πξψηνο θχθινο νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ δχν λέσλ 

αιπζίδσλ απξνζδηνξίζηνπ κήθνπο πνπ, καδί κε ηηο 

παηξηθέο αιπζίδεο, ζπκκεηέρνπλ ζηνπο επφκελνπο 

θχθινπο πνιπκεξηζκνχ. Σέηνηα πξντφληα 

ζπζζσξεχνληαη αξηζκεηηθά ζε θάζε επφκελν θχθιν. 

Αληίζεηα, απφ ην δεχηεξν θχθιν θαη κεηά ζπληίζεληαη 

θαη αιπζίδεο κε θαζνξηζκέλν κήθνο (ίζν κε ηελ 

απφζηαζε αλάκεζα ζηα 5΄ άθξα ησλ δχν εθθηλεηψλ) 

νη νπνίεο ζπκκεηέρνπλ σο κήηξα ζηνπο επφκελνπο 

θχθινπο. Σα πξντφληα απηά ζπζζσξεχνληαη εθζεηηθά 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο νδεγψληαο ζε 

πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ηκήκαηνο DNA.  

Με ηνλ ηξφπν απηφ κεηά ηελ νινθιήξσζε n θχθισλ 

ε αξρηθή αιιεινπρία έρεη πνιιαπιαζηαζηεί 2
n
 θνξέο. 

Ο αξηζκφο ησλ θχθισλ ηεο αληίδξαζεο εμαξηάηαη 

θπξίσο απφ ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηνπ DNA 

ζηφρνπ. Έλα θνηλφ ιάζνο είλαη ε δηεμαγσγή πνιχ 

πεξηζζφηεξσλ θχθισλ απφ φζνπο ρξεηάδνληαη κε 

απνηέιεζκα λα απμάλεηαη ν αξηζκφο ησλ κε εηδηθψλ 

πξντφλησλ. Ληγφηεξνη θχθινη βέβαηα παξάγνπλ 

κηθξφηεξε πνζφηεηα εηδηθνχ πξντφληνο. Ο παξαθάησ 

πίλαθαο δίλεη κηα αξρηθή νδεγία ηεο ζπλάξηεζεο ηνπ 

αλαγθαίνπ αξηζκνχ θχθισλ κε ηνλ αξηζκφ αξρηθψλ 

κνξίσλ DNA ζηφρνπ. 

 

Δηθφλα 1: Η εθζεηηθή αχμεζε ησλ αληηγξάθσλ DNA θαηά ηελ PCR 
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F 

ΥΑΡΣΟΓΡΑΦΗ΢Η DNA ΜΕ 

ΕΝΔΟΝΟΤΚΛΕΑ΢Ε΢ ΠΕΡΙΟΡΙ΢ΜΟΤ 

 

* Το κεθάλαιο F προέρτεηαι από ηην Άζκηζη 7 ηοσ 

εργαζηηριακού οδηγού ηης Μοριακής Βιολογίας Ι 

 

Η αλάπηπμε ηεο ζύγρξνλεο Μνξηαθήο Βηνινγίαο 

θαη Γελεηηθήο μεθίλεζε κε ηελ αλαθάιπςε ησλ ελδύκσλ 

πεξηνξηζκνύ. Τα έλδπκα πεξηνξηζκνύ είλαη εηδηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο πνπ αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλεο 

αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ θαη ηέκλνπλ θαηά ηξόπν 

θαζνξηζκέλν θαη επαλαιακβαλόκελν ην δίθισλν DNA. 

Λόγσ ηνπ επαλαιήςηκνπ ηξόπνπ πέςεο, ηα έλδπκα 

απηά επηηξέπνπλ α) ηε ραξηνγξάθεζε ησλ 

αιιεινπρηώλ DNΑ, β) ηελ πέςε (ηεκαρηζκό) κηαο 

αιιεινπρίαο DNA ζε κηθξά ηκήκαηα ηα νπνία είλαη 

δπλαηόλ λα κειεηεζνύλ ρσξηζηά θαη γ) ηελ 

επαλαζύλδεζε ησλ ηκεκάησλ απηώλ είηε γηα ηελ 

επαλαζπγθξόηεζε ηεο αξρηθήο αιιεινπρίαο είηε γηα ηε 

δεκηνπξγία λέσλ αλαζπλδπαζκέλσλ αιιεινπρηώλ. 

Τα έλδπκα πεξηνξηζκνύ απνκνλώλνληαη από 

πξνθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο, θπξίσο βαθηήξηα, ζηα 

νπνία ν θπζηνινγηθόο ηνπο ξόινο είλαη λα παξέρνπλ 

πξνζηαζία έλαληη ηεο εηζβνιήο βαθηεξηνθάγσλ. Τα 

έλδπκα απηά πέπηνπλ ην μέλν DNA, ελώ ην DNA ησλ 

βαθηεξίσλ πξνζηαηεύεηαη ιόγσ ηεο κεζπιίσζεο πνπ 

πθίζηαηαη από ηα ίδηα ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ ή από 

εηδηθέο κεζπιάζεο πνπ παξάγνληαη ζε ζπλδπαζκό κε 

ηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ. Τα έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

δηαθξίλνληαη ζε ηξείο ηύπνπο. Τα έλδπκα ηύπνπ Ι 

αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη ηέκλνπλ ην DNA ζε 

απόζηαζε 1000 έσο 5000 λνπθιενηηδίσλ, ηα έλδπκα 

ηύπνπ ΙΙ αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη ηέκλνπλ ην 

DNA εζσηεξηθά ηεο αιιεινπρίαο απηήο, ελώ ηα 

έλδπκα ηύπνπ ΙΙΙ αλαγλσξίδνπλ ηελ αιιεινπρία θαη 

ηέκλνπλ ην DNA ζε απόζηαζε 20 πεξίπνπ 

λνπθιενηηδίσλ. Σην εξγαζηήξην ρξεζηκνπνηνύληαη 

κόλν έλδπκα πεξηνξηζκνύ ηύπνπ ΙΙ. 

 

Η δξάζε ηνπο εζηηάδεηαη ζηελ αλαγλώξηζε 

εηδηθώλ παιίλδξνκσλ αιιεινπρηώλ ηεζζάξσλ έσο 

νθηώ βάζεσλ θαη ηελ πδξόιπζε ελόο 

θσζθνδηεζηεξηθνύ δεζκνύ ζε θάζε αιπζίδα ηεο 

πεξηνρήο απηήο, πξνο ηε ζέζε 3΄ ζε ζρέζε κε ηνλ 

άμνλα ζπκκεηξίαο (Δηθόλα 1).  

Παιίλδξνκεο νλνκάδνληαη νη αιιεινπρίεο, νη 

νπνίεο είλαη όκνηεο ζηηο δύν αιπζίδεο ηνπ DNA, όηαλ 

δηαβάδνληαη από ην 5΄ πξνο ην 3΄ άθξν. Με ηνλ ηξόπν 

απηό, θαη αλάινγα κε ηελ αιιεινπρία πνπ 

αλαγλσξίδνπλ, δεκηνπξγνύληαη ηκήκαηα DNA κε 

ηπθιά ή πξνεμέρνληα κνλόθισλα άθξα (Δηθόλα 2).  

Εικόνα 1: Θέζε πεξηνξηζκνύ ζπκκεηξηθή σο πξνο ηνλ άμνλα 
πνπ πεξλά από ην κέζν ηεο. Σηελ εηθόλα θαίλεηα ε ζέζε 
αλαγλώξηζεο ηεο EcoRI. Η αιιεινπρία είλαη παιίλδξνκε: 
είλαη ίδηα θαη ζηηο δύν αιπζίδεο ηνπ DNA όηαλ δηαβάδεηαη ζηελ 
ίδηα θαηεύζπλζε (ζην παξάδεηγκα απηό είλαη 5΄ GAATTC 3΄) 

 

Εικόνα 2: Παξαδείγκαηα ηνπ ηξόπνπ κε ηνλ νπνίν ηα έλδπκα 
πεξηνξηζκνύ πέπηνπλ ην DNA. (α) Η SmaI δεκηνπξγεί ιεία 
(ηπθιά) άθξα. (β) Η BamHI δεκηνπξγεί πξνεμέρνληα 
5΄κνλόθισλα (θνιιώδε) άθξα. (γ) Η PstI δεκηνπξγεί 
πξνεμέρνληα 3΄κνλόθισλα (θνιιώδε) άθξα. 
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Τα πεξηζζόηεξα έλδπκα πεξηνξηζκνύ αθήλνπλ 

5΄κνλόθισλα άθξα ελώ ππάξρνπλ θαη άιια πνπ 

δεκηνπξγνύλ 3’ κνλόθισλα άθξα ή άιια πνπ θόβνπλ 

αθξηβώο ζηελ ίδηα ζέζε ζην δίθισλν DNA 

δεκηνπξγώληαο ηπθιά άθξα. Γεδνκέλνπ όηη ην DNA 

απνηειείηαη από επαλαιήςεηο ηεζζάξσλ 

δηαθνξεηηθώλ λνπθιενηηδίσλ (dAMP, dTMP, dGMP θαη 

dCΜP), ε πηζαλόηεηα κηα αιιεινπρία DNA λα 

παξνπζηάδεη ζέζεηο γηα έλδπκα πεξηνξηζκνύ πνπ 

αλαγλσξίδνπλ ηεηξαλνπθιενηίδηα είλαη (1/4)
4
, δειαδή 

κηα πηζαλή ζέζε θάζε 256 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ 

όξν, ε πηζαλόηεηα γηα έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ 

εμαλνπθιενηίδηα είλαη (1/4)
6
, δειαδή κηα πηζαλή ζέζε 

θάζε 4096 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ όξν, ελώ ε 

πηζαλόηεηα γηα έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ αιιεινπρία 

8 λνπθιενηηδίσλ είλαη (1/4)
8
, δειαδή κία πηζαλή ζέζε 

θάζε 65.476 λνπθιενηίδηα θαηά κέζνλ όξν (Δηθόλα 3). 

Βέβαηα, ν αθξηβέζηεξνο ππνινγηζκόο ηνπ κέζνπ 

κεγέζνπο πνπ παξάγνληαη από ηε δξάζε ησλ 

ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ εμαξηάηαη από ηελ 

πεξηεθηηθόηεηα ζε GC ηνπ DNA ζηόρνπ θαη ηεο 

αιιεινπρίαο αλαγλώξηζεο ηνπ ελδύκνπ.  

 

 

Εικόνα 3: Σπρλόηεηα εκθάληζεο ζέζεσλ πεξηνξηζκνύ ζε 
DNA ζηελ αιιεινπρία ηνπ νπνίνπ νη ηέζζεξηο βάζεηο 
αληηπξνζσπεύνληαη εμίζνπ.  

Υαρακτηριστικά ορισμένων ενζύμων περιορισμού 
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Η δξάζε ηνπ θάζε ελδύκνπ εμαξηάηαη θπξίσο από 

ηε ζεξκνθξαζία επώαζεο θαη ηε ζύζηαζε ηνπ 

ξπζκηζηηθνύ ηνπο δηαιύκαηνο (Buffer). Τα 

πεξηζζόηεξα έλδπκα δξνπλ ζπλήζσο ζηνπο 37C. Τν 

ξπζκηζηηθό δηάιπκα θαζνξίδεη ην pH θαη ηελ ηνληηθή 

ηζρύ ηνπ πεξηβάιινληνο, ζην νπνίν ζα δξάζεη ην 

έλδπκν. Τν pH ηνπ δηαιύκαηνο δηαηεξείηαη ζηαζεξό 

από ηελ παξνπζία Tris-HCl, ελώ ε ηνληηθή ηζρύο 

θαζνξίδεηαη θπξίσο από ηόληα Mg
+2

 θαη Na
+
 πνπ 

πεξηέρνληαη ζε απηό. Η ηνληηθή ηζρύο ηνπ δηαιύκαηνο 

κπνξεί λα είλαη πςειή, κέζε ή ρακειή. Τν ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα κπνξεί λα πεξηέρεη επίζεο ζνπιθηδξπιηθνύο 

παξάγνληεο όπσο ε β-κεξθαπηαηζαλόιε θαη 

δηζεηνζξετηόιε (DTT) (ηζρπξνί αλαγσγηθνί 

παξάγνληεο), νη νπνίνη απνζθνπνύλ ζηελ αλαζηνιή 

ηεο δξάζεο λνπθιεαζώλ πνπ ελδερνκέλσο ππάξρνπλ 

θαζώο επίζεο θαη ζηαζεξνπνηεηέο ελδύκνπ, όπσο ε 

νξνιεπθσκαηίλε (bovine serum albumin-BSA) θαη κε 

ηνληηθά απνξξππαληηθά (Tween 20 θαη Triton X-100). 

Η πνζόηεηα ηνπ ελδύκνπ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί 

απνηειεί ζπλάξηεζε ηεο ελεξγόηεηάο ηνπ θαη ηεο 

πνζόηεηαο θαη κεγέζνπο ηνπ πξνο θαηάηκεζε DNA. 
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