
PCR Εφαρμογές-2 

RACE 

Site directed mutagenesis 



Σκοπός της αντίδρασης PCR 
(Polymerase Chain Reaction) 

είναι το να φτιάξει ένα 
μεγάλο αριθμό αντιγράφων. 



BHMATA 
 
1. ΑΠΟΔΙΑΤΑΞΗ 
2. ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΣ  
3. ΕΠΙΜΗΚΥΝΣΗ 



• Επειδή κατά την αντίδραση PCR αντιγράφονται και οι δύο 
αλυσίδες, υπάρχει μια εκθετική αύξηση στον αριθμό 
αντιγράφων του γονιδίου.  



Ενισχύθηκε κάποιο γονίδιο στην PCR  
και αν ναι, είναι στο σωστό μέγεθος? 





Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
(one-sided PCR or anchored PCR) 

Η τεχνική αυτή: 
 
Χρησιμοποιείται για την ενίσχυση της πλήρους μήκους αλληλουχίας ενός RNA 
μετάγραφου όταν δεν μας είναι γνωστή 
 
Μας παρέχει την πλήρους μήκους αλληλουχία ενός RNA μετάγραφου όταν 
γνωρίζουμε μια περιοχή μόνο της αλληλουχίας του στο εσωτερικό του. 

Μπορεί να πραγματοποιηθεί ενίσχυση άγνωστης περιοχής που βρίσκεται  

 
είτε στο 5’ άκρο: 5’-RACE-PCR  
 
είτε στο 3’ άκρο: 3’-RACE-PCR  



Ευθυγράμμιση δύο αλληλουχιών 



3’ RACE PCR 

Το 3’ RACE επιτρέπει την ενίσχυση άγνωστης 
περιοχής στο 3’ άκρο ενός mRNA 





Overview / 3’-RACE 

Σύνθεση cDNA 
Χρησιμοποιώντας RNA  και τον εκκινητή  

oligo-dT-anchor  
 
 

αντίδραση PCR 
Χρησιμοποιώντας εναν ειδικό εκκινητή (SP) και  

τον εκκινητή PCR-anchor 
 





Παράδειγμα ανάλυσης των προϊόντων PCR  
μετά από 3’-RACE 

Η εφαρμογή RACE-PCR είναι λιγότερο ειδική από άλλες εφαρμογές RT-PCR γιατί 
χρησιμοποιείται ένας μόνο εκκινητής ειδικός για το γονίδιο 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ  
Τα προϊόντα του RACE-PCR μπορεί να είναι α) ένα μοναδικό προϊόν, β) πολλαπλά 
προϊόντα ή και γ) μια μουτζούρα όπου δεν διαχωρίζει κάποιο προϊόν 



5’ RACE PCR 

Το 5’ RACE επιτρέπει την ενίσχυση άγνωστης 
περιοχής στο 5’ άκρο ενός mRNA 



Terminal 
transferase 



Terminal transferase 
προσθέτει νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο μονόκλωνου DNA 



SP1 SP2 

SP3 

Στο 5’-RACE η διαδοχική ενίσχυση των προϊόντων  
με «nested» εκκινητές αυξάνει την εξειδίκευση  



Nested-PCR 
Μειώνει τον αριθμό των μη-ειδικών προϊόντων τα οποία προκύπτουν σε μια αντίδραση PCR 

εξαιτίας της μη-αναμενόμενης πρόσδεσης των εκκινητών σε θέσεις εκτός του γονιδίου-στόχου 



Overview / 5’-RACE 

Σύνθεση cDNA 
Χρησιμοποιώντας RNA  και τον πρώτο ειδικό εκκινητή (SP1) 

 
 

Προσθήκη πολύ-Α ουράς 
Χρησιμοποιώντας dATP και τελική μεταφοράση 

 
 

1η αντίδραση PCR 
Χρησιμοποιώντας το δεύτερο ειδικό εκκινητή (SP2) και τον 

εκκινητή oligo-dT-anchor 
 
 

2η αντίδραση (nested) PCR 
Χρησιμοποιώντας τον τρίτο ειδικό εκκινητή (SP3) και τον εκκινητή 

PCR-anchor 



Παράδειγμα ανάλυσης των προϊόντων PCR μετά από 5’-RACE. 
Παρουσιάζεται η τελευταία αντίδραση με τον εκκινητή SP3. 

Δείγμα 1 Δείγμα 2 

Μετά το στάδιο της PCR μπορεί να γίνει 
απομόνωση ζώνης του DNA από πηκτή 
αγαρόζης και στη συνέχεια 
κλωνοποίηση σε πλασμιδιακό φορέα. Το 
πλασμίδιο στέλνεται για αλληλούχιση 



5’-RACE-PCR 



Site-directed mutagenesis 
site-specific mutagenesis or oligonucleotide-directed mutagenesis 

Η τεχνική αυτή  

 

Χρησιμοποιείται για τη δημιουργία μεταλλάξεων σε συγκεκριμένα σημεία των 

μορίων DNA 

 

Χρησιμοποιείται κυρίως στην πρωτεϊνική μηχανική, αλλά επίσης, στη μελέτη 

των στοιχείων των υποκινητών και στην τροποποίηση πλασμιδιακών φορέων 

 

*Αυτός ο τρόπος μεταλλαξιγένεσης απαιτεί να γνωρίζουμε την 

αλληλουχία αγρίου τύπου 

 

Σε μια αλληλουχία DNA μπορούμε να επιφέρουμε: 

•Εισαγωγή νουκλεοτιδίων 

•Έλλειψη (αφαίρεση) νουκλεοτιδίων 

•Σημειακή μετάλλαξη 



Αντικατάσταση νουκλεοτιδίων 



Αφαίρεση νουκλεοτιδίων 



Προσθήκη νουκλεοτιδίων στα άκρα 



Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης 



Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης 

Συνθέτουμε έναν εκκινητή με αλλαγμένη αλληλουχία 

Κάνουμε αντίδρασης PCR χρησιμοποιώντας πολυμεράση που 

δεν κάνει λάθη (proofreading polymerase) 



Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης  
με δύο διαδοχικές αντιδράσεις PCR και 3 εκκινητές 

Σχεδιάζονται 3 

εκκινητές 

Ο εσωτερικός (Μ) 

φέρει τη μετάλλαξη 

1η αντίδραση PCR 

(Α,Μ) 

Το προϊόν της 1ης 

αντίδρασης αποτελεί 

«μεγα-εκκινητή» μιας 

2ης  

2η αντίδραση PCR με 

εξωτερικούς εκκινητές 

(Α, Β) 

Ευνοείται ο πολ/σμός 

του μεταλλαγμένου 

προϊόντος παρά του 

αγρίου-τύπου 



Σχεδιάζονται 2 ζεύγη εκκινητών  

Οι ενδιάμεσοι (c, d) φέρουν τη 

μετάλλαξη και είναι σχεδιασμένοι 

στην ίδια περιοχή  

1η αντίδραση PCR (ab, cd) 

Τα προϊόντα αποδιατάσσονται και 

υβριδίζουν στην κοινή περιοχή 

2η αντίδραση PCR (ad) 

Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης  
με δύο διαδοχικές αντιδράσεις PCR και 4 εκκινητές 



Εισαγωγή ένθεσης  
με δύο διαδοχικές αντιδράσεις PCR και 4 εκκινητές 



Αφαίρεση νουκλεοτιδίων  
με δύο διαδοχικές αντιδράσεις PCR και 4 εκκινητές 



Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξης  
με τη χρήση μιας «προσωρινής» θέσης αναγνώρισης από 

ένζυμο περιορισμού 



Αφαίρεση μιας περιοχής DNA από πλασμίδιο 
Inverse PCR 



Επιλογή μόνο της μεταλλαγμένης αλληλουχίας 
Επεξεργαζόμαστε το DNA μετά την PCR με ένα περιοριστικό ένζυμο (DpnI) για να κόψουμε το 
μεθυλιωμένο DNA αγρίου τύπου (το προϊόν PCR που φτιάξαμε in vitro, δεν είναι μεθυλιωμένο και δεν 
κόβεται) 
Μετασχηματίζουμε κύτταρα E. coli και επιβιώνουν μόνο αυτά που φέρουν το μεταλλαγμένο DNA.  



Εισαγωγή σημειακής μετάλλαξη σε πλασμίδιο 
inverse PCR 


