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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η δυνατότητα ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης µίας προεπιλεγµένης 

αλληλουχίας DNA ή RNA µπορεί να αποτελέσει σηµαντικό εργαλείο σε τοµείς όπως η 

ιατρική (π.χ. για διάγνωση ασθενειών), η µοριακή βιολογία, η ιατροδικαστική και η 

βιοµηχανία τροφίµων (για ανίχνευση γενετικά τροποιηµένων οργανισµών σε τρόφιµα).  

Η µέθοδος της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (συµβατική PCR) είναι 

µία από τις µεθόδους που χρησιµοποιείται για την ανίχνευση προεπιλέγµενων 

αλληλουχιών. Η µέθοδος αυτή είναι η πρώτη µέθοδος που αναπτύχθηκε για αυτό το 

σκοπό το 1984 από τον Κerry Mullis και βασίζεται στην συνεχή επανάληψη τριών 

σταδίων σε κάθε κύκλο. Στην συνέχεια αναπτύχθηκαν και άλλες µέθοδοι που 

βασίστηκαν στην ιδέα της συµβατικής PCR και αποτέλεσαν παραλλαγές της αρχικής 

µεθόδου, όπως είναι η HotStart PCR, η Multiplex PCR και η Reverse transcriptase 

PCR (RT-PCR).   

H µέθοδος της Real Τime PCR αποτελεί µια παραλλαγή της συµβατικής 

µεθόδου, η οποία µπορεί να ενισχύσει, να ανιχνεύσει και να ποσοτικοποιήσει µια 

αλληλουχία-στόχο µε µεγαλύτερη ταχύτητα και αποτελεσµατικότητα. Μεγάλο 

πλεονέκτηµα της µεθόδου αποτέλεσε η δυνατότητα παρακολούθησης της εξέλιξης της 

αντίδρασης σε οποιοδήποτε στάδιο της βρίσκεται η αντίδραση. Η λειτουργία της 

τεχνολογίας Real Τime PCR βασίζεται στην χρήση µηχανισµών ανίχνευσης, µε τη 

βοήθεια ειδικών χρωστικών που διεγείρονται και εκπέµπουν συγκεκριµένου µήκους 

κύµατος φώς, (λ), όπως η SybrGreen καθώς και ιχνηλατών (probes) αλλά και στις 

ειδικά διαµορφωµένες συσκευές Real Τime PCR που χρησιµοποιούνται για την 

εφαρµογή της. Οι συσκευές της Real Τime PCR βασίζονται τόσο στο σύστηµα 

ανίχνευσης που διαθέτουν, για την ανίχνευση του σήµατος που εκπέµπει ο εκάστοτε 

µηχανησµός ανίχνευσης, όσο και στο ειδικό λογισµικό µε το οποίο αναλύονται τα 

αποτελέσµατα που προκύπτουν κατά την διάρκεια της αντίδρασης.     

 Σκοπός της παρούσας πειραµατικής εργασίας είναι η ανίχνευση ενός γενετικά 

τροποποιηµένου στελέχους του βακτηρίου Eschericia coli µε την χρήση της τεχνικής 

της Real Τime PCR. Το στέλεχος που χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή του 

πειράµατος του βακτηρίου Escherichia coli είναι το JM83, το οποίο τροποποιήθηκε 

γενετικά µε την προσθήκη του πλασµιδίου pESC-HIS-4CL. Το βασικότερο µέρος του 
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πειράµατος ήταν η ανίχνευση και η ποσοτικοποίηση των στελεχών µε την µέθοδο της 

Real Τime PCR αλλά και µε την συµβατική µέθοδο της Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολυµεράσης (PCR). Η µέθοδος της συµβατικής PCR εφαρµόστηκε για σύγκριση της 

αποτελεσµατικότητας των δύο µεθόδων. Τα αποτελέσµατα που προήλθαν από την 

µέθοδο Real Τime PCR έδειξαν πως ήταν δυνατή η ανίχνευση του γενετικά 

τροποποιηµένου στελέχους καθώς και η ποσοτικοποίηση των αντιγράφων σε κάθε 

δείγµα, ενώ το στέλεχος που δεν περιείχε το πλασµίδιο δεν έδωσε αντίγραφα της 

προεπιλεγµένης αλληλουχίας. Με την συµβατική PCR τα αποτελέσµατα δεν ήταν τόσο 

ικανοποιητικά λόγω πιθανής επιµόλυνσης. Τα αποτελέσµατα των δύο µεθόδων έδειξαν 

πως η µέθοδος της Real Τime PCR παρουσιάζει µεγαλύτερη ακρίβεια,ταχύτητα και 

λεπτοµέρεια στην απόδοση των αποτελεσµάτων σε σχέση µε την συµβατική PCR.         
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A.1. ΑΡΧΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗΣ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗΣ 
ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 
 
 A.1.1. Η αρχή λειτουργίας της αντίδρασης της PCR 

Η Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

είναι µια in vitro µέθοδος που επιτρέπει τον πολλαπλασιασµό προεπιλεγµένης  

αλληλουχιας DNA σε πολλά αντίγραφα σε σύντοµο χρόνο. Η PCR αποτελεί µια νέα 

τεχνική της µοριακής βιολογίας που εφαρµόζεται εκτενώς τόσο στο χώρο της 

µοριακής βιολογίας όσο και της ιατρικης. Εφευρέτης της µεθόδου αυτής είναι ο Κerry 

Mullis, ο οποίος ανακοίνωσε την εφευρεσή του το 1984 και τιµήθηκε γι’αυτήν µε 

βραβείο Νόµπελ το 1993 (Βερβερίδης, 2003). 

Πιο συγκεκριµένα η µέθοδος της PCR στηρίζεται στην συνεχή επανάληψη ενός 

κύκλου που αποτελείται από τρία διαδοχικά στάδια. Σε κάθε στάδιο γίνεται επώαση 

του δείγµατος σε διαφορετική κάθε φορά θερµοκρασία, µε την βοήθεια ένος ειδικού 

µηχανήµατος, του θερµικού κυκλοποιητή (thermal cycler). Ο κυκλοποιητής έχει την 

δυνατότητα να θερµάνει και να ψύχει τα δείγµατα σε σύντοµο χρόνο (Βερβερίδης, 

2003). 

Τα στάδια που αποτελούν τον επαναλαµβανόµενο κύκλο είναι τα εξής:  

1)Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA (denaturation), 2)Υβριδοποίηση 

εκκινητών  (primer annealing) στις αλληλουχίες του DNA-στόχου, 3) Επιµήκυνση 

εκκινητών (extension).  

Κατά την διάρκεια του πρώτου σταδίου το τµήµα DNA που µας ενδιαφέρει 

υποβάλλεται σε θερµοκρασία 94°C προκειµένου να επιτευχθεί ο διαχωρισµός των 

αλυσίδων του δίκλωνου αυτού DNA (αποδιάταξη/denaturation, Εικ.1).  

Στο δεύτερο στάδιο η θερµοκρασία µειώνεται στους 50-60°C και έτσι επιτυγχάνεται η 

ένωση των εκκινητών µε τις συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA σε κάθε 

αλυσίδα (υβριδοποίηση εκκινητών/primer annealing, Εικ. 1). Στο τρίτο και τελευταίο 

στάδιο η θερµοκρασία αυξάνεται  στους 72°C και µε την βοήθεια της DNA 

πολυµεράσης, που προσθέτει τα νουκλεοτίδια (dNTP’s) στο 3΄ άκρο των εκκινητών, 

επιτυγχάνεται η σύνθεση των νέων συµπληρωµατικών αλυσίδων DNA. Η σύνθεση 

των αντιγράφων γίνεται από την DNA πολυµεράση πάντα µε κατεύθυνση 5’ προς 3’ 

(Εικ. 1). 
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Εικόνα 1. Τα βασικά στάδια της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR). Στάδιο 1 (Step 1): 

Αποδιάταξη της διπλής αλυσίδας του τµήµατος DNA (denaturation), Στάδιο 2 (Step 2): Ένωση των 

εκκινητών σε κάθε αλυσίδα (annealing), Στάδιο 3 (Step 3): Σύνθεση των νέων µορίων DNA (extension) 

(Vierstraete, 1999).  

 

Η διαδικασία της PCR χωρίζεται σε τρείς φάσεις:  

• Εκθετική (exponential) φάση: Είναι η φάση κατά την οποία έχει αρχίσει ο 

πολλαπλασιασµός της προεπιλεγµένης αλληλουχίας DNA. Σ’ αυτή την φάση 

η αντίδραση είναι πολύ αποτελεσµατική και σε κάθε κύκλο διπλασιάζεται η 

προεπιλεγµένη αλληλουχία DNA (Εικ. 2Α).  

• Γραµµική (linear) φάση: Η φάση στην οποία παρατηρείται µειωµένη 

παραγωγή  αντιγράφων της αλληλουχίας DNA εξαιτίας της µείωσης της 

ενεργότητας των αντιδραστηρίων (Εικ. 2Β). 
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• Φάση Plateau: Στη φάση αυτή έχει σταµατήσει η αντίδραση PCR καθώς και 

η παραγωγή νέων αντιγράφων εξαιτίας της εξάντλησης των αντιδραστηρίων 

(Εικ. 2Γ) (Applied Biosystems, ΧΧ). 

 

 

 

Εικόνα 2. Η καµπύλη παρουσιάζει τις τρείς φάσεις στις οποίες χωρίζεται η διαδικασία της PCR. Α) 

Εκθετική φάση (Exponential phase), Β) Γραµµική φάση (Linear phase) και Γ) Φάση Πλατώ 

(Plateau) (VanGuilder et al, 2008). 

 

Μεγάλη σηµασία στην επιτυχία της PCR έχουν οι εκκινητές και η DNA 

πολυµεράση. Οι εκκινητές (primers) είναι ολιγονουκλεοτίδια και έχουν συνήθως 

µήκος 15-20 νουκλεοτιδίων ο καθένας. Πρέπει να είναι συµπληρωµατικοί στις 

αλυσίδες του DNA, αφορούν τις περιοχές από όπου αρχίζει το ένζυµο DNA 

πολυµεράσης την σύνθεση της διπλής αλυσίδας του επιθυµητού DNA προϊόντος και 

έχουν την ίδια θερµοκρασία αποδιάταξης (melting temperature, Tm).  

Η DNA πολυµεράση (Taq polymerase) είναι ένζυµο που βοηθάει στην 

σύνθεση της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας που θα είναι συµπληρωµατική της 
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προεπιλεγµένης αλληλουχίας DNA µέσω της προσθήκης νουκλεοτιδίων. Τα 

νουκλεοτίδια σχηµατίζουν ζευγάρια βάσεων µε τα νουκλεοτίδια από την αρχική 

αλληλουχία DNA και η DNA πολυµεράση δηµιουργεί τους δεσµούς που τα ενώνει 

µεταξύ τους. Η προσθήκη των νουκλεοτιδίων γίνεται από το 3΄ άκρο του εκκινητή 

(Berg et al, 2002). Η DNA πολυµεράση αποµονώνεται από το θερµόφιλο βακτήριο 

Thermus aquaticus και παρουσιάζει µεγάλη αντοχή σε υψηλές θερµοκρασίες 72- 

80°C, διατηρώντας επαρκή ενζυµατική δραστικοτητά στις συνθήκες της αντίδρασης. 

Σήµερα µε την βοήθεια µεθοδολογιών της Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας 

έχουν αναπτυχθεί διάφορα παράγωγα της Taq πολυµεράσης µε βελτιωµένα 

χαρακτηριστικά και µεγαλύτερη εξειδίκευση. Αυτές οι πολυµεράσες δεν επιτρέπουν 

την λάθος τοποθέτηση βάσεων κατά την σύνθεση του DNA, εξαιτίας της 3’ προς 5’ 

επιδιορθωτικής ικανότητας (proofreading activity) που έχουν. Η Taq πολυµεράση δεν 

παρουσιάζει τέτοια ικανότητα και γι’αυτό υπάρχει πιθανότητα να έχουµε παραγωγή 

προιόντων µε τυχαίες τοποθετήσεις νουκλεοτιδίων στις νέες αλυσίδες DNA (µε µικρή 

συχνότητα) (Berg et al, 2002). 

Ορισµένα από τα παράγωγα της Taq πολυµεράσης είναι:  

• Klenow fragment:  προέρχεται από την αρχική DNA πολυµεράση Ι από το 

βακτήριο E. coli και είναι το πρώτο ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε στην PCR. 

Σταµατούσε όµως η δράση της κατά το στάδιο της αποδιάταξης του DNA και 

χρειαζόταν να συµπληρώνεται σε κάθε κύκλο (Wikipedia, 2004). 

• Stoffel fragment: έχει παραχθεί από γονίδιο της Taq πολυµεράσης που 

εκφράζεται στο βακτήριο E. coli και µπορεί να χρησιµοποιήθει για αντιγραφή 

µεγαλύτερων τµηµάτων DNA (Wikipedia, 2008).   

• Faststart polymerase: είναι µια χηµικώς τροποποιηµένη µορφή της Taq 

πολυµεράσης µε θερµοανθεκτική ιδιότητα, που έχει παρασκευάστει από την 

εταιρεία Roche ειδικά για χρήση στο τυποποιηµένο εµπορκό πρωτόκολλο 

Hotstart PCR της εταιρείας (Promega, 2009) (βλ. σελ 15). Η Faststart 

polymerase ενεργοποιείται σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες από 75οC, 

αποφεύγοντας την σύνθεση προϊόντων σε µικρότερες θερµοκρασίες, αλλά 

µπορεί να ενεργοποιήθει γρήγορα µε επώαση στους 95 οC για 2 µε 4 λεπτά. Με 

την Faststart polymerase στην Hotstart PCR παρουσιάζεται µεγαλύτερη 
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αποδοτικότητα και δεν χρειάζεται παραπάνω χειρισµούς π.χ. επώαση για µεγάλο 

χρονικό διάστηµα (Biochemica, 2001). 

• Pfu DNA polymerase: είναι µια θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση που 

έχει αποµονωθεί από τον οργανισµό Pyrococcus furiosus και έχει την 3’ πρός 5’ 

επιδιορθωτική ικανότητα. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί µόνη της για τον 

πολλαπλασιασµό τµηµάτων DNA µέχρι 5kb ή να αναµιχθεί µε DNA 

πολυµεράσες που δεν έχουν την επιδιορθωτική ικανότητα και να 

χρησιµοποιηθούν για τον πολλαπλασιασµό µεγαλύτερων τµηµάτων DNA 

(Promega, 2009).    

• Vent polymerase: είναι µία επίσης θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση που 

έχει αποµονωθεί από το Thermococcus litoralis και ονοµάζεται αλλιώς Tli 

polymerase. ∆ιαθέτει επίσης την 3’ προς 5’ επιδιορθωτική ικανότητα και 

χρησιµοποιείται συνήθως στην συµβατική PCR  και στην RT-PCR (Promega, 

2009). 

• Tth polymerase: είναι θερµοανθεκτική πολυµεράση και έχει αποµονωθεί 

από το Thermus thermophillus. H Tth polymerase βοηθάει στην σύνθεση 

τµήµατος DNA µε την προσθήκη νουκλεοτιδίων µε 5’ πρός 3’ κατεύθυνση υπό 

την παρουσία MgCl2., αλλά δεν διαθέτει την 3’ πρός 5’ επιδιορθωτική 

ικανότητα. Μπορεί να χρησιµοποιήσει αλληλουχία RNA για την σύνθεση cDNA 

ή για RT-PCR (Promega, 2009).  

 

Μέσα στο διάλυµα της αντίδρασης που αφορά την PCR εκτός από τους 

εκκινητές, τις  πολυµεράσες και το τµήµα DNA, ύπαρχουν επίσης και: τα dNTP’s 

τριφωσφορικά δεσοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide triphosphates) που είναι 

απαραίτητα νουκλεοτίδια (ATP, TTP, CTP και GTP) για τη σύνθεση των 

συµπληρωµατικών κλώνων, τα ιόντα µαγνησίου (Mg++) που απαιτούνται για την 

ενζυµατική δραστικότητα της DNA πολυµεράσης και ένα ρυθµιστικό διάλυµα (buffer) 

για την διατήρηση του pH στις τιµές 7.5-8.0 (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

Η διαδικάσια της PCR µπορεί να ολοκληρωθεί σε αρκετούς κύκλους, συνήθως 

όµως 30 µε 40 κύκλοι είναι αρκετοί για να συντεθούν εκατοµµύρια αντίγραφα του 

αρχικού τµήµατος DNA. Σε κάθε κύκλο πραγµατοποιείται διπλασιασµός του αριθµού 
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των αντιγράφων του αρχικού τµήµατος DNA και τα αντίγραφα που προκύπτουν  

χρησιµοποιούνται ως εκµαγεία για τον επόµενο κύκλο (Εικ. 3).  

 

 
Εικόνα 3. Παρουσίαση του τρόπου λειτουργίας της µεθόδου και εκθετικού πολλαπλασιασµού των 

προϊόντων (Sinauer Associates, Inc., 2001).   

 

Για την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων της PCR, δηλαδή των προϊόντων 

εφαρµόζεται η διαδικασία ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης µαζί µε µοριακούς 

δείκτες των οποίων τα µεγέθη θα είναι γνωστά (molecular markers). Έτσι µπορουµε να 

διαπιστώσουµε αν το προιόν της PCR έχει το αναµενόµενο µέγεθος. Τα προιόντα της 

PCR γίνονται ορατά µε την βαφή του Βρωµιούχου αιθιδίου (Ethidium bromide) το 

οποίο φθορίζει έντονα κάτω από υπεριώδεις ακτίνες UV όταν συγκεντρώνεται στις 

περιοχές DNA προϊόντων της PCR, εφόσον παρεµβάλλεται µεταξύ των ζευγών των 

βάσεων του διπλόκλωνου DNA (Hunt, 2006). Το βρωµιούχο αιθίδιο µπορεί να 

ενσωµατωθεί στη πηκτή αγαρόζης πριν την ηλεκτροφόρηση ή να εµβαπτιστεί η πηκτή 

σε διάλυµα του µετά την ηλεκτροφόρηση.      

Πέρα όµως από την συµβατική (standard) PCR σήµερα έχουν αναπτυχθεί πολλές 

παραλλαγές της, ορισµένες από τις οποίες είναι οι παρακάτω: 



                                                                        15 

•  Multiplex PCR : Είναι µια τεχνική που δίνει δυνατότητα εξέτασης πολλών 

αλληλουχιών-στόχων σε ένα µόνο δείγµα, χωρίς να απαιτούνται πολλές 

αντιδράσεις. Η Multiplex PCR επιτρέπει την χρήση πολλών διαφορετικών 

ζευγαριών εκκινητών σε µία µόνο αντίδραση καθώς και την χρήση πολλαπλών 

ιχνηλατών µε διαφορετικές φθορίζουσες χρωστικές για την διάκριση κάθε  

προϊόντος που θα παραχθεί από τους διάφορους εκκινητές της αντίδρασης. 

Χρησιµοποιείται για τη ανίχνευση διάφορων γενετικών ασθενειών και 

παθογόνων (Mackay, 2004). 

•  Nested PCR : Αυτή η µέθοδος χρησιµοποιεί δύο διαδοχικές αντιδράσεις 

PCR. Στην πρώτη αντίδραση χρησιµοποιείται ένα ζευγάρι εκκινητών όπως στην 

συµβατική PCR, ενώ στην δεύτερη αντίδραση χρησιµοποιούνται εκκινητές 

(nested primers) που ενώνονται σε τµήµα της αλληλουχίας του προϊόντος της 

πρώτης PCR. Τα προιόντα της πρώτης αντίδρασης χρησιµοποιούνται ως 

αλληλουχία-στόχος για την δεύτερη. Το προϊόν που παράγεται από την δεύτερη 

αντίδραση είναι µικρότερου µεγέθους (Davidson, 2002). 

•  Hotstart PCR: Είναι µία µέθοδος στην οποία αλλάζει ο τρόπος που 

θερµαίνεται το διάλυµα της αντίδρασης στο πρώτο στάδιο του κύκλου (βλ. σελ. 

12). Στην συµβατική PCR όταν αρχίζει η θέρµανση του διαλύµατος η Taq 

πολυµεράση είναι ήδη ενεργή ενώ το τµήµα DNA δεν έχει αποδιαταχθεί ακόµα 

και έτσι υπάρχει η πιθανότητα να έχουµε ένωση των εκκινήτων µεταξύ τους 

(primer dimmer formation) ή να προσδεθούν σε λάθος θεσεις (π.χ. µερικώς 

συµπληρωµατικές αλληλουχίες µε τις δικές τους). Με την µέθοδο της Hotstart 

PCR µπορούµε να θερµάνουµε πρώτα το διάλυµα στους 90-95 οC και µετά να 

προσθέσουµε την Taq πολυµεράση, αποφεύγοντας έτσι το φαινόµενο ένωσης 

µεταξύ των εκκινητών ή ανεπιθύµητων προϊόντων PCR (Promega, 2009).   

•  Touchdown PCR: Είναι άλλη µια µέθοδος που έχει ως σκοπό την αποφυγή 

δηµιουργίας ανεπιθύµητων προϊόντων PCR. Για να επιτευχθεί, η πρόσδεση των 

εκκινητών κατά τους πρώτους κύκλους γινεται σε θερµοκρασία 3-5°C πάνω από 

την τιµή αποδιάταξης (Tm) (βλ. σελ. 21) των εκκινητών, και ακολουθεί µια 

σταδιακή µείωση της θερµοκρασίας πρόσδεσης εκκινητών στους επόµενους 

κύκλους (Korbie, 2008).     
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•  Reverse transcriptase PCR (RT-PCR): Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται για 

την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση mRNA που προέρχεται από κάποιο ιστό. Θα 

πρέπει πρώτα να αποµονωθεί το mRNA από τον ιστό και έπειτα να αντιγραφεί 

σε συµπληρωµατικό DNA (cDNA) µε την βοήθεια του ενζύµου αντίστροφης 

µεταγραφάσης (reverse transcriptase). Στη συνένεια ακολουθεί η συµβατική  

PCR. Η µέθοδος χρησιµοποιείται κυρίως στον έλεγχο και ποσοτικοποίηση της 

γονιδιακής έκφρασης (Promega, 2009).    

•  Long PCR: Με την µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται ο πολλαπλασιασµός 

µεγάλων τµηµάτων DNA (πολλών κιλοβάσεων). Για την µέθοδο αυτή γίνεται 

συνδυασµός δυο πολυµερασών, εκ των οποίων η πρώτη δεν έχει την 3’ προς 5’ 

επιδιορθωτική ικανότητα ενώ η δεύτερη την έχει. Με τον συνδιασµό των δύο 

πολυµερασών υπάρχει αύξηση της απόδοσης (Promega, 2009).   

•  In situ PCR: Η µέθοδος αυτή συνδιάζει την ευαισθησία της PCR µε την 

τεχνική της In situ υβριδοποίησης και εφαρµόζεται σε ιστούς ή κύτταρα. Η 

ανίχνευση των προϊόντων γίνεται µε σηµασµένους ιχνηλάτες ή µε σηµασµένα 

νουκλεοτίδια και για την εφαρµογή αυτής της µεθόδου θα πρέπει να γίνουν 

αλλαγές στις παραµέτρους της αντίδρασης (π.χ. στην συγκέντρωση του MgCl2) 

(Promega, 2009). 

Υπάρχουν και άλλες παραλλαγές της PCR όπως η Real time PCR, η οποία 

αναλύεται στη συνέχεια. 

 

 

A.1.2.  Η αρχή λειτουργίας της Real Time PCR 

H Real Time PCR αποτελεί παραλλαγή της συµβατικής PCR και 

χρησιµοποιείται για τον πολλαπλασιασµό, την ανίχνευση καθώς και την 

ποσοτικοποίηση ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA σε πραγµατικό χρόνο 

(Wikipedia, 2005). Συχνά αναφέρεται και µε άλλες ονοµασίες όπως Quantitative 

real-time PCR (QRT-PCR) ή Kinetic PCR, ενώ πολύ συχνά συγχέεται µε την 

µέθοδο της Αντίστροφης µεταγραφάσης (Reverse transcription PCR) εξαιτίας της 

συντοµογραφίας RT-PCR. 
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Eικόνα 4. Η διαδικασία της µεθόδου Real Time PCR. Ξεκινάει από την αποµόνωση του DNA, 

συνεχίζει στην αντίδραση της Real Time PCR και τελειώνει µε την ανίχνευση των προϊόντων 

(AppliedBiosystems, ΧΧ). 

 

 

Με την Real Time PCR συνήθως επιδιώκεται ανάλυση DNA, είναι δυνατόν 

όµως να πραγµατοποιηθεί ανάλυση και τµηµάτων cDNA ή RNA αν συνδιάστουν οι 

µέθοδοι της Real time PCR µε την µέθοδο της Reverse transcription PCR.  

Παρόλο που η µέθοδος της Real time PCR στηρίζεται στις βασικές αρχές της 

PCR παρουσιάζει µεγαλύτερη ακρίβεια, αποδοτικότητα και σε µικρότερο χρόνο απ’ότι 

η PCR και δίδει την δυνατότητα παρακολούθησης της πορείας σύνθεσης του DNA σε 

κάθε κύκλο της αντίδρασης (Εικ. 4) (Houghton et al, 2006). Το διάλυµα της 

αντίδρασης της Real Τime PCR αποτελείται από τα ίδια αντιδραστήρια µε αυτά της 

συµβατικής PCR έκτος από τους µηχανισµούς ανίχνευσης DNA που αφορούν την 

προσθήκη συγκεκριµένων χρωστικών (Houghton et al, 2006).  

Τα δείγµατα προς ανάλυση παρακολουθούνται µε την βοήθεια αυτοποιηµένου 

µηχανήµατος ειδικού για την Real time PCR που είναι συνδεδεµένο µε υπολογιστή και 
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το οποίο παρέχει την δυνατότητα ανάλυσης και ποσοτικοποίησης του σήµατος 

ανίχνευσης του DNA µετά από κάθε κύκλο της αντίδρασης (Εικ. 4, 5).  

 

 

 
 
Εικόνα 5. Καταγραφή τιµών φθορισµού της χρωστικής SYBR Green που απεικονίζει την σταδιακή 

αύξηση της έντασης του φθορισµού σε σχέση µε την αύξηση των αντιγράφων σε κάθε κύκλο (Hunt, 

2006) 

 
Στην Real time PCR η παρακολούθηση της σύνθεσης του DNA που παράγεται 

στην αντίδραση γίνεται µε την σήµανση των αντιγράφων µε φθορίζοντα µόρια 

(fluorescent reporter molecule), στα πρώτα στάδια της αντίδρασης (εκθετική φάση). 

Τα µόρια αυτά εκπέµπουν φθορισµό, ο οποίος µετράται σε κάθε κύκλο και βοηθάει 

στη ποσοτικοποίηση του προϊόντος (Εικόνα 5). Η ένταση του φθορισµού αυξάνεται 

σταδιακά σε συνάρτηση µε την αύξηση των αντιγράφων που παράγονται σε κάθε 

κύκλο της αντίδρασης (Stratagene, 2006). 

 Η γραµµή Threshold (Εικ. 6) είναι το σηµείο στο οποίο ξεχωρίζει έντονα το 

φθορίζον σήµα των προιόντων της Real time PCR από το φόντο, ενώ ο κύκλος κατά 

την διάρκεια του οποίου,το δείγµα φτάσει την γραµµή Threshold ονοµάζεται  

Threshold cycle (Ct) ή τιµή Ct (Applied Biosystems, ΧΧ)  
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Εικόνα 6. Με την οριοθέτηση του σηµείου threshold γινέται πιο εύκολος ο προσδιορισµός της τιµής Ct,   

(Hunt, 2006)   

 

Όσο µεγαλύτερη είναι η ποσότητα της αρχικής αλληλουχίας DNA στο κάθε 

δείγµα τόσο νωρίτερα θα εµφανιστεί η τιµή Ct για κάθε δείγµα, δηλαδή αναλογικά η 

Ct θα είναι µικρότερη (Wong et al, 2005).    

Ανάλογα µε τον σκοπό του πειράµατος, αν δηλαδή απαιτείται να υπολογίσθεί  η 

σχετική ποσότητα DNA ή ο ακριβής αριθµός αντιγράφων, υπάρχουν δυο διαφορετικές 

µέθοδοι ποσοτικοποίησης που µπορούν να επιλεχθούν. Οι µέθοδοι αυτές είναι: 

Απόλυτη ποσοτικοποίηση (Absolute quantification) και Σχετική ποσοτικοποίηση 

(Relative quantification) (Livak et al, 2001).  

Η Απόλυτη ποσοτικοποίηση (Absolute quantification) παρέχει την 

µεγαλύτερη ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση δειγµάτων της Real time PCR και 

χρησιµοποιείται όταν είναι απαραίτητο για το πείραµα να µετρηθεί η ακριβής 

ποσότητα της αλληλουχίας στο δείγµα. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην χρήση µίας 

καµπύλης αναφοράς (standard curve, Εικ. 7), µε την οποία συγκρίνεται το φθορίζον 

σήµα που εκπέµπεται κατά την διάρκεια της αντίδρασης. Για την δηµιουργία της 

καµπύλης αναφοράς θα πρέπει να επιλέχθεί µια γνωστή συγκέντρωση-µάρτυρα, που 

µπορεί να προέρχεται από DNA, γενωµικό DNA, RNA, cDNA, ανασυνδιασµένο 
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(recombinant) πλασµιδιακό DNA (recDNA) ή συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 

(Stratagene, 2006). Αυτή τη συγκέντρωση-µάρτυρα θα υποβληθεί σε µια σειρά 

διαδοχικών αραιώσεων και στη συνέχεια τα αραιωµένα δείγµατα θα περάσουν από τις 

ίδιες συνθήκες της Real Time PCR µαζί µε τα πειραµατικά δειγµατα.  

 

 
Εικόνα 7. Παράδειγµα καµπύλης αναφοράς (standard curve) που σχηµατίζεται από τέσσερα σηµεία, 

δηλαδή από τέσσερεις αραιώσεις του αρχικού µάρτυρα (Stratagene, 2006).  

 

Μετά το τέλος της αντίδρασης η καµπύλη αναφοράς εµφανίζεται σε γράφηµα ως 

µια ευθεία γραµµή που εκφράζει τον αριθµό των αντιγράφων του αρχικού µάρτυρα και 

τις Ct values της κάθε αραίωσης. Η καµπύλη αναφοράς πρέπει να βασίζεται σε 

τουλάχιστον 4 σηµεία (γνωστής συγκέντρωσης) και θα πρέπει τα σηµεία αυτά να 

καλύπτουν το εύρος των συγκεντρώσεων των υπό µελέτη δειγµάτων. Στην περίπτωση 

που δεν καλύπτει όλο το εύρος των συγκεντρώσεων τότε µπορεί η ποσοτικοποήση των 

υπό µελέτη δειγµάτων να µην είναι αξιόπιστη (Stratagene, 2006). Στη συνέχεια µπορεί 

µε την βοήθεια της συσκευής της Real time PCR να γίνει σύγκριση των τιµών Ct των 
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πειραµατικών δειγµάτων µε αυτές της καµπύλης αναφοράς και έτσι να 

ποσοτικοποιηθούν τα άγνωστα δείγµατα (Stratagene, 2006).  

Η Σχετική ποσοτικοποίηση (Relative quantification) είναι πιο εύκολη στη 

χρήση της σε σχέση µε την απόλυτη ποσοτικοποίηση και µε την µέθοδο αυτή δεν είναι 

απαραίτητη η χρήση της καµπύλη αναφοράς.  

Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην σύγκριση της έντασης φθορισµού του υπο 

µελέτη γονιδίου µετα από αλυσιδωτή ενίσχυση µε εκείνη ενός γονιδίου αναφοράς 

(reference ή control gene) του ίδιου οργανισµού στην ίδια αντίδραση (Pfaffl, 2002) 

(Εικόνα 8). Έχουν αναπτυχθεί διάφορα µαθηµατικά µοντέλα που χρησιµοποιούνται 

για να υπολογίσουµε την έκφραση του υπο µελέτη γονιδίου σε σχέση µε την έκφραση 

του γονιδίου αναφοράς (π.χ. το µαθηµατικό µοντέλο του Pfaffl), (Pfaffl, 2002). 

 

 
 

Εικόνα 8. Σύγκριση καµπύλης του υπο µελέτη γονιδίου (γονίδιο στόχος) µε το γονίδιο αναφοράς   

(reference gene) (Hunt, 2006). 

 

Μια ακόµα δυνατότητα που παρέχει η τεχνολογία της Real Time PCR είναι η 

κατασκευή καµπύλης αποδιάταξης (Melting curve ή Dissociation curve) µε την 

οποία µπορούν να αξιολογηθούν τα προιόντα της αντίδρασης, να δούµε δηλαδη αν τα 
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προιόντα που παρήχθησαν είναι αυτά που θέλουµε ή όχι. Η καµπύλη αυτή βασίζεται 

στην θερµοκρασία αποδιάταξης (melting temperature ή Tm) των προιόντων της 

αντίδρασης (Houghton et al, 2006).  

 

 

 

 

Εικόνα 9. Παράδειγµα καµπύλης αποδιάταξης στην οποία εµφανίζονται τρείς διαφορετικές κορυφές (Α, 

Β και Γ). Η υψηλότερη κορυφή (Γ) αντιστοιχεί στην θερµοκρασία αποδιάταξης του επιθυµητού 

προϊόντος. Οι κορυφές Α και Β αντιστοιχούν σε διαφορετικές θερµοκρασίες αποδιάταξης από αυτή της 

κορυφής Γ (Lee et al, ΧΧ). 

 

 Η Tm είναι η θερµοκρασία στην οποία αποδιατάσεται το κάθε τµήµα DNA και 

εξαρτάται από το µέγεθος του τµήµατος DNA. Τα προιόντα της αντίδρασης θα πρέπει 

να έχουν την ίδια θερµοκρασία αποδιάταξης, εκτός και αν υπάρχει επιµόλυνση ή 

τµήµατα που προέρχονται από ένωση µεταξύ των εκκινητών ή τµήµατα που 

προέρχονται από τοποθέτηση των εκκινητών σε παρόµοιες συµπληρωµατικές 
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αλληλουχίες (mispriming) (Hunt, 2006). Εάν τα προιόντα έχουν την ίδια θερµοκρασία 

αποδιάταξης τότε θα εµφανιστεί µια κορυφή στην καµπύλη, ενώ στην περίπτωση που 

ανάµεσα στα προιόντα υπάρχουν και τµήµατα διαφορετικού µεγέθους, τότε θα 

παρατηρηθούν στην καµπύλη και άλλες κορυφές που θα αντιστοιχούν σε διαφορετικές 

θερµοκρασίες αποδιάταξης (Tm) (Εικόνα 9), επειδή για κάθε προϊόν η αποδιάταξη 

γίνεται σε διαφορετική θερµοκρασία. 

Η µεθοδολογία της εφαρµογής της αντίδραση της Real Time PCR θα πρέπει να 

περιλαµβάνει πάντα και αρνητικούς µάρτυρες (κενά DNA) µαζί µε άγνωστα δείγµατα 

πρός ανάλυση. Τα αρνητικά αυτά δείγµατα αφορούν την εφαρµογή κανονικής 

αντίδρασης µε χρήση όλων των υλικών της PCR πλήν της προσθήκης του DNA (όπως 

στην περίπτωση της αντίδρασης των αγνώστων δειγµάτων). Συνήθως χρησιµοποιείται 

νερό αντί του αντίστοιχου όγκου DNA, για να εξεταστεί η περίπτωση επιµόλυνσης του 

διαλύµατος της αντίδρασης PCR του αγνώστου δείγµατος υπό εξέταση µε DNA άλλου 

οργανισµού.  

 

 

 Α.1.3. Οι διαφορές µεταξύ PCR και Real Time PCR. 

 Παρόλο που η Real Time PCR είναι παραλλαγή της PCR υπάρχουν ορισµένες 

βασικές διαφορές στον τρόπο που λειτουργούν οι δύο µέθοδοι. Η PCR είναι µια 

κυρίως ποιοτική µέθοδος που δεν µπορεί να εκφράσει τα αποτελέσµατα της 

αντίδρασης µε συγκεκριµένα νούµερα, ενώ µε την Real Time PCR µπορεί να γίνει 

ακριβή ποσοτικοποίηση των προιόντων της αντίδρασης. Τα προιόντα της αντίδρασης 

της PCR µπορούν να ελενχθούν µόνο µετά το τέλος της διαδικασίας και αφού πρώτα 

γίνει ηλεκτροφόρηση των αποτελεσµάτων σε πηκτη αγαρόζης (Hunt, 2006). Ενώ η 

Real Time PCR επιτρέπει την παρακολούθηση της πορείας των προιόντων 

οποιαδήποτε στιγµή µέσω κάµερας που διαθέτει η συσκευή της Real Time PCR, 

κάνοντας επισπεύδοντας την διαδικασία. Η κάµερα αυτή καταγράφει τον φθορισµό 

που εκπέµπουν τα προϊόντα που σχηµατίζονται και στην συνέχεια δίδει τα δεδοµένα 

στον υπολογιστή µε τον οποίο είναι συνδεδεµένη η συσκευή (Houghton et al, 2006). 

 Άλλη µια διαφορά είναι η φάση κατά την οποία γίνεται η ανίχνευση των 

προιόντων της αντίδρασης. Στην PCR η ανίχνευση των προιόντων γίνεται στην φάση 
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του plateau (Εικόνα 2Γ), όταν δηλαδή η αντίδραση βρίσκεται στο τέλος της 

διαδικασίας και έχει αρχίσει να µειώνεται ο ρυθµός δηµιουργίας αντιγράφων, λόγω 

ελάττωσης των αντιδραστηρίων και µειωµένης δραστικότητας της Taq πολυµεράσης. 

Αντίθετα στην Real Time PCR τα προϊόντα ανιχνεύονται κατά την διάρκεια της 

εκθετικής (exponential) φάσης (Εικ. 2Α), όπου τα αποτελέσµατα είναι πιο ακριβή 

(Gachon et al., 2004). 

Ακόµα στο διάλυµα της Real Time PCR προστίθεται συγκεκριµένη χρωστική 

ουσία όπως π.χ. (SYBR Green I ή probes) που αποτελεί και τον µηχανισµό ανίχνευσης 

για την παρακολούθηση της αντίδρασης µέσω καταλληλού ανιχνευτή της 

ακτινοβολίας της χρωστικής, ενώ στην PCR η ανίχνευση προιόντων γίνεται µε την 

προσθήκη του Ethidium bromide στη πηκτή αγαρόζης, µετά δηλαδή την ολοκλήρωση 

της αντίδρασης (Hunt, 2006).  

 Μια τελευταία διαφορά είναι ότι µε την Real Time PCR είναι δυνατό να 

µπορούµε να αξιολογίσουµε αν τα προιόντα της αντίδρασης προέρχονται όντως από το 

τµήµα DNA που χρησιµοποιήθηκε ώς στόχος, µε την βοήθεια της Melting curve (βλ. 

σελ. 21), ενώ η  PCR δεν έχει τέτοια δυνατότητα (Houghton et al, 2006). 

  

 

  Α.1.4. QPCR και οι διαφορετικές µεθοδολογίες που χρησιµοποιούνται. 

Η Quantitative PCR (QPCR) ή αλλιώς ποσοτική PCR χρησιµοποιείται για την 

ποσοτικοποίηση της ποσότητας της αλληλουχίας DNA µέσα στο δείγµα. Η ποσότητα 

προϊόντος που ανιχνεύεται κατά την διάρκεια της αντίδρασης σχετίζεται άµεσα µε την 

αρχική ποσότητα της αλληλουχίας στόχου µέσα στο δείγµα. Με την µέθοδο αυτή είναι 

δυνατόν να ποσοτικοποιηθούν ποσότητες DNA ή RNA. Στην QPCR υπάρχουν δύο 

µέθοδοι ανίχνευσης που µπορουν να εφαρµοστούν για την σήµανση των προιόντων 

της Real time PCR (Vandesompele, XX). Η µια µέθοδος βασίζεται στην χρήση 

χρωστικών που παρεµβάλλονται µεταξύ ζευγών βάσεων σε δίκλωνο DNA (DNA 

binding dyes)  π.χ. SYBR Green I, και η άλλη στη χρήση ολιγονουκλεοτιδίων- 

ιχνηλατών (probes). Οι µεθοδολογίες αυτές περιγράφονται παρακάτω. 

Α) Η χρωστική SYBR Green I όταν παρεµβάλλεται σε δίκλωνο DNA τότε 

φθορίζει έντονα πράσινο χρώµα, ενώ όταν βρίσκεται ελεύθερη µέσα στο διάλυµα 
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εµφανίζει σχετικά χαµηλό φθορισµό (Εικόνα 10). Η ένταση του φθορισµού αυξάνεται 

ως αναλογική συνάρτηση της συγκέντρωση του δίκλωνου DNA στο διάλυµα 

(Stratagene, 2006). Η µέθοδος είναι εύκολη στη χρήση της και έχει µικρό κόστος, 

γι’αυτό και προτιµάται από τους ερευνητές.   

Ένα µειονέκτηµα της SYBR Green I  είναι ότι δεν παρουσιάζει εξειδίκευση και 

µπορει να δεθεί µε ένα οποιοδήποτε τµήµα δίκλωνου DNA (Εικ. 10), ακόµα και σε 

τµήµα που δηµιουργήθηκε από ένωση των εκκινητών µεταξύ τους (εσφαλµένος 

διµερισµός εκκινητών, primer-dimer artifacts). Έτσι δεν είναι δυνατόν η χρήση της 

SYBR Green I να πιστοποιήσει ότι το σήµα που εκπέµπεται αντιστοιχεί στην 

συγκέντρωση των αντιγράφων της αλλήλουχίας DNA που µας ενδιαφέρει (Houghton 

et al, 2006). 

 

 
 

Εικόνα 10. Τρόπος λειτουργίας της µεθόδου Real Time PCR µε τη χρήση της χρωστικής SYBR Green I 

(Lee et al, ΧΧ). 

 

Ένας τρόπος για να ελεγχθεί η ύπαρξη διαφορετικών προϊόντων στην αντίδραση 

της Real Time PCR είναι η καµπύλη αποδιάταξης (Melting curve, βλ. σελ.21) (Wong 

et al, 2005).  

B) Η µέθοδος των ολιγονουκλεοτιδίων-ιχνηλατών (molecural-probes) 

παρουσιάζει µεγαλύτερη ακρίβεια και εξειδίκευση σε σχέση µε την µέθοδο της SYBR 

Green I. Ο ιχνηλάτης (probe) έχει συνδεδεµένη στο ένα άκρο του µια φθορίζουσα 

χρωστική (fluorophore) και στο άλλο άκρο έχει συνδεδεµένο ένα µόριο-αποσβέστη 

του φθορισµού (quencher) και σχεδιάζεται µε βάση τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

DNA-στόχου έτσι ώστε να υβριδοποιείται µόνο αν εντοπίσει την αλληλουχία της 
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επιλογής µας µέσα στην αντίδραση και στην περίπτωση που δεν την εντοπίσει να µην 

φθορίζει καθόλου (Stratagene, 2006). Η εκποµπή φθορίζοντος σήµατος από τους 

ιχνηλάτες γίνεται µε τον διαχωρισµό της φθορίζουσας χρωστικής (fluorophore) από το 

µόριο-αποσβέστη (quencher) κατά την υβριδοποίηση του ιχνηλάτη στην αλληλουχία-

στόχο (Gibson, 2006). Ενώ όσο παραµένουν ενωµένοι η φθορίζουσα χρωστική και ο 

αποσβέστης φθορισµού πάνω στον ιχνηλάτη δεν υπάρχει εκποµπή φθορίζοντος 

σήµατος, διότι ο φθορισµός της φθορίζουσας χρωστικής απορροφάται από το µόριο-

αποσβέστη (Stratagene, 2006). Ένα ακόµα πλεονέκτηµα της µεθόδου αυτής  είναι η 

δυνατότητα της σήµανσης ιχνηλατών µε διαφορετικές χρωστικές. Συνδυάζοντας τις 

χρωστικές αυτές είναι δυνατό να ανιχνευθούν περισσότερες από µία αλληλουχίες σε 

µία µόνο αντίδραση, ενώ ένα µειονέκτηµα είναι το υψηλό κόστος της µεθόδου. 

Υπάρχουν διάφορα είδη τέτοιων ιχνηλατών που χρησιµοποιούνται: 1) γραµµικοί 

ιχνηλάτες (linear probes), 2) ιχνηλάτες µε δευτεροταγή δοµή  (structured probes), 3) 

ιχνηλάτες τύπου σκορπιού (Scorpion probe) και 4) οι ιχνηλάτες τύπου FRET 

(fluorescence resonance energy transfer).     

   

1) Οι γραµµικοί ιχνηλάτες (hydrolysis ή TaqMan probes) είναι 

ολιγονουκλεοτίδια 20-30 βάσεων και είναι πιο διαδεδοµένοι σε σχέση µε τους 

άλλους τύπους ιχνηλατών. Φέρουν στο 5΄ άκρο τους µια φθορίζουσα χρωστική 

(fluorophore), όπως π.χ. 6-carboxyfluorescein (FAMTM), tetrachlorofluorescein 

(TETTM), McGown et al, 2000) κ.α. και στο 3΄ άκρο ένα µόριο-αποσβέστη του 

φθορισµού (quencher, όπως π.χ. tetramethylcarboxyrhodamine (TAMRAΤΜ), 

Weller, 2000) (Εικ. 11). Ο ιχνηλάτης συνδέεται στην έλικα του DNA µετά το 

σηµείο που έχει τοποθετηθεί ο εκκινητής. Κατά την επέκταση των εκκινητών 

όταν η Taq πολυµεράση φτάσει στον ιχνηλάτη (Εικ. 11 Β) και εξαιτίας της 

επιδιορθωτικής ικανότητας (3΄ προς 5΄ εξωνουκλεολυτικής δράσης της Taq 

πολυµεράσης) θα ελευθερωθεί η φθορίζουσα χρωστική στο διάλυµα (Εικ. 11 Γ, 

∆). Όσο παραµένουν ενωµένα η φθορίζουσα χρωστική και ο αποσβέστης δεν 

ανιχνεύεται καθόλου σήµα (Εικ. 11Α, Stratagene, 2006). Κάποια από τα 

µειονεκτήµατα των γραµµικών ιχνηλατών είναι η δυσκολία σχεδιασµού του 

ιχνηλάτη, καθώς και το υψηλό κόστος (Houghton et al, 2006). 
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Εικόνα 11. Τρόπος λειτουργίας ενός γραµµικού ιχνηλάτη: (Α) Υβριδοποίηση των εκκινητών 

στην αλληλουχία DNA, (Β) Υβριδοποίηση του ιχνηλάτη, (Γ) ∆ιαχωρισµός της φθορίζουσας 

χρωστικής από το µόριο αποσβέστη και (∆) Εκποµπή του φθορίζων σήµατος (Gloffke, 2003). 

 

 

2) Οι ιχνηλάτες µε δευτεροταγή δοµή (π.χ. Molecular Beacons) έχουν την 

µορφή «έµµισχης-θηλιάς» που µοιάζει µε φουρκέτα. Η αλληλουχία που είναι 

µέσα στην θηλιά είναι συµπληρωµατική µε την αλληλουχία του DNA στόχου που 

µας ενδιαφέρει, ενώ το τµήµα του µίσχου (τµήµα δίκλωνης αλυσίδας) 

αποτελείται από συµπληρωµατικές αλληλουχίες (Εικ. 12 Α). Το ένα άκρο, όπως 

και στους γραµµικούς ιχνηλάτες, έχει µια φθοροχρωστική (fluorophore) και το 

άλλο έχει έναν αποσβέστη φθορισµού (quencher) και όσο βρίσκονται σε µικρή 

απόσταση δεν φθορίζουν (Εικ. 12 Α). Ο µηχανισµός των Molecular Beacons δεν 

στηρίζεται στην 3΄ προς 5΄ δράση εξωνουκλεάσης της Taq πολυµεράσης όπως οι 
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γραµµικοί ιχνηλάτες προκειµένου να ελευθερωθεί η φθορίζουσα χρωστική στο 

διάλυµα (Stratagene, 2006), αλλά στις υψηλές θερµοκρασίες που δηµιουργούνται 

κατά την διάρκεια της αντίδρασης (Espy et al, 2006). Σε υψηλές θερµοκρασίες ο 

ιχνηλάτης συνδέεται µε την αλληλουχία-στόχο και τότε η θηλιά ανοίγει, τα δυο 

άκρα της αποµακρύνονται και εµφανίζεται το σήµα φθορισµού (Εικ. 12Β).  

 

 

 

 

 

                          

 
 

Εικόνα 12. (Α) ∆οµή ιχνηλάτη µε δευτεροταγή µορφή (Molecular Beacons), (Β) Τρόπος λειτουργίας 

του ιχνηλάτη µέσα στην αντίδραση (Wikipedia, 2007). 

 

 

3) Ο µηχανισµός των ιχνηλατών τύπου Σκορπιού (Scorpion probes) έχει 

παρόµοια λειτουργία µε αυτή των Molecular Beacons. Έχουν και αυτοί µια 

έµµισχη–θηλιά, η οποία είναι ενσωµατωµένη στον ένα εκκινητή (Εικ. 13). Η 

φθορίζουσα χρωστική είναι στο 5΄ άκρο του εκκινητή και το 3΄ άκρο είναι 
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συµπληρωµατικό στην αλληλουχία-στόχο, ενώ ο αποσβέστης (quencher) 

βρίσκεται ανάµεσα στον εκκινητή και το ιχνηλάτη probe (Arya et al, 2005). 

 

 

 

Εικόνα 13.  ∆είγµα δοµής και λειτουργίας του ιχνηλάτη τύπου Σκορπιού. (Α) ∆οµή του ιχνηλάτη, (Β) 

Κατά την αποδιάταξη των αλυσίδων ο εκκινητής που είναι ενωµένος µε τον ιχνηλάτη ενώνεται µε την 

αλληλουχία στόχο και επιµηκύνεται, (Γ) Ανοίγει η δοµή του ιχνηλάτη και αποµακρύνεται η 

φθοροχρωστική από τον αποσβέστη, εκπέµποντας έτσι σήµα (Βio-Rad, 2010). 

  

 

 4) Για την υβριδοποίηση τύπου FRET χρειάζονται δύο εκκινητές αλλα και δύο 

ιχνηλάτες. Οι ιχνηλάτες τύπου FRET έχουν σηµανθεί µε διαφορετικές χρωστικές 

και όταν υβριδοποιούνται στην αλληλουχία στόχο βρίσκονται ανάµεσα στους 

εκκινητές. Ο ένας ιχνηλάτης φέρει µια φθορίζουσα χρωστική δότη στο 3’ άκρο 

ενώ ο άλλος φέρει µια φθορίζουσα χρωστική αποδέκτη στο 5’ άκρο (Εικ. 14, Α). 

Όταν οι δύο ιχνηλάτες υβριδοποιηθούν ο ένας δίπλα στον άλλο τότε ενέργεια 

φθορισµου µεταφέρεται από το δότη στον αποδέκτη και έτσι γίνεται εκποµπή 

του φθορίζοντος σήµατος που µετράται (Εικ. 14 Β, Houghton et al, 2006). 



                                                                        30 

 

 
 

Εικόνα 14. Α) Τρόπος υβριδισµού πάνω στην αλληλουχία στόχος και Β) Τρόπος λειτουργίας των 

ιχνηλατών FRET (Houghton et al,2006). 

 

 

  Α.1.5. Εφαρµογές της Real time PCR.  

Οι τοµείς στους οποίους µπορεί να εφαρµοστεί η Real Time PCR δεν διαφέρουν 

πολύ από αυτούς της συµβατικής PCR. Η µέθοδος της Real time PCR εφαρµόζεται 

ευρέως στην έρευνα της µοριακής βιολογίας και της ιατρικής εξαιτίας της µεγάλης 

ακρίβειας αλλά και αποδοτικότητας που παρουσιάζει ως µέθοδος. Στον χώρο της 

ιατρικής η Real time PCR εφαρµόζεται συχνά για την διάγνωση λοιµωδών ασθενειών 
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που οφείλονται σε συγκεκριµένους ιούς, βακτήρια, µύκητες ή παράσιτα, όπως είναι η 

φυµατίωση, που προκαλείται από το µυκοβακτηρίδιο Mycobacterium tuberculosis, ο 

ιός Epstein-Barr (EBV), ο ιός ηπατίτιδα τύπου Β (HBV) καθώς και για την ανίχνευση 

και παρακολούθηση ιικού φορτίου (π.χ. ΗΙV) σε άτοµα φορείς (Espy et al., 2006). Με 

την Real time PCR υπάρχει η δυνατότητα ανίχνευσης και ανάλυσης γονιδιακών 

µεταλλάξεων που σχετίζονται µε γενετικές ανωµαλίες, µε κληρονοµικές ασθένειες 

αλλά και ασθένειες όπως διάφοροι τύποι καρκίνου (Gibson et al., 2006). Ένα 

παράδειγµα γoνιδιακής µετάλλαξης (πολυµορφισµού) που αναλύεται µε την Real time 

PCR είναι το Single Nucleotide Polymorphism (SNP), που οφείλεται στην αλλαγή 

ενός µόνο νουκλεοτιδίου σε ένα γονίδιο (Gibson et al., 2006) και είναι η πιο συχνή 

µορφή µετάλλαξης που συναντάται, ενώ µια µορφή καρκίνου που µελετάται µε την 

ίδια µέθοδο είναι η λευχαιµία (Houghton, 2006). Ένας άλλος τοµέας στον οποίο η 

µέθοδος της Real time PCR έχει εφαρµογές είναι αυτός της βιοµηχανίας τροφίµων 

όπου χρησιµοποιείται για τον έλεγχο της ασφάλειας τροφίµων. Σύµφωνα µε τις 

οδηγίες της Ευρωπαϊκής Ένωσης γίνεται στα τρόφιµα έλεγχος για περίπτωση νοθείας, 

περιεκτικότητα σε αλλεργιογόνες ή τοξικές ουσίες (Gibson, 2006), επιµόλυνση φυτών 

από παθογόνα π.χ. µόλυνση φυτών πατάτας και ginger από το Ralstonia solanacearum 

(Kutin et al.,2009) καθώς και για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση γενετικά 

τροποποιηµένων οργανισµών (GMOs) σε επιµολυσµένα τρόφιµα. Άλλες εφαρµογές 

της µεθόδου της Real time PCR είναι η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση της γονιδιακής 

έκφρασης (gene expression), η επαλήθευση δεδοµένων από µικροστοιχείες γονιδίων 

(microarray data, Gibson, 2006), και ο έλεγχος των γενετικά τροποποιηµένων 

οργανισµών (GMOs).  

 

 

 

Α.2. ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟΙ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ. 

 

 Α.2.1. Τι είναι οι Γενετικά Τροποιηµένοι Οργανισµοί. 

Οι Γενετικά Τροποποιηµένοι Οργανισµοί (ΓΤΟ) είναι οργανισµοί που έχουν 

υποστεί αλλαγή στο γενετικό τους υλικό (DNA) µε µη φυσικό τρόπο (Βαρζάκας και 
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Αρβανιτογιάννης, 2006). Άλλη ονοµασία των γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών 

είναι «διαγονιδιακοί οργανισµοί», ενώ στους καταναλωτές είναι περισσότερο γνωστοί 

µε τον όχι ορθό όρο, «µεταλλαγµένοι». 

Η γενετική τροποποίηση του DNA ενός οργανισµού επιτυγχάνεται µε την 

προσθήκη DNA από κάποιο άλλο οργανισµό ή µε την τροποποιήση του γενετικού 

υλικού του ίδιου του οργανισµού (π.χ. αφαίρεση η τροποποίηση ενδογενών γονιδίων 

του οργανισµού) και έχει ώς στόχο την δηµιουργία οργανισµών µε νέα και επιθυµητά 

χαρακτηριστικά (π.χ. φυτά µε ανθεκτικότητα σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες, 

µικρόβια που συνθέτουν νεους µεταβολίτες ) (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006).  

Γενετική τροποποίηση µπορεί να εφαρµοστεί σε όλους τους ζώντες οργανισµούς 

όπως φυτά, ζώα, µικροοργανισµούς (π.χ. βακτήρια, ζύµες) και ιούς.  Η κατασκευή 

γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών γίνεται µε τις µεθόδους της Γενετικής 

Μηχανικής (τεχνολογία ανασυνδιασµένου DNA) και γενικότερα της µοριακής 

Βιοτεχνολογίας. Σε αντίθεση µε την κλασσική γενετική, µε την οποία είναι δυνατή η 

ανταλλαγή γενετικού υλικού µόνο µεταξύ συγγενών ειδών ή οργανισµών του ίδιου 

ειδούς, η τεχνολογία της γενετικής τροποποίησης µας δίδει την δυνατότητα µεταφοράς 

«ετερόλογου» γενετικού υλικού (DNA) µεταξύ οργανισµών που ανήκουν σε 

διαφορετικές ποικιλίες ή ακόµα και µεταξύ οργανισµών που ανήκουν σε διαφορετικά 

είδη (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

 Ορισµένες τεχνικές µε τις οποίες µπορεί να εισαχθεί DNA  οργανισµούς είναι: 1) 

η χρήση φορέων κλωνοποίησης, 2) η µικροέγχυση ή µακροέγχυση DNA και 3) η 

ηλεκτροδιάτρηση (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006).  

 Ο πρώτος γενετικά τροποποιηµένος µικροοργανισµός (βακτήριο) επιτεύχθηκε το 

1973 (Wikipedia, 2007), ενώ γενετική τροποποίηση φυτών επετεύχθη για πρώτη φορά 

στις αρχές της δεκαετίας του ΄80 (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

 

 

 Α.2.2. Που χρησιµοποιούνται και γιατί υπάρχει ανάγκη ανίχνευσης. 

Οι γενετικά τροποποιηµένοι οργανισµοί είτε είναι φυτά, ζώα ή 

µικροοργανισµοί παρουσιάζουν ένα µεγάλο εύρος εφαρµογών. Χρησιµοποιούνται 

στον χώρο της έρευνας, της αγροτικής, περιβαλλοντικής βιοτεχνολογίας και της 
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ιατρικης, µε σκοπό την παραγωγή φαρµάκων, εµβολίων, βελτιωµένων τροφίµων και 

βελτιωµένων ποικιλιών φυτών.  

Οι γενετικά τροποποιηµένοι µικροοργανισµοί χρησιµοποιούνται συνήθως στην 

ιατρική, την αγροτική βιοτεχνολογία καθώς και στην παραγωγή τροφίµων. Ορισµένα 

παραδείγµατα τέτοιων µικροοργανισµών είναι: βακτήρια που παράγουν πρωτεΐνες  

απαραίτητες στον άνθρωπο όπως ινσουλίνη (αντιµετώπιση διαβήτη) (Singer, 2010) και 

η ιντερφερόνη καθώς και ένζυµα που χρησιµοποιούνται στην παραγωγή τυριού (π.χ. 

χυµοσίνη) (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006) αλλά και σε πολλές άλλες 

δραστηριότητες. Άλλα βακτήρια χρησιµοποιούνται (πειραµατικά) για την 

απορρύπανση του εδάφους και την διευκόλυνση της αναπτυξης καλλιέργειας αλλά δεν 

έχουν χρησιµοποιηθεί εκτός εργαστηρίου (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006).  

Η γενετική τροποποίηση στα ζώα γίνεται µε στόχο την ταχύτερη ανάπτυξη (π.χ. 

ΓΤ σολωµός), την ανθεκτικότητα σε ασθένειες και την επιβίωση σε αντίξοες συνθήκες 

(π.χ. υπερβολικό ψύχος) (Garvin et al., 1998), ενώ γενετικά τροποποιηµένα ζώα 

χρησιµοποιούνται στην έρευνα της ιατρικής για την κατανόηση και θεραπεία 

ασθενειών όπως ο καρκίνος και για την παραγωγή φαρµάκων (π.χ. µέσω των 

πρωτεϊνών στο γάλα) (Garvin et al., 1998). 

Οι πιο γνωστοί όµως γενετικά τροποποιηµένοι οργανισµοί είναι τα φυτά που 

παράγονται, µε την βοήθεια της αγροτικής βιοτεχνολογίας, για την παραγωγή 

τροφίµων µε µεγαλύτερη θρεπτική αξία (π.χ. το golden rise), για καλύτερη ποιότητα 

και αυξηµένη ποσότητα παραγωγής (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006), 

ανθεκτικότητα σε έντοµολογικούς εχθρούς και ιούς (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 

2006), επιβράδυνση της µετασυλλεκτικής ωρίµανσης ή καλύτερη ανάπτυξη σε ακραίες 

συνθήκες (π.χ. ψύχος) (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). Με τα γενετικά 

τροποποιηµένα φυτά µπορούµε να επιτύχουµε µείωση του κόστους καλλιέργειας, µε 

µειωση της χρήσης εντοµοκτόνων, ζιζανιοκτόνων ή µυκητοκτόνων (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006). Τα φυτά αυτά χρησιµοποιούνται έκτος από την ανθρώπινη 

διατροφή και ως ζωοτροφές. Γενετικά τροποποιηµένα φυτά που κυκλοφορούν 

εµπορικά ως ζωοτροφές είναι κυρίως η σόγια, το βαµβάκι, η ελαιοκράµβη, ο 

αραβόσιτος (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006).  
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Η τεχνολογία της γενετικής τροποποίησης διάφορων οργανισµών έχει 

δηµιουργήσει µεγάλη ανησυχία τόσο στην επιστηµονική κοινότητα όσο και στο ευρύ 

κοινό. Η ανασφάλεια των καταναλωτών σχετίζεται µε την µέθοδο της γενετικής 

τροποποίησης, την ελευθερωσή τους στο εξω-εργαστηριακό περιβάλλον και τον 

ελλειπή έλεγχο των ενδεχοµένων επιπτώσεών τους από κρατικούς οργανισµούς 

(Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). Ο φόβος των καταναλωτών σχετίζεται µε 

επιπτώσεις, ιδιαίτερα µακροχρόνιες, στην ανθρώπινη υγεία και το περιβάλλον. 

 Κάποιες από αυτές τις επιπτώσεις τόσο στην ανθρώπινη υγεία όσο και στο 

περιβάλλον είναι: 

• Η δηµιουργία τοξινών σε τρόφιµα (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

• Η εµφάνιση νέων αλλεργιών, εξαιτίας της παραγωγής νέων πρωτεϊνών 

(Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

• Η ενδεχόµενη µείωση της θρεπτικής αξίας των τροφίµων (χωρίς αυτό συνήθως 

να εξειδικεύεται) (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

• Η πιθανή ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά λόγω µεταφοράς βακτηριακών 

γονιδίων που χρησιµοποιήθηκαν ως γονίδια επιλογής στην γενετική 

τροποποίηση (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

• Η επιπτώσεις στη βιοποικιλότητα (µεταφορά γονιδίων από τα γενετικά 

τροποποιηµένα φυτά σε άλλα φυτά) (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 2006). 

• Η δηµιουργία νέων ανθεκτικών ζιζανίων και συγχρόνως η ανάγκη χρήσης νέων 

αγροχηµικών για την καταπολεµησή τους (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 

2006 ). 

• Η επιπτώσεις σε οργανισµούς µη-στόχους (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 

2006).  

Η φοβία του κόσµου προς τους γενετικά τροποποιηµένους οργανισµούς καθώς 

και η ζήτηση για καλύτερη αξιολόγηση τόσο της µεθόδου της γενετικής τροποποίησης 

όσο και των οργανισµών που προκύπτουν, αλλά και η απαίτηση για δυνατότητα 

επιλογής µεταξύ ενός συµβατικού οργανισµού και ενός γενετικά τροποποιηµένου 

οργανισµού έχουν οδηγήσει στην ανάγκη ανάπτυξης µεθόδων για την ανίχνευση της 

πιθανής παρουσίας των οργανισµών αυτών (π.χ., προσµίξεις σε συµβατικό 

πολλαπλασιαστικό υλικό ή προϊόντα διατροφής) από το στάδιο της παραγωγής µέχρι 
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την διάθεση τους στην αγορά. Με την ανίχνευση των γενετικά τροποποιηµένων 

οργανισµών µπορεί να παρακολουθείται η πιθανότητα ύπαρξης επιπτώσεων και 

είµαστε σε θέση να επιλέξουµε αν θα καταναλώσουµε ένα γενετικά τροποποιηµένο 

τρόφιµο ή ένα τρόφιµο που περιέχει συστατικά από γενετικά τροποποιηµένους 

οργανισµούς ή όχι. Αυτοί είναι οι λόγοι οδήγησαν την Ευρωπαική Ένωση, την διεθνή 

κοινότητα αλλά και την κάθε χώρα ξεχωριστά, στην θέσπιση νοµοθεσίας και 

κανονισµών που θα καλύπτουν τον τρόπο παραγωγής ενός γενετικά τροποποιηµένου 

οργανισµού, τις απαιτήσεις που πρέπει να πληρεί για να εγκριθεί, την ανιχνευσή του 

και µετά την εγκριση, αλλά και τους κανόνες διακινησής τους µεταξύ χωρών. 

Υπάρχουν πολλοί οργανισµοί και εργαστήρια που ασχολούνται µε την ανίχνευση και 

γενικά την παρακολούθηση των γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών ή συστατικών 

τους, όπως είναι η Ευρωπαϊκή Αρχή Ασφάλειας Τροφίµων (EFSA) για την Ενωµένη 

Ευρώπη, ο Οργανισµός Τροφίµων και Φαρµάκων για τις ΗΠΑ (FDA) και ο Ενιαίος 

Φορέας Ελέγχου Τροφίµων (ΕΦΕΤ) για την Ελλάδα (Βαρζάκας και Αρβανιτογιάννης, 

2006). 

 

Α.2.3. Πως ανιχνεύονται οι γενετικά τροποποιηµένοι οργανισµοί. 

 Σύµφωνα µε τον Κανονισµό 1830/2003/ΕΚ και τον Κανονισµό 1829/2003 της 

Ευρωπαικής Ένωσης καθιερώνεται η ανίχνευση των γενετικά τροποποιηµένων 

οργανισµών και των προιόντων που παράγονται από αυτούς τόσο κατά την παραγωγή 

τους όσο και κατά την διακινησή τους στην αγορά (Akritidis et al, 2008).  

Ένας τρόπος παρακολούθησης των γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών είναι 

η καταγραφή αυτών των οργανισµών σε ένα διεθνές σύστηµα µε την βοήθεια κωδικών 

(Unique Identifiers) (Organisation for Economic Co-operation and Development, 

2001). Με αυτούς τους κωδικούς διευκολύνεται η καταγραφή των πληροφοριών σε 

διαφορετικές βάσεις δεδοµένων. Κάθε κωδικός αντιστοιχεί σε µια περίπτωση 

γενετικής τροποποίησης και ένα παράδειγµα τέτοιου κωδικού είναι ο κωδικός CGN-

89564-2.  Ο κωδικός αποτελείται από τρία διαφορετικά στοιχεία που χωρίζονται από 

παύλες. Το πρώτο στοιχείο (π.χ. CGN για την εταιρεία Calgene) αφορά την εταιρeία 

που κάνει την αίτηση, το δεύτερο (π.χ. 89564) είναι κωδικός της γενετικής 

τροποποίησης (το είδος της γενετικής τροποποίησης) ενώ το τρίτο και τελευταίο 
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στοιχείο (π.χ. 2) είναι ένα ψηφίο που βοηθάει απλά στην επαλήθευση (Organisation 

for Economic Co-operation and Development, 2004). Ο κωδικός αυτός δεν µπορεί 

όµως να µας αποκαλύψει το είδος του οργανισµού που έχει υποστεί την γενετική 

τροποποίηση. (Lezaun, 2006). 

Η ανίχνευση που γίνεται µπορεί να αφορά την ύπαρξη ή όχι γενετικής 

τροποποίησης σε έναν οργανισµό (µε ποιοτική µέθοδο) αλλά και την µέτρηση της  

συγκέντρωσης ενός γενετικά τροποποιηµένου οργανισµού σε ένα προϊόν (µε ποσοτική 

µέθοδο). Οι µέθοδοι ανίχνευσης στηρίζονται στην ανίχνευση DNA, RNA ή 

πρωτεϊνών. Οι περισσότερες µέθοδοι εφαρµόζονται για την ανίχνευση DNA, ενώ 

ελάχιστες χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση πρωτεϊνών (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006). 

 Μια απλή µέθοδος ανίχνευσης γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών είναι η 

µέθοδος που στηρίζεται στην ανίχνευση των ρυθµιστικών αλληλουχιών (regulatory 

sequences) (Lezaun, 2006). Οι αλληλουχίες αυτές, αφορούν ρυθµιστικό DNA που 

χρησιµοποιείται στη µεθοδολογία της γενετικής τροποποίησης φυτών όπως είναι ο 

προαγωγέας (promoter) 35S και η ληκτική αλληλουχία nos (terminator). Οι 

αλληλουχίες αυτές είναι τµήµατα DNA που περικλείουν το γονίδιο που θέλουµε να 

εισάγουµε (Εικόνα 15) και χρησιµεύουν στην αναγνώριση του εισαχθέντος ξένου 

γονιδίου από τα ένζυµα του φυτού που εµπλέκονται στην µεταγραφή του για την 

παραγωγή µιας λειτουργικής πρωτεΐνης 

 

 

                  
 

Εικόνα 15. ∆είγµα αλληλουχίας εισαγώµενου γονιδίου CP4 EPSPS που περικλείεται από τον 

προαγωγέα (promoter) 35S και την ληκτική αλληλουχία (terminator) 3΄nos (Lezaun, 2006). 
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 Η µέθοδος αυτή µας δίνει την δυνατότητα διάκρισης µεταξύ ενός οργανισµου που έχει 

υποστεί γενετική τροποποίηση (επειδή θα περιέχει τις υπό εξέταση ρυθµιστικές 

αλληλουχίες) και ενός συµβατικού οργανισµού (που δεν τις περιέχει), αλλά δεν 

παρέχει την δυνατότητα διάκρισης µεταξύ διαφορετικών γενετικά τροποιηµένων 

οργανισµών, εφόσον και οι αλληλουχίες αυτές χρησιµοποιούνται συχνά για την 

δηµιουργεία διαφορετικών γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών (Lezaun, 2006).   

 Για την εφαρµογή της παραπάνω µεθόδου ανίχνευσης εφαρµόζεται πιο συχνά 

είναι η κλασσική PCR, η οποία απαιτεί την χρήση εξειδικευµένων εκκινητών και µε 

την οποία µπορεί να γίνει ποιοτική αλλά και ποσοτική ανίχνευση (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006). Άλλες τεχνολογικές µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για την 

ανίχνευση γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών καθώς και παραγώγων τους είναι η 

Real Time PCR και οι µικροστοιχίες γονιδίων (microarray data) (βλ. σελ. 31). 

Η µέθοδος Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) και η µέθοδος 

Western blot χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση πρωτεϊνών (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006). Οι ανοσοχηµικές αυτοί µέθοδοι χρησιµοποιούνται για 

ποιοτική ανίχνευση και στηρίζονται στην σύνδεση των πρωτεϊνών µε µόρια 

αντισωµάτων, τα οποία είναι συνδεδεµένα µε φθορίζουσες ουσίες. Η µέθοδος ELISA 

µπορεί να δώσει εκτός από ποιοτικά και ποσοτικά αποτελέσµατα (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006).  

Άλλη µια µέθοδος ανίχνευσης που βρίσκεται σε εξέλιξη είναι ο 

ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός (Immunomagnetic separation, IMS) (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006). Η µέθοδος αυτή βοηθάει στην ανίχνευση µικροοργανισµών 

σε τρόφιµα και βασίζεται στην χρήση σφαιριδίων 2-5µ, τα οποία είναι µαγνητισµένα 

θετικά ή αρνητικά και τα οποία καλύπτονται από ένα αντίσωµα που είναι ειδικό για 

κάθε µικροοργανισµό. Ο ανοσοµαγνητικός διαχωρισµός παρουσιάζει ένα πλεονέκτηµα 

σε σχέση µε την PCR, µπορεί να ελαττώσει ή να καταργήσει το στάδιο εµπλουτισµού 

της αλληλουχίας (PCR), µειώνοντας έτσι τον χρόνο διάρκειας της διαδικασίας. 

Μπορεί όµως να συνδιαστεί και µε την τεχνική της PCR. (Βαρζάκας και 

Αρβανιτογιάννης, 2006) 

Η ανίχνευση των γενετικά τροποποιηµένων οργανισµών πρέπει να γίνεται από 

διαπιστευµένα εργαστήρια που θα παρέχουν εξιδικευµένο εξοπλισµό και προσωπικό. 
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Α.3. ΣΥΣΚΕΥΗ REAL TIME PCR  

 

 A.3.1. Περιγραφή του οργάνου της Real time PCR 

 Όλες οι συσκευές της Real time PCR συνδιάζουν την τεχνολογία της 

συµβατικής PCR για την παραγωγή/ πολλαπλασιασµό προϊόντων µε την συστήµατα 

για παραγωγή, ανίχνευση και ανάλυση του φθορίζων σήµατος που παράγεται κατά την 

διάρκεια της αντίδρασης. Υπάρχουν πολλές εταιρίες που διαθέτουν συσκευές Real 

Τime PCR και το κόστος της κάθε µιας διαφέρει ανάλογα µε συγκεκριµένα 

χαρακτηριστικά (Fraga et al, 2008).  

 

 
 

Εικόνα 16. ∆ιάγραµµα µε τον βασικό τρόπο λειτουργίας γενικά όλων των συσκευών Real Time PCR 

(Fraga, 2008). 

 

 Η µεγαλύτερη διαφορά που υπάρχει ανάµεσα στις διάφορες συσκευές είναι το 

λογισµικό που διαθέτει η κάθε συσκευή για την ανάλυση των δεδοµένων και το 

σύστηµα ανίχνευσης της χρησιµοποιούµενης χρωστικής φθορισµού (Εικ. 16, Gene- 

Quantification, ΧΧ). 
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 Εικόνα 17. Η συσκευή Real Time PCR µοντέλο Mx3005P της εταιρίας Stratagene (Stratagene, 2007) 

 

 Η συσκευή που χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή του πειράµατος της 

παρούσας εργασίας που θα αναφερθεί στην ενότητα του Πειραµατικού µέρους (σελ. 

55) και το οποίο θα περιγράφεί στη συνέχεια είναι το µοντέλο Mx3005P της εταιρείας 

Stratagene  (Εικ. 17). Το Mx3005P είναι ένα σύστηµα QPCR που έχει την δυνατότητα 

διέξαγωγης αντίδρασης Real Τime-QPCR και PCR, ολοκλήρωσης της αντίδρασης σε 

40 κύκλους και διαχωρισµό δειγµάτων µε 5000 και 10000 αντίγραφα της αλληλουχίας 

µε ποσοστό βεβαιότητας 99,7%. Το οπτικό σύστηµα του Mx3005P αποτελείται από 

την πηγή φωτός (λάµπα), τα φίλτρα και την κεφαλή ανίχνευσης (Εικ. 18). Η συσκευή 

Mx3000P είναι συνδεδεµένη µε ένα υπολόγιστη που συλλέγει και αναλύει τα 

δεδοµένα της αντίδρασης. Τα διάφορα µέρη του οργάνου περιγράφονται παρακάτω. 

 

 

Α.3.2. Τα µέρη του οργάνου 

 

Α.3.2.1. Πηγή φωτός. 

Η πηγή φωτός είναι σηµαντικό κοµµάτι στην συσκευή γιατί σ’αυτή βασίζεται η 

παραγωγή του φθορισµού στον οποίο στηρίζεται η ανίχνευση των δεδοµένων. Η πηγή 

φωτός της συσκευής Mx3005P αποτελείται από µία λάµπα αλογόνου-βολφραµίου µε 

χαλαζία που προσφέρει µεγάλο εύρος διέγερσης (Εικόνα 18 A). Το φώς που 

εκπέµπεται από τις διεγερµένες χρωστικές του δείγµατος περνάει πρώτα από φίλτρα 
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πριν διοχετευθεί στο σύστηµα ανίχνευσης και παρουσιάζει έυρος διέγερσης 350 µε 

750nm. 

  Α.3.2.2 Είδη φίλτρων, αριθµός και ποιότητα φωτός.  

Κάθε συσκευή φέρει ένα τροχό µε 5 διαφορετικά φίλτρα (Εικ. 18 Β, Γ), τα οποία 

προεπιλέγονται από τον χρήστη του Μx3005Ρ. Υπάρχουν πολλες επιλογές σε 

χρωστικές από τις οποίες µπορεί να διαλέξει ο χρήστης. Ορισµένες από συτές τις 

χρωστικές µε το αντίστοιχο εύρος διέγερσης τους είναι: ALEXA Fluor® 350 (350nm-

440nm), FAM™/ SYBR® Green I (492nm-516nm), TET (517nm-538nm), 

HEX™/JOE™/VIC™ (535nm-555nm), Cy3™ (545nm-568nm), TAMRA™ (556nm-

580nm), ROX™/Texas Red® (585nm-610nm), και Cy5™ (635nm-665nm). Τα φίλτρα 

αυτά χρησιµοποιούνται στο οπτικό σύστηµα και στο σύστηµα ανίχνευσης, για να 

εµποδίζουν την παρεµβολή εξωτερικού σήµατος στο σήµα που εκπέµπουν τα δειγµατά 

µας και έτσι να έχουµε ένα καθαρό σήµα (Εικόνα 18B και Γ). 

 

Α.3.2.3. Ανίχνευση και συστήµατα ανίχνευσης. 

 Το σύστηµα ανίχνευσης αποτελείται από οπτικές ίνες και ένα σωλήνα 

ανίχνευσης, τον φωτοπολλαπλασιαστή (ΡΜΤ) (Εικόνα 18∆ και Ε). Η δέσµη των 

οπτικών ινών παρέχει διπλή λειτουργία, µεταφέρει το φώς που περνάει από την λάµπα 

και τα φίλτρα αλλά και µεταφέρει το φθορίζον σήµα που εκπέµπεται από κάθε δείγµα 

πρός τον ανιχνευτή. Το σύστηµα αυτό προσφέρει µέγιστη ένταση µε µικρή απώλεια 

σήµατος και σε συνδιασµό µε τα φίλτρα εκποµπής ανιχνεύει το σήµα που εκπέµπει το 

κάθε πηγάδι αποβάλλοντας τυχόν εξωτερικά σήµατα.  

 

Α.3.2.4. Πηγάδια δειγµάτων. 

Η συσκευή Mx3005P διαθέτει ένα σύστηµα θερµαντικής πλάκας (thermal block) 

που αποτελείται από 96 πηγάδια δειγµάτων (Εικόνα 18Ζ). Η θερµαντική αυτή πλάκα 

είναι φτιαγµένη µε σύστηµα θέρµανσης Peltier και µπορεί να δεχθεί σωλήνες τύπου 

eppendorf όγκου εως 200µl. Το σύστηµα Peltier διασφαλίζει οµοιόµορφη θέρµανση 

της όλης της πλάκας καθ όλη την διάρκεια της αντίδρασης για την καλύτερη απόδοση 

της εφαρµογής. 
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Εικόνα 18. Αναλυτική περιγραφή των τµηµάτων που αποτελούν την συσκευή Μx3005 της εταιρίας 

Stratagene (Stratagene, 2007). 

 

 

Α.3.2.5. Λογισµικό. 

 Το λογισµικό του Mx3005P παρέχει την δυνατότητα επεξεργασίας του 

σήµατος ανίχνευσης για την χρήση έως και 5 διαφορετικών χρωστικών ταυτοχρόνως, 

ενώ παρακολουθεί την πορεία της ενίσχυσης του σήµατος εκποµπής σε πραγµατικό 

χρόνο και αναλύει τα δεδοµένα κατά την διάρκεια της PCR. Άλλες δυνατότητες του 

λογισµικού είναι ο αυτόµατος υπολογισµός της θερµοκρασίας αποδιάταξης για την 

ανάλυση µε καµπύλη αποδιάταξης, απόδοση όλων των διαφορετικών χρωστικών από 

διαφορετικά πειράµατα σε διαφορετικά γραφήµατα ενίσχυσης ή σε ένα γράφηµα 

ενίσχυσης. Το λογισµικό αυτό έχει επίσης την δυνατότητα να µετατρέψει και 

παρουσιάσει τα δεδοµένα σε µορφή Excel ή PowerPoint. Υπάρχει η δυνατότητα το 

λογισµικό να συνδεθεί µε διαφορετικά µηχανήµατα (έως 6) σε ένα µόνο υπολογιστή 

(Stratagene, 2007). 
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Α.3.2.6. Είδη ανάλυσης.  

 Η συσκευή Mx3005P προσφέρει µέσω του λογισµικού που διαθέτει, διάφορα 

είδη ανάλυσης που είναι εύκολα στην χρήση. Ορισµένα είδη ανάλυσης είναι: 1) οι 

καµπύλες ενίσχυσης (amplification plot) που δείχνουν την σχέση µεταξύ του αριθµού 

των κύκλων και της τιµής φθορισµού που δίδει κάθε δείγµα, 2) γράφηµα της καµπύλης 

αναφοράς (standard curve) που δείχνει σε µορφή καµπύλης την σχέση µεταξύ των υπό 

µελέτη δειγµάτων και δειγµάτων γνωστής συγκέντρωσης, 3) καµπύλη αποδιάταξης 

(melting curve) που εµφανίζει την θερµοκρασία στην οποία αποδιατάχθηκε κάθε 

δείγµα και 4) τελική αναφορά στην οποία εµφανίζονται όλα τα δεδοµένα των 

δειγµάτων που έλαβαν µέρος στην αντίδραση. 

 

 

 

Α.4. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 Σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας ήταν η αξιοποίηση της µηχανής Mx3005P 

Real Time PCR για την ανίχνευση γενετικά τροποποιηµένων στελεχών του βακτηρίου 

Escherichia coli µε την µέθοδο της Real Time PCR.  

  Τα βασικά µέρη της πειραµατικής εργασίας περιλαµβάνουν: 

• αποµόνωση των στελεχών που έχουν επιλεγεί µε συγκεκριµένα πρωτόκολλα 

αποµόνωσης  

• εφαρµογή της µεθόδου Real Time PCR για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 

του γενετικά τροποποιηµένου στέλεχους 

• εφαρµογή της µεθόδου συµβατικής PCR για την ανίχνευση του γενετικά 

τροποποιηµένου στέλεχους. 

 

Όλα τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στους χώρους του Εργαστηρίου 

“Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας Φυτών”  του Τµήµατος Φυτικής Παραγωγης του ΤΕΙ- 

Κρήτης. 
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B. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Β.1. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

B.1.1. Aναλώσιµα Υλικά 

 Ορισµένα από τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την διεξαγωγή του 

πειράµατος είναι: Χλωροφόρµιο (Chlorophorm, CHCl3), Φαινόλη (Phenol, C6H5OH), 

99,8% αιθανόλη (Ethanol, C6H5OH), ΤΕ (10mM Tris HCl pH 7,5, 1mM EDTA), 

Υδροξείδιο νατρίου (NaOH), 10% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, C12H25SO4Na), 

Ισοπροπανόλη (Isopropanol, C3H7OH), Χλωριούχο νάτριο (NaCl), Proteinase K 

(Πρωτεάση,), 10% CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide, C19H42BrN). Τα 

αντιδραστήρια αυτά είναι της εταιρίας Sigma. Η 70% αιθανόλη (Ethanol, C6H5OH) 

είναι της εταιρίας Scharlau, το Bacto-tryptone της εταιρίας Lab M, ενώ η αγαρόζη 

(agar) ήταν της εταιρείας Invitrogen. 

 Στο πρωτόκολλο αποµόνωσης Βακτηριακού DNA µε Αλκαλική λύση (µέθοδος 

miniprep) χρησιµοποιήθηκε το ∆ιάλυµα I (50mM glucose, 25mM Tris ΗCl (pH8), 

10mM EDTA (pH 8)), το ∆ιάλυµα II (0,2 N NaOH, 1% SDS) και το ∆ιάλυµα III (5M 

potassium acetate, glassial acetic acid, H2O), τα οποία παρασκευάστηκαν µε 

αντιδραστήρια της εταιρείας Sigma. 

 Τα Buffer A1, A2, AQ και AE που χρησιµοποιήθηκαν στο έτοιµο εµπορικό 

πρωτόκολλο αποµόνωσης «NucleoSpin Plasmid Quick Pure» είναι της εταιρίας 

Macherey-Nagel και συµπεριλαµβάνονται µέσα στο έτοιµο εµπορικό πρωτόκολλο 

(kit). Καθώς και τα Buffer Τ1, Β5, BW και BE (5mM Tris HCl, pH 8,5) από το έτοιµο 

εµπορικό πρωτόκολλο «NucleoSpin Tissue: Genomic DNA from Tissue» είναι της 

εταιρείας Macherey-Nagel και συµπεριλαµβάνονται µέσα στην συσκευασία του 

έτοιµου εµπορικού πρωτόκολλου. 

 Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την διεξαγωγή της αντίδρασης 

PCR και Real Time PCR: MgCl2 (50mM), 10xbuffer, dNTPs (25mM), Taq 

Polymerase (5u/µl), primers (10mM) της εταιρίας HyTest, ενώ το Brilliant SYBR 

Green QPCR Master Mix και η Reference dye (SYBR Green) προέρχονται από την 

εταιρεία Stratagene. Τα Buffer ΝΤ, ΝΤ3 και ΝΕ (5mM Tris HCl, pH 8,5) για το 

πρωτόκολλο «NucleoSpin ExtractII: PCR clean up, Gel extraction» της εταιρείας 

Macherey-Nagel  παρέχονται από τον κατασκευαστή. 
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Β.1.2. Εργαστηριακά στελέχη Eschericia coli 

 Τα εργαστηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν για την διεξαγωγή του 

πειράµατος δόθηκαν από το εργαστήριο Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας Φυτών, στο 

οποίο και έγινε η γενετική τροποποίηση του στελέχους, από προηγούµενο ερευνητικό 

πρόγραµµα ΠΕΝΕ∆ 2003. 

         a) Γενετικά τροποποιηµένα στελέχη:                                               

το JM83 F-ara∆( lac-proAB)rpsL(StrR)[φ80dlac∆(lacZ)M15]thi) (pESC-HIS-4CL 33). 

         b) Μη γενετικά τροποποιηµένα στελέχη:  

το JM83 [F-ara∆(lac-proAB)rpsL(StrR)[φ80dlac∆(lacZ)M15]thi). 

  Η γενετική τροποποίηση του στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο pESC-HIS-4CL 

33 έγινε προηγούµενα στο εργαστήριο Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας Φυτών, του ΤΕΙ 

Κρήτης.  

 

 Β.1.3. Πειραµατική διαδικασία- Μέθοδοι 

 

B.1.3.1. Καλλιέργεια των στελεχών Ε. coli 

 Η καλλιέργεια των δύο στελεχών της E. coli έγινε σε στερεά και υγρά θρεπτικά 

υποστρώµατα. Η µεταφορά του βακτηριακού µολύσµατος έγινε υπό ασηπτικές 

συνθήκες στο θάλαµο νηµατικής ροής.  

 Η παρασκευή των στερεών καλλιεργειών έγινε σε τριβλία Petri µε θρεπτικό 

υπόστρωµα LB Medium (Luria-Betrani Medium) και άγαρ (agar). Η σύσταση του 

θρεπτικού υποστρώµατος ανά λίτρο είναι 10 gr bactro-tryptone, 5 gr bacto-yeast 

extract, 10 gr NaCl και 15 gr agar, µε pH 7. Για κάθε τριβλίο χρησιµοποιήθηκαν 25 ml 

θρεπτικού υποστρώµατος ενώ για την ανάπτυξη του γενετικά τροποποιηµένου 

στελέχους προστέθηκε στο θρεπτικό υπόστρωµα και το αντιβιοτικό αµπικιλλίνη ωστε 

να επιτευχθεί µόνο η ανάπτυξη του επιθυµητού στελέχους του βακτηρίου στην 

επιθυµητή τελική συγκέντρωση του αντιβιοτικού. Το στέλεχος µάρτυρας αναπτύχθηκε 

απουσία αµπικιλίνης, γιατί δεν φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη. Τα 

τριβλία επωάστηκαν σε θάλαµο επώασης µε θερµοκρασία 370C για 15-17 ώρες. 

 Για την παρασκευή των υγρών καλλιεργειών χρησιµοποιήθηκαν δοκιµαστικοί 

σωλήνες στους οποίους προσθέσαµε 11 ml θρεπτικού υποστρώµατος LB medium ανά 
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καλλιέργεια (Σύστασης:10 gr bactro-tryptone, 5 gr bacto-yeast extract, 10 gr NaCl και 

15 gr agar, pH 7). Στον δοκιµαστικό σωλήνα που προοριζόταν για την ανάπτυξη του 

γενετικά τροποποιηµένου στελέχους προσθέσαµε επίσης αµπικιλλίνη. Οι δοκιµαστικοί 

σωλήνες τοποθετήθηκαν σε θάλαµο επώασης µε συνεχή ανάδευση 400 rpm σε 

θερµοκρασία 370C για 12-16 ώρες. Η παρακολούθηση της ανάπτυξης του βακτηρίου 

των υγρών καλλιεργειών έγινε µέσω της µέτρησης της οπτικής πυκνότητας (OD) του 

υγρού µέσου ανάπτυξης µε φασµατοφωτόµετρο σε µήκος κύµατος ίσο µε 600 nm.  

 

 Β.1.3.2. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τα δύο στελέχη του E.coli 

 Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA των δύο στελεχών εφαρµόστηκαν δύο  

διαφορετικές µέθοδοι: α) το πρωτόκολλο Αποµόνωσης Βακτηριακού DNA µε 

Αλκαλική λύση (µέθοδος miniprep) (Sambrook et al, 1989) και β) το έτοιµο εµπορικό 

πρωτόκολλο (kit) “NucleoSpin: Plasmid quick pure” της εταιρείας Macherey-Nagel. 

 

   Β.1.3.2.1. Αποµόνωση Πλασµιδιακού DNA µε το πρωτόκολλο 

Αποµόνωσης Βακτηριακού DNA µε Αλκαλική λύση (µέθοδος miniprep)  

 Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA του γενετικά τροποποιηµένου στελέχους 

αλλά και του άγριου στελέχους έγινε µε το πρωτόκολλο των miniprep (Sambrook, 

1989). Η διαδικασία του πρωτοκόλλου που ακολουθήθηκε περιγράφεται παρακάτω : 

• Όγκος 1,5 ml από κάθε καλλιέργεια µεταφέρθηκε σε σωλήνες eppendorf και  

φυγοκεντρήθηκαν για 2 min στους 40C για να κατακαθήσουν τα βακτηριακά 

κύτταρα. Αφαιρέθηκε το υπερκείµενο υγρό και από τα eppendorf (ένα για κάθε 

καλλιέργεια), αφήνοντας τα ιζήµατα όσο πιο στεγνά γίνεται.  

• Επαναδιαλύθηκαν οι πελέτες των κυττάρων µε 100 µl κρύου ∆ιαλύµατος I 

(βλ. Υλικά σελ. 44) µε vortex.  

• Προσθέθηκαν 200 µl φρέσκου ∆ιαλύµατος ΙΙ (βλ. Υλικά σελ.44) στους 

σωλήνες eppendorf και αφού ανακινήθηκαν 5-6 φορές, ώστε να αναµιχθεί 

σωστά όλο το διάλυµα εντός  του eppendorf, αφέθηκαν στον πάγο για 5 min.  

• Κατόπιν προστέθηκαν σε κάθε eppendorf 150 µl κρύου ∆ιαλύµατος ΙΙΙ (βλ. 

Υλικά, σελ.44), ανακινήθηκαν ελαφρά, για να έρθει σε επαφή το διάλυµα µε τα 

προϊόντα λύσης και παρέµειναν  πάλι στον πάγο για 5 min.   
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• Φυγοκεντρήθηκαν για 10 min και µεταφέρθηκε το υπερκείµενο από τα 

eppendorf σε καθαρά eppendorf.   

• Προστέθηκε σε κάθε σωλήνα eppendorf ουδέτερη φαινόλη ίσου όγκου µε το 

υπάρχον διάλυµα και ανακινήθηκαν ξανά.  

• Φυγοκεντρήθηκαν για 5 min και κατόπιν µεταφέρθηκαν τα υπερκείµενα σε 

καθαρά eppendorf.  

• Μετά προσθέθηκε ίσος όγκος συγκεκριµένης αναλογίας χλωροφορµίου 

(CHCl3): Iσοαµυλικής αλκοόλης (24:1), ανακινήθηκαν τα eppendorf και αφού 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 min, µεταφέρθηκαν τα δύο υπερκείµενα σε νέα 

eppendorf.  

• Στην συνέχεια προκλήθηκε ιζηµατοποίηση του πλασµιδιακού DNA 

προσθέτοντας 2 όγκους απόλυτης αιθανόλης.  

• Αφού ανακινήθηκαν, αφέθηκαν για 2 min σε θερµοκρασία δωµατίου και µετά 

φυγοκεντρήθηκαν για 10 min, για την κατακρήµνιση του DNA.     

• Αφαιρέθηκε το υπερκείµενο των δύο eppendorf προσεκτικά µε πιπέτα και 

µέτα τα σωληνάκια αφέθηκαν ανοιχτά και ανάποδα για να στεγνώσουν τα 

κυτταρικά ιζήµατα (πελλέτες).  

• Ξεπλύθηκε το Πλασµιδιακό dsDNA µε 1 ml 70%  αιθανόλης στους 40C, 

αποµακρύθηκε το υπερκείµενο των eppendorf µε πιπέτα και αφέθηκαν οι 

πελλέτες να στεγνώσουν για 10 min.  

• Στο τέλος επαναδιαλύθηκε κάθε πελέτα DNA µε 50 µl από το Buffer ΑΕ (βλ. 

Υλικά, σελ.45) του NucleoSpin: Plasmid quick pure και αποθηκεύθηκαν τα δύο 

eppendorf στους -200C.  

 

  B.1.3.2.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε το «NucleoSpin Plasmid 

Quick Pure» 

 Η χρήση του έτοιµου εµπορικού πρωτοκόλλου (kit) «NucleoSpin Plasmid Quick 

Pure» της εταρείας Macherey-Nagel περιλαµβάνει σύµφωνα µε τον κατασκευαστή του 

6 στάδια για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA, τα οποία περιγράφονται παρακάτω: 
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1.  Ποσότητα 2ml της κάθε καλλιέργειας µεταφέρθηκε σε eppendorf, και 

φυγοκεντρήθηκε για 30sec στις 11,000 στροφές και µετά αφαιρέθηκε το 

υπερκείµενο. 

2. Αρχικά προστέθηκαν 250 µl από το Buffer Α1 και επαναδιαλύθηκαν οι 

πελλέτες µε δόνηση vortex, µέχρι να διαπιστωθεί ότι δεν έχουν παραµείνει 

συστάδες κυττάρων. Στην συνέχεια προστέθηκαν 250µl Buffer Α2, 

ανακινήθηκαν τα eppendorf ελαφρά 6-8 φορές και αφέθηκαν να επωαστούν σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5min. Κατόπιν προστέθηκαν 300µl Buffer Α3 στα 

eppendorf και ανακινήθηκαν ελαφρά 6-8 φορές. 

3. Φυγοκεντρήθηκαν οι σωλήνες eppendorf για 5min στις 11,000 στροφές, σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

4. Μεταφέρθηκαν 750 µl από το υπερκείµενο του κάθε σωλήνα eppendorf σε  

δύο NucleoSpin Plasmid Quick Pure στήλες (column) (παρέχονται από τον 

κατασκευαστή), οι οποίες είχαν τοποθετηθεί σε δυο eppendorf των 2 ml. Τα 

διηθήµατα αυτά φυγοκεντρήθηκαν για 1min στις 11,000 στροφές και στην 

συνέχεια αφού αφαιρέθηκαν οι NucleoSpin Plasmid Quick Pure στήλες από τους 

σωλήνες eppendorf αδειάστηκε το περιεχόµενο των σωλήνων eppendorf και 

επανατοποθετήθηκαν οι NucleoSpin Plasmid Quick Pure στήλες. Το στάδιο αυτό  

επαναλήφθηκε µέχρι να φορτωθεί όλο το υπερκείµενο των δύο eppendorf 

(στάδιο 3) στις στήλες NucleoSpin Plasmid Quick Pure.  

5. Κατόπιν προστέθηκαν 450µ1 Buffer ΑQ και φυγοκεντρήθηκαν για 3min στις 

11,000 στροφές.  

6. Τοποθετήθηκαν οι NucleoSpin Plasmid Quick Pure στήλες σε eppendorf των 

1.5 ml και προστέθηκαν 50 µl Buffer ΑΕ σε κάθε στήλη για να αφαιρεθεί το 

DNA που δεσµεύτηκε σε κάθε στήλη. Αφού επωάστηκαν τα eppendorf για 1min 

σε θερµοκρασία δωµατίου, φυγοκεντρήθηκαν για 1 min στις 11,000 στροφές και 

στην συνέχεια αποθηκεύτηκαν στους -20.       

 

  B.1.3.3. Αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA από τα δύο στελέχη E. coli  

Για την αποµόνωση χρωµοσωµικού DNA των δύο στελεχών E. coli 

χρησιµοποιήθηκαν: α) το πρωτόκολλο Αποµόνωσης ολικού βακτηριακού DNA 
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(Sambrook et al, 1989) και β) το έτοιµο εµπορικό πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: 

Genomic DNA from Tissue της εταιρείας Macherey-Nagel. 

 

  B.1.3.3.1 Αποµόνωση χρωµοσωµικού βακτηριακού DNA µε το 

πρωτόκολλο Αποµόνωσης ολικού Βακτηριακού DNA.  

§ Τοποθετήθηκαν 2 ml καλλιέργειας από κάθε στέλεχος σε δύο σωλήνες 

eppendorf και φυγοκεντρήθηκαν για 5min στις 12,000 στροφές.  

§ Αφαιρέθηκε το υπερκείµενο από κάθε eppendorf και επαναδιαλύθηκαν οι 

πελέτες σε 400 µl Buffer ΤΕ (βλ. Υλικά, σελ.44) µε δόνηση vortex.  

§ Ακολούθησε λύση των βακτηριακών κυττάρων µε προσθήκη 50 µl 10% SDS 

και 2 µl Proteinase K και κατόπιν επωάσθηκαν σε υδατόλουτρο για 1 ώρα 

επώαση στους 55°C.  

§ Κατόπιν προστέθηκαν 100µl 5Μ ΝaCl και 100 µl 10% CTAB (βλ. Υλικά, 

σελ.44) και τα eppendorf τοποθετήθηκαν για επώαση στους 65°C για 20 min.  

§ Προστέθηκαν 650µl φαινόλης/χλωροφόρµιο, αναδεύθηκαν και  

φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στις 13.000 στροφές.  

§ Στην συνέχεια µεταφέρθηκε το υπερκέιµενο των δύο eppendorf σε δύο νέα 

eppendorf και αφού προστέθηκαν 650µl χλωροφόρµιου, έγινε ανάδευση και 

φυγοκέντρηση για 10min στις 13.000 στροφές.  

§ Μεταφέρθηκε πάλι το υπερκείµενο σε δύο καθαρά eppendorf και αφού 

προστέθηκε 1 όγκος καθαρής ισοπροπανόλης και έγινε ήπια ανάδευση. 

§ Ακολούθησε επώαση για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου.  

§ Με την βοήθεια γυάλινων πιπετών Pasteur, οι οποίες µετατράπηκαν σε σχήµα 

γάντζου µε την βοήθεια φλογίστρου, έγινε το «ψάρεµα» του γενωµικού DNA 

που ήταν πλέον ευδιάκριτο.  

§ Ξεπλύθηκαν οι πελλέτες γενωµικού DNA µε 1 ml 70% παγωµένης αιθανόλης 

(40C) και αναδεύθηκαν ήπια.  

§ Κατόπιν φυγοκεντρήθηκαν 10 min στις 13.000 στροφές και αφού αφέθηκαν 

οι πελλέτες να στεγνώσουν καλά και επαναδιαλύθηκαν µε 50 µl από το Elution 

Buffer ΒE (βλ. Υλικά σελ.44) του έτοιµου εµπορικού πρωτόκολλο «NucleoSpin 

Tissue: Genomic DNA from Tissue» της εταιρείας Macherey-Nagel. 
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  Β.1.3.3.2 Αποµόνωση Γενωµικού DNA µε το έτοιµο εµπορικό 

πρωτόκολλο «NucleoSpin Tissue: Genomic DNA from Tissue» (Macherey-Nagel) 

 Η αποµόνωση έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες τις κατασκευάστριας εταιρείας:  

§ Μεταφέρθηκε 1ml από τις δύο καλλιέργειες σε δύο eppendorf, τα 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 min στις 8,000 x g και στην συνέχεια αφαιρέθηκε το 

υπερκείµενο. 

§ Επαναδιαλύθηκαν οι πελλέτες µε την προσθήκη 180 µl από το Buffer T1 µε 

την βοήθεια πιπέτας. Προστέθηκαν 25 µl Proteinase K, έγινε δόνηση vortex και 

επωάστηκαν στους 56°C για τουλάχιστον 1-3 ώρες. 

§ Ακολούθησε ξανά δόνηση vortex και στην συνέχεια προστέθηκαν 200 µl από 

το Buffer Β3. Έγινε πάλι vortex και επωάστηκαν  για 10 min στους 70°C. 

§ Προστέθηκαν 210 µl αιθανόλης (96-100%) στα δείγµατα και ακολούθησε 

δόνηση vortex. 

§ Μεταφέρθηκαν τα δείγµατα από τους σωλήνες eppendorf σε δύο NucleoSpin 

Tissue στήλες (παρέχονται από τον κατασκευαστή), οι οποίες είχαν τοποθετηθεί 

σε δυο eppendorf (των 2 ml). Φυγοκεντρηθηκάν για 1min στις 11,000×g και 

µετά αφού αδειάστηκε ότι υπήρχε στα σωληνάκια eppendorf τοποθετήθηκαν 

ξανά µέσα οι  NucleoSpin Tissue στήλες. 

§ Προστέθηκαν 500 µl από το Buffer ΒW, φυγοκεντρήθηκαν για 1min στις 

11,000×g και στην συνέχεια αφαιρέθηκε ότι υπήρχε µέσα στα eppendorf. 

§ Κατόπιν προστέθηκαν 600µl από το Buffer Β5 στις στήλες και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση για 1min στις 11,000×g. Αφαιρέθηκε πάλι ότι είχε µείνει στα 

eppendorf. 

§ Φυγοκεντρήθηκαν πάλι για 1min στις 11,000×g, ώστε να αφαιρεθούν όλα τα 

υπολείµµατα αιθανόλης. 

§ Τοποθετήθηκαν οι NucleoSpin Tissue στήλες (column) σε δύο eppendorf των 

1.5ml και προστέθηκαν 100 µl από το Elution Buffer ΒE (βλ. Υλικά, σελ. 44), 

αφού πρώτα θερµάνθηκε στους 700C. Ακολούθησε επώαση για 1 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου, φυγοκέντρηση 1min στις 11,000×g και τέλος 

αποθήκευση στους -200C.  
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  Β.1.3.4. Σήµανση και κωδικοποίηση των δειγµάτων  

Για µεγαλύτερη διευκόλυνση τα δείγµατα του στέλεχους JM83 που 

αποµονώθηκαν µε τα πρωτόκολλα, που περιγράφονται στην παραπάνω ενότητα θα 

αναφέρονται στην εργασία µε κωδικοποιηµένες ονοµασίες, οι οποίες παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 1.  

 

Πίνακας 1. Παρουσίαση πλήρους ονοµασίας των δειγµάτων και της κωδικοποιηµένης ονοµασίας.  

 ΟΝΟΜΑΣΙΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ 

ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΗΜΕΝΗ 

ΟΝΟΜΑΣΙΑ 

∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ 

1 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 µε το 

πλασµίδιο 4CL 
4CL Plasm Minirep 

2 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 χωρίς το 

πλασµίδιο 4CL 
JM83 Plasm Miniprep 

3 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε το NucleoSpin Plasmid Quick Pure  

στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Plasm Kit 

4 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε το NucleoSpin Plasmid Quick Pure  

στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL 
JM83 Plasm Kit 

5 
Χρωµοσωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο ολικού Βακτηριακού 

DNA στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Chrom 

6 
Χρωµοσωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο ολικού Βακτηριακού 

DNA στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL 
JM83 Chrom 

7 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Chrom Kit 

8 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL 
JM83 ChromKit 

9 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL (13/5) 
4CL Chrom Kit (13/5) 

10 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL (13/5)  
JM83 Chrom Kit (13/5) 

11 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 µε το 

πλασµίδιο 4CL (24/3) 
4CL Plasm (24/3) 

12 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 χωρίς το 

πλασµίδιο 4CL (24/3) 
JM83 Plasm (24/3) 

13  Στέλεχος JM83 µε το πλασµίδιο 4CL για την καµπύλη αναφοράς 4CL Standard 
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Τα δείγµατα 9, 10, 11 και 12 προέρχονται από παλαιότερες αποµοµονώσεις και 

συνοδεύονται από την ηµεροµηνία στην οποία έγινε η κάθε αποµόνωση. Τα δειγµατα 

9 και 10 προέρχονται από αποµόνωση που έγινε στις 13/5, ενώ τα δείγµατα 11 και 12 

προέρχονται από αποµόνωση που έγινε στις 24/3. 

 

 Β.1.3.5. Μέτρηση των συγκεντρώσεων προϊόντων των αποµονώσεων 

DNA µε Νανόµετρο (Nanodrop) 

 Πρίν γίνει αντίδραση της Real Time PCR και της PCR έπρεπε να προσδιοριστεί 

η συγκέντρωση του προϊόντος του γενετικού υλικού από τις αποµονώσεις µε κάθε 

πρωτόκολλο. Η µέτρηση αυτή έγινε µε την βοήθεια της συσκευής Nanodrop (στο 

τµήµα Βιολογίας στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας Φυτών του Πανεπιστηµίου Κρήτης).  

Η συσκευή  Nanodrop παρέχει την δυνατότητα µέτρησης πολύ µικρών ποσοτήτων 

(1µl) DNA ή RNA σε ελάχιστο χρόνο (Εικόνα 19).  

 

                

 
 
 
Εικόνα 19. Τα µέρη της  συσκευής Nanodrop και ο τρόπος χρήσης της: Α) Ο βραχίονας που φέρει τις 

ακίδες µέτρησης, Β) Τοποθέτηση σταγόνας δείγµατος στην ακίδα, Γ) Άνω και κάτω ακίδα µέτρησης και 

∆) Καθαρισµός ακίδας (NanoDrop Technologies, Inc., 2007).  
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 Η λειτουργία της συσκευής στηρίζεται στην τεχνολογία που χρησιµοποιείται για 

την συγκράτηση του δείγµατος κατά την διάρκεια της µέτρησης χωρίς την χρήση 

κυψελίδας και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται µέσω ενός προγράµατος στον 

υπολογιστή µε τον οποίο συνδέεται το µηχάνηµα. 

 Η συσκευή αποτελείται από βραχίονα που στο κάθε άκρο του διαθέτει από µια 

ακίδα δειγµατολειψίας. Για να γίνει η µέτρηση τοποθετήθηκε 1 µl από το υπό ανάλυση 

δείγµατος στην ακίδα του κάτω άκρου και όταν έκλεισε ο βραχίονας και ήρθε σε 

επαφή η πάνω ακίδα µε την κάτω έγινε η µέτρηση του δείγµατος. Μετά το τέλος της 

µέτρησης καθαρίστηκαν οι ακίδες στα δύο άκρα για να την επόµενη µέτρηση 

(NanoDrop Technologies, Inc., 2007). 

 

  Β.1.3.6. Προετοιµασία καµπύλης αναφοράς ( Standard curve) 

 Η ποσοτικοποίηση των δειγµάτων σ’αυτή την πειραµατική εργασία έγινε µε την 

βοήθεια καµπύλης αναφοράς (standard curve) που εκφράζει τον αριθµό των 

αντιγράφων της κάθε αραίωσης και τις τιµές Ct που παρουσιάζει η κάθε µια (βλ. 

σελ.20). Για την κατασκευή της καµπύλης επιλέξαµε ως µήτρα το εκχύλισµα 

πλασµιδιακού DNA από το στέλεχος JM83 µε το πλασµίδιο 4CL το οποίο αφαιρέθηκε 

από πηκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιώντας το έτοιµο πρωτόκολλο «NucleoSpin 

ExtractII: PCR clean up, Gel extraction» της εταιρίας Macherey-Nagel (βλ σελ 55) και 

το οποίο υποβλήθηκε στην συνέχεια σε διαδοχικές αραιώσεις διαλύµατoς DNA 

γνωστής συγκέντρωσης. Η δηµιουργεία της καµπύλης αναφοράς έγινε σύµφωνα µε τις 

οδηγίες της εταιρίας Applied Biosystems (Applied Biosystems, 2003). Για τον 

υπολογισµό της µάζας του πλασµιδίου σε κάθε αραιώση χρησιµοποιήθηκε ο τύπος :  

 

Copy of interest × mass of single plasmid (bp) = mass of plasmid DNA needed 

 

 Για τον υπολογισµό της µάζας του πλασµιδίου χρειάστηκε το µέγεθος του 

πλασµιδίου (8375 bp) αλλά και το µέγεθος του γονιδίου 4 CL (1697 bp), ενώ οι 

αραιώσεις που έγιναν ήταν για 30.000.000, 3.000.000, 300.000, 30.000, 3.000, 300, 30 

και 3 αντίγραφα. 
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   B.1.3.6.1. Aποµάκρυνση ποσότητας DNA µε το έτοιµο πρωτόκολλο 

«NucleoSpin ExtractII: PCR clean up, Gel extraction» της εταιρείας Macherey-

Nagel  

• Αφαιρέθηκε µε καθαρό νυστέρι το κοµµάτι που περιείχε το τµήµα DNA  από το 

πήκτωµα αγαρόζης και τοποθετήθηκε σε ένα σωλήνα eppendorf των 2 ml. Στην 

συνέχεια προστέθηκαν 200µl από το Buffer NT και επωάστηκε στους 500C µέχρι 

που διαλύθηκαν εντελώς όλα τα κοµµάτια από το πήκτωµα αγαρόζης (5-10 λεπτά). 

Έγινε δόνηση vortex κάθε 2-3 min µέχρι το τέλος της επώασης. 

• Το δείγµα µεταφέρθηκε σε µια Nucleo Spin Exrtact II στήλη, η οποία είχε 

τοποθετηθεί σ’ένα σωλήνα συλλογής και φυγοκεντρήθηκε για 1 min στις 11,000 

στροφές. Μετά την φυγοκέντρηση αφαιρέθηκε η Nucleo Spin Exrtact II στήλη και 

πετάχτηκε ότι υπήρχε µέσα στον σωλήνα συλλογής και επανατοποθετήθηκε η 

Nucleo Spin Exrtact II στήλη πίσω. 

• Προστέθηκαν 600 µl Buffer ΝΤ3 και ακολούθησε φυγοκέντρηση του δείγµατος 

για 1 min στις 11,000 στροφές. Στην συνέχεια αφαιρέθηκε η Nucleo Spin Exrtact II 

στήλη και πετάχτηκε ότι υπήρχε µέσα στον σωλήνα συλλογής και 

επανατοποθετήθηκε η Nucleo Spin Exrtact II στήλη πίσω. 

• Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2 min στις 11,000 στροφές ώστε να αφαιρεθεί 

ποσοτικά το Buffer ΝΤ3. Τοποθετήθηκε η Nucleo Spin Exrtact II στήλη σε ένα 

σωλήνα eppendorf των 1,5 ml και προστέθηκαν 15-50 µl Buffer ΝΕ. Ακολούθησε 

επώαση σε θερµοκρασία δωµατιού για 1 min και στην συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση 

για 1 min στις 11,000 στροφές. Μετά την φυγοκέντρηση αφαιρέθηκε η Nucleo Spin 

Exrtact II και ότι παρέµεινε µέσα στον σωλήνα eppendorf φυλάχτηκε στους -200C.    

 

  Β.1.3.7. Μελέτη των δύο στελεχών µε αντίδραση της Real Time PCR. 

 Στην αντίδραση της Real Time PCR χρησιµοποιήθηκαν ως µήτρα τα δείγµατα 

που προήλθαν από τις αποµονώσεις πλασµιδιακού, χρωµοσωµικού και γενωµικού 

DNA και των δύο στελεχών E. coli (µε και χωρίς το πλασµίδιο pESC-HIS-4CL). Πιό 

συγκεκριµένα, στη συσκευή µετρήθηκαν συνολικά 23 δείγµατα από τα οποία τα 8 

αφορούν την κατασκευή της καµπύλης αναφοράς, τα 3 περιείχαν Η2Ο αντί του DNA 

ως αρνητικό δείγµα (αρνητικός µάρτυρας), τα 4 ήταν δείγµατα από αποµονώσεις DNA 
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προηγούµενου πειράµατος και τα υπόλοιπα ήταν τα δείγµατα από τις πρόσφατες 

αποµονώσεις που περιγράφονται σε προηγόυµενη ενότητα. Ο εξοπλισµός που 

χρησιµοποιήθηκε για την διεξαγωγή τόσο της Real Time PCR όσο και της PCR είναι η 

συσκευή Mx3000P της εταιρίας Stratagene, για την οποία έγινε αναφορά σε 

προηγούµενη ενότητα.    

 Για την ανίχνευση των προιόντων της Real Time PCR επιλέχθηκε η µέθοδος της 

χρωστικής SYBR Green I, η οποία όπως έχει ήδη αναφερθεί παραπάνω 

ενσωµατώνεται σε δίκλωνα τµήµατα DNA. Η ποσοτικοποίηση των δειγµάτων έγινε µε 

την βοήθεια του σήµατος που έδωσε η SYBR Green I κατα τη δεσµευσή της στα µόρια 

DNA.  

 Για την κάθε αντίδραση της Real Time PCR παρασκευάστηκε ένα αρχικό ολικό 

διάλυµα, το οποίο περιείχε Η2Ο, Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix, το ζεύγος 

των εκκινητών και την Reference Dye (Πίνακας 2). Για κάθε δείγµα προστέθηκε σε 

ένα PCR σωλήνα eppendorf 1 µl DNA και 24 µl από το ολικό διάλυµα.  

 

Πίνακας 2. Αναλυτική παρουσίαση της σύστασης της αντίδρασης Real Time PCR.  
 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΑ (µl)  

ΤΕΛΙΚΗ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

Η2Ο 10,375  

Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix 

(2x) 
12,500 1x 

Primer Reverse (10mM) 0,375 0,15mM 

Primer Forward (10mM) 0,375 0,15mM 

Reference Dye (1mM) 0,375 0,015mM 

DNA 1 0,18ng 

Τελικός όγκος 25  

 

  Το τµήµα του DNA που ενισχύεται µε τους εκκινητές που χρησιµοποιήθηκε για 

την αντίδραση έχει µέγεθος 194 bp και βρίσκεται µέσα στο γονίδιο 4CL από το σηµείο 

1486 εώς 1679. Οι αλληλουχίες των δύο εκκινητών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. 
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Πίνακας 3. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην PCR. 

 

Ονοµασία Αλληλουχία εκκινητών 

Primer F (Forward) 5’- TGA GTG GCG GCG GTT TCT A-3’ 

Primer R (Reverse) 5’- GTT CCT GTT GCC TTC GTT GTG A-3’ 

 

 

  Η προετοιµασία της αντίδρασης Real Time PCR έγινε σε ασηπτικές συνθήκες 

στον θάλαµο νηµατικής ροής για αποφυγή µολύνσεων και το πρόγραµµα της 

αντίδρασης ολοκληρώθηκε σε 35 κύκλους. Το πρόγραµµα θερµοκρασιών/χρόνου 

(amplification profile) που ακολουθήθηκε για την διεξαγωγή της Real Time PCR όπως 

φαίνεται διαγραµµατικά και στην Εικόνα 20 ήταν το εξής: 1) στάδιο αποδιάταξης 

στους 940C για 5 min, 2) στάδιο ενίσχυσης (στους 940C για 30 sec, στους 560C για 30 

sec και στους 720C για 30 sec) το στάδιο αυτό συντελέστηκε για 30 φορές και 3) 

τελικό στάδιο (στους 950C για 1 min, στους 550C για 30 sec και στους 950C για 30 

sec). Η διαδικασία της αντίδρασης ολοκληρώθηκε σε 2 περίπου ώρες.  

 

 

 

 

Εικόνα 20. Παρουσίαση του προγράµµατος µε τις παραµέτρους που επιλέχθηκαν για τις συνθήκες της 

αντίδρασης Real Time PCR. 
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   Β.1.3.8. Μελέτη των δύο στελεχών του E. coli µε την µέθοδο της 

Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολύµεράσης (PCR)    

 Πρέπει να αναφερθεί πως η αντίδραση της συµβατικής PCR που θα περιγραφεί 

στις επόµενες ενότητες είναι από προηγούµενο πείραµα µε δείγµατα τα ίδια στελέχη 

του βακτηρίου E. coli που χρησιµοποιήθηκαν και στην αντίδραση της Real Time PCR, 

τα οποία είχαν αναπτυχθεί και αποµονωθεί µα τον ίδιο τρόπο που περιγράφεται στις 

παραπάνω ενότητες (σελ.45-50). Το συγκεκριµένο πείραµα προστέθηκε σ’αυτή την 

πειραµατική εργασία για σύγκριση ανάµεσα στην µέθοδο της Real Time PCR και αυτή 

της συµβατικής PCR. Τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην µέθοδο συµβατικης 

PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.   

 

 

Πίνακας 4. Τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση της συµβατικής PCR   

 

 ΟΝΟΜΑΣΙΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ 

ΣΥΝΤΟΜΕΥΜΕΝΗ 

ΟΝΟΜΑΣΙΑ 

∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ 

1 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 µε το 

πλασµίδιο 4CL 
4CL Plasm Miniprep 

2 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε Αλκαλική λύση στελέχους JM83 χωρίς το 

πλασµίδιο 4CL 
JM83 Plasm Miniprep 

3 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε το NucleoSpin Plasmid Quick Pure 

στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Plasm Kit 

4 
Πλασµιδιακή αποµόνωση µε το NucleoSpin Plasmid Quick Pure 

στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL 
JM83 Plasm Kit 

5 
Χρωµοσωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο ολικού Βακτηριακού DNA 

στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Chrom 

6 
Χρωµοσωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο ολικού Βακτηριακού DNA 

στελέχους JM83 χωρίς το πλασµίδιο 4CL 
JM83 Chrom 

7 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
4CL Chrom Kit 

8 
Γενωµική αποµόνωση µε το πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic 

DNA from Tissue στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4CL 
JM83 ChromKit 
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   Β.1.3.8.1. Τρέξιµο ποσότητας DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (0,8%)  

 Πριν την παρασκευή της αντίδρασης της PCR, 3µl διαλύµατος DNA από κάθε 

εκχύλιση µε προσθήκη 5µ1 Η2Ο και 2 µ1 διαλύµατος φόρτωσης για DNA 

υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (συγκέντρωσης 0.8%), για 

επιβεβαίωση της παρουσίας DNA σε αυτά. Για την παρασκευή του πηκτώµατος, η 

αγαρόζη διαλύθηκε σε 50 ml ΤΒΕ και µετά από θέρµανση προστέθηκαν 2 µl 

χρωστικής (βρωµιούχου αιθιδίου, ethidium bromide) µε ανάδευση. Στην συνέχεια το 

διάλυµα φορτώθηκε στην συσκευή ηλεκτροφόρησης και αφού στερεοποιήθηκε 

προστέθηκε το διάλυµα ΤΒΕ. Κατόπιν προστέθηκαν τα δείγµατα προς ανάλυση DNA 

(που πήραν µέρος στην αντίδραση PCR) και το µέγεθος τους ταυτοποιήθηκε µα βάση 

τα γνωστά µεγέθη του µοριακού δείκτη λHindIII. 

 

   Β.1.3.8.2. Προετοιµασία της αντίδρασης της Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολύµεράσης (PCR) 

 Η συσκευή που χρησιµοποιήθηκε για τις αντιδράσεις της PCR ήταν η ίδια µε 

αυτή που χρησιµοποιήθηκε για την Real Time PCR που προαναφέρθηκε. 

 Για την αντίδραση PCR προετοιµάστηκε διάλυµα το οποίο περιείχε Η2Ο, 

ρυθµιστικό διάλυµα (10×buffer, 200mM Tris (pH 8,4), 50mM KCl), MgCl2, dNTP’s, 

το ζεύγος των εκκινητών (Forward, Reverse) και Taq πολυµεράση (Πίνακας 5). Στην 

συνέχεια το διάλυµα αυτό µοιράστηκε σε PCR σωληνάκια (PCR tubes) από 47µ1 και  

προστέθηκε 3 µl DNA από κάθε δείγµα DNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 

50 µl. Πιο αναλυτικά η σύσταση της αντίδρασης παρουσιάζεται στον Πίνακα 5. Στην 

αντίδραση της PCR προστέθηκε αποστειρωµένο Η2Ο ως αρνητικό µάρτυρα, δηλαδή 

ως δείγµα που δεν περιείχε DNA. Οι εκκινητές της αντίδρασης ήταν οι ίδιοι µε αυτους 

της Real Time PCR (βλ. σελ. 56). 

 Μετά το τέλος των αντιδράσεων της PCR φορτώθηκαν 10µl από κάθε δείγµα 

µαζί µε 2 µl χρωστική σε πήκτωµα αγαρόζης (1.5%) για ηλεκτροφόρηση, ώστε να 

παρατηρηθούν τα αποτελέσµατα της µεθόδου PCR. Μαζί µε τα δείγµατα φορτώθηκε 

ένας δείκτης µοριακών δεικτών γνωστού µοριακού βάρους DNA (molecular size 

ladder) για να γίνει ο υπολογισµός του µεγέθους του προϊόντος που έδωσε η PCR και 

να γίνει βεβαίωση ότι το προιόν της PCR είναι το αναµενόµενο.  
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  Πινακας 5. Η σύσταση της αντίδρασης που χρησιµοποιήσαµε στην PCR. 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΕΣ (µl) ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

MgCl2 (50mM)  1.5 µl 1.5mM 

10×buffer 5 µl 1x 

dNTP’s (25mM) 0.3 µl 0.15mM 

Primer F (10 mM) 1 µl 0.2mM 

Primer R(10 mM) 1 µl 0.2mM 

Taq polymerase(5u/µl) 0.2 µl 1unit 

H2O 38 µl  

DNA 3 µl  

Τελικός όγκος 50 µl  

 

 

 

 

B.2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 

  Β.2.1. Αποτελέσµατα της µέτρησης µε την συσκευή Nanodrop 

  Χρησιµοποιήθηκε 1µl από το προϊόν της κάθε αποµόνωσης για την µέτρηση, το 

οποίο τοποθετήθηκε στην ακίδα της συσκευής Nanodrop και τα αποτελέσµατα που 

έδωσε το όργανο, µέσω του υπολογιστη µε τον οποίο είναι συνδεδεµένο, 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. 

 Όπως παρατηρείται στον Πίνακα 6 κάθε δείγµα που µετρήθηκε µε την συσκευή 

Nanodrop έδωσε διαφορετική συγκέντρωση DNA. Τα δείγµατα του στέλεχους JM83 

που περιείχαν το πλασµίδιο pESC-HIS-4CL και προέρχονται από πλασµιδιακή 

αποµόνωση, τόσο µε το έτοιµο εµπορικό πρωτόκολλο (kit) όσο και µε το πρωτόκολλο 

Αλκαλικής Λύσης, παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγκέντρωση σε σχέση µε τα δείγµατα 

του στελέχους που δεν περιέχει το πλασµίδιο και προέρχονται από πλασµιδιακή 
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αποµόνωση. Τα δείγµατα χρωµοσωµικής αποµόνωσης και των δύο στελεχών 

εµφανίζουν την µικρότερη συγκέντρωση ανάµεσα σ’όλα τα δείγµατα που µετρήθηκαν, 

ενώ αυτά που προέρχονται από γενωµική αποµόνωση εµφανίζουν µια σχετικά υψηλά 

συγκέντρωση DNA. Τα δείγµατα 9, 10, 11 και 12 είναι αυτά από παλαιότερη 

πειραµατική προσπάθεια και ιδίως τα δείγµατα 11, 12 παρουσιάζουν την µεγαλύτερη 

συγκέντρωση απ’όλα τα δείγµατα που µετρήθηκαν (Για τις ονοµασίες των δειγµάτων 

βλ. Πίνακα 1, σελ. 51).  

 

Πίνακας 6.  Αποτελέσµατα µέτρησης της συγκέντρωσης του DNA στα εκχυλίσµατα µε το Nanodrop. 

 

 
∆ΕΙΓΜΑΤΑ ΠΡΟΣ 

ΜΕΤΡΗΣΗ 
ΑΡΧΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (ng/µl) 

1 4CL Plasm Miniprep 131,09 

2 JM83 Plasm Miniprep 20,8 

3 4CL Plasm Kit 88,65 

4 JM83 Plasm Kit 23,99 

5 4CL Chrom 4,56 

6 JM83 Chrom 13,89 

7 4CL Chrom Kit 60,39 

8 JM83 Chrom Kit 54,61 

9 4CL Chrom Kit 13/5 41,03 

10 JM83 Chrom Kit 13/5 61,64 

11 4CL Plasm 24/3 4811,49 

12 JM83 Plasm 24/3 4794,93 

13 4CL Standard 11,46 

 

 

 Επειδή όµως σκοπός ήταν να χρησιµοποιηθεί η ίδια ποσότητα DNA από κάθε 

δείγµα στην αντίδραση της Real Time PCR, έτσι ώστε να γίνει αντιπροσωπευτική 

σύγκριση, έγινε αραίωση ποσότητας των δειγµάτων µε ποσότητα νερού (Πίνακας 7). 
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Πίνακας 7. Οι αραιώσεις των δειγµάτων µε ποσότητα νερού για τελικό όγκο 20 µ1. 

 

 ∆είγµατα 

Αρχική 

Συγκέντρωση 

(ng/µl) 

Όγκος 

∆είγµατος 

(µl) 

Ποσότητα Η2Ο 

(µl) 

Τελική 

Συγκέντρωση 

(ng/µl) 

1 4CL Plasm Miniprep 131,09 0,70 19,30 4,56 

2 JM83 Plasm Miniprep 20,8 4,38 15,62 4,56 

3 4CL Plasm Kit 88,65 1,03 18,97 4,56 

4 JM83 Plasm Kit 23,99 3,80 16,20 4,56 

5 4CL Chrom 4,56 20,00 0,00 4,56 

6 JM83 Chrom 13,89 6,57 13,43 4,56 

7 4CL Chrom Kit 60,39 1,51 18,49 4,56 

8 JM83 Chrom Kit 54,61 1,67 18,33 4,56 

9 4CL Chrom Kit 13/5 41,03 2,22 17,78 4,56 

10 JM83 Chrom Kit 13/5 61,64 1,48 18,52 4,56 

11 4CL Plasm 24/3 4811,49 0,02 19,98 4,56 

12 JM83 Plasm 24/3 4794,93 0,02 19,98 4,56 

13 4CL Standard 11,46 7,96 12,04 4,56 

 

 

 Β.2.2. Παρουσίαση των αποτελεσµάτων της καµπύλης αναφοράς (standard 

curve) 

 Στην Εικόνα 21 παρουσιάζεται η καµπύλη αναφοράς (standard curve) σύµφωνα 

µε την οποία υπολογίστηκε η ποσότητα των αντιγράφων σε κάθε δείγµα µετά το τέλος 

της αντίδρασης. Τα υπο ανάλυση δείγµατα εµφανίζονται πάνω στην καµπύλη 

αναφοράς µαζί µε τα δείγµατα γνωστής συγκέντρωσης ανάλογα µε τον αριθµό των 

αντιγράφων του πλασµιδίου (άξονας y) που έχει το καθε δείγµα και ανάλογα µε τον 

κύκλο (άξονα x) που µετρήθηκε η ποσότητα.    
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Εικόνα 21.  Η καµπύλη αναφοράς µε τα δείγµατα γνωστής συγκέντρωσης και τα υπό µελέτη δείγµατα. 

 

 Β.2.3. Αποτελέσµατα της αντίδρασης Real Time PCR 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί τα αποτελέσµατα της αντίδρασης Real Time PCR  

καταγράφονται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, µετρώντας την µεταβολή του 

φθορισµού και τα αποτελέσµατα απεικονίζονται µε την µορφή εκθετικής καµπύλης 

παρουσιάζοντας έτσι την ανάλογη αύξηση των προϊόντων. Στην Eικόνα 22 

παρουσιάζονται τα τελικά αποτελέσµατα της αντίδρασης µε την µορφή καµπυλών. Τα 

δείγµατα που προέρχονταν από το στέλεχος JM83 µε το πλασµίδιο pESC 4CL 

εµφάνησαν καµπύλες που εκφράζουν την εκθετική αύξηση του προϊόντος σε 

συνάρτηση µε το χρόνο (αριθµό κύκλου, Ct) που ξεκίνησε αυτή η αύξηση. 

 Παρατηρήθηκε ακόµα πώς τα δείγµατα που εµφάνισαν την αύξηση προϊόντος 

της Real Time PCR προέρχονται τόσο από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (µε το 

πρωτόκολλο Αλκαλικής Λύσης (miniprep) και το έτοιµο εµπορικό πρωτόκολλο 

NucleoSpin Plasmid Quick Pure, Kit) όσο και από την αποµόνωση χρωµοσωµικού 
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DNA (µε το πρωτόκολλο βακτηριακού DNA, Chrom) αλλά και από την αποµόνωση 

γενωµικού DNA (µε το έτοιµο πρωτόκολλο NucleoSpin Tissue: Genomic DNA from 

Tissue, Chrom Kit). 

 

 
 

Εικόνα 22. Στην εικόνα αυτή καταγράφονται οι τιµές φθορισµού της SYBR Green µε την µέθοδο Real 

Time PCR, οι οποίες απεικονίζουν την εκθετική αύξηση των προϊόντων σε κάθε υπό ανάλυση δείγµα. 

 

 

  Παρόλο που στην Εικόνα 23 εµφανίζονται τα ίδια αποτελέσµατα µε την Eικόνα 

22, η συγκεκριµένη εικόνα δίδει την δυνατότητα µιας πιο αναλυτικής εικόνας των 

αποτελεσµάτων. Στην εικόνα αυτή εµφανίζονται µε µεγαλύτερη ακρίβεια σε ποιά 

χρονική στιγµή, δηλαδή σε ποιόν κύκλο (τιµή Ct) της αλυσιδωτής αντίδρασης, άρχισε 

η συγκέντρωση του προϊόντος DNA να υπερβαίνει εκείνη του αρχικού εκχυλίσµατος 

(γραµµή threshold).  
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Εικόνα 23. Παρουσίαση των αποτελεσµάτων µε σαφή οριοθέτηση του σηµείου threshold και της τιµής 

Ct. 

 

 Τα δείγµατα που ξεκίνησαν πολύ νωρίς την εκποµπή σήµατος σηµαίνει πως 

είχαν µεγαλύτερη ποσότητα της αλληλουχίας DNA εξ αρχής.  

 Στην Εικόνα 24 εµφανίζεται η καµπύλη θερµικής αποδιάταξης (melting curve) 

όπου παρουσιάζεται η θερµοκρασία στην οποία αποδιατάχθηκε κάθε δείγµα κατα την 

διάρκεια της αντίδρασης, διευκολύνοντας έτσι την αναγνώριση του προϊόντος που 

παράχθηκε, αν δηλαδή το σήµα που έδωσε κάθε υπό ανάλυση δείγµα προερχόταν από 

το επιθυµητό προϊόν ή από κάτι άλλο. Αυτό που παρατηρήθηκε στην Εικόνα 22 είναι 
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πως τα όλα δείγµατα αποδιατάχθηκαν στην ίδια θερµοκρασία αφού εµφάνησαν µία 

κορυφή µε µέγιστο (αποδιάταξη) στην ίδια θερµοκρασία.  

 

 

 
 

Εικόνα 24. Καµπύλες θερµικής αποδιάταξης (Melting curves) όλων των δειγµάτων που δείχνουν την 

θερµοκρασία στην οποία αποδιατάχθηκε το καθένα στην αντίδραση  Real Time PCR. 

 

 Στον Πίνακα 8 παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσµατα της αντίδρασης για 

όλα τα δείγµατα και δείχνει ξεκάθαρα ποιά από τα υπό ανάλυση δείγµατα που ήταν 

στην αντίδραση της Real Time PCR ενισχύθηκαν και παρουσίασαν προϊόν, ποιά δεν 

έδωσαν καθόλου προϊόν καθώς και ποιος ήταν ο αριθµός των αντιγράφων που 

δηµιουργήθηκαν.  
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Πίνακας 8. Αναλυτική παρουσίαση των αποτελεσµάτων της αντίδρασης Real Time Pcr. Καταγραφή 

τιµών Ct για κάθε δείγµα αλλά και ποσότητας αντιγράφων. 

 

Αριθµός 
δείγµατος Ονοµασία δείγµατος Μέθοδος Τύπος 

δείγµατος 
Σηµείο 
Threshold 

Αριθµός 
κύκλου 
(Ct) 

Ποσότητα 
(αντίγραφα) 

C3 3x107(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 12.43 3.00e+007 

C4 3x106(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 15.98 3.00e+006 

C5 3x105(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 22.85 3.00e+005 

C6 3x104(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 23.12 3.00e+004 

C7 3x103(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 26.55 3.00e+003 

C8 3x102(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 29.64 3.00e+002 

C9 3x101(αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 32.74 3.00e+001 

C10 3 (αντίγραφα) Sybr Standard 0.0346 No Ct No Ct 

1 4CL Plasmid Kit Sybr Unknown 0.0346 9.69 4.273e+008 

2 JM83Plasmid Kit Sybr Unknown 0.0346 No Ct No Ct 

3 4CL Plasmid Miniprep Sybr Unknown 0.0346 15.94 5.321e+006 

4 JM83Plasmid Miniprep Sybr Unknown 0.0346 34.18 1.488e+001 

5 4CL Chrom Kit Sybr Unknown 0.0346 13.09 3.942e+007 

6 JM83Chrom Kit Sybr Unknown 0.0346 34.50 1.196e+001 

7 4CL Chrom Sybr Unknown 0.0346 14.25 1.747e+007 

8 JM83Chrom Sybr Unknown 0.0346 No Ct No Ct 

9 4CL Plasmid Miniprep 
(24/3) Sybr Unknown 0.0346 15.08 9.737e+006 

10 JM83Plasmid Miniprep 
(24/3) Sybr Unknown 0.0346 33.87 1.856e+001 

11 4CL Chrom Kit (13/5) Sybr Unknown 0.0346 15.53 7.131e+006 

12 JM83Chrom Kit (13/5) Sybr Unknown 0.0346 No Ct No Ct 

13 Water Sybr NTC 0.0346 No Ct No Ct 

14 Water Sybr NTC 0.0346 No Ct No Ct 

15 Water Sybr NTC 0.0346 No Ct No Ct 

 

 

 Αυτό που έδειξαν τα αποτελέσµατα του Πίνακα 8 είναι πως το στέλεχος JM83 µε 

το πλασµίδιο pESC 4CL παρουσίασε προϊόν τόσο στα δείγµατα που προήλθαν από 

πλασµιδιακή αποµόνωση (και στα δύο πρωτόκολλα που χρησιµοποιήθηκαν) (δείγµατα 

1, 3 και 9, Πίνακα 8) όσο και στα δείγµατα που προήλθαν από χρωµοσωµική (δείγµα 
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7) και γενωµική αποµόνωση (δείγµατα 5 και 11) και επίσης η παραγωγή αντιγράφων 

σ’αυτά τα δείγµατα ξεκίνησε σχετικά νωρίς, δηλαδή σε µικρό αριθµό κύκλων (µικρή 

τιµή Ct). Το δείγµα 4CL Plasmid Kit (δείγµα 1) παρουσιάζει το µεγαλύτερο αριθµό 

αντιγράφων και σε µικρό αριθµό κύκλου. Το στέλεχος JM83 χωρίς το πλασµίδιο pESC 

4CL δεν έδωσε καθόλου αντίγραφα (No Ct) στα δείγµατα: JM83 Plasmid Kit (δείγµα 

2), JM83 Chrom (δείγµα 8) και JM83 Chrom Kit 13/5 (δείγµα 12). Υπήρξαν όµως και 

δείγµατα όπως τα JM83 Plasmid Miniprep (δείγµα 4), JM83 Chrom Kit (δείγµα 6) και 

JM83 Plasmid Miniprep 24/3 (δείγµα 10) τα οποία έδωσαν ένα µικρό αριθµό 

αντιγράφων που θεωρείται µηδαµινή και που εµφανίστηκε στους τελευταίους κύκλους 

της αντίδρασης γεγονός που παραπέµπει σε πειραµατικό σφάλµα λόγω επιµόλυνσης 

µε µη σχετικό DΝΑ (για ονοµασιές δειγµάτων βλ Πίνακα 1 σελ.51).      

 

 Β.2.4. Αποτελέσµατα της συµβατικής αντίδρασης PCR 

 

   Β.2.4.1. Πήκτωµα αγαρόζης 0,8 % 

 Στις Εικόνες 25 και 26 παρουσιάζεται το πήκτωµα αγαρόζης 0,8% στο οποίο 

φορτώθηκε  ποσότητα DΝΑ (3µ1) από όλα τα δείγµατα που προήλθαν από τις 

αποµονώσεις του στελέχους JM83 και του στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο pESC 

4CL που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση της συµβατικής PCR (βλ Πίνακα 4 

σελ.57).  

 

 

Εικόνα 25. Gel αγαρόζης 0,8% µε κάποια δείγµατα και τον δείκτη λHindIII. 1) JM83+4CL Plasmid Kit, 2) 

JM83 Plasmid Kit, 3) JM83+4CL Plasmid Miniprep, 4) JM83 Plasmid Miniprep, 5) JM83+4CL Chrom. Kit, 6) 

JM83 Chrom Kit., 7)  λHindΙΙΙ 
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Εικόνα 26. Gel αγαρόζης 0,8% µε ορισµένα από τα δείγµατα και τον δείκτη λHindIII. 8) JM83+4CL 

Chrom, 9) JM83 Chrom, 10) λHindΙΙΙ.    

 

 Όπως παρατηρήθηκε τα δείγµατα που εµφάνησαν διακριτή ζώνη περιέχουν 

αρκετή ποσότητα DNA πρίν την αντίδραση της PCR. Κάποια από τα δείγµατα που 

περιείχαν το στέλεχος χωρίς το πλασµίδιο, όπως το δείγµα 4 (Εικόνα 25) και το δείγµα 

9 στην Εικόνα 26 εµφάνισαν ζώνη, ενώ το δείγµα 3 (Εικόνα 25) που περιείχε το 

στέλεχος µε το πλασµίδιο και ήταν από πλασµιδιακή αποµόνωση δεν εµφάνισε ζώνη 

προϊόντος.   

 

            Β.2.4.2. Αποτελέσµατα της PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5% 

 Στις εικόνες 27 και 28 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της αντίδρασης PCR σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1.5%. Τα δείγµατα του στελέχους JM83 µε το πλασµίδιο 4Cl που 

προέρχονται από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε το πρωτόκολλο αποµόνωσης της 

µεθόδου Αλκαλικής Λύσης αλλά και µε το έτοιµο εµπορικό πρωτόκολλο NucleoSpin 

Plasmid Quick Pure, Kit εµφάνησαν ορατή ζώνη, η οποία είναι πιο έντονη στο 

πρωτόκολλο της Αλκαλικής Λύσης. Τα δείγµατα DNA από το στέλεχος JM83 χωρίς 

το πλασµίδιο δεν έπρεπε να δώσουν ορατή ζώνη, ιδιαίτερα στα δύο δείγµατα που ήταν 

από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. Στις Εικόνες 27 και 28 φαίνεται πως ακόµα και 

τα δείγµατα µε το στέλεχος χωρίς το πλασµίδιο που εµφάνισαν στο πήκτωµα αγαρόζης 

αχνές ή έντονες ζώνες ανεξάρτητα µε τι είδους πρωτόκολλο έχουν αποµονωθεί. Αυτό 

που παρατηρήθηκε στις Eικόνες 27 και 28 είναι πιθανώς αποτέλεσµα επιµόλυνσης η 

οποία έγινε κατά την διάρκεια προετοιµασίας της αντίδρασης PCR καθώς και ο 
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µάρτυρας (αρνητικό δείγµα), στον οποίο προστέθηκε νερό αντί ποσότητα DNA, 

εµφάνισε µια έντονη ζώνη. Όλα τα δείγµατα που εµφάνισαν ζώνη στο πήκτωµα 

αγαρόζης την εµφάνισαν στο ίδιο περίπου ύψος µεταξύ τους.    

 

 
 

Εικόνα 27.  Πήκτωµα αγαρόζης µε δείγµατα από την αντίδραση PCR και µε τον δείκτη Mw Ladder.  

1) JM83+4CL Plasmid Miniprep, 2) JM83 Plasmid Miniprep, 3) JM83+4CL Chrom., 4) JM83 Chrom.,  

5) JM83+4CL Plasmid Kit, 6) JM83 Plasmid Kit, 7) Mw Ladder.  

 

 
 

Εικόνα 28. Πήκτωµα αγαρόζης µε δείγµατα της αντίδρασης PCR µε τον δείκτη Mw Ladder.  

1)H2O, 2) Ladder, 3) JM83+4CL Chrom Kit, 4) JM83 Chrom Kit. 

 

 

Β. 3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ- ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ      

 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί σκοπός αυτής της πειραµατικής εργασίας ήταν η 

ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του DNA σε εκχυλίσµατα από γενετικά τροποποιηµένο 

στέλεχος του βακτηρίου Escherichia coli µε την µέθοδο της Real Time PCR. Εκτός 
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όµως από την µέθοδο Real Time PCR η εργασία αυτή περιλαµβάνει ενότητα στην 

οποία περιγράφεται η ανίχνευση του στέλεχους µε τη συµβατική µέθοδο της 

Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης (συµβατική PCR). Τα αποτελέσµατα και από 

τις δύο µεθόδους έδειξαν πως υπήρξε ενίσχυση του DNA του στέλεχους του 

βακτηρίου µε την εµφάνιση ζωνών στην περίπτωση της συµβατικής PCR και µε την 

εµφάνιση χαρακτηριστικών καµπύλων, οι οποίες σχηµατίστηκαν σύµφωνα µε την 

ανίχνευση της χρωστικής SYBR Green στην περίπτωση της Real Time PCR. Ακόµα 

έγινε και  ποσοτικοποίηση της συγκέντρωσης του DNA σε κάθε εκχύλισµα που 

αναλύθηκε µε την βοήθεια της καµπύλης αναφοράς στην Real Time PCR.  

 Στην περίπτωση όµως της συµβατικής PCR τα αποτελέσµατα είναι 

αµφιλεγόµενα, επειδή υπήρξε µάλλον επιµόλυνση DNA κατά την διάρκεια 

παρασκευής των µιγµάτων της αντίδρασης µε αποτέλεσµα ορισµένα από τα δείγµατα, 

όπως αυτά που δεν προστέθηκε εκχύλισµα DNA αλλά αντ’ αυτού νερό (αρνητικός 

µάρτυρας) καθώς και το µη γενετικά τροποποιηµένο στέλεχος τα οποία δεν έπρεπε να 

εµφανίσουν ζώνη. Έγινε αντιστοίχιση του προϊόντος που έδωσαν τα δείγµατα από την 

αντίδραση της συµβατικής PCR, δηλαδή των ζωνών που εµφανίστηκαν στο πήκτωµα 

αγαρόζης, µε τις ζώνες του µοριακού δείκτη που προστέθηκε στο πήκτωµα για να 

προσδιοριστεί η ποσότητα DNA που προέκυψε από την αντίδραση.  

 Στα αποτελέσµατα που έδωσε η Real Time PCR ήταν δυνατή η παρακολούθηση 

της ανίχνευσης του γενετικά τροποποιηµένου στελέχους JM83 κατα την διάρκεια της 

αντίδρασης καθώς και η παρουσίαση της ποσότητας DNA που περιείχε κάθε υπο 

ανάλυση δείγµα στο τέλος της αντίδρασης. 

 Τα συµπεράσµατα που προεκύψαν από την παρούσα πειραµατική εργασία είναι 

πως και οι δύο µέθοδοι µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση της 

παρουσίας/απουσίας τόσο του γενετικά τροποποιηµένου στελέχους όσο και 

οποιασδήποτε άλλου εκχυλίσµατος που περιέχει DNA, τα αποτελέσµατα όµως που 

παρουσιάζονται από την µέθοδο της Real Time PCR είναι σαφώς πιο ικανοποιητικά. Η  

Real Time PCR απέδωσε τα αποτελέσµατα µε µεγαλύτερη ακρίβεια, ταχύτητα και 

έδωσε περισσότερες πληροφορίες για τα υπό µελέτη δείγµατα σε σχέση µε την 

συµβατική PCR (π.χ. η θερµοκρασία αποδιάταξης του κάθε δείγµατος).   
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