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DNA

 Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ

 Σε αυτό φυλάσσεται η γενετική πληροφορία, η οποία

μεταφέρεται μέσω της μεταγραφής στο mRNA και

μέσω της μετάφρασης στις πρωτεΐνες.

 Ευκαρυωτικά κύτταρα: βρίσκεται στον πυρήνα

Προκαρυωτικά κύτταρα: βρίσκεται σε μια περιοχή του

κυτταροπλάσματος, το πυρηνοειδές.

 Φυσικό πολυμερές, τα μονομερή του ονομάζονται

νουκλεοτίδια.

 Δομή διπλής έλικας. Στο εξωτερικό ένας κορμός από

φωσφοδιεστερικούς δεσμούς και στο εσωτερικό οι

βάσεις. Οι δυο κλώνοι της έλικας συγκρατούνται

μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου.





ΑΝΑΚΑΛΤΧΗ ΣΟΤ DNA

 Το 1889 ζνασ µακθτισ του, ο Richard Altmann, µασ ζδωςε τον ςφγχρονο όρο για τθ 
νουκλεΐνθ: νουκλεϊνικό οξφ



To µοντέλο του DNA των J. D. Watson και F.C. Crick

1953: δύο ερευνητές από το πανεπιστήµιο του Καίµπριτζ στην Αγγλία, ο J. 

D. Watson (αµερικανός) και ο F.C. Crick, δηµοσιεύουν το πρώτο ακριβές 

µοντέλο για τη δοµή του DNA. 

Για να φτάσουν έως εκεί, βοηθήθηκαν πολύ από τρία γεγονότα 

(ανακαλύψεις): 

1. Σα ευρήµατα του Chargaff. 

2. Σα ευρήµατα από την κρυσταλλογραφία µε ακτίνες-Φ (Maurice Wilkins, 

Rosalind Franklin). 

3. Σην ανακάλυψη της α- έλικας σε µόρια πρωτεϊνών.

Ανακάλυψη της δομής του DNA



Ανακάλυψη τησ δομήσ του DNA



Σα ευρήµατα του Chargaff: 
Η αναλογία της αδενίνης ήταν πάντα παρόµοια µε εκείνη της θυµίνης και εκείνη 

της γουανίνης ήταν όµοια µε την κυτοσίνη. Εποµένως, ήταν φανερό, πως όση 

αδενίνη έχει ένα κύτταρο τόση είναι και η θυµίνη του και όση γουανίνη τόση και 

η κυτοσίνη του.

Σα ευρήµατα της R. Franklin:
Κρυσταλλογραφία µε τη βοήθεια ακτίνων-Φ: Με τη βοήθεια της τεχνικής αυτής

φάνηκε πως το µόριο του DNA έχει µια διάµετρο γύρω στα 20 Αο . Αυτό

σηµαίνει πως είναι µια αλυσίδα (έλικα) που έχει διάµετρο µεγαλύτερη από ένα

µονό πολυνουκλεοτίδιο (µονή αλυσίδα). Δηλαδή, πως ταιριάζει καλύτερα µε µια

διπλή έλικα





Μια πρώτη άποψη της δομής του DNA

Η ομάδα του Alexander Todd, ως οργανικοί χημικοί,

ενδιαφερόταν μόνο για τον τρόπο σύνδεσης των μορίων

και έτσι το 1951 φαντάζονταν ότι τα νουκλεοτίδια

συνδέονται με φωσφοδιεστερικούς δεσμούς και άφηναν

την τρισδιάστατη δομή του DNA στα χέρια των

κρυσταλλογράφων



Μια πρώτη και λανθασμένη προσέγγιση του 

Watson για τον τρόπο σύνδεσης των βάσεων στην 

διπλή έλικα του DNA

Σρόπος σύνδεσης των αζωτούχων βάσεων με 

τον εαυτό τους σύμφωνα με την πρώτη 

προσέγγιση του Watson.



Μια πιο ορθή προσέγγιση για τον τρόπο σύνδεσης των αζωτούχων βάσεων. Για την 

γουανίνη και την κυτοσίνη πίστευαν ότι ανέπτυσσαν μεταξύ τους τουλάχιστον 2 

δεσμούς Η. 



Οριστική και επιβεβαιωμένη δομή του DNA



Nature, 1953, Vol. 171, pp 737-738



Οι Watson και Crick συνδυάζοντας όλα αυτά τα δεδοµένα, κατέληξαν στο

συµπέρασµα, πως:

το DNA (που γνώριζαν πως φέρει τη γενετική πληροφορία), είναι µία διπλή έλικα

πολυνουκλεοτιδίων, διαµέτρου 20 Αο , στην οποία οι δύο αλυσίδες συγκρατούνται

µεταξύ τους µε δεσµούς Τδρογόνου που σχηµατίζονται µε πολύ εξειδικευµένο

τρόπο: Η Αδενίνη (πουρίνη) ζευγαρώνει πάντοτε µε µία Θυµίνη (πυριµιδίνη) και

το ίδιο γίνεται ανάµεσα στην Γουανίνη και την Κυτοσίνη. Προτείνουν, ταυτόχρονα,

πως κάθε τρεις βάσεις αζώτου στη σειρά, κωδικοποιούν για ένα από τα 20 αµινοξέα

στο µόριο µιας πρωτεΐνης.



Απονομή Νόμπελ 1962



Αντιγραφή του DNA

Παράλληλα, προτείνουν και µία εξήγηση για το πώς η Γενετική

Πληροφορία µεταδίδεται (σχεδόν) αναλλοίωτη από κύτταρο σε

κύτταρο και από γενιά σε γενιά.

Σο τελευταίο, ονοµάσθηκε ηµισυντηρητικός τρόπος

αυτοδιπλασιασµού του DNA και συνίσταται στο εξής: Κάθε φορά

που είναι να δηµιουργηθεί νέο µόριο DNA, η διπλή έλικα

ανοίγει µε τη βοήθεια ενζύµου (ων), και µε µήτρα τις δύο παλιές

αλυσίδες, δηµιουργούνται δύο νέες





Putting it all together



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης

(Polymerase chain reaction)

PCR

 in vitro μέθοδος για τον πολλαπλασιασμό συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA

 δίνει τη δυνατότητα απόκτησης μεγάλης ποσότητας DNA για ανάλυση

 in vitro μέθοδος κλωνοποίησης

 Ανακαλύφθηκε το 1983 από τον βιοχημικό Karry Mullis, που εργαζόταν σε μια εταιρεία

βιοτεχνολογίας της Καλιφόρνιας. Για την ανακάλυψη αυτή τιμήθηκε 10 χρόνια

αργότερα με το βραβείο Νόμπελ.



Ιςτορική αναδρομή

 1983: ςφλληψη τησ ιδζασ, K. Mullis, Cetus Corporation

 1985: πρϊτη δημοςίευςη, Science 1985, 230:1350-1354

 1988: θερμοςταθερή DNA πολυμεράςη, Science 1988, 239:487-491

 1988-ςήμερα : Χιλιάδεσ άρθρα με εφαρμογζσ PCR

 1989 το περιοδικό Science επζλεξε την PCR ςαν το "μζγιςτο επιςτημονικό επίτευγμα" 
και την Taq DNA πολυμεράςη ςαν το "μόριο τησ χρονιάσ “

 1993 βραβείο Nobel Χημείασ ςτον K.Mullis

https://www.youtube.com/watch?v=iSVy1b-RyVM





Σα στάδια της PCR

1. Αποδιάταξη: Οι δύο αλυσίδες του DNA διαχωρίζονται (αποδιατάσσονται) με θέρμανση

σε θερμοκρασία 94-95° C για περίπου 30 sec έως 1 min.

2. Τβριδισμός εκκινητών: Με μείωση της θερμοκρασίας στους 55-65° C για περίπου 30 sec

έως 1 min, οι εκκινητές υβριδίζονται στις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο

εκμαγείο DNA.

3. Επιμήκυνση: Για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας αυξάνουμε τη θερμοκρασία στους 72° C,

τη βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της Taq πολυμεράσης. Η πολυμεράση επιμηκύνει τους

εκκινητές εισάγοντας τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide

triphosphates, dNTPs) χρησιμοποιώντας τη συμπληρωματική αλληλουχία DNA ως

εκμαγείο. Η ταχύτητα σύνθεσης της νέας αλυσίδας είναι της τάξης των 1000 bp ανά λεπτό





Αριθμός κύκλων   Αριθμός δίκλωνων μορίων-ζηότων



΢τη θεωρία, η αύξηση των προϊόντων της PCR είναι εκθετική, γιατί κάθε μόριο

DNA που παράγεται μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα στον επόμενο

κύκλο.

΢την πραγματικότητα όμως η PCR χωρίζεται σε τρεις φάσεις:

1. Εκθετική φάση: Μόλις έχει αρχίσει ο πολλαπλασιασμός της αλληλουχίας

στόχου. Όλα τα αντιδραστήρια βρίσκονται σε επάρκεια και η αντίδραση είναι

πολύ αποτελεσματική. ΢ε κάθε κύκλο διπλασιάζονται τα μόρια της αλληλουχίας

στόχου.

2. Γραμμική φάση: Παρατηρείται μειωμένη παραγωγή αντιγράφων της

αλληλουχίας στόχου εξαιτίας της μείωσης της ποσότητας των αντιδραστηρίων.

3. Υάση πλατώ: Δεν συντίθενται νέα μόρια DNA εξαιτίας της εξάντλησης ενός ή

περισσοτέρων αντιδραστηρίων.

Κινητική της αντίδρασης PCR 



Υάση κορεσμού (plateau)



Υάση κορεσμού οφείλεται σε:

 έλλειψη αρκετής ποσότητας αρχικού DNA εκμαγείου

 ατελής σύνθεση νέων κλώνων

 εξάντληση των εκκινητών και dNTPs

 καταστροφή ή απενεργοποίηση των συστατικών της αντίδρασης σε υψηλές 
θερμοκρασίες

 παρεμπόδιση της αντίδρασης από τα προϊόντα (πυροφωσφορικά και δίκλωνο 
DNA)

 ανταγωνισμός των αντιδρώντων με μη ειδικά προϊόντα η διμερή των εκκινητών 
(primer dimers)

 επανασύνδεση του προϊόντος της PCR σε υψηλές συγκεντρώσεις (>10-9 Μ) προ 
του υβριδισμού των εκκινητών

 κορεσμός του ενζύμου σε συνδυασμό με μειωμένη ενεργότητα έπειτα από 
πολλούς κύκλους



Απόδοση PCR

Y= ενίςχυςθ

Χ= μζςθ απόδοςθ

n= αρικμόσ κφκλων

Y= (1+X)n

εάν X=1 ------> Y=2n,     πρακτικά όμωσ Χ= 80-85%,

απόδοςθ 20 κφκλοι 30 κφκλοι

1.00 1.048.576 1.073.741.824

0.90 375.900 230.466.619

0.80 127.482 45.517.160



Τα ςυςτατικά τησ PCR

Σα βασικά συστατικά για τη διενέργεια της αντίδρασης PCR 

είναι: 

1. DNA πολυμεράση

2. Ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές

3. Γενετικό υλικό – αλληλουχία στόχος 

4. Ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης και Mg2+ 

5. Νουκλεοτίδια (dNTPs)



 Η DNA πολυμεράση είναι ένζυμο που υπάρχει σε όλους τους

οργανισμούς (ευκαρυωτικοί, προκαρυωτικοί και ιοί) και συμμετέχει στην

αντιγραφή του DNA.

 Δεν μπορεί να συνθέσει ένα νέο μόριο DNA, μπορεί όμως να αντιγράψει

ένα υπάρχον που χρησιμοποιείται ως εκμαγείο.

 Η πολυμεράση που χρησιμοποιείται στην PCR έχει απομονωθεί από το

βακτήριο Thermus aquaticus (Taq), το οποίο έχει ως φυσικό περιβάλλον

τις θερμές πηγές.

DNA πολυμεράση 



 Η Taq πολυμεράση έχει τη βασική ιδιότητα να παραμένει δραστική σε

υψηλές θερμοκρασίες. Η βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της είναι 72° C,

ενώ δεν καταστρέφεται από τη θέρμανση ακόμη και στους 95° C για

συγκεκριμένο χρονικό διάστημα

 Η κατεύθυνση της σύνθεσης της νέας αλυσίδας είναι 5’-3’.

 Η απλή DNA πολυμεράση κάνει περίπου ένα λάθος στις 100.000 βάσεις.

Οι πολυμεράσες υψηλής πιστότητας (Proofreading polymerase), οι οποίες

έχουν δραστικότητα 3’-5’ εξωνουκλεάσης, μπορούν να διορθώσουν τα

λάθη που δημιουργούν κατά τη σύνθεση του μορίου DNA.

DNA πολυμεράση 



Yellow stone National Park, Wyoming, USA

Thermus aquaticus



 Οι εκκινητές (Primers) είναι ολιγονουκλεοτίδια που οριοθετούν το τμήμα

DNA που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί.

 Ο σωστός σχεδιασμός των εκκινητών επηρεάζει σημαντικά το αποτέλεσμα της

PCR.

 Τπάρχουν στο διαδίκτυο ειδικά λογισμικά που μας βοηθούν να σχεδιάσουμε

εκκινητές

Εκκινθτζσ

Οι εκκινητές (Primers) 



΢χεδιασμός εκκινητών 

Μέγεθος των εκκινητών: συνήθως ολιγονουλεοτίδια 18-30 βάσεων. Μικρότεροι

εκκινητές οδηγούν σε μη ειδικό υβριδισμό, ενώ μεγαλύτεροι εκκινητές έχουν

μεγαλύτερη ειδικότητα, αλλά αυξάνεται η πιθανότητα δημιουργίας δευτερογενών

δομών που μειώνουν την αποτελεσματικότητα του υβριδισμού.

Αλληλουχία των εκκινητών: πρέπει να έχουν απόλυτη συμπληρωματικότητα προς

την αλληλουχία στόχο, αλλά ελάχιστη έως καθόλου συμπληρωματικότητα μεταξύ

τους. Ο υβριδισμός μεταξύ των εκκινητών οδηγεί στο σχηματισμό διμερών

εκκινητών που έχουν μέγεθος 30-50 bp και μειώνουν την αποτελεσματικότητα της

PCR.



Η θερμοκρασία αποδιάταξης των εκκινητών: Η θερμοκρασία αποδιάταξης,

Melting temperature (Tm), είναι η θερμοκρασία στην οποία το 50% των

μορίων DNA βρίσκεται σε μονόκλωνη μορφή. H Tm εξαρτάται από το

μέγεθος της αλληλουχίας και τη σύσταση των βάσεων της αλληλουχίας. Τψηλό

ποσοστό σε βάσεις G και C αυξάνει την Tm

Οι διαφορά των Tm μεταξύ των δυο εκκινητών πρέπει να είναι μικρη

΢χεδιασμός εκκινητών 

https://www.minipcr.com/how-to-design-pcr-primers/



Κριτήρια επιλογής εκκινητών

 Βέλτιστο μήκος 20-26 βάσεις (bp)

 περιεκτικότητα σε βάσεις G, C 40-60%

 αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών εντός του κλώνου των εκκινητών, ειδικά στο 
3’ άκρο

 αποφυγή συμπληρωματικών αλληλουχιών των εκκινητών με μη επιθυμητές 
αλληλουχίες DNA

 απόρριψη των εκκινητών που έχουν ομολογία με ανεπιθύμητες περιοχές άνω του 70%

 αποφυγή επανάληψης των G και C στο 3’ άκρο των εκκινητών (πχ GCCCC, GGGG)



Θερμοκρασία υβριδισμού

 Tm = (A+T)x2oC + (G+C) x4oC  (< 20bp)

 Η θερμοκρασία υβριδισμού (annealing temperature), εξαρτάται από το μήκος 

και τη σύσταση των εκκινητών σε βάσεις G και C

 θερμοκρασία 55°C είναι καλή για ένα τυπικό ολιγονουκλεοτιδικό εκκινητή 20 

βάσεων με περίπου 50% σύσταση σε GC

 μεγαλύτερες θερμοκρασίες μπορεί να είναι απαραίτητες προς αύξηση της 

ειδικότητας του εκκινητή



Δείγμα DNA

 Ψς αρχικό υλικό μπορεί να χρησιμοποιηθεί DNA ή RNA το οποίο θα έχει

μεταγραφεί στην πιο σταθερή μορφή του, το συμπληρωματικό DNA

(Complementary DNA, cDNA).

 Πολύ μικρές ποσότητες DNA (της τάξης των 25-100 ng ανά αντίδραση τελικού

όγκου 50 μl) είναι επαρκείς για τις περισσότερες αντιδράσεις PCR.

 Μεγάλη ποσότητα DNA μπορεί να αναστείλει την αντίδραση.

 Για τη βέλτιστη απόδοση της PCR τo DNA πρέπει να είναι μακρομοριακό και

υψηλής καθαρότητας, απαλλαγμένο από υπολείμματα αιθανόλης ή αλάτων που

μπορούν να αναστείλουν την αντίδραση.

 Αιγυπτιακές μούμιες ηλικίας άνω των 4000 ετών!



Separate WBCs from RBCs, if  necessary

Lyse WBCs or other nucleated cells

Denature/digest proteins

Separate contaminants (e.g., proteins, heme)
from DNA

Precipitate DNA if  necessary

Resuspend DNA in final buffer

Basic Steps in Isolating DNA 



Automated Genomic DNA Isolation from Whole Blood

• Significant labor reduction - Completely automated walk-away systems

• Improved accuracy and reliability - Dependable DNA isolation with trouble-free robotic operation

• Increased productivity - Frees lab personnel for other tasks

• Compact size 

high quality and high yield DNA, ready for your downstream application.



DNA or RNA is characterized using several different methods for 
assessing quantity, quality, and molecular size.

• UV spectrophotometry

• Agarose gel electrophoresis

• Fluorometry

• Colorimetric blotting

Nucleic Acid Analysis



• DNA and RNA absorb maximally at 260 nm.

• Proteins absorb at 280 nm.

• Background scatter absorbs at 320 nm.

Quantity from UV Spectrophotometry



DNA Quantitation - UV Spectrophotometry



A260/A280 = measure of  purity

(A260 – A320)/(A280 – A320)

1.7 – 2.0 = good DNA or RNA

<1.7 = too much protein or

other contaminant (?)

Purity from UV Spectrophotometry

260 nm 260/280

0.151 1.987

0.113 2.093

0.338 0.498



Σα δομικά μόρια που χρησιμοποιούνται για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας είναι 

τα τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (deoxynucleotide triphosphates, 

dNTPs). Σα dNTPs χρησιμοποιούνται ως ισομοριακό μίγμα των τεσσάρων 

νουκλεοτιδίων (ATP, TTP, CTP και GTP

Νουκλεοτίδια (dNTPs)

 αποτελούν τα απαραίτητα συστατικά για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας του

DNA

 οι συγκεντρώσεις των dNTPs κυμαίνονται μεταξύ 50-200μΜ

 υψηλότερες συγκεντρώσεις μπορεί να προκαλέσουν την παραγωγή

παραπροϊόντων από την πολυμεράση

 τα dNTPς ενώνονται με τα Mg+2 και το ποσό των dNTPς προσδιορίζει το

ελεύθερο ποσό διαθέσιμου Mg+2

 αν η συγκέντρωση των dNTPς αλλάξει σημαντικά, θα πρέπει να ληφθεί υπόψη

και μια αλλαγή στη συγκέντρωση τού ελεύθερου ποσού του διαθέσιμου Mg+2



΢υγκέντρωση ιόντων Mg 2+

 μεταλλικός συμπαράγοντας Taq DNA πολυμεράσης

 μεγάλη επίδραση στην ειδικότητα και στη ποσότητα του προϊόντος της

αντίδρασης PCR

 ΢υνήθης βέλτιστη συγκέντρωση 1.5 mM (0.5-5 mM)

 περίσσεια Mg+2 θα έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση μη ειδικού προϊόντος

 έλλειψη Mg+2 θα μειώσει την ποσότητα του προϊόντος

Σα ιόντα Mg2+ σχηματίζουν διαλυτά σύμπλοκα με τα dNTPs, το DNA εκμαγείο

και τους εκκινητές. Περίσσεια Mg2+ οδηγεί σε μη ειδική σύνδεση των εκκινητών

με το DNA, αυξάνοντας τα μη ειδικά προϊόντα στην αντίδραση. Επίσης μειώνει

την πιστότητα αντιγραφής της Taq πολυμεράσης. Φαμηλές συγκεντρώσεις Mg2+

οδηγούν σε μείωση της ποσότητας του παραγόμενου προϊόντος. Η βέλτιστη

συγκέντρωση Mg2+ για κάθε αντίδραση PCR πρέπει να προσδιορίζεται εμπειρικά

με δοκιμή διαδοχικών συγκεντρώσεων από 1 έως 4 mM.



Αναστολείς και ενισχυτές της αντίδρασης PCR

Aναστολείς:

 φύση των δειγμάτων

 μέθοδο απομόνωσης του DNA

 χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για την απομόνωση του DNA

 ιοντικά επιφανειοδραστικά (SDS ισχυρός αναστολέας της Taq πολυμεράσης)

Eνισχυτές:

 φορμαμίδιο (5%), DMSO (<10%), PEG (5-15%), Tween-20 (0.1-2.5%),

T4gene32 protein, γλυκερόλη (10-15%)



doi:10.1111/j.1365-2672.2012.05384.x



Επιμόλυνση στην  PCR

οφείλεται στην εξαιρετική ευαισθησία της PCR

 πολύ σημαντική ειδικά όταν ενισχύονται σπάνιες αλληλουχίες

 πολύ σημαντική ειδικά όταν χρησιμοποιείται για διαγνωστικό σκοπό (πχ 

HIV, HCV, HBV)

αποφεύγεται με :

 καλή εργαστηριακή πρακτική 

 χρήση control (πχ Η2Ο) σε κάθε PCR

 ακτινοβόληση του μίγματος της αντίδρασης με UV πριν την προσθήκη 

του δείγματος DNA

 χρήση διαφορετικών χώρων και πιπεττών για προετοιμασία μίγματος και 

PCR



Πιθανές πηγές επιμόλυνσης στην PCR

 βιολογικά δείγματα

 εργαςτθριακό περιβάλλον

 υγρό άηωτο/πάγοσ

 πιπζτεσ/ρφγχοι πιπετϊν

 υαλικά/ςωλθνάρια

 αντιδραςτιρια

 κερμικόσ κυκλοποιθτισ

 τράπεηα UV

 ςυςκευζσ θλεκτροφόρθςθσ



Επιμόλυνση στην  PCR



Οργάνωση εργαστηρίου για την αποφυγή επιμόλυνσης στην  PCR



Οργάνωση εργαστηρίου για την αποφυγή επιμόλυνσης στην  PCR



Οργάνωςη εργαςτηρίου για την αποφυγή επιμόλυνςησ ςτην  PCR



Οργάνωση εργαστηρίου για την αποφυγή επιμόλυνσης στην  PCR



Ποιοτικός προσδιορισμός των προϊόντων της αντίδρασης PCR

 ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης

 ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου

Πίνακας 1. Εύρος διαχωρισμού του DNA σε πηκτές αγαρόζης και 

πολυακρυλαμιδίου                                                                       

Αγαρόζη, %     DNA (Kb)          Ακρυλαμίδιο, %               DNA (bp)         .

0.3 5-60 3.5 1000-2000

0.6 1-2 5.0 80-500

0.7 0.8-10 8..0 60-400

0.9 0.5-7 12.0 40-200

1.2 0.4-6 15.0 25-150

1.5 0.2-3 20.0 6-100



Aνίχνευςη προϊόντων τησ αντίδραςησ PCR

 βρωμιοφχο αικίδιο

 SYBR GREEN, SYBR GOLD (Molecular Probes) : πολφ υψθλι ευαιςκθςία

 χρϊςθ αργφρου : πολφ υψθλι ευαιςκθςία

 αυτοραδιογραφία (autoradiography)

 αποτφπωςθ (blotting) (Southern Blot για DNA και Northern Blot για RNA)



Aνίχνευση προιόντων PCR με ηλεκτροφόρηση αγαρόζης

 #1: PCR blank

 #2-#9: BRCA1, exon 14

 #10: DNA marker

 #11PCR blank

 #12-19: BRCA1, exon 22



Agarose Gel Electrophoresis

Horizontal Gel Format

www.biorad.com

Reservoir/Tank
Power Supply

Casting Tray and Combs



Melting Curve Analysis



Κυριότερες παραλλαγές της αντίδρασης PCR

 PCR αντίστροφης μεταγραφής (Reverse transcription-PCR, RT-PCR) 

 Ασύμμετρη PCR

 Διπλή PCR (Νested PCR)

 Πολλαπλή PCR (Multiplex PCR)

 PCR-ELISA

 PCR σε πραγματικό χρόνο (Real time PCR)

 Χηφιακή PCR (digital PCR)



PCR αντίστροφης μεταγραφής

(Reverse transcription-PCR, RT-PCR) 

 ως αρχικό δείγμα χρησιμοποείται το RNA αντί του DNA

 το RNA μετατρέπεται σε cDNA με αντίστροφη μεταγραφάση

 για τη μεταγραφή αυτή χρησιμοποιούνται τυχαία εξαμερή, oligodTs, ή μόνο ένας

ειδικός PCR-εκκινητής

 το cDNA χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για την Taq-πολυμεράση και με δύο

ειδικούς PCR εκκινητές δημιουργείται το δίκλωνο cDNA

 το δίκλωνο cDNA χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για την συνήθη τεχνική της PCR



Bασική αρχή RT-PCR



RT-PCR ενός σταδίου (one step RT-PCR)

 ανάπτυξη απλών πρωτοκόλλων στα οποία η σύνθεση cDNA και η αντίδραση

PCR εκτελούνται σε ένα στάδιο

 αξιοποίηση της διπλής ιδιότητας ορισμένων θερμοσταθερών DNA

πολυμερασών όπως η T.Thermophilus (Tth) DNA πολυμεράση να

μεταγράψουν αντίστροφα RNA παρουσία Mn 2+, ενώ ταυτόχρονα δρουν και

ως DNA πολυμεράσες

σημαντικά πλεονεκτήματα:

 δυνατότητα ανάλυσης μεγάλου αριθμού δειγμάτων

 ταχύτητα-απλούστερη διαδικασία

 προστασία από κίνδυνο επιμόλυνσης



Ασύμμετρη PCR

 παράγεται μονόκλωνο DNA

 χρθςιμοποιείται για DNA-sequencing

 χρθςιμοποιοφνται άνιςεσ (αςφμμετρεσ) ςυγκεντρϊςεισ των δφο
εκκινθτϊν (ςε αναλογίεσ 1:10, 1:2, 1:50)

 ςτουσ πρϊτουσ 15-25 κφκλουσ, το περιςςότερο προϊόν που παράγεται
είναι δίκλωνο

 κακϊσ ο μικρισ ςυγκζντρωςθσ εκκινθτισ εξαντλείται, ςτουσ επόμενουσ
κφκλουσ παράγεται πλεόναςμα τθσ μιασ αλυςίδασ

 το μονόκλωνο DNA ςυςςωρεφεται γραμμικά



βασική αρχή ασύμμετρης PCR



Διπλή PCR  (nested PCR)

 χρησιμοποιείται για αύξηση της ειδικότητας της αντίδρασης PCR

 δύο PCR όπου χρησιμοποιούνται διαφορετικά ζεύγη εκκινητών
(εξωτερικό και εσωτερικό)

 το εσωτερικό ζεύγος υβριδοποιείται σε περιοχή που ενισχύεται από το
άλλο

 στον πρώτο γύρο της PCR, χρησιμοποιείται το εξωτερικό ζεύγος των
εκκινητών

 στον δεύτερο γύρο ενισχύονται επιλεκτικά τα κομμάτια που περιέχουν την
αλληλουχία-στόχο



Αρχή μεθόδου διπλής PCR



Πολλαπλή PCR (Multiplex PCR)

 χρησιμοποιούνται διαφορετικά ζεύγη εκκινητών για την ταυτόχρονη

ενίσχυση πολλών περιοχών της αλληλουχίας-στόχου

 xρησιμοποιείται στη διάγνωση γενετικών ασθενειών που οφείλονται σε

απαλοιφές γενετικού υλικού γονιδίων, όπως η μυϊκή δυστροφία του

Duchenne

 πολύ απλούστερη από την αποτύπωση κατά Southern (Southern blot)



Αρχή μεθόδου πολλαπλής PCR



Πολλαπλή PCR



 RT-PCR

 Nested PCR

 Intersequence specific (ISSR) PCR

 FISSR-PCR

 Ligation-mediated PCR

 Inverse PCR

 Vectorette-PCR

 Assembly PCR

 Asymmetric PCR-Late PCR

 Quantitative PCR
 Quantitative real-time PCR

 Taqman PCR

 Sybr Green PCR

 Touchdown PCR

 Hot-start PCR

 Colony PCR

 RACE-PCR

 Multiplex (Πολυσύνθετη) - PCR

 Ειδικής μεθυλίωσης PCR

 In Situ PCR

 AFLP PCR

Πρακτικές τροποποιήσεις στη PCR τεχνική



https://www.youtube.com/watch?v=JmveVAYKylk

https://www.youtube.com/watch?v=MyLrs_h1OlE

https://www.youtube.com/watch?v=XSO4ZBzu4jA

https://www.youtube.com/watch?v=JmveVAYKylk
https://www.youtube.com/watch?v=MyLrs_h1OlE
https://www.youtube.com/watch?v=XSO4ZBzu4jA


Πληροφορία για το μέγεθος

Καμία πληροφορία για την αλληλουχία αλλά ούτε 

και για την αρχική ποσότητα

Κλασσική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

Πληροφορίες που μας δίνει η ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 



Τπάρχουν δύο είδη ποσοτικής PCR:

 η τελικού σημείου (endpoint): ΢την end-point PCR ο υπολογισμός του

προϊόντος πραγματοποιείται στο τέλος της αντίδρασης, με εμφανές μειονέκτημα

τη μείωση της αποδοτικότητας της αντίδρασης, λόγω της κατανάλωσης των

αντιδρώντων και της συσσώρευσης αναστολέων, κάτι που δυσχεραίνει την

αξιόπιστη ποσοτικοποίηση.

 η πραγματικού χρόνου (Real-Time) PCR: η μέτρηση της ποσότητας του

προϊόντος πραγματοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, μέσω της

παρακολούθησης της αύξησης του φθορισμού κάποιας φθορίζουσας ουσίας.



Η ποσοτική PCR δίνει τη δυνατότητα παρακολούθησης της αντίδρασης PCR κατά τη 

διάρκεια της εξέλιξής της

Πλεονεκτήματα:

 Αυτοματοποίηση

 Δυνατότητα ποσοτικού προσδιορισμού

 Αποφυγή ηλεκτροφορήσεων

 Αποφυγή επιμολύνσεων

 Τψηλή ευαισθησία

 Κατάλληλη για μεγάλο αριθμό δειγμάτων

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real time PCR)

Ποσοτική PCR (qPCR) 



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real time PCR) 

 Ιχνηθέτηση των προϊόντων της PCR με φθορίζοντα μόρια και μέτρηση της έντασης

φθορισμού ο οποίος εκπέμπεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης

 Η αύξηση του σήματος φθορισμού είναι ανάλογη του συντιθέμενου προϊόντος και

σχετίζεται άμεσα με την ποσότητα του αρχικού υποστρώματος



 Οι μετρήσεις για την ποσοτικοποίηση αφορούν την εκθετική φάση της

αντίδρασης.

 ΢ημαντική παράμετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιμή Cq (threshold

cycle). Πρόκειται για τον αριθμό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που

απαιτούνται ώστε η τιμή του παρατηρούμενου φθορισμού να προσεγγίζει ένα

συγκεκριμένο όριο (threshold).

 Η τιμή του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την αντίστοιχη του μη-ειδικού

σήματος (background).

 Η τιμή Cq είναι αντιστρόφως ανάλογη της αρχικής ποσότητας του υποστρώματος:

όσο μικρότερη είναι η τιμή Cq τόσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση του αρχικού

υποστρώματος



Real time PCR



Φαρακτηριστικό καταγράφημα αντίδρασης real time PCR

Ν = Ν0 x (1+Ε)n

Ν : η ποσότητα της 
αλληλουχίας-στόχου μετά 
από n κύκλους

Ν0 : η αρχική ποσότητα του 
στόχου

n : o αριθμός των κύκλων της 
αντίδρασης 

Ε : η απόδοση της    αντίδρασης 
PCR



Real Time PCR = qPCR
Main principles of quantification

Cq: Quantification cycle

Cq: Quantification cycle

Fluorescence

Copy number

Copy number



Real-time quantification Calibration curve 

102 10103 1104
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Do you recognize any

of these instruments?

LightCycler 24



Prototype: LightCycler, 1997



LightCycler



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real time PCR) 

τεχνολογία LightCycler  (Rοche Diagnostics)

΢υνδυασμός φθορισμομέτρου και θερμικού κυκλοποιητή





Smart Cycler (Cepheid)



Laser
488nm

96 wells every

7 - 8 seconds.
CCD

Excitation and Emission
ABI Prism 



βασίζεται στην ιχνηθέτηση των προϊόντων της PCR και στη μέτρηση της εκπομπής 

του παραγόμενου φθορισμού κατά την διάρκεια της αντίδρασης

 

PCR σε πραγματικό χρόνο (real-time PCR) 



΢Τ΢ΣΗΜΑΣΑ ΑΝΙΦΝΕΤ΢Η΢ ΢ΣΗΝ qPCR

 ΕΙΔΙΚΕ΢ ΦΡΨ΢ΣΙΚΕ΢ ΓΙΑ dsDNA (SYBR® Green, LCGreen)

 ΖΕΤΓΟ΢ ΑΝΙΦΝΕΤΣΨΝ ΤΒΡΙΔΙ΢ΜΟΤ (dual hybridization probes)

 ΑΝΙΦΝΕΤΣΕ΢ ΤΔΡΟΛΤ΢Η΢ (hydrolysis probes, TaqMan®)

 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΥΑΡΟΙ (molecular beacons)

 ΑΝΙΦΝΕΤΣΕ΢ ΣΤΠΟΤ «΢ΚΟΡΠΙΟ΢» (scorpions)



Αρχή μεθόδου του συστήματος ανίχνευσης με  SYBR Green



 ΢υνήθως στα μη ειδικά συστήματα ανίχνευσης χρησιμοποιείται μια φθορίζουσα

χρωστική, η οποία ενσωματώνεται σε δίκλωνο μόριο DNA (dsDNA).

 Μια τέτοια ευρέως χρησιμοποιούμενη χρωστική είναι η SYBR green I.

 Η ουσία αυτή διεγείρεται με ακτινοβολία μήκους κύματος 497 nm και εκπέμπει

στα 520 nm.

 H SYBR green I δεν φθορίζει όταν βρίσκεται ελεύθερη σε διάλυμα. Ωστόσο, η

ενσωμάτωσή της στο DNA κατά τη σύνθεσή του, έχει ως αποτέλεσμα την

παραγωγή φθορισμού. Η ένταση του φθορισμού αυτού είναι ανάλογη της

συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος.



Πλεονεκτιματα τθσ SYBR green: 
- δυνατότθτα χριςθσ τθσ με οποιοδιποτε ηευγάρι εκκινθτϊν, για τθν ενίςχυςθ 

οποιαςδιποτε αλλθλουχίασ-ςτόχου, γεγονόσ που τθν κακιςτά πολφ πιο οικονομικι 
μζκοδο από τθν χριςθ ειδικοφ ανιχνευτι (probe).

- μια ιδιαίτερα ευαίςκθτθ μζκοδο, κακϊσ ςε κάκε μόριο DNA που ςυντίκεται δεςμεφονται 
πολλά μόρια χρωςτικισ, με αποτζλεςμα τθν ενίςχυςθ του προκφπτοντοσ ςιματοσ

Μειονζκτθμα τθσ SYBR green:
- προςδζνεται ςε όλα τα δίκλωνα μόρια DNA που ςυντίκενται κατά τθν αντίδραςθ 

ενίςχυςθσ, ςτα οποία ςυμπεριλαμβάνονται τα πικανά διμερι των εκκινθτϊν κακϊσ και 
μθ ειδικά προϊόντα που ενδζχεται να προκφπτουν. 

- λανκαςμζνθ υπερεκτίμθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ αλλθλουχίασ-ςτόχου. 



Αρχή μεθόδου του συστήματος ανίχνευσης με  SYBR Green



Μεταφορά ενέργειας φθορισμού λόγω συντονισμού 

[Förster (Fluorescence) Resonance Energy Transfer, FRET]

 Σο FRET είναι μία διαδικασία, κατά την οποία λαμβάνει χώρα μεταφορά ενέργειας από ένα

φθορισμοφόρο με διηγερμένη ηλεκτρονική κατάσταση (δότης) σε ένα κοντινό δεύτερο

φθορισμοφόρο (δέκτης), χωρίς όμως εκπομπή ακτινοβολίας (φωτονίου).

 Η μεταφορά ενέργειας μπορεί να λάβει χώρα σε ένα εύρος 10-100 Å και η απόδοση της

μεταφοράς είναι εξαιρετικά ευαίσθητη ως προς την απόσταση μεταξύ των φθορισμοφόρων.

Γι’αυτό τον λόγο το FRET είναι ένα πολύτιμο εργαλείο για την εξέταση αλληλεπιδράσεων

μεταξύ μορίων

 Για να συμβεί αυτό, όμως, το φάσμα εκπομπής του δότη πρέπει να επικαλύπτει το φάσμα

απορρόφησης του δέκτη



ΥΑΙΝΟΜΕΝΟ MΕΣΑΥΟΡΑ΢ EΝΕΡΓΕΙΑ΢ MΕ΢Ψ 

΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟΤ ΣΟΤ ΥΘΟΡΙ΢ΜΟΤ

(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET)

Διζγερςθ 

Εκπομπι

Διζγερςθ

Εκπομπι

Δότησ Δζκτησ



ANIXNEY΢Η ΜΕ ZEYΓΟ΢ ΑΝΙΦΝΕΤΣΨΝ ΤΒΡΙΔΙ΢ΜΟΤ DNA

Φλοσορεζκεΐνη LC Red



 ΢τη περίπτωση αυτή χρησιμοποιούνται τέσσερα ολιγονουκλεοτίδια: δύο

εκκινητές και δύο ανιχνευτές.

 Οι ανιχνευτές είναι σχεδιασμένοι έτσι ώστε να δεσμεύονται στο προϊόν της

αντίδρασης σε παρακείμενες θέσεις.

 O πρώτος ανιχνευτής φέρει στο 3΄άκρο του ένα φθορίζον μόριο που δρα ως

δότης ενέργειας, ενώ ο άλλος ανιχνευτής φέρει στο 5΄άκρο του ένα φθορίζον

μόριο που δρα ως δέκτης ενέργειας.

 Μετά την ολοκλήρωση της αντίδρασης ενίσχυσης, οι δύο ανιχνευτές

προσδένονται στο προϊόν, με αποτέλεσμα τη γειτνίαση των δύο φθοριζόντων

μορίων και τη μεταξύ τους μεταφορά ενέργειας μέσω φθορισμού (FRET).

 Η μεταφορά ενέργειας από την μια χρωστική (δότης) στην άλλη (δέκτης)

οδηγεί στην παραγωγή φθορισμού σε διαφορετικό μήκος κύματος.

 Η ένταση του παρατηρούμενου φθορισμού είναι ανάλογη του συνολικού DNA

που παράγεται κατά την αντίδραση.



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο 

(Real time PCR) 

σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτή υδρόλυσης (τύπου TaqMan)

(Bustin SA. J Mol Endocrinol 2000, 25: 169-193)



 ΢τη συγκεκριμένη περίπτωση, γίνεται χρήση τριών ολιγονουκλεοτιδίων: δύο

εκκινητών και ενός ανιχνευτή που αναγνωρίζει και προσδένεται ειδικά σε

εσωτερική αλληλουχία του πολλαπλασιαζόμενου προϊόντος της PCR.

 Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη δράση 5΄-νουκλεάσης της DNA πολυμεράσης, η

οποία χρησιμοποιείται για την υδρόλυση του ανιχνευτή.

 O ανιχνευτής είναι ένα ολιγονουκλεοτίδιο που φέρει στο 5΄ άκρο του μια

χρωστική που φθορίζει και στο 3΄άκρο του μια άλλη χρωστική η οποία απορροφά

και εξουδετερώνει το σήμα που προέρχεται από την πρώτη. Έτσι, όταν ο

ανιχνευτής είναι άθικτος δεν παρατηρείται φθορισμός. Όμως, ο πολυμερισμός

κατά την αντίδραση ενίσχυσης, οδηγεί στην αποκοπή του άκρου του ανιχνευτή,

από τη πολυμεράση, και κατ’έπέκταση στη διακοπή της αλληλοεξουδετέρωσης

του σήματος, με αποτέλεσμα την παραγωγή φθορισμού.

 Καθώς ο πολυμερισμός συνεχίζεται αυξάνονται τα φθορίζοντα άκρα του ανιχνευτή

που απελευθερώνονται και, συνεπώς, αυξάνεται παράλληλα η ένταση του

φθορισμού. Η αύξηση αυτή είναι ανάλογη με το προϊόν του DNA που παράγεται.



΢ύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές Μοριακούς Υάρους’’



 Πρόκειται για ολιγονουκλεοτίδια, των οποίων τα άκρα είναι συμπληρωματικά μεταξύ

τους, οπότε αφού αναδιπλωθούν, αποκτούν μια δομή που αποτελείται από ένα δίκλωνο

μίσχο και μια μονόκλωνη θηλιά.

 H αλληλουχία της θηλιάς είναι συμπληρωματική προς μια εσωτερική περιοχή της

ενισχυόμενης αλληλουχίας-στόχου.

 ΢το ένα άκρο, τα ολιγονουκλεοτίδια, φέρουν μια φθορίζουσα χρωστική, ενώ στο άλλο

άκρο τους φέρουν ένα άλλο μόριο χρωστικής, που εξουδετερώνει το φθορίζον σήμα που

παράγεται από την πρώτη.

 Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης, ο ανιχνευτής προσδένεται ειδικά στο προϊόν, αφού η

αλληλεπίδραση μεταξύ ανιχνευτή-στόχου είναι θερμοδυναμικά πιο ευνοϊκή από την δομή

θηλιάς-μίσχου του ανιχνευτή.

 Η πρόσδεση του ολιγονουκλεοτιδίου στο προϊόν της αντίδρασης οδηγεί στην

απομάκρυνση των δύο μορίων χρωστικών και στην αδυναμία μεταφοράς ενέργειας

μεταξύ τους μέσω FRET, με τελικό αποτέλεσμα την παραγωγή φθορισμού.

 Οι Molecular beacon ανιχνευτές είναι πολύ πιο ειδικοί από τους συμβατικούς ανιχνευτές

ίδιου μήκους.

 Παρουσιάζουν ευρεία εφαρμογή κυρίως στον εντοπισμό σημειακών μεταλλάξεων και

πολυμορφισμών, στην ποσοτικοποίηση παθογόνων μικροοργανισμών, καθώς επίσης και

στον προσδιορισμό του φύλου των εμβρύων.



΢ύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές Μοριακούς Υάρους



Τπάρχουν δύο μέθοδοι ποσοτικοποίησης των αποτελεσμάτων της PCR: η απόλυτη και η σχετική 

μέθοδος ποσοτικοποίησης. 

Απόλυτη ποσοτικοποίηση

΢την απόλυτη ποσοτικοποίηση χρησιμοποιείται μια πρότυπη καμπύλη, η οποία κατασκευάζεται με

βάση διαδοχικές αραιώσεις δείγματος RNA γνωστής συγκέντρωσης. Η καμπύλη αυτή χρησιμοποιείται

ως καμπύλη αναφοράς για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης άγνωστων δειγμάτων mRNAs.

Η κατασκευή πρότυπης καμπύλης μπορεί επίσης να πραγματοποιηθεί χρησιμοποιώντας δείγματα

γνωστών συγκεντρώσεων πλασμιδιακού δίκλωνου DNA, in vitro συντιθέμενου μονόκλωνου DNA ή

cDNA το οποίο να κωδικοποιεί το γονίδιο-στόχο. ΢ε όλες τις περιπτώσεις, η συγκέντρωση των DNAs

αυτών είναι δυνατόν να υπολογιστεί με φωτομέτρηση σε κατάλληλο μήκος κύματος (260 nm). ΢τη

συνέχεια, λαμβάνοντας υπόψιν το μοριακό βάρος του χρησιμοποιούμενου DNA, η τιμή της

συγκέντρωσης του κάθε δείγματος μετατρέπεται σε αριθμό αντιγράφων.



Aρχή ποσοτικού προσδιορισμού με qPCR

Cq: σημείο στο οποίο η ένταση φθορισμού ξεπερνά το σήμα υποβάθρου (μέγιστο δεύτερης 

παραγώγου)

Σο διάγραμμα βαθμονόμησης κατασκευάζεται με γραφική παράσταση του λογαρίθμου της 

συγκέντρωσης των προτύπων συναρτήσει του αντίστοιχου Cq



ΦΑΡΑΚΣΗΡΙ΢ΣΙΚΟ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ ΒΑΘΜΟΝΟΜΗ΢Η΢

 Σο διάγραμμα βαθμονόμησης κατασκευάζεται με γραφική παράσταση του λογαρίθμου 
της συγκέντρωσης των προτύπων συναρτήσει του αντίστοιχου Cp. 

 Η απόδοση της PCR δίνεται από τον τύπο: Ε = 10-1 / κλίση.

 Ευρεία δυναμική περιοχή: 1x108 ως 1x10 copies/μL.



ΠΟ΢ΟΣΙΚΟΠΟΙΗ΢Η (Quantification NOT 

Quantitation!!!) ΜΕ ΕΞΨΣΕΡΙΚΑ ΠΡΟΣΤΠΑ

Άγνωστο δείγμα

Διάγραμμα

βαθμονόμησης

• Η συγκέντρωση των αγνώστων δειγμάτων υπολογίζεται σε αντίγραφα του γονιδίου-

στόχου.

• Σο πρότυπο είναι εξωτερικό και ομόλογο.

• Ευρεία δυναμική περιοχή.

• Δεν υπάρχει έλεγχος για αναστολείς της PCR που πιθανόν να υπάρχουν στο δείγμα.



Q-PCR με χρήση εσωτερικών προτύπων

Εσωτερικά πρότυπα μη ανταγωνιστικού τύπου

Γονίδια αναφοράς (reference genes), όπως η β-ακτίνη 

χρησιμοποιούν διαφορετικούς εκκινητές και υποβάλλονται σε PCR 

παράλληλα με το δείγμα με το κατάλληλο ζεύγος εκκινητών

Απαραίτητη προϋπόθεση: 

ταυτόσημο επίπεδο μεταγραφής του mRNA του προτύπου



΢χετική ποσοτικοποίηση

 οι αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης του mRNA ενός γονιδίου-στόχου,

προσδιορίζονται σε σχέση με τα αντίστοιχα επίπεδα ενός παράλληλα

ενισχυόμενου mRNA, ενός κατάλληλου ενδογενούς συστατικά εκφραζόμενου

γονιδίου-ελέγχου (internal control).

 Οι τιμές Cq του mRNA-στόχου, τόσο των δειγμάτων προς εξέταση όσο και του

δείγματος-αναφοράς, κανονικοποιούνται ως προς τις αντίστοιχες τιμές του

ενδογενούς γονιδίου-ελέγχου. Η κανονικοποίηση ως προς το ενδογενές γονίδιο

απαιτείται για τη διόρθωση των πιθανών διαφορών μεταξύ των δειγμάτων, οι

οποίες οφείλονται σε διαφορετική συγκέντρωση του αρχικού υποστρώματος

(cDNA) ή σε διαφορές στην αποδοτικότητα της αντίδρασης ενίσχυσης.



Η χρήση εσωτερικού προτύπου (γονίδιο αναφοράς) διορθώνει διαφορές που 

οφείλονται σε :

 Διακυμάνσεις στις αρχικές ποσότητες των δειγμάτων

 Διακυμάνσεις στα ποσοστά ανάκτησης των νουκλεϊκών οξέων

 Πιθανή ποιοτική υποβάθμιση του υλικού του δείγματος 

 Διακυμάνσεις στη φόρτωση των δειγμάτων ή σφάλματα πιπεταρίσματος

 Διακυμάνσεις στην απόδοση κατά τη σύνθεση του cDNA (κυμαίνεται από 5% εώς 90%)

Προϋποθέτει :

 ΢ταθερή έκφραση του γονιδίου αναφοράς

 Να μη διαφέρει η απόδοση στην αντίδραση του γονιδίου-στόχου και του γονιδίου-
αναφοράς



qPCR Efficiency



Digital PCR

 First paper on digital PCR published in 1999, Bert Vogelstein 

and Kenneth Kinzler



DIGITAL PCR

 Digital polymerase chain reaction (digital PCR, DigitalPCR, dPCR, or dePCR) is a 

biotechnological refinement of conventional PCR

 With dPCR we can directly quantify and clonally amplify nucleic acids strands 

including DNA, cDNA, or RNA.

 The key difference between dPCR and traditional PCR lies in the method of 

measuring nucleic acids amounts

 dPCR is more precise than PCR.  A "digital" measurement quantitatively and 

discretely measures a certain variable, whereas an “analog” measurement 

extrapolates certain measurements based on measured patterns. 

 dPCR also carries out a single reaction within a sample, however the sample is 

separated into a large number of partitions and the reaction is carried out in 

each partition individually. 

 This separation allows a more reliable collection and sensitive measurement of 

nucleic acid amounts. 



Digital PCR main advantages

 Absolute quantification

 Better accuracy

 Higher sensitivity

 No need for calibration curves

 Less prone to experimental errors

 Closed tube

 mutiplexing



Droplet ddPCR - main principles



Droplet dPCR - main principles



Droplet dPCR - main principles



Droplet dPCR - main principles



Droplet ddPCR - main principles



Droplet ddPCR - main principles

videos

https://www.youtube.com/watch?v=Qqdmw3wvMFo

https://www.youtube.com/watch?v=KE8nhJSkG_4

https://www.youtube.com/watch?v=LbFuvlRBUzc

https://www.youtube.com/watch?v=Qqdmw3wvMFo
https://www.youtube.com/watch?v=KE8nhJSkG_4
https://www.youtube.com/watch?v=LbFuvlRBUzc


Bio-Rad - QX200™ Droplet Digital™ PCR System

1. QX Droplet Generator –

2. classic PCR in a 

thermocycler

3. QX Droplet Reader-



Bio-Rad - QX200™ Droplet Digital™ PCR System



Bio-Rad - QX200™ Droplet Digital™ PCR System



“BEAMing”

 Kinzler και Vogelstein , 2003

 Beads – Emulsion - Amplification – Magnetics

 Sysmex- Oncobeam technology



Sysmex- OncoBEAM technology

 chrome-extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://www.sysmex-

europe.com/fileadmin/media/f100/Business_Lines/Brochure/Sysmex_Inostics

_BEAMing_performance_EU_01.pdf



Bio-Rad - QX200™ Droplet Digital™ PCR System

multiplexing

VIDEO

https://www.youtube.com/watch?v=fIJ9ssIACk0



The naica™ system

STILLA technologies

Naica Geode

Naica Prism 6

THE UNIQUE FEATURES

OF THE NAICA™ 

SYSTEM:

1. An easy-to-use and 

integrated solution for 

digital PCR

2. Fast time-to-result (2h 

30min)

3. Reliable multiplex 

assays with 6-color 

detection



A wide range of applications

Different types of assays:

• Absolute quantification (DNA/RNA)

• Copy number variation

• Rare event detection

• Gene expression



Wild-type DNA

Tumor DNA

GMO DNA

miRNAs

Viral RNA

Etc..

Droplet crystal:

Self-assembled 

array of droplets

CRYSTAL 

DIGITAL 

PCR™ STEP

C1

C2

C3

C4

C5

C6

NAICA®

SYSTEM 

WORKFLOW

Load and Go

PROCESS TIME

HANDS-ON TIME Less than 10min

Less than 3h

Major steps to perform crystal digital  PCR™

Sapphire chip

• Up to 12 samples/run

• Up to 28,000 droplets/sample

• LOD: 0.2 copies/µL

Ruby chip

• Up to 48 samples/run

• Up to 17,000 droplets/sample

• LOD: 0.8 copies/µL



Data analysis using the Crystal Miner software



PCR-based technologies are used every day in clinical diagnostics, forensic investigations,

and agricultural biotechnology. These applications require reliable performance, superb

sensitivity, and stringent specifications. As such, thermal cyclers and reagents must be

compliant to and specially designed for these purposes. Examples of molecular

diagnostics include genetic testing, detection of oncogenic mutations, and testing for

infectious diseases. In forensics, human identification by PCR relies on amplification of

unique short tandem repeats (STRs) on gDNA to differentiate individuals. In agriculture,

PCR plays an integral role in food pathogen detection, plant genotyping for breeding,

and GMO testing.

PCR APPLICATIONS
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