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    A:T (2 δεσμοί Η), C:G (3δεσμοί Η) 



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 

(Polymerase chain reaction) 

PCR 

 in vitro μέθοδος για τον πολλαπλασιασμό 
συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA 

 

 δινει τη δυνατότητα απόκτησης μεγάλης ποσότητας 
DNA για ανάλυση 

 

 in vitro μέθοδος κλωνοποίησης 

 

 With PCR the bits of embedded, often hidden genetic 
information can be amplified into large quantities of 
accecible, identifiable and analysable material, (Guyer 
RL, Koshland DE. The molecule of the year, Science, 
246:1543, 1989) 



Ιστορική αναδρομή 

 1983: σύλληψη της ιδέας, K. Mullis, Cetus Corporation 

 1985: πρώτη δημοσίευση, Science 1985, 230:1350-1354 

 1988: θερμοσταθερή DNA πολυμεράση, Science 1988, 

239:487-491 

 1988-σήμερα : Χιλιάδες άρθρα με εφαρμογές PCR 

 1989 το περιοδικό Science επέλεξε την PCR σαν το "μέγιστο 

επιστημονικό επίτευγμα" και την Taq DNA πολυμεράση σαν 

το "μόριο της χρονιάς “ 

 1993 βραβείο Nobel Χημείας στον K.Mullis 



Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 





Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 

 



Πίνακας 1.1. Ενίσχυση ενός τμήματος DNA  μέσω 

PCR  

 
  

Αριθμός κύκλων   Αριθμός δίκλωνων μορίων-στόχων 

   1                                     0                           

   2                                    0 

   3                                    2 

   4                                    4 

   5                                    8 

   6                                   16 

   7                                   32 

   8                                   64 

   9                                  128 

  10                                  256 

  11                                   512 

  12                                1.024 

  13                                2.048 

  14                                4.096 

  15                                8.192 

  16                              16.384 

  17                               32.768 

  18                               65.536 

  19                              131.072 

  20                             261.144 

  21                             524.288 

  22                           1.048.576 

  23                           2.097.152 

  24                           4.194.304 

  25                           8.388.608 

   



Παράγοντες που επιδρούν στην PCR 

 δείγμα DNA 

 

 DNA πολυμεράση  

 

 επιλογή εκκινητών 

 

 συγκέντρωση ιόντων Mg 2+  

 

 συγκέντρωση dNTPs 

 

 παρουσία ενισχυτών και αναστολέων  

 

 αριθμός κύκλων 



Δείγμα DNA 

 Το DNA είναι ένα πολύ σταθερό μόριο, εάν δεν εκτεθεί στη 
δράση ειδικών ενζύμων, των νουκλεασών 

 

 επαρκές λιγότερο από ένα μικρογραμμάριο ολικού 
γενωμικού DNA 

 

 ενίσχυση αλληλουχιών από ένα μόνο μόριο DNA 

 

 Στο εμπόριο σήμερα κυκλοφορούν έτοιμα kit  για την απλή, 
αποδοτική και γρήγορη εκχύλιση των νουκλεικών οξέων 
από βιολογικά δείγματα 

 

 βιολογικά δείγματα (ιστοί, περιφερικό αίμα, κα) 

 

 βιοψίες διατηρημένες σε παραφίνη ηλικίας άνω των 40 ετών 

  

 Αιγυπτιακές μούμιες ηλικίας άνω των 4000 ετών! 

 



Yellow stone National Park, Wyoming, USA 

Thermus aquaticus 



Σύγκριση  Klenow vs Taq Πολυμεράσης 

Klenow  

 optimum---->37oC 

 μη ειδική σύνθεση DNA  

 primer mismatching 

 καταστροφή ενζύμου στους 94οC 

 απαιτείται συνεχώς προσθήκη νέου ενζύμου 

 

Taq  

 optimum------>72oC 

 μεγάλη εξειδίκευση 

 καλύτερη απόδοση 

 δυνατότητα αυτοματοποίησης 

 95oC, 20s/cycle, 65% activity, 50 κύκλοι 



Βελτιστοποίηση συγκέντρωσης Taq 

Πολυμεράσης 



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 



Συγκέντρωση ιόντων Mg 2+ 

 

 μεταλλικός συμπαράγοντας Taq DNA πολυμεράσης 

 

 μεγάλη επίδραση στην ειδικότητα και στη ποσότητα 

του προϊόντος της αντίδρασης PCR  

 

 Συνήθης 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 



Συγκέντρωση dNTPs  

 τα 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  



Φάση κορεσμού (plateau) 



Φάση 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 προιόντα (πυροφωσφορικά και 
δίκλωνο DNA) 

 

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

 

 επανασύνδεση του προιόντος 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= ενίσχυση 

Χ= μέση απόδοση 

n= αριθμός κύκλων 

Y= (1+X)n 

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

 

απόδοση  20 κύκλοι  30 κύκλοι 

1.00  1.048.576  1.073.741.824 

0.90  375.900     230.466.619 

0.80  127.482       45.517.160 



Αναστολείς και ενισχυτές της αντίδρασης PCR 

αναστολείς:  

 φύση των βιολογικών δειγμάτων  

 

 μέθοδο απομόνωσης του DNA  

 

 χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για την 

απομόνωση του DNA  

 

 ιοντικά επιφανειοδραστικά (SDS ισχυρός αναστολέας  της 

Taq πολυμεράσης) 

 

ενισχυτές:  

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

(0.1-2.5%), T4gene32 protein, γλυκερόλη (10-15%)  



Εξειδίκευση  PCR 

οφείλεται:   

 στη δυνατότητα επιλογής της προς ενίσχυση 

περιοχής DNA μέσω της επιλογής κατάλληλων 

εκκινητών 

 

επιτυγχάνεται με:  

 χαμηλή συγκέντρωση Mg2+, dNTPs, Taq, 

εκκινητών 

 χαμηλό αριθμό κύκλων 

 αυξημένη θερμοκρασία υβριδισμού 

 αυξημένο ρυθμό αυξομείωσης θερμοκρασίας 

 θερμική εκκίνηση (hot start) 



Μη ειδικό προιόν  PCR οφείλεται συνήθως σε : 

 

 πιθανότητα λάθους της πολυμεράσης (1 στα 109 nt in 

vivo,  2x10 4 nt in vitro)  

 

 μη ειδική σύνδεση των εκκινητών  

 

 επιμόλυνση από προηγούμενα προιόντα PCR 



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 



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 



Πιθανές πηγές επιμόλυνσης στην PCR 

 
 βιολογικά δείγματα 

 

 εργαστηριακό περιβάλλον 

 

 υγρό άζωτο/πάγος 

 

 πιπέτες/ρύγχοι πιπετών 

 

 υαλικά/σωληνάρια 

 

 αντιδραστήρια 

 

 θερμικός κυκλοποιητής 

 

 τράπεζα UV 

 

 συσκευές ηλεκτροφόρησης 



Οργάνωση εργαστηρίου για την αποφυγή 

επιμόλυνσης στην  PCR 



Νεώτερες εξελίξεις στην 

οργανολογία  της PCR 

Θερμικοί κυκλοποιητές (Thermal cyclers)  

 εκτέλεση PCR εντός φρεατίων πλακών μικροτιτλοδοτήσεως 

96 και 384 θέσεων  

 εκτέλεση 2 ανεξάρτητων κύκλων σε ανεξάρτητες κεφαλές 

στον ίδιο κυκλοποιητή 

 διαβάθμιση θερμοκρασίας υβριδισμού (gradient) 

 εκτέλεση PCR σε αντικειμενοφόρες πλάκες μικροσκοπίου (in 

situ PCR)  

 ταχύτατη αυξομείωσης θερμοκρασίας με συστήματα Peltier 

καθώς και με κυκλοφορητή αέρα (air cycling systems)  

 παρακολούθηση της αντίδρασης σε  πραγματικό χρόνο (real 

time PCR)  

 σημαντική μείωση του χρόνου για την ολοκλήρωση της 

αντίδρασης  

 δυνατότητα  ποσοτικού προσδιορισμού των αρχικών  DNA 

στόχων 



Ποιοτικός προσδιορισμός των προιόντων 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 



ανίχνευση προιόντων της αντίδρασης PCR 

 βρωμιούχο αιθίδιο 

 

 SYBR GREEN, SYBR GOLD (Molecular Probes) : πολύ 

υψηλή ευαισθησία 

 

 χρώση αργύρου : πολύ υψηλή ευαισθησία  

 

 αυτοραδιογραφία (autoradiography) 

 

 αποτύπωση (blotting) (Southern Blot για DNA και 

Northern Blot για RNA)  



ανίχνευση προιόντων PCR με ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 

 #1: PCR blank 

 #2-#9: BRCA1, exon 14 

 #10: DNA marker 

 #11PCR blank 

 #12-19: BRCA1, exon 22 



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) 



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 



βασική 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 δρούν 

και ώς DNA   πολυμεράσες 

 

σημαντικά πλεονεκτήματα:   

 

 δυνατότητα ανάλυσης μεγάλου αριθμού δειγμάτων 

 ταχύτητα-απλούστερη διαδικασία 

 προστασία από κίνδυνο επιμόλυνσης 



Ασύμμετρη PCR 

 παράγεται μονόκλωνο DNA  

 

 χρησιμοποιείται για DNA-sequencing  

 

 χρησιμοποιούνται άνισες (ασύμμετρες) 
συγκεντρώσεις των δύο εκκινητών (σε αναλογίες 1:10, 
1:2, 1:50) 

 

 στους πρώτους 15-25 κύκλους, το περισσότερο 
προϊόν που παράγεται είναι δίκλωνο 

 

 καθώς ο μικρής συγκέντρωσης εκκινητής εξαντλείται, 
στους επόμενους κύκλους παράγεται πλεόνασμα της 
μιας αλυσίδας 

  

 το μονόκλωνο DNA συσσωρεύεται 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 



 Mycoplasma PCR-ELISA  



Εφαρμογές της κλασικής PCR 

Προγεννητική διάγνωση (κυστική ίνωση, μεσογειακή αναιμία, 
διάφορες κληρονομικές νόσοι) 

 

Προγεννητική διάγνωση (Τρισωμία 21, σύνδρομο Down) 

 

Διάγνωση και χαρακτηρισμός μολυσματικών ασθενειών 
(ανίχνευση HIV, HBV, HCV, HPV κα)  

 

 Διάγνωση και χαρακτηρισμός νεοπλασιών 



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  



Κλασσική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

 

Πληροφορίες που μας δίνει το  blot 

Πληροφορία για το μέγεθος 

πληροφορία  

για την αλληλουχία αν είναι ελεγχόμενες  

και αυστηρές οι συνθήκες υβριδισμού 



     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 

 Υψηλή ευαισθησία 

 Κατάλληλη για μεγάλο αριθμό δειγμάτων 

 

 

 

 

 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο  

 (Real time PCR) 

 

Ποσοτική PCR (qPCR)  

 

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού 



 

 

 

 

 

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  



 

 

 

 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο  

 (Real time PCR) 

 

Ποσοτική PCR (qPCR)  

 

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού 



 

 

 

 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο  

 (Real time PCR) 

 

Ποσοτική PCR (qPCR)  

 

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού 



 

 

 

 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο  

 (Real time PCR) 

 

Ποσοτική PCR (qPCR)  

 

Αρχή ποσοτικού προσδιορισμού 



Prototype: LightCycler, 1997 



LightCycler Inventor: Dr. Carl 

Wittwer, Univ of Utah, Salt Lake City 



LightCycler 



Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο  

 (Real time PCR)  

τεχνολογία LightCycler  (Rοche Diagnostics) 

Συνδυασμός φθορισμομέτρου και θερμικού κυκλοποιητή 



Κυψελίδες αντίδρασης PCR στο 

LIGHTCYCLER 

16 

13 







Smart Cycler (Cepheid) 



Laser 
488nm 

96 wells every 

7 - 8 seconds. 
CCD 

Excitation and Emission 

ABI Prism  



Ανίχνευση μέσω των σωληναρίων της PCR 

ABI Prism  



Log [DNA] 

Κύκλος # 

Γεωμετρική  

Plateau 
γραμμική 

Ανίχνευση σε Gel 

Με EtBr 

μεταβλητότητα 

Υψηλή ακρίβεια και επαναληψιμότητα  

Φάσεις της αντίδρασης PCR 



Χαρακτηριστικό 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  



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)  

 



ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΣΤΗΝ qPCR 

 ΕΙΔΙΚΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ ΓΙΑ dsDNA (SYBR® Green, LCGreen) 

 

 ΖΕΥΓΟΣ ΑΝΙΧΝΕΥΤΩΝ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ (dual hybridization 

probes) 

 

 ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΥΔΡΟΛΥΣΗΣ (hydrolysis probes, TaqMan®) 

 

 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΦΑΡΟΙ (molecular beacons) 

 

 ΑΝΙΧΝΕΥΤΕΣ ΤΥΠΟΥ «ΣΚΟΡΠΙΟΣ» (scorpions) 



Αρχή μεθόδου του συστήματος ανίχνευσης με  SYBR Green 
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Αρχή μεθόδου του συστήματος ανίχνευσης με  SYBR Green 



ΦΑΙΝΟΜΕΝΟ MΕΤΑΦΟΡΑΣ EΝΕΡΓΕΙΑΣ MΕΣΩ 

ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ ΤΟΥ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) 

Διέγερση  

Εκπομπή 

Διέγερση 

Εκπομπή 

Δότης Δέκτης 



ANIXNEYΣΗ ΜΕ ZEYΓΟΣ ΑΝΙΧΝΕΥΤΩΝ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ DNA 

Φλουορεσκεΐνη LC Red 



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)  



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές 

Μοριακούς Φάρους’’ 



Σύστημα ανίχνευσης με ανιχνευτές 

Μοριακούς Φάρους 



Aρχή ποσοτικού προσδιορισμού με qPCR 

Cq: σημείο στο οποίο η ένταση φθορισμού ξεπερνά το σήμα 

υποβάθρου (μέγιστο δεύτερης παραγώγου) 

Το διάγραμμα βαθμονόμησης κατασκευάζεται με γραφική 

παράσταση του λογαρίθμου της συγκέντρωσης των 

προτύπων συναρτήσει του αντίστοιχου Cq 



ΠΟΣΟΤΙΚΗ PCR 

 

 

Ο αριθμός των αρχικών μορίων νουκλεϊκού οξέος 

διπλασιάζεται με κάθε κύκλο PCR με αποτέλεσμα 

την εκθετική αύξηση του προϊόντος σύμφωνα με τη 

σχέση:  

  

P  =  T (I+E)n (1)  

 

όπου Ρ, η ποσότητα του  προϊόντος,   

 Τ, η αρχική ποσότητα του DNA στόχου (target), 

 n, ο αριθμός των κύκλων της PCR, και 

 E, η μέση απόδοση της αντίδρασης για κάθε 

 κύκλο   

H ποσοτική PCR προϋποθέτει μία σταθερή και  

επαναλήψιμη σχέση μεταξύ του αναλυτικού 

σήματος που λαμβάνεται από το προϊόν της 

αντίδρασης και της αρχικής ποσότητας του DNA 

στο δείγμα  

 



Υπολογισμός του σημείου ποσοτικοποίησης Cq 

(Cquantification) με τη μέθοδο της δευτέρας 

παραγώγου  

 σήμα φθορισμού 

  πρώτη 

παράγωγος 

•  δεύτερη 

παράγωγος 
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ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΟ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ ΒΑΘΜΟΝΟΜΗΣΗΣ 

 Το 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. 



ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ (Quantification NOT 

Quantitation!!!) ΜΕ ΕΞΩΤΕΡΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ 

Άγνωστο 

δείγμα 

 

 

 

 

Διάγραμμα 

βαθμονόμησης 

• Η συγκέντρωση των αγνώστων δειγμάτων υπολογίζεται σε 

αντίγραφα του γονιδίου-στόχου. 

• Το 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 

 

  

 



ΣΧΕΤΙΚΟΣ ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ 



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 : 

 

 Σταθερή έκφραση του γονιδίου αναφοράς 

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

 



ΜΕΛΕΤΗ EΚΦΡΑΣΗΣ 5 ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΑΝΑΦΟΡΑΣ ΣΤΗΝ 

ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΣΕΙΡΑ ΚΑΡΚΙΝΟΥ ΤΟΥ ΜΑΣΤΟΥ MCF-7 (n=5) 
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Αριθμός Δείγματος 
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G6PDH

ALAS

HPRT

PBGD

Γονίδιο  Β2Μ G6PDH ALAS HPRT PBGD 

Aριθμός  Δειγμάτων (n ) 5 5 5 5 5 

Μέση τιμήCp  15,70 17,43 22,00 18,76 21,66 

Ελάχιστη τιμή Cp  15,25 16,94 21,47 18,12 20,93 

Μέγιστη τιμή Cp  15,93 18,15 22,33 19,11 23,00 

Ενδιάμεση τιμή Cp  15,89 17,29 22,19 18,93 21,31 

Τυπική Απόκλιση(SD)  0,30 0,45 0,35 0,38 0,87 

Επαναληψιμότητα (CV)  1,5 1,9 2,6 2 4 



qPCR Efficiency 



Εφαρμογές της ποσοτικής (real time) 

PCR 

 Ποσοτικός  προσδιορισμός  της έκφρασης 
γονιδίων 

 

 Μέθοδος  αναφοράς για την εκτίμηση της 
αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων που 
λαμβάνονται με άλλες μεθόδους (πχ 
μικροσυστοιχίες)  

 

 Ανάλυση GMOs (genetically modified 
organisms) 

 

 Ανάλυση Single nucleotide polymorphisms 

 

 Ανάλυση DNA mutations 


